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Summary 

I n  a s t r a i n  of Aspergillus niger grown  in B e r n h a u e r  me- 
d ium,  oxa lace t i c  deca rboxy la se  a c t i v i t y  increased,  while 
c i t r ic  acid a c c u m u l a t e d  in t he  m e d i u m ,  The  m e c h a n i s m  
of c i t r ic  acid a c c u m u l a t i o n  is discussed.  

Table I 
Metabolic Stability of Cell Protein During Tumor Growth 

Relative Product: 
Cells/mouse × Protein Specific Activity ! Standard Error 

Days After Glycine- Valine- Leucine- 
Inoculation Labelled* Labelled** Labelled** 

100 
6 2 ~ 6  
3 8 : k 4  

100 
62=[= 9 
36 :k 19 

100 
6 4 ±  9 
47 =}: 12 

* Four exporiment.~. ** Two experiments. 

Protein Turnover in Glycitxe-C~4-1ahelled 
Landschiitz Ascites Tumor Cells 

P r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n s  in th i s  l a b o r a t o r y  i showed t h a t  
t h e  p r o t e i n  of t he  t e t r a p l o i d  E h r l i c h  asc i tes  ca rc inoma  
e x h i b i t s  d i f f e ren t  degrees  of me tabo l i c  s t ab i l i t y  depend ing  
on  the  r a d i o a c t i v e  a m i n o  acid used for labell ing.  Methio-  
nine-S~5-1abelled p r o t e i n  r e m a i n e d  ' s t ab l e '  du r ing  the  
g r o w t h  of t h e  t u m o r ,  whe reas  glycine-Cl~-labelled p ro te in  
lost  a b o u t  6 7 %  of i ts  a c t i v i t y  d u r i n g  th i s  t ime.  Moreover,  
t h e  b e h a v i o u r  of me th ion ine - l abe l l ed  p ro t e in  in  t he  hype r -  
d ip lo id  E ;h r l i ch -Landsch i i t z  asc i tes  t u m o r  was of a t h i r d  
type ,  showing  i n s t a b i l i t y  on ly  d u r i n g  t he  f irst  few days  
of g rowth .  The  p r e sen t  e x p e r i m e n t s  were des igned to af- 
ford  a de t a i l ed  s t u d y  of t he  m e t a b o l i c  s t ab i l i t y  of glycine- 
l abe l led  p r o t e i n  in  L a n d s c h i i t z  asci tes  celles. 

Glycine-2-C t4 a n d  gene ra l ly  labe l led  leucine- and  
va l ine-C 14, all  h a v i n g  specif ic  ac t iv i t i e s  of 64-69  lzC/mg, 
were a d m i n i s t e r e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  in  0.1 ml  of isotonic  
sal ine.  Usua l ly  5 ~tC were  in j ec t ed  pe r  mouse  6-7 days  
a f t e r  i nocu l a t i on  w i t h  t h e  t u m o r ,  a n d  the  ascit ie fluid was 
col lec ted  2 days  la ter .  

Mice were i nocu la t ed  w i t h  0-15 ml  of u n d i l u t e d  ascit ic 
fluid,  label led as descr ibed  above ,  a n d  sacrif iced a t  var ious  
t i m e s  t he rea f t e r .  T h e  c r i t e r ion  of m e t a b o l i c  s t ab i l i t y  was 
t h a t  used in  ear l ie r  s tud ies  1,2, n a m e l y  t he  re la t ive  con-  
s t o n e y  of t he  p r o d u c t  of free t u m o r  ce l l s /mouse  × specific 
a c t i v i t y  of t h e  t u m o r  cell p r o t e i n  - a va l id  c r i t e r ion  since 
t he  a m o u n t  of i n t r ace l lu l a r  p r o t e i n  pe r  cell does no t  
c h a n g e  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t  3,4. T h e  n u m b e r  of t u m o r  
cells in  t h e  or ig ina l  i n o c u l n m  a n d  pe r  mouse  on  subse- 
q u e n t  days  was d e t e r m i n e d  b y  c o u n t i n g  in a Bue r ke r  
h a e m o c y t o m e t e r  ~ or  in  a Caset la  a u t o m a t i c  par t ic le  coun t -  
er  a n d  sizer, r e su l t s  of t he  t w o  c o u n t i n g  m e t h o d s  agree- 
ing  closely.  Chemica l  p r e p a r a t i o n s  a n d  m e a s u r e m e n t s  of 
r a d i o a c t i v i t y  were  ca r r ied  o u t  as descr ibed  previous ly" ,L  

