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Zur Herstellung von Deckglaskulturen aus embryonalem
Hiihnergewebe oder anderen Gewebsarten werden Hiihner-
plasma und Hihnerembryonalextrakt als Kulturmedien ver-
wendet. Diese beiden Komponenten des Nahrbodens wurden
papierelektrophoretisch untersucht. Auch das Verhalten von
Glukose, einem Zusatz zum Medium, bei der Papierelektro-
phorese wurde studiert. Bei Verwendung von Radioglukose,
also bei groBter Emopfindlichkeit des Nachweises, konnten
geringe Mengen des Zuckers auf dem ganzen Papierstreifen ge-
funden werden. Wird Hithnchenserum mit Radioglukose ver-
setzt und sofort untersucht, dann fihrten die Proteine keinen
Radiokohlenstoff iiber das Pherogramm mit. Nach dreitéigiger
Bebritung des Kulturmediums bei 37° C dagegen wiesen die
Banden des y-Globuling und des Albumins Radioaktivitit auf.

Einleitung.

Durch die Verwendung radioaktiver, am Kohlenstoff markierter
Zucker! ist es gelungen, Stoffwechseluntersuchungen an einzelnen Ge-
webekulturen tierischen Ursprungs durchzufithren? 3, % Tm Zuge dieser
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Untersuchungen sollen auch einzelne Proteine aus den Gewebekulturen
auf ihre Radioaktivitdt gepriift werden.

Die gegebene Methode zur Trennung geringer Mengen von Proteinen
ist die Papierelektrophorese. Da jedoch schon der Néhrboden® allein
beim Bebriten eine gewisse Stoffwechselaktivitdt aufweist?, erschien
es angezeigt, vor der Untersuchung der Kulturen das Verhalten des
Nahrbodens zu studieren. Dies ist um so wichtiger, als eine Trennung
von Kultur und Nahrboden &ullerst schwierig ist.

Es waren also die Elektropherogramme der einzelnen Komponenten
des Niahrbodens — Embryonalextrakt und Hithnchenplasma — auf-
zunehmen. Auch war zu priifen, wie sich der Zucker (Glukose) bei der
Papierelektrophorese verhilt, und ob er von Proteinen des Nihrbodens —
ohne oder mit Bebritung — mitgefiihrt wird.

Material.

Gewinnung von Plasma und Serum.

Der Halsschlagader oder Fliigelvene von Héahnchen im Alter von 6 bis
12 Monaten wurde Blut steril entnommen, in paraffinierte Rohrchen flielen
lasgen, gekithlt und zentrifugiert. Das so gewonnene Plasma wurde ab-
pipettiert und bei + 2° bis zur Verwendung aufbewahrt. Fir die Serum-
gewinnung wurde das Blut in gewohnlichen Zentrifugenréhrchen bei Zimmer-
temperatur gerinnen lassen und das Serum vorsichtig abgehoben.

Gewinnung von Embryonalextrakt.

Hithnerembryonen im Alter von 8 bis 10 Tagen wurden den Eiern steril
entnommen, durch ein Sieb (144 Maschen/cm?) gepreBt und 15 Min. bei
7000 g zentrifugiert. Der schleimige, opaleszente Uberstand wurde vorsichtig
abgehoben und als konzentrierter Embryonalextrakt (konz. EE.) bezeichnet.
Wenn der Zentrifugenriickstand 2mal mit dem gleichen Volumen Ringer-
16sung aufgeschwemmt 1/, bis 1 Std. stehen gelassen, dann wieder zentrifugiert
und die drei iiberstehenden Losungen vereint wurden, ergab sich Ringer-
Misch-Embryonalextrakt (Misch-EE.), der fiir Routinearbeiten Verwendung
findet.

Glukosebestimmung in Embryonalextrakt und Plasma.

Das Fiwei wurde nach Kowarsky mit Cadmiumsulfat gefillt und die
reduzierenden Zucker mit Molybdinsdurereagens kolorimetrisch bestimmtS.
Die Extinktion wurde mit der einer Verdinnungsreihe von Glukose ver-
glichen. Der Glukosegehalt in konz. EE. ergab sich zu 0,42, in Misch-EE.
zu 0,36 und in Plasma zu 2,4 mg/ml.

Herstellung radioaktiver Glukose.

Diese wurde durch Radio-Photosynthese mit grinen Bléttern und nach-
folgender Aufarbeitung mit Hilfe von Ionenaustauschern und Papier-

5 Betreffend Zusammensetzung siehe z. B.: R. Parker, Methods of

Tissue Cultures. New York. 1950.
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320 H. Schonfellinger, E. Broda und L. Stockinger: [Mh. Chem., Bd. 36

chromatographie! dargestellt., Fur die vorliegenden Untersuchungen konnte
die hochradioaktive Glukose mit inaktiver Glukose verdimnnt werden.

