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Zur ]~erstellung yon Deckglaskulturen aus embryonalem 
Hiihnergewebe oder anderen Gewebsarten werden /-ifihner- 
plasma uud I-IfihnerembryonMex~rakt als Kul turmedien ver- 
wendet. Diese beiden Komponenten des Ni~hrbodens wurden 
papierelektrophoretiseh untersueht.  Aueh das Verhalten yon 
Glukose, einem Zusatz zum Medium, bei der Papierelektro- 
phorese wurde studiert. Bei Verwendung yon Radioglukose, 
also bei grSgter Empfindlichkeit des Naehweises, konnten 
geringe Mengen des Zuckers auf dem ganzen Papierstreifen ge- 
funden werden. Wird t tf ihnehenserum mit Radioglukose ver- 
se~zt und sofort untersueht,  dann fiihrten die Proteine keinen 
Radiokohlenstoff fiber das Pherogramm mit. Nach dreit~giger 
Bebriitung des Kult.urmediums bei 37~ dagegen wiesen die 
Banden des y-Globulins und  des Albumins lgadioaktivit/it auf. 

E i n l e i t u n g .  

Dureh die Verwendung radioaktiver ,  am Kohlenstoff  markier ter  
Zucker 1 ist es gelungen,  Stoffwechseluntersuehungen an einzelnen Ge- 
webekul turen tierisehen Ursprungs  durehzufi ihren 2, s, t. I m  Zuge dieser 

1 L. Sverak, O. Suschny und E. Broda, Mh. Chem. 84, 931 (1953). 
2 0 .  Suschny, E. Broda, L. Sverak, H. Bilelc, O. Feldstein, L. Stockinger 

m~d H. 3ladl, Mtl. Chem. 83, 1091 (1952). 
a L. Stoclcinger, H. Enzl, E. Broda, L. Sverak und O. Su8chny, Mh. Chem. 

~5, 327 (1954). 
L. Sverak, O. Suschny, G. ~/ianner, E. Broda, R. Stark, L. Stoc]cinger 

und H. Enzl, Mh. Chem. 86, 124 (1955). 
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Un te r suchungen  sollen auch einzelne Pro te ine  aus den  Gewebekul tu ren  
auf  ihre R~d ioak t iv i t / i t  gepr i i f t  werden.  

Die  gegebene Meflmde zur  T rennung  geringer Mengen yon  P ro te inen  
ist  die Pap ie re lek t rophorese .  D a  jedoch sehon der  N a h r b o d e n  5 al lein 
be im Bebr i i t en  eine gewisse S tof fweehse lak t iv i t~ t  aufweisO, ersehien 
es angezeigt ,  vor  der  Un te r suehung  der  K u l t u r e n  das  Verha l t en  des 
N/ ihrbodens  zu s tudieren.  Dies is t  um so wiehtiger ,  als eine Trennung  
yon  K u l t u r  und  N/~hrboden i~ugerst sehwierig ist.  

Es  waren  also die E lek t ropherogTamme der  e inzelnen K o m p o n e n t e n  
des N/i.hrbodens - -  E m b r y o n a l e x t r a k t  und  Hi ihnehenp la sma  - -  auf- 
zunehmen.  Aueh  war  zu pr i i len,  wie sieh der  Zueker  (Glukose) bei  der  
Pap ie re lek t rophorese  verh~lt ,  und  ob er yon  P ro te inen  des N~hrbodens  - -  
ohne oder  mi t  Bebr i i tung  - -  mi tgef i ih r t  wird.  

Material. 

Gewinnung von Plasma und Serum. 

Der I-Ialsschlagader oder Fliigelvene yon I-I~hnchen im Alter  yon 6 bis 
12 iVion~ten wurde Blur steril entnomrnen, in paraffinierte ROhrehen flie~en 
lassen, gekiihtt und zentrifugiert .  Das so gewonnene Plasma wurde ab- 
p ipet t ier t  mud bei q- 2 ~ bis zur Verwendung aufbewahrt .  F i i r  die Serum- 
gewinnung wurde das Blur in gew6hnlichen ZentrifugenrShrehen bei Zimmer- 
tempera tur  gerinnen lassen und das Serum vorsiehtig abgehoben. 