The  loss of r a d i o a c t i v i t y  f rom t he  glycine- label led pro- 
t e in  was c o n t i n u o u s  w i t h  t ime  a n d  a p p r o x i m a t e l y  l inear  
(Tab le  I), a m o u n t i n g  to 7 . 8 % / d a y .  Th i s  va lue  falls be- 
t w e e n  t h a t  r e p o r t e d  for  t h e  ea r ly  s tages  of g r o w t h  of the  

1 A. FORSSBERG and L. Rf.:v£sz, Biochim. biophys. Acta zs, 165 
(1957). 

2 L. R~v~sz, A. FORSSBERG, and G. KLEIn, J. nat. Cancer Inst. 
17, 37 (1956). 

3 L. LEDOUX and S. H. R~VELL, Biochim. biophys. Aeta 18, ,t16 
0955). 
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glycine-label led TA3 asci tes  t u m o r  s a n d  t h a t  g iven  for  
the  l a te r  s tages  of the  glycine- label led  E h r l i e h  t e t r a p l o i d  
line x. P ro t e in  label led w i t h  va l ine  or leucine also showed  
metabo l i c  i n s t ab i l i t y  (Table  I), b u t  va lues  were  more  
va r i ab le ;  th i s  i n s t ab i l i t y  was  a t  leas t  as g r ea t  as  t h a t  ex-  
h ib i t ed  b y  me th ion ine - l abe l l ed  p ro t e in  in  L a n d s c h t i t z  
cellsL 

Table. II  
l)istribution of Radioactivity in Glycine-Labelled Tumor 

Protein 58 % - 62 % 
Cells Nucleic Acid 35%-41% 

O/ ( ( O/ * (89/o- )9 m) Acid-Soluble 1 % -  3°/,, 

Serum Protein 82%-95% 
( 1%- I  1%)* Acid-Soluble 5 % - 1 8 %  

• % of total tumor activity. 

The  d i s t r i bu t ion  of r a d i o a c t i v i t y  w i t h i n  g lyc ine-  
label led t u m o r s  is g iven  in Tab le  I I .  Most  of t he  s e r u m  
ac t i v i t y  was h m m l  in the  p ro t e in  f rac t ion,  sugges t ing  
t h a t  some or all of t he  a c t i v i t y  los t  b y  t h e  p r o t e i n  
left  the  cells in the  form of i n t a c t  p ro te in ,  e i t he r  b y  
cell r u p t u r e  or t h r o u g h  the  cell m e m b r a n e .  The  f o r m e r  
poss ibi l i ty  would br ing  a b o u t  a c o n s t a n t  a p p a r e n t  i n s t ab -  
i l i ty  of all cel lular  c o n s t i t u e n t s  (viz., 1)NA, RNA,  p ro te in ) ,  
which  is no t  the  easel .  The  l a t t e r  poss ib i l i ty  was  ru led  o u t  
in the  h)l lowing manne r .  

