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In Embryonalextrakt gehaltenen Kulturen von Hithnehen-
fibroblasten wurde radioaktive Glukose zugefiihrt und die
Aktivitét des erzeugten Kohlendioxyds bestimmt. Aus dieser
Aktivitat wurde auf die veratmete Glukosemenge geschlossen.
Deckglaskulturen veratmeten bei Zufubr von 6 ¢ oder mehr
Glukose 1 y. Nach einigen Stunden wurde ein Maximum der
Atmung erreicht, nach wenigen Tagen kam die Atmung praktisch
zum Stillstand. Auch Embryonalextrakt allein (ohne Kultur)
entwickelt eine geringe Menge Radiokohlendioxyd. Roller-
Kulturen veratmen viel mehr (unter Umstinden hundertemal
mehr) Glukose als Deckglaskulturen; auch in diesem Falle ist
die Kohlendioxydentwicklung der Kultur viel gréBer als die des
Nahrmediums. Deckglas- und Roller-Kulturen veratmen Glukose
auch in isotoner Salzlosung ohne Zusatz von Embryonalextraks,

In fritheren Verdffentlichungen wurde eine Methode zur Bestimmung
des Stoffwechsels individueller Deckglas-Gewebekulturen (Trocken-
gewicht groflenordnungsmafig 1/, mg) beschriebend, 2, Der Kultur
wird radioaktive Glukose als Nahrstoff zugefithrt; nach AbschluB einer
Wachstumsperiode (Passage) von normalerweise 3 Tagen wird das

1 0. Suschny, FE. Broda, L. Sverak, O.Feldstein, H. Bilek, L. Stockinger
und H. Madi, Mh. Chem. 83, 1091 (1952).

* L. Stockinger, H. Enzl, B. Broda, O. Suschny und L. Sverak, Mh, Chem.
85, 327 (1954).
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Gewebe unter Trégerzusatz chemisch in Fraktionen zerlegt und die
Radioaktivitit der einzelnen Fraktionen gemessen. Diese Aktivitdt
zeigt an, in welchem MaB das Gewebe den zugefiihrten Zucker zur Er-
zeugung von Stoffen verwendet hat, die zu der betreffenden Fraktion
gehoren,

Bei Verwendung von Fibroblastenkulturen konnten wir in den ersten
Versuchsreiben nur etwa 19, des zugefithrten Radiokohlenstoffes in Form
von Stoffwechselprodukten wiederfinden. Dies entsprach trotz sehr
hoher spezifischer Aktivitdt der zugefiihrten Glukose® und trotz groler
Empfindlichkeit der Messung mit dem Gas-Geiger-Zihlrohr? im Durch-
schnitt bloB 5000 Stéfen pro Minute und Kultur. Allerdings war bei
den ersten Bestimmungen, wie schon damals betont wurde, nur ein
verhaltnismiBig kleiner Teil der gebildeten Karbonsiuren erfafit worden.
Inzwischen ist das Aufarbeitungsverfahren vor allem insofern verbessert
worden, als die Karbonséuren nicht mehr als Bariumsalze teilweise gefillt,
sondern an einem schwach basischen Ionenaustauscher, und zwar Dowex 3,
abgeschieden wurden. Da-
durch ergab sich eine Stel-  Tapelle 1. Verteilung des Radiokohlen-
gerung der Gesamtausbeute stoffes iiber die Fraktionen der
an Radiokohlenstoff in den Stoffwechselprodukte.

Stoffwechselprodukten um ,

|
etwa 150%,. Die Vertei-  Prozent
1..ung des‘Radlokol.llenstoffeS Kohlendioxyd.................. . 24
iiber die Frakt%onen der Freie Basen und Aminosduren. .. ‘ 4
Fibroblasten bei Anwen- Karbonsiuren.................. |87
dung der verbesserten Auf- EiweiBkorper .................. ; 3
arbeitungsmethode ist der Fettstoffe ..................... 2

Tabelle 1 zu entoehmen.