Gewinnung von Embryonalextralct. 

Hiihnerembryonen im Altar  yon 8 bis 10 Tagen wurden den Eiern steril 
entnommen, dureh ein Sieb (144Maschen/cm 2) gepreI3t und 15Min. bei 
7000 g zentrifugiert .  Der sehleimige, opaleszente Ubers tand wu~de vorsichtig 
abgehoben und als konzentr ier ter  Embryona lex t rak t  (konz. EE.)  bezeiehnet. 
Wenn der Zentrifugenriiekstand 2real mi t  dem gleichen Volumen Ringer- 
15sung aufgesehwemmt 1/2 bis 1 Std. stehen gelassen, dann wieder zentrifugiert  
und die drei i iberstehenden L6sungen vereint~ wurden, ergab sich Ringer- 
Miseh-Embryonalext rakt  (Niseh-EE.), der fiir Rout inearbei ten Verwendung 
finder. 

Glukosebestimmung in Embryonalextralct und Plasma. 
Das EiweiB wurde naeh Kowarsl~y mit  Cadmiumsulfat  gefiillt mad die 

reduzierenden Zucker mi t  N[olybd~ns~urereagens kolorimetrisch bes t immt  6. 
Die Ext ink t ion  w~ 'de  mi t  der  einer Verdiinnungsreihe yon Glukose ver- 
gliehen. Der Glukosegehalt in konz. EE.  ergab sieh zu 0,42, in Niseh-EE.  
zu 0,36 und in Plasma zu 2,4 mg/ml.  

Herstellung radioalctiver Glulcose. 

Diese wurde dutch Radio-Photosynthese mit  griinen Bl~ttern und naeh- 
folgender Aufarbei tung mi t  I-Iilfe yon Ionenaustauschern und Papler-  

Betreffend Zusammensetzung siehe z. B.: R. Parl~er, Methods of 
Tissue Cultures. New York. 1950. 

6 Siehe J. Tillmanns und G. Ohnesorge, Prak t ikum der klinischen, ehemi- 
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ehromatographie ~ dargestellt. Ftir die vorliegenden Untersuehungen konnte 
die hoehradioaktive Glukose mit inaktiver Glukose verdiinnt werden. 

M e t h o d i k .  

Papiere lek t rophorese .  

Ffir die Auswahl des Elektrophoresegergtes waren folgende Gesicht~- 
punkte maBgebend: Der Einbau des Radiokohlenstoffes kann in Mle 
Bestandteile des Gewebes, also aueh in lipoidl5sliche Fraktionen, erfolgen. 
W e m l  nun ffir die Papierelektrophorese ttoehspannung (z. B. 50 V/era) 
verwendet wird, muB der Streifen gekfihlt werden. Die Kfihlung kann 
durch Einbringen des Streifens in eine organische Flfissigkeit, z. B. 
ToluoF, oder dureh Auflegen auf einen elektrisch isolierten, flachen Kfihler 
mit hydrophobierter Auflageflgehe s erfolgen. Die Proteinbanden, die 
dureh Anfgrbung nachgewiesen werden, werden dureh diese Behandlung 
nieht gestSrt; wohl ist aber zu befiirehten, dab die eventuelle Radio- 
aktivitgt yon Lipoiden fiber den Streifen versehmiert ~4rd, daher aktives 
Protein am falschen Pl~tz vortgusehen kann, oder fiberhaupt verloren 
geht. Die in letzter Zeit entwiekelte Verbesserung der Hoehspannungs- 
Papierelektrophorese mit Luftkfihlung dureh Verwendung eines trapez- 
f6rmigen Papieres 9 konnte ffir unsere Zwecke leider nicht angewandt 
werden, da durch die groBe Papiermasse der Radiokohlenstoff allzusehr 
verdfinnt worden w/~re. So muBte mit niederer Spannung und Luft- 
kfihlung auf einem Streifen mit konstanter, nicht Mlzu grol]er Breite 
gearbeitet werden. 