Since the  mice were inocu la t ed  w i t h  intact l abe l led  
tumor ,  t im inocu lum c o n t a i n e d  a cons iderab le  a m o u n t  of 
rad ioac t ive  s e rum pro te in .  I t  was  f i rs t  s h o w n  t h a t  t h e  
s e rum pro te in  a c t i v i t y / m o u s e  8 days  a f t e r  i n o c u l a t i o n  
was m u c h  less t h a n  t h a t  on  d a y  0. T h e n  a n  e x p e r i m e n t  
was  carr ied o u t  in  wh ich  t he  asc i tes  cells a n d  s e r u m  were  
sepa ra t ed  by  cen t r i fuga t ion ,  ttle cells w a s h e d  in K r e b s -  
R inger  p h o s p h a t e  buffer ,  a n d  a suspens ion  of cells in  
buffer  in jected.  Contro l  mice were in jec ted  w i t h  a v o l u m e  
of i n t a c t  ascit ic fhfid c o n t a i n i n g  the  same  n u m b e r  of 
t u m o r  cells. M e a s u r e m e n t s  a t  severa l  s t ages  of g r o w t h  
showed t h a t  the  specific, as well  as  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  of 
the  se rum p ro t e in  was  m u c h  lower in  t he  g r o u p  wifich h a d  
received cells suspended  in buffer .  Moreover ,  i t  h a d  b e e n  
shown  t h a t  the  a c t i v i t y  lost  b y  t he  cells of t h e  L a n d s c h t i t z  
t u m o r  was t a k e n  up, b u t  no t  a c c u m u l a t e d ,  b y  t he  t i ssues  
of the  host ,  t h e  specific a c t i v i t y  of t he  l iver  be ing  closer  
to  t h a t  of t he  t o t a l  carcass  t h a n  a n y  o t h e r  o rgans  4. 
Therefore ,  in  t he  p rev ious  e x p e r i m e n t ,  c o m p a r i s o n  of t he  
specific ac t iv i t i es  of l iver  p r o t e i n  a n d  asc i tes  s e r u m  pro -  
t e in  was m a d e  in t he  g roups  inocu la t ed  wi th  i n t a c t  t u m o r  

8 j .  GREENLEES and G. A. lm PAGE, Cancer Res. 15, 256 (1955). 
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or  cells plus buffer. On d a y  8 the  l iver / serum ra t io  was 
0.5 in the former  group bu t  was 0.9 in the  lat ter ,  indicat-  
ing tha t  in the absence (or near-absence) of serum prote in  
in the inoculum an equi l ib r ium was establ ished be tween  
the act ive  pro te in  of the  l iver  and (via the  prote in  of the  
blood plasmag) t h a t  of the  ascites serum. These findings 
give no evidence  for any  escape of ac t ive  prote in  f rom the  
ceils to the  serum, indica t ing  t h a t  t he  r ad ioac t iv i ty  lost  
f rom the  prote in  f ract ion left  the cells in t he  form of 
acid-soluble glycine. I t  is therefore  concluded t h a t  the  
proteins  of the  Landschi i tz  t u m o r  undergo int racel lular  
t u r n o v e r  dur ing  growth.  A t t e m p t s  to  enhance  the  loss of 
a c t i v i t y  f rom the  t u m o r  prote in  by  in jec t ing  physiological  
a m o u n t s  of unlabel led glycine or  leucine were unsuccess- 
ful, t hough  in jec t ing  alanine or  large amoun t s  of glycine 
could cause cell  damage.  

This work was supported by the Swedish Cancer Society, the 
Waltenberg Foundation, and the National Cancer Institute, U. S. 
Public Health Service, of which one author (J. S. F.) was a post- 
doctoral research fellow. 

J .  s .  FINLAYSON, A. FORSSBERG, 
and  G. DREYFUS 

Institute o] Radiophysics, Stockholm (Sweden), Novem- 
ber 17, 1958. 

Zusammen[assung 

Unte r suchungen  fiber die Stabit i t t t t  der  Eiweil3stoffe 
yon  Landschf i t z -Asz i tes -Tumoren  wurden  an Cl'J-Glyko - 
koll, -Valin oder  -Leucin  mark ie r t en  Zellen durchgefi ihr t .  
Es wurde  festgestell t ,  dass w~thrend der  Zell tei lung und 
des \Vachs tums  kont inuier l ich  e t w a  5 -10% pro Tag  der  
e inmal  gebundenen  Cl*-Aktivi t / i t  als n iedr igmolekulare  
K o m p o n e n t e n  in die Aszitesfl i issigkeit  ausgeschieden 
wird.  Diese Instabilit~tt k o m m t  offenbar  durch int ra-  
zellulare U m s e t z u n g  der EiweiBstoffe und n ich t  durch  
Ausscheidung ganzer  Eiweissmolekfi le  zustande.  