Angesichts der Kleinheit der Aktivitdt der Stoffwechselprodukte
bestand die Besorgnis, daf3 bei weiterer Aufteilung der Fraktionen in
individuelle chemische Verbindungen die Messung Schwierigkeiten be-
reiten wiirde. Wir haben daher die Abhingigkeit der Aufnahme von Radio-
kohlenstoff von den Versuchsbedingungen, besonders von der Glukose-
menge, vort der Zusammensetzung des Nahrbodens und von der Ziichtungs-
methode gepriift. Diese Priifung hat tatséichlich zu einer erheblichen
Verbesserung der Versuchsbedingungen gefiihrt.

Als MaBl der Kohlenstoffaufnahme wurde die Entwicklung von
Kohlendioxyd, also die Aimung des Gewebes gewahlt. Erstens hatten
niamlich Vorversuche gezeigt, daB unter den gegebenen Versuchsbedin-
gungen der Anteil des Radiokohlenstoffes im Kohlendioxyd am gesamten
umgesetzten Radiokohlenstoff nur innerhalb enger Grenzen schwankt.

3 L. Sverak, O. Suschny und E. Broda, Mh. Chem. 84, 931 (1953).
¢ F. Brode und G. Rohkringer, Z. Klektrochem. 58, 634 (1954).
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(Dies wiirde allerdings bei Verwendung verschiedenartiger Kulturen,
also etwa beim Vergleich von gesundem und Krebsgewebe, gewifl nicht
gelten.) Zweitens 146t sich das Kohlendioxyd rasch und leicht messen.
Man braucht dazu das Wachstum der Kultur nicht einmal zu unter-
brechen, so daB man die Atmung auch laufend untersuchen kann.

Zur Bestimmung der Atmung von Deckglaskuituren wurden Gefdfe
verwendet, durch die ein Luftstrom geleitet werden kann. Die GefiSle
bestehen aus Wigeglisern mit eingeschliffenem Deckel und haben je
zwel mit Hihnen verschlieBbare gliserne Zuleitungen, durch die Luft
gesaugt werden kann. Die Kultur hingt in einer ebenen Vertiefung des
Deckels von 9 mm Durchmesser. Diese Vertiefung verhindert ein
Auseinanderlaufen des flisssigen Niahrmediums. Die Oberflichenspannung
reicht aus, um Nihrmedium und Kultur am Deckel festzuhalten.

Spiter wurde das Kohlendioxyd nicht mehr durch Durchsaugen von
Luft bestimmt. Statt dessen wurde ein Kubikzentimeter alkalischer
isotoner Salzlosung in das Wigeglas gebracht; wie in Kontrollversuchen
festgestellt wurde, absorbiert diese Losung das gebildete Kohlendioxyd
quantitativ. Die dabel entstandene Karbonatlosung kann jederzeit
durch einfaches Austauschen des unteren GefdlBteiles gewonnen werden.

Um nun Stoffwechselprodukte von moglichst hoher Aktivitit zu
erhalten, muf vor allem eine Verdiinnung des Radiozuckers durch in-
aktiven Zucker so weit als méglich vermieden werden. Der urspriingliche
Nahrboden war aus drei Bestandteilen zusammengesetzt, ndmlich isotoner
Salzldsung mit Radioglukose, Hihnerembryonalextrakt und Hiihner-
plasma. Leider enthalten die beiden letzteren Bestandteile, besonders
das Plasma, beachtliche Mengen Glukose.

Wir haben daher das Plasma, das nur dazu dient, ein wunter-
stittzendes Netzwerk zu erzeugen, durch Nylongewebe ersetzt’. Hs
zeigte sich, daf Millergaze, wie sie zur Trennung von grobem und
feinem Mehl verwendet wird, geeignet ist. Die Kulturen wachsen gut,
und das Wachstum kann ebenso wie bei der Verwendung von Plasma
durch die Vertiefung des Deckels hindureh mit dem Mikroskop beobachtet
werden.