Methodik.
Papierelektrophorese.

Tiir die Auswahl des Elektrophoresegeriites waren folgende Gesichts-
punkte maBgebend: Der Einbau des Radiokohlenstoffes kann in alle
Bestandteile des Gewebes, also auch in lipoidldsliche Fraktionen, erfolgen.
Wenn nun fir die Papierelektrophorese Hochspannung (z. B. 50 V/cm)
verwendet wird, mul} der Streifen gekiihlt werden. Die Kithlung kann
durch Einbringen des Streifens in eine organische Flissigkeit, z. B.
Toluol?, oder durch Auflegen auf einen elektrisch isolierten, flachen Kiihler
mit hydrophobierter Auflagefliche® erfolgen. Die Proteinbanden, die
durch Anfirbung nachgewiesen werden, werden durch diese Behandlung
nicht gestort; wohl ist aber zu befiirchten, daBi die eventuelle Radio-
aktivitdt von Lipoiden tiber den Streifen verschmiert wird, daher aktives
Protein am falschen Platz vortduschen kann, oder iberhaupt verloren
geht. Die in letater Zeit entwickelte Verbesserung der Hochspannungs-
Papierelektrophorese mit Luftkithlung durch Verwendung eines trapez-
formigen Papieres® konnte fiir unsere Zwecke leider nicht angewandt
werden, da durch die grofe Papiermasse der Radiokohlenstoff allzusehr
verdiinnt worden wire. So mulite mit niederer Spannung und Luft-
kithlung auf einem Streifen mit konstanter, nicht allzu groBer Breite
gearbeitet werden.

Bs wurde also die Anordnung nach Grassmann, Hannig und Knedel*®
verwendet. Als Puffer wurde 0,1 n Veronal-Natrium benutzt, das mit
I n Salzsiure auf pH = 8,6 gebracht wurde, als Papier Schleicher-
Schiill 2043 a. Fir die Elektroden wurde die Kombination Kupfer-
Kupfersulfat (gesittigt) verwendet; die Trennung von den PuffergefiBen
erfolgte durch Agar-Agar — Kaliumchlorid gefiillte Stromschliissel.
Die Laufzeit betrug 20 Stdn. Die Farbung erfolgte mit Amidoschwarz 10 B
in 10%iger Essigsdure am Wasserbad bei 80° C11, Die Elution des tiber-
schiissigen Farbstoffes wurde mit 5%iger Essigsdure bei erhohter Tem-
peratur durchgefithrt!!. Anstatt die Waschflissigkeit durech Umschiitten
zu wechseln, wurde das locker zusammengerollte Papier im Soxhlet
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extrahiert. Wiederholte heifle Extraktion mit Methanol-Eisessig 95:5
ist ohne EinfluB auf das Verhiltnis der Farbintensitdten der einzelnen
Porteinbanden!?; dies konnte nun auch fiir die heille Extraktion mit
5%iger Essigsdure bestdtigt werden. Die Auswertung der gefirbten
Streifen erfolgte im Elphorgerat!®. Es wurde jeweils ein Vergleichs-
streifen (Serum) mitlaufen gelassen.

Radioaktivititsbestimmung.

Fiir jeden Versuch wurden 57 Glukose der spezifischen Aktivitit
1,37 - 108 Zerfille/min/mg eingesetzt. Am Papier erfolgte die Messung
mit einem Fenster-Geiger-Zahlrohr EW 3 H der Fa. Twentieth Century
mit einer vorgeschalteten Schlitzblende von 3 x 23 mm. Teile des
Pherogramms, wo die Radioaktivitdt fiir die Erfassung mit dem Fenster-
zéhlrohr zu schwach war, wurden in Querstreifen von 6 mm Breite ge-
schnitten und naBl verbrannt'® 4. Die Radioaktivitit wurde dann im
Gas-Geiger-Zahlrohr bestimmt1%, 16,

Das Gaszidhlrohr mifit mit etwa 859%,, das Fensterzihlrohr jedoch
mit sehr viel geringerer Ausbeute. Zur Bestimmung der Ausbeute des
Fensterzéhlrohres mit Schlitzblende wurde Radioglukose méglichst
gleichmiBig auf ein Stiick Papier aufgetragen. Das Papier wurde zuerst
mit dem Fensterzéhlrohr — unter Verwendung der Schlitzblende — ab-
getastet, sodann in Streifen geschnitten und mit dem Gaszéhlrohr ge-
messen. So wurde die Fensterzihlrohrausbeute unter unseren Bedin-
gungen, also bei starker Selbstabsorption der Strahlung im Papier, zu
2,7%, bestimmt.