R. L. STRAUBE, Cancer Res. 18, 57 (1958). 

N a c h w e i s  von N a h r u n g s m i t t e l - A n t i k 6 r p e r n  
mi t te l s  der H~imagglut inat ion  

I m m u n a n t i k 6 r p e r  gegen Kuhmi l ch  kSnnen sowohl mi t -  
tels der  Pr / iz ip i t inreakt ion  wie m i t  der  Methodik  der  
K o m p l e m e n t b i n d u n g  aufgedeckt  werden.  In  der  Praxis ,  
das heisst  bet dem Versuch des Nachweises  yon  Kuh-  
mi lchant ik6rpern  be im Mensch, versag t  j edoch  h~ufig das 
erste Verfahren,  well der Ti te r  ein geringer  ist. ~be r l egen  
ist die Methodik  der Komplemen tb indungs reak t ion ,  und 
zwar besonders dann,  wenn das Gemisch aus Ant igen-  
Kuhmi lchverdf innung,  Prf i fungsserum und K o m p l e m e n t  
fiber Nach t  bet E i s sch rank t empera tu r  geha l ten  wird. Bet 
der  Verwendung  der  K o m p l e m e n t b i n d u n g s r e a k t i o n  ergab 
sieh, dass w/ihrend der ers ten  12 Lebensmona te  bet S/iug- 
t ingen und  Kle inkindern ,  die m i t  Kuhmi l ch  oder  mi t  kuh-  
mi lchhal t igen P roduk ten  erntthrt  waren,  ein hoher  Pro-  
zentsatz  der  P robanden  m i t  der  Bindung  yon  Kuhmi tch-  
Ant ik6rpern  reagierte.  Die Zahl  der  yon den einzetnen 
Autoren  erha l tenen  pos i t iven  Ant ik6rper -Befunde  ist  je- 
doch Schwankungen  unterworfen ,  fiber die an  anderer  
Stelle zusammenfassend ber ich te t  wurde  1. Bet d iesem 
Ber ich t  wurde auch darauf  hingewiesen,  dass bet SXug- 
l ingen und I ( le inkindern der  O b e r t r i t t  yon  Kuhmi l ch  aus 

1 t~. BERGER, Ann. Paediat. 181, 295 (1953}. 

dem M a g e n - D a r m t r a k t  in die B l u t b a h n  mi t  Ant ik6rper-  
b i ldung fast ein physiologisches Ph/ inomen darstel l t ,  wel- 
ches nur  sel ten zu Krankhe i t se rsche inungen  fiihrt.  

Als Nachte i le  der  Komplemen tb indungs r eak t i on  sind 
die Schwier igkei ten der  Ablesungen zu erw/ihnen,  die 
darin bestehen,  dass in den s ta rken  Ant igenkonzen t ra -  
¢ionen das Reak t ionsgemisch  ein so trf ibes ist, dass Feh len  
oder  E i n t r i t t  von  H/imolyse  als I n d i k a t o r  zustande-  
gekommener  oder  ausgebl iebener  Ant igen-Ant ik6rper -  
Reak t ion  sich k a u m  beur te i len  liisst. Auch  die Tatsache ,  
dass man  bet der Komplemen tb indungs r eak t i on  den Ant i -  
k6rper -Ti te r  n icht  dadurch  ermi t te l t ,  i ndem m a n  das zu 
prfifende Serum verdi innt ,  sondern i ndem m a n  Di lu t ionen  
der  Kuhmi lch  herstel l t ,  deren Ant ikbrper -Bindungsver -  
m6gen als T i te r  bezeichnet  wird, liess es als wiinschens-  
wef t  erscheinen,  die b isher igen Ver fahren  du tch  eine 
Methodik  zu ergAnzen bzw. zu ersetzen,  welche zu ether 
d i rek ten  Aussage tiher den Geha l t  an  Ant ikSrpern  im  
Serum berecht igt .  