Auf den Embryonalextrakt kann hingegen nicht ganz verzichtet
werden. Jedoch wurde das der einzelnen Deckglaskultur zugesetzte
Volumen auf 0,62 ml — mit einem Glukosegehalt von ungefihr 0,004 mg—
vermindert. Der genaue Gehalt des Extrakts an Glukose wurde je-
weils nach Kowarsky kolorimetrisch bestimmté. Daher wurde beispiels-
weise die Radioglukose, wenn 0,001 mg fiir ein Experiment eingesetzt
wurde, durch inaktive Glukose nur noch fiinffach verdiinnt. Durch den

5 K.F. Bauer, Methodik der Gewebeziichtung. Ziirich. 1954,
¢ Siehe Tillmans-Ohnesorge, Praktikum der klinischen Untersuchungs-
methoden. Berlin. 1948.
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Verzicht auf das Plasma und die Herabsetzung der Menge des Embryonal-
extrakts gelang es, bei Hinsatz von 0,001 mg Radioglukose fiir eine
Deckglaskultur die veratmete Radiokohlenstoffmenge auf etwa ein
Fiinftel der eingesetzten Menge zu steigern. Vergleich mit Tabelle 1
zeigt, daB dann der GroBteil der Glukose verwertet wird.

Bei der Auswertung der Beobachtungen an Kulturen ist zu berick-
sichtigen, daB eine geringe Menge von Stoffwechselprodukten unabhéngig
von der Kultur blo unter der Einwirkung der im Nihrboden vorliegenden
Enzyme entsteht. Tabelle 2 gibt die ,,veratmeten” Glukosemengen,
wenn 0,02 ml Embryonal-
extrakt mit 0,004 mg Glu-
kose und 0,005 mg Radio-

Tabelle 2. ,,Atmung’ des Néahrbodens
{Deckglas).

glukose in Abwesenheit Glukoss 3 Prozent
. . i t i
einer Kultur zwei Tage bo- PO | e, (00 ot Tade
briitet wurden. (Stofe/Min.) ;,,veratmet‘
Im Vergleich zur At- |
mung der Kulturen, die 1 6,85 - 10° 1130 0,17
unter Zhnlichen Verhilt- 2 6,85 -10° | 1220 0,18
nissen etwa 209, betrigt, 3 6,85-10° | 1230 | 0,18
ist die ,,Atmung‘‘ des Nahr 4 6,85-10° 1150 | 0,17
1 s g " Mittelwert | 6,85-10° @ 1180 | 0,18

bodens also unbedeutend.

In einer weiteren Versuchsreihe (0,020 ml Tyrodelosung, 0,001 ml
Radioglukose, 0,020 ml Embryonalextrakt mit 0,004 mg Glukose, Nylon)
wurde die Abhingigkeit der Atmung der Deckglaskulturen von der Zeit
bestimmt (Tabelle 3). Die (viel geringere) ,, Atmung‘ des Nahrbodens
ist stets von der gemessenen Gesamtatmung abgezogen.

Tabelle 3. Abhidngigkeit der Atmung von der Zeit

(Deckglas).
Kultur Nr. g .
Zeit seit Uber- \ ‘, Mittelwert
pflanzung (Tage) ¥_>)‘1 - L 2 7’)_3 1 4 !
Prozent Radiokchlenstoff veratmet
| ‘: |
1 10,6 13 6 l 12,0 ‘ 10,0 11,5
2 10,8 | 6,6 | 5,2 7,2
3 16 | Vs 26 18 | 18
¢ — |, 00 , 01 | — | 01
Summe 230 | 21,0 | 21,3 | 17,0 | 20,6

Schon der Augenschein hatte gezeigt, daB das Wachstum der in
Tabelle 3 angefiihrten Kulturen nach 2 Tagen praktisch beendet waz.
Allerdings wurde in einer weiteren Serie, die langsamer wuchs und
daher auch den Zucker nicht so rasch erschopfte, noch nach 3 Tagen
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betrachtliche Atmung festgestellt. Bei dieser Serie (4 Fibroblasten-
kulturen) wurde die Atmung in Absténden von je 4 Stdn. gemessen.
Bei allen Kulturen dieser Serie wurde etwa 10 bis 12 Stdn. nach der
Transplantation ein breites Maximum der Atmung aufgefunden.