Es wurde also die Anordnung nach G r a s s m a n n ,  H a n n i g  und K n e d e l  ~ 

verwendet. Als Puffer wurde 0,1 n VeronM-Natrium benutzt, das mit  
1 n Salzsgure ~uf pH = 8,6 gebraeht wurde, Ms Papier Sehleieher- 
Sehiill 2043 a. Fiir die Elektroden wurde die Kombination Kupfer- 
Kupfersulfat (gesgttigt) verwendet; die Trennung yon den Puffergef~gen 
erfolgte durch Agar-Agar - -  KMiumehlorid geffillte Stromsehltissel. 
Die Laufzeit betrug 20 Stdn. Die Fgrbung erfolgte mit Amidoschwarz 10 B 
in 10~ Essigsgure am Wasserbad bei 80 ~ C n. Die Elation des fiber- 
sehfissigen Farbstoifes wurde mit 5% iger Essigsgure bei erhShter Tmn- 
peratur durchgeffihrt n. Anstat t  die Wasetfflfissigkeit dureh Umschtitten 
zu wechse]n, wurde das locker zusammengerollte Papier im Soxhlet 

sehen, mikroskopischen und bakteriologisehen Untersuchlmgsmethoden, 
Wien. 1950. 

7 H.  Mich l ,  Mh. Chem. 8'2, 489 (1951). 
s H .  Mich l ,  Mh, Chem. 8g, 737 (1952). 
9 H.  Michl ,  lVlh, Chem. 85, 1251 (1954). 
lo W.  Grassmann,  K .  H a n n i g  und M .  Knedel ,  D~sch. reed. "Wschr. 76, 

333 (1951). 
11 Z.  Pu~ar,  Z. physiol. Chem. !96, 62 (1954). 
1~, B .  Drevon, Bull. soc. chim. biol. 36, 921 (1954). 
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extrahiert.  Wiederholte heiBe Extrakt ion mit Methanol-Eisessig 9 5 : 5  
ist ohne EinfluB auf das Verh~ltnis der Farbintensit/iten d e r  einzelnen 
Porteinbandenl~; dies konnte nun auch Ifir die heiBe Extrakt ion mit  
5% iger Essigs/~ure best/~tigt werden. Die Auswertung der gef/~rbten 
Streifen erfolgte im Elphorger~t 1~ Es wurde jeweils ein Vergleichs- 
streifen (Serum) mitlaufen gelassen. 

Radioaktivitgtsbestimmung. 

Ffir jeden Versuch wurden 5 7 Glukose der spezifisehen Aktivit/~t 
1,37-108 Zerf/~lle/min/mg eingesetzt. Am Papier erfolgte die Messung 
mit  einem Fenster-Geiger-Z~hlrohr EW 3 H der Fa. Twentieth Century 
mit  einer vorgeschalteten Schlitzblende yon 3 • 23 mm. Teile des 
Pherogramms, wo die l~adioaktivit~t fiir die Erfassung mit  dem Fenster- 
z/~hlrohr zu sehwach war, wurden in Querstreifen von 6 mm Breite ge- 
sehnitten und nab verbrarmt ~a, 14. Die l~adioaktivit/% wurde dann im 
Gas.Geiger-Z~hlrohr best immt 15, 16. 