Zu diesem Zwecke bed ien ten  wi t  uns  der  HAmaggtut i -  
na t ionsmethode  in der  yon BOYDEN ~ angegebenen  Tech-  
nik, in welcher  die auf  ihre Agglu t in ie rbarke i t  zu pri ifen- 
den Blu tk6rperchen  durch Versetzen m i t  Tann in  so sensi- 
bil isiert  wnrden,  dass ihre Ausf lockung besonders  leicht  
erfolgte.  VoN BOYDEN zeigte, dass Schafb lu tkSrperchen  
nach Sensibil isierung durch  Tann in  die verschiedens ten  
Ant igene  adsorbieren und in Gegenwar t  der  korrespon- 
d ierenden Immunse ren  durch  hochgradige  Di lu t ionen  zur  
Agglu t ina t ion  gebrach t  werden.  Auch  bei dem von  
~,V1TEBSKV 3 et al. neuerdings e rb rach ten  Nachweis ,  dass 
die E n t s t e h n n g  be s t immte r  F o r m e n  chronischer  Schild- 
dr / i senentzf indung auf  eine Autoan t ik6rpe rb i ldung  zu- 
r i iekzufi ihren ist, spielte die Ve rwendung  yon  Nul l -  
E ry th rozy t en ,  die mi t  Tann in  sensibil isiert  waren,  eine 
entscheidende Rolle.  

Unser  Vorgehen bet dem Anse tzen  des HAmagglu t ina-  
t ionsversuches  zwecks Nachweis  yon  Kuhmi lchan t ikSr -  
pern in Seren yon S/iuglingen und Kle inkindern  gestal-  
te te  sich fo lgendermassen:  

1, "Wir ve rwende ten  Nul l -Blutk6rperchen,  die aus den 
B lu tp roben  des e ingehenden Unte r suchungsmate r i a l s  ge- 
wonnen  waren und keinerlei  Zus~tze enthie l ten.  Nach  
E n t f e r n n n g  des Blu tkuchens  wurden  die res t l ichen Blut -  
k6rperchen dreimal  mi t  i so ton ischerverona lha l t iger  Koch-  
salzl6sung gewaschen und mi t  ihr  wieder  aufgeffillt ,  so 
dass eine e twa  5% ige Suspension von  E r y t h r o z y t e n  
result ierte.  

2. Mit  acidum tannicum wurde  in des t i l l ie r tem Vv'asser 
eine 0,5-prozentige L6sung hergestel l t ,  aus der  wir  durch  
Aufnahme  in Veronal -Kochsa lz -L6sung eine Verdf innung 
yon  1:25000 gewannen (0,1 cm 3 acidum tannicum 1:100 
plus 12,4 cm ~ Veronal-NaC1-L6sung).  

3. Zwecks Sensibilisierung der N u l l - E r y t h r o z y t e n  wur-  
den 5 cm a der  nach 1 hergeste l l ten  Suspension mi t  5 em a 
der  nach 2 pr t tpar ier ten acidum tannicum-L6sung ver-  
setzt ,  das Gemisch 30 min  bet Z i m m e r t e m p e r a t u r  ge- 
ha l t en  und anschliessend 4mal  m i t  Veronal-NaC1-LSsung 
so gewaschen,  dass wieder  eine 5%ige  E r y t h r o z y t e n -  
Suspension resul t ier  re. 

4. Diese E r y t h r o z y t e n - A u f s c h w e m m u n g  wurde  zu glei- 
chert Tei len mi t  Kuhmi l ch  verse tz t ,  welche zuvor  mi t  
Veronal -NaCi-L6sung in eine 1%ige  Di lu t ion  gebrach t  
worden  war. Das  Gemisch h ie l ten  wir  60 min  bet 37°C, 
zent r i fugier ten  es, wuschen  es e inmal  m i t  Verona l -NaCb  

2 S. V. BOYDEN, J. exp. Med. 93, 107 (1951). 
E. WITEBSKY~ N. R. RosE, K. TERPLAN, J. R. PAINE und R. 
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