Von wesentlicher Bedeutung fur die Gewinnung hinreichend aktiver
Stoffwechselprodukte ist die Kenntnis der Abhingigkeit der Atmung
der Kultur von der angebotenen Zuckermenge. (Die Konzentration
des Zuckers ist der Menge proportional, da das Volumen konstant
bleibt.} Fibroblasten wurden als Deckglaskulturen in Nihrmedien ge-
ziichtet, die stets die gleiche Menge aktiver Glukose, aber verschiedene
Mengen inaktiver Glukose enthielten. Zur Berechnung der veratmeten
Gesamtmenge aus der gemessenen Aktivitdt der Kohlendioxydfraktion
wurde diese durch die jeweilige, nunmehr von Versuch zu Versuch ver-
schiedene spezifische Aktivitat des Gesamtzuckers dividiert (Tabelle 4).

Tabelle 4. Atmung in Abhéngigkeit von Menge und
Konzeuntration der Glukose (Deckglas).

- Gluiko?inege . Glukose- Radickohlen- Glukose
konzentration | stoff veratmet veratmet
Akfv | Gesamt o o
(mg) : (rg) (%) (%) (mg)
0,001 % 0,005 0,0125 20,0 0,0010
0,001 | 0,050 30,1250 2,3 0,0012
0,001 0,100 0,2500 1,2 0,0012

Es ergibt sich also, daB bei Deckglaskulturen die Menge des ver-
atmeten Zuckers durch Vergroferung der angebotenen Zuckermenge
bzw. -konzentration tber den in der ersten Horizontalreihe gegebenen
Wert hingus kaum gesteigert werden kann. Unter der Annahme, daB
sich wieder 249, der Aktivitit der Stoffwechselprodukte im Kohlen-
dioxyd finden, kann man schlieBen, daf die Kultur 0,0042 mg Gesamb-
glukose (bzw. 0,0007 mg Radioglukose) assimiliert hat. Diese Gesamt-
glukosemenge ist von derselben Gréfenordnung wie das urspriingliche
Trockengewicht der Kultur.

Die Atmung von Deckglaskulturen wurde dann mit der von Roller-
Kulturen verglichen. Die RoilerRéhren befanden sich in einer langsam
rotierenden Trommel {(eine Umdrehung in 4 Min.) wnd wurden — ehenso
wie die Deckglaskulturen -— bei 37 bis 38° gehalten. Die Rhrehen waren
mit Gummistopseln verschlossen und geneigt befestigt, so daB die Stopsel
nicht “benetzt wurden. Jedes Réhrchen enthielt auf einem Objekt-
triger 3 bis 4 Kulturen; das Nabhrmedium bestand aus 0,4 mi Embryonal-
extrakt, 0,6 ml Aszitesfliissigkeit und I ml Ringerlésung mit Radio-
glukose. Zur Bestimmung der Atmung war der Gummistopsel doppelt
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durchbohrt, so daBl zwei wihrend des Wachstums der Kulturen ver-
schlossen gehaltene Glasrdhrchen eingefilhrt werden konnten. Nach
einer Wachstumsperiode von z. B. 4 Tagen wurde Luft durch die Réhrchen
gesaugt. Das vom Luftstrom mitgefiihrte Kohlendioxyd wurde in Lauge
absorbiert und die Aktivitdt wie gewohnlich bestimmt.

Wie erwartet, zeigte sich, daBl Roller-Kulturen viel stédrker atmen
als Deckglaskulturen, weil durch die Bewegung des N#hrmediums
Zucker leichter zugefithrt wird und Stoffwechselprodukte leichter ab-
gefithrt werden. Aus diesem Grunde kann man fiir Roller-Réhren grofiere
Gewebsstiicke verwenden und sie auch linger wachsen lassen. Offenbar
werden in einem Rohrchen unter giinstigen Umsténden einige hundert
Mikrogramm Zucker assimiliert. Daher ist die Radioaktivitdt der
Stoffwechselprodukte der von Deckglaskulturen selbst dann tiberlegen,
wenn aus wirtschaftlichen Griinden der Radiozucker mit inaktivem
Zucker verdiinnt werden mufl. Die Tabelle 5 gibt Durchschnittswerte
von je 2 Roéhrchen, deren jedes 3 Kulturen enthielt.

Tabelle 5. Atmung von Roller-Kulturen als Funktion
der Glukosemenge.