Das Gasz/~hlrohr miBt mit  etwa 85%, das Fensterz~hlrohr jedoeh 
mit  sehr viel geringerer Ausbeute. Zur Bestimmung der Ausbeute des 
Fensterz/~hlrohres mit  Schlitzblende wurde Radioglukose m5gliehst 
gleichm/~{3ig auf ein Stiick Papier ~ufgetragen. Das Papier wurde zuerst 
mit  dem Fensterz~hlrohr - -  unter Verwendung der Schlitzblende - -  ab- 
getastet, sodann in Streifen gesehnitten und mit dem Gasz~thlrohr ge- 
messen. So wurde die Fensterz~thh'ohrausbeute unter unseren Bedin- 
gungen, also bei starker Selbstabsorption der Strahlung im Papier, zu 
2,70/0 best immt.  

Zum Vergleichder  AktivitEt mit  der Lage von EiweiBkSrpern wurde 
nicht nur der Para]lelstreifen mit  Serum laufen gelassen, sondern auch 
vor der Verbrennung ein Probestreifen von 4 mm Breite aus der ganzen 
L~nge des Pherogramms in der Mitte herausgeschnitten und gef/irbt. 

E r g e b n i s s e .  

Glulcose. 

Glukose ist zwar kein Elektrolyt,  wandert  aber doch unter den Be- 
dingungen der Papierelektrophorese. Ein wesentlieher Faktor  hierfiir 
ist dis Elektroosmose, die eine Wanderung in Riehtung Kathode be- 
dingt 1~. Einen weiteren Beitrag liefert der sogenannte ,,Sog", der dureh 
Verdunsten von Wasser vom warmen Papier und NaehflieBen yon Puffer 

13 D. D. van Slyke und J. Folch, J. Biol. Chem. 186, 509 (1940). 
14 j ,  A .  Thorn und Ping Shu, Canad. J. Chem. 29, 558 (1951). 
15 G. Rohringer und E. Broda, Z. Naturforsch. 8 b, 159 (1953). 
16 E. Broda und G. Rohringer, Z. Elektrochem. 58, 634 (1954). 
17 E. L. Durrum, J. Amer. Chem. Soc. 72, 2943 (1950). 
~onatshefte  fiir Chemie. Bd. 86/2. 21 
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aus den Vorratsgel~Ben en t s t eh t  ~s. Dadu rch  erg ib t  sich eine Abhangig-  

kei t  der  Wanderungssgrecke  vom Auf t ragungsor t .  Beispielsweise wurde  
be im Auf t r agen  in der  S t re i fenmi t t e  eine W a n d e r u n g  yon 5,5 em in 
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Abb. 1. Papierelektrophorese yon Glukose. -- -- - Radioaktivita~ yon Glukose (mig Fenster- 
zghlrohr); . . . . . .  Radioaktivit~t yon Glukose (mit Gaszlihlrohr); - Extinktion yon Hfihnchen- 

plasma (gum Vergleich, im Parallelstreifen). 

I~iehtung K~thode ,  be im Auf t r agen  3 cm vom ka thod i schen  Streifen- 
ende keine W a n d e r u n g  oder  eine solche yon einigen Mil l imetern  in R ieh tung  
Anode  festgestel l t .  Diese D a t e n  wurden  durch  F a r b r e a k t i o n  miC Anflin- 
P h t h a l a t  erhal ten.  

, \ . . . . . . . . . . . .  U1 ...... 

/ ~ ................................................... / / 
I \ ~ / i 

Y /0 /3- C/n 

l ~ft]ftl/fl/e 
Abb. '2. Papierelektrophorese yon :~tihnehenseram mi~ Glukosezusatz. 
(mit  Fensterz~hlrohr);  . . . . . .  l{adioaktivit~% (mit  Gasziihlrohr); - 

streifen). 