Zum Vergleich der Aktivitdt mit der Lage von EiweiBkoérpern wurde
nicht nur der Parallelstreifen mit Serum laufen gelassen, sondern auch
vor der Verbrennung ein Probestreifen von 4 mm Breite aus der ganzen
Linge des Pherogramms in der Mitte herausgeschnitten und gefirbt.

Ergebnisse.
Glukose.

Glukose ist zwar kein Elektrolyt, wandert aber doch unter den Be-
dingungen der Papierelektrophorese. Ein wesentlicher Faktor hierfiir
ist die Elektroosmose, die eine Wanderung in Richtung Kathode be-
dingt!?. Einen weiteren Beitrag liefert der sogenannte ,,Sog®, der durch
Verdunsten von Wasser vom warmen Papier und NachflieBen von Puffer
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aus den Vorratsgefaflen entsteht's. Dadurch ergibt sich eine Abhéngig-
keit der Wanderungsstrecke vom Auftragungsort. Beispielsweise wurde
beim Auftragen in der Streifenmitte eine Wanderung von 5,5 em in

Startiine
Abb. 1. Papierelektrophorese von Glukose. — — — Radioaktivitit von Glukose (mit Fenster-
zéhlrohr); -~ - - - - Radioaktivitdt von Glukose (mit Gaszihlrohr); Extinktion von Hithnchen-

plasma (zum Vergleich, im Parallelstreifen).

Richtung Kathode, beim Auftragen 3 cm vom kathodischen Streifen-
ende keine Wanderung oder eine solche von einigen Millimetern in Richtung
Anode festgestellt. Diese Daten wurden durch Farbreaktion mit Anilin-
Phthalat erhalten.

Startiine
Abb. 2. Papierelektrophorese von Hithnchenserum mit Glukosezusatz, — — — Radioaktivitit
(mit Fensterzdhlroht); - - -- - - Radioaktivitit (mit Gaszihlrohr); Extinktion (im Parallel-

streifen).

Viel empfindlicher ist jedoch der Nachweis der Glukose durch die
Radioaktivitit, der mit Fenster- und Gaszihlrohr durchgefithrt wurde
(Abb. 1). Das Maximum der Radioaktivitit fallt mit dem Maximum
der Farbreaktion zusammen, doch finden sich kleine Mengen Glukose
im ganzen Papier. Dall im anodischen Teil grofiere Aktivitdat vorliegt,
schreiben wir dem ,,Sog™ zu. Die iber den ganzen Streifen verteilte

18 K. Slotta, S. Bril und A. Ballester, Z. physiol. Chem. 296, 141 (1954).
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Radiocaktivitét ergibt bei der Elektrophorese von markiertem Eiweify
einen unerwiinschten ,,Hintergrund®.

Hihnchenplasma.

Das Pherogramm (durch Extinktion; Abb. 1) stimmt am besten
mit einem im 7'iselius-Gerdt an Hihnchenserum erhaltenen Pherogramm19
tiberein. Weitere, zum Teil abweichende Ergebnisse wurden von anderen
Autoren?: 21, 22 erhalten. Die scharfe Zacke nahe der Startlinie riihrt
von vorzeitig geronnenem Fibrinogen her und wurde bei der Auswertung
nicht weiter beriicksichtigt.

i :
5 70 75 cm
Starttinre
Abb. 3. Papierelektrophorese von Misch-Embryonalextrakt, mit Glukose bebriitet. — — — Radio-
aktivitit (mit Fensterzidhlrohr); ------ Radioaktivitdt (mit Gaszdhlrohr); Extinktion des

konzentrierten Embryonalextrakts (im Parallelstreifen).

Embryonalextrakt.

Das Pherogramm (Extinktion) von konz. EE. zeigt drei schwache
Maxima, fiber einem kriftigen Hintergrund (Abb. 3). Misch-EE. ist zu
verdiinnt, um eine ordentliche Extinktionskurve zu geben.

Plasma mit Mischextraki, bebriitet.

Durch die dreitigige Bebriitung wird das Fibrinogen zu vélligem
Gerinnen gebracht. Abgesehen davon, ist das Pherogramm (Abb. 4)
mit dem des frischen Plasmas identisch. Der Misch-EE. liefert keinen
merklichen Beitrag.