_ Glukosemenge Glukose- | Radiokohlen- |  Glukose
B ;Ak v Gesamb konzegtra,tion stoff voeratmet veratmet
(mg) (mg) (%) (%) (mg)
|

0,002 1,40 0,070 16,7 0,234
0,002 1,88 0,094 14,3 0,269
0,002 3,20 0,160 9,6 0,307
0,002 7,40 0,370 8,4 0,622

Auch bei Roller-Rohren ist die Glukosemenge, die durch die Enzyme
des Nihrmediums in Abwesenheit von Gewebe ,,veratmet™ wird, im
Vergleich zu der durch die Kultur veratmeten Glukosemenge sehr klein
(Tabelle 6).

Tabelle 6. ,,Atmung” des Ndhrmediums in
Roller-Rohren.

. Glukose Bruchteil
Experiment CO, erzeugt .

angeboten s . s, veratmet

Nr. (StoBe/Min.) (StoBe/Min.) %)

|

1 2,74 - 10 ’ 530 0,19

2 2,74 - 105 660 0,24

Mittelwert | 2,74-105 | 595 0,22

Bekanntlich bietet die Roller-Methode gegeniiber der Deckglasmethode
anBer dem vergroferten ,,Volumen des Stoffwechsels noch weitere
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 86/1. 9
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Vorteile. Die Kulturen sind widerstandsfihiger, was sich besonders bei
der Ziichtung von Tumoren gunstig auswirkt. Ein weiterer Vorteil besteht
darin, daBl jedes Roller-Réhrchen gleichzeitig mehrere Kulturen ent-
halt, so dall individuelle Unterschiede bei gemeinsamer Aufarbeitung
weitgehend ausgeglichen werden. Daher sollen die vergleichenden Unter-
suchungen iiber den Stoffwechsel von gesunden und Krebskulturen mit
Roller-Rohren angestellt werden.

In einer besonderen Versuchsreihe wurde schliefilich die Atmung der
Fibroblasten in radioglukosehaltiger isotonmer Salzlosung ohne Zusatz
von Embryonalextrakt oder Aszitesflissigkeit untersucht. Gewebe
kann in Tyrodelosung eine Weile am Leben bleiben, Zellen kénnen auch
wandern, aber echtes Wachstum findet, wie man glaubt, nicht statt. Ver-
suche wurden nun mit Deckglas- und Roller-Kulturen ausgefiithrt. Die Er-
gebnisse waren schlecht reproduzierbar; die veratmete Glukosemenge war
wohl in manchen, aber nicht in allen Versuchsreihen geringer als die von
Kontrollkulturen in Embryonalextrakt (mit Aszitesfliissigkeit) veratmete
Menge. Es wurde daher zunichst vermutet, dall die Kulturen anhaften-
den Embryonalextrakt mitschleppten, obwohl sie bei der Uberpflanzung
in isotoner Salzlésung gebadet wurden. In einer zusitzlichen Versuchsreihe,
bei der die Roller-Kulturen wihrend einer ,,Vorpassage* einige Tage in
inaktiver glukosehaltiger Losung gehalten und dann erst einerseits in
radioaktive isotone Losung, anderseits in radioaktiven Embryonalextraks
iiberpflanzt wurden, konnten jedoch ebenfalls keine klaren Ergebnisse
erzielt werden. Es kann daher aus der Gesamtheit dieser Versuche
gegenwirtig nur geschlossen werden, dafl in Abwesenheit von Embryonal-
extrakt betrichtliche, wenn auch groBfien Schwankungen unterliegende
Atmung stattfindet. Die Intensitit der Atmung von in Embryonal-
extrakt gehaltenen, besonders gut wachsenden Kulturen wurde allerdings
ohne Embryonalextrakt nie erreicht.

Schliefllich sei bemerkt, daB die Messung der Radioaktivitit des
von Gewebekulturen nach Zufuhr markierter Verbindungen gebildeten
Kohlendioxyds eine leistungsfihige Methode zur eindeutigen, raschen
und empfindlichen Bestimmung darstellt, ob solche Gewebe Enzyme
zur Veratmung der betreffenden Verbindungen enthalten. Reihen-
versuche in dieser Richtung sind geplant.
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