Radioaktivit~t~ 
Extinktion (im Parallel- 

Viel empf indl icher  is t  jedoeh der  Naehweis  der  Glukose dureh  die 
Rad ioak t i v i t~ t ,  d e r m i t  Fens te r -  und  Gasz~hlrohr  durehgef i ihr t  wurde  
(Abb. 1). ] )as  Max imum der  R a d i o a k t i v i t ~ t  f/~llt mi t  dem M a x imum 
der  F a r b r e a k t i o n  zusammen,  doeh f inden sieh kleine Nengen  Glukose 
im ganzen Papier .  DaB im anodisehen Teil gr6f3ere A k t i v i ~ t  vori iegt ,  
schreiben wir dem , ,Sog" zu. Die fiber den ganzen Streifen ver te i l te  

is K .  Slotta, S. Bril Lind A.  Ballester, Z. physiol. Chem. 296, 141 (195~). 
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gadio~k~ivitgt ergibt bei der Elektrophorese yon markiertem EiweiB 
einen unerwiinsehten ,,ttin~ergrund". 

Hi~hnchenplasma. 

Das Pherogr~mm (durch Extinktion;  Abb. 1) stimmb am besten 
mit  einem im Tiselius-Ger~t an Hiihnehenserum erhaltenen Pherogramm 19 
fiberein. Weitere, zum Tefl abweiehende Ergebnisse wurden yon anderen 
Autoren2O, ~1, 2~ erhalten. Die seharfe Zaeke nahe dei Start]inie rfihrt 
yon vorzeitig geronnenem Fibrinogen her und wurde bei der Auswertung 
nicht weiter beriieksichtigt. 

/ - , , ,  
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Abb. 3. l)apierelektrophorese yon }r mit Glnkose bebrfitet. - -  - -  - -  l~adio- 
aktivit~tt (mit Fensterz~ihlrohr); . . . . . .  Radioaktivit~t (mit Gasz~ihlrohr); - - E x t i n k t i o n  des 

konzentrierten Embryonalextrakts (im ParaUelstreifen). 

Embr yonale xtralct. 

Das Pherogramm (Extinktion) yon konz. EE. zeigt drei schwache 
Maxima fiber einem kr~iftigen t t intergrund (Abb. 3). Misch-EE. ist zu 
verdiinnt, um eine ordentliche Extinktionskurve zu geben. 

Plasma mit Mischextrakt, bebri~tet. 

Durch die dreit~gige Bebrfitung wird das Fibrinogen zu vS]ligem 
Gerinnen gebracht. Abgesehen davon, ist das Pherogramm (Abb. 4) 
mit  dem des frischen Plasmas identiseh. Der Misch-EE. ]iefert keinen 
merklichen Beitrag. 

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

20 p .  Slizewicz und P. Atanasiu, Ann. Inst. Pasteur 86, 505 (1953). 
21 ~.  H. Common, W. P. McKin ley  und W. A.  Maw, Science 118, 86 

(1953): 
~ W. P.  McKinley ,  W. 2'. Oliver, W. A.  Maw und R. H. Common, Prec. 

Soc. Exp. Biol. ~u 84, 346 (1953). 
2J.* 
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Serum mit Glukose, nicht bebri~tet. 

Es wa~ zu pr~fen, ob die Wanderung der Glukose durch die Amvesen- 
heir yon Serumprotein ver~tndert wird. Die Prfifung wurde mi t  radio- 
akt iver  Glukose ~usgefiihr~ und ergab, dM3 die Rad ioak t iv i~ t  in g]eicher 
V~eise wie ohne Serumzusatz fiber das Pherogramm verteflt war (Abb. 2). 
Daraus ist zu schliegen, dag die Glukose vom Serumprotein nicht ge- 
bunden wird. 
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A b b .  4. 
bebr t i t e t , .  

P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  y o n  H i i h n c h e n p l a s m a ,  m i t  M i s c h - E m b r y o n a l e x t r a k t  t u l d  G l u k o ~ e  
- - - R a d i o a k t i v i t g t  ( m i t  F e n s t e r z : S h l r o h r ) ;  . . . . . .  R a d i o a k t i v i t ~ i t  ( m i t  G a s z ~ i h l r o h r ) ;  

- -  E x t i n k t i o n  y o n  P l a s m a  u n d  M i s c h e x t r a k t ,  b e b r i i ~ e t  ( i ra  P a r a l l e l s t r e i f e n ) .  