19 0, Armbruster, K. Munk und M. Wiedemann, Z. Naturforsch. 7 b, 619
(1952).

20 P, Slizewicz und P. Atanasiu, Ann. Inst. Pasteur 85, 505 (1953).

21 R. H. Common, W.P.McKinley und W.A.Maw, Science 118, 86
(1953).

2 W, P. McKinley, W.F.Oliver, W. 4. Maw und R. H. Common, Proc.
Soc, Exp. Biol. Med. 84, 346 (1953).
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Serum mit Glukose, nicht bebriitet.

Es war zu prifen, ob die Wanderung der Glukose durch die Anwesen-
heit von Serumprotein verindert wird. Die Priifung wurde mit radio-
aktiver Glukose ausgefiihrt und ergab, dal die Radioaktivitédt in gleicher
Weise wie ohne Serumzusatz {iber das Pherogramm verteilt war (Abb. 2).

Daraus ist zu schlieBen, dafl die Glukose vom Serumprotein nicht ge-
bunden wird.
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Abb. 4, Papierelektrophorese von Hiihnchenplasma, mit Misch-Embryonalextrakt und Glukose
bebriitet.

— — — Radioaktivitit (mit Fensterzihlrohr); ------ Radioaktivitit (mit Gaszidhlrohr);
Extinktion von Plasma und Mischextrakt, bebriitet (im Parallelstreifen).

Glukose und Mischextrakt, drev Tage bebriitet.

Das Radiopherogramm zeigt, dafl in diesem Falle Radioaktivitit

mitgefithrt wird (Abb. 3), und zwar in die Lage der y-Globulin- und
der Albuminfraktion.

Glukose, Mischextrakt und Plasma, drei Tage bebriitet.

Auch bei diesem Versuch wurde Radiokohlenstoff mitgefiihrt (Abb. 4),
und zwar ebenfalls vorwiegend von der y-Globulin- und der Albumin-
fraktion. Eine Abschitzung der dem mitgefithrten Radiokohlenstoff
entsprechenden Zuckermenge ergibt sich folgendermalien:

Eingesetzter Zucker: Misch-EE. 20 ul

........................ 7.2y
Plasma 20ul..... .. .. ... ool 48
Radioglukose .......................... 5

Summe rund
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Eingesetzter Radiokohlenstoff................. 6,85 - 10° Zerfille/Min.
In der Albuminfraktion (5 Querstreifen) ....... 1,2 103 .
In der y-Globulinfraktion (4 Querstreifen)...... 1,0- 103 »

Die Aktivitaten der beiden Eiweiflifraktionen wurden erhalten, indem
von der Summe der Aktivitit der einzelnen Querstreifen der Blindwert
von ,,Glukose allein® abgezogen wurde.

Demgemé wurden in jeder der beiden aktiven EiweiBfraktionen
je ein Finftel Prozent des eingesetzten Radiokohlenstoffes gefunden,
entsprechend etwa 0,1 bzw. 0,08 y Glukose.

Uber den Bindungszustand des mitgefithrten Radiokohlenstoffes
kann noch nichts ausgesagt werden. Es kann also nicht entschieden
werden, ob wihrend der Bebriitung eine Adsorption von Radioglukose
an das Eiweil oder ein chemischer Einbau von Radiokohlenstoff in das
Eiweil stattfindet.

Hingegen kann das Mengenverhiltnis zwischen Eiweil und mitge-
fiihrtem Radiokohlenstoff abgeschitzt werden. Die Stickstoffbestimmung
nach Kjeldahl zeigt, daBl das Gesamteiweill im Versuch gemiB Abb. 4
1070 y betrug. Aus dem Flichenverhiltnis der Maxima (unter Beriick-
sichtigung der Extinktionskurven von Abb. 1 und Abb. 2) findet man
unter der — nicht ganz exakten — Annahme der gleichméaBigen Anfirb-
barkeit der verschiedenen Eiweilk6rper, dafl 319, (320 y) Albumin und
26,5%, (240y) »-Globulin anwesend waren. Der vom Albumin und
y-Globulin mitgefilhrte Radiokohlenstoff entsprach also einer sehr ge-
ringen Menge Glukose: Das Gewichtsverhédltnis betrug rund 3000 : 1.
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Eine einfache Herstellung der Piperonylsiure.

Von
A. Dobrowsky.

Aus der Technischen Hochschule in Wien.
{ Eingelangt am 20. Januar 1955.}

Alkoxyderivate des Benzaldehyds kénnen durch Wasserstoffperoxyd
in einfacher Weise mit guten Ausbeuten zu den entsprechenden Karbon-