Glukose und Mischextrakt, drei Taqe bebri~tet. 

Das Radiopherogramm zeigt, dal] in diesem Falle Radioaktivit~t 
mitgefiihrt wird (Abb. 3), und zwar in die Lage der y-Globulin, und 
der Albuminfraktion. 

Glukose, Mischextra]ct und Plasma, drei Tage bebri~tet. 

Auch bei diesem Versuch wurde t~diokohlenstoff  mitgefiihr~ (Abb. 4), 
und zwar ebenfalls vorwiegend yon der y-Globulin- und der Albumin- 
fraktion. Eine Abschi~tzung der dem mitgefiihrten t~adiokohlenstoff 
entsprechenden Zuekermenge ergibt sich folgendermM?en: 

Eiugesetzter Zucker: Miseh-EE. 20#1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7,2 
Plasma 20 ul . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  48 ,, 
Radioglukose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 ,, 

Summe rund . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  60 
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Eingesetzter Radiokohlenstoff . . . . . . . . . . . . . . . . .  6,85.105 Zerfi/lle/Min. 
In der Albuminfraktion (5 Querstreifen) . . . . . . .  1,2. l0 s ,, 
In der y-Globulinfraktion (4 Querstreifen) . . . . . .  1,0. l0 ~ ,, 

Die Aktivitgten der beiden EiweiBfraktionen wurden erhalten, indem 
von der Summe der Aktivit~t der einzelnen Querstreifen der Blindwert 
von ,,Glukose anein" abgezogen wurde. 

Demgem~B wurden in jeder der beiden aktiven Eiweil3fraktionen 
je ein Ffinftel Prozent des eingesetzten Radiokohlenstoffes gefunden, 
entsprechend etwa 0,1 bzw. 0,08y Glukose. 

Uber den Bindungszustand des mitgeffihrten Radiokohlenstoffes 
kann noch nichts ausgesagt werden. Es kann also nicht entsehieden 
werden, ob w/ihrend der Bebrfitung eine Adsorption yon Radioglukose 
an das Eiwei8 oder ein chemischer Einbau von Radiokohlenstoff in das 
EiweiB stattfindet. 

Hingegen kann das Mengenverh~ltnis zwischen Eiwei~ nnd mitge- 
ffihrtem Radiokohlenstoff abgesch~tzt werden. Die Stickstoffbestimmung 
naeh K]eldahl zeigt, da~ das Gesamteiwei~ im Versuch gemi~ Abb. 4 
1070 y betrug. Aus dem Fli~chenverh~ltnis der Maxima (unter Berfick- 
siehtigung der Extinktionskurven yon Abb. 1 und Abb. 2) finder man 
unter der - -  nieht ganz exakten - -  Annahme der gleichm/~Bigen Anf/~rb- 
barkeit der verschiedenen Eiwefl]kSrper, dab 31% (320 y) Albumin und 
26,5% (240y) y-Globulin anwesend waren. Der yore Albumin und 
y-Globulin mitgefiihrte Radiokohlenstoff entsprach also einer sehr ge- 
ringen Menge Glukose: Das Gewichtsverhgltnis betrug rund 3000: 1. 

Wir danken den Herren Professoren L. Ebert und V. Patzelt fiir ihr 
st/mdiges Interesse an dieser Arbeit, Herrn Dr. H. Michl fiir wertvolle 
Ratschl/~ge, Herrn Dr. H. Dressler ffir die Erlaubnis zur Beniitzung des 
Elphor-Auswertegeri~tes und dem Damon-l~unyon-Fonds ffir Krebs- 
forschung fiir finanzielle Unterstiitzung. Herrn R. Stark danken wir 
/fir Mi~arbeit bei der Bestimmung der 1%adioaktivit/~t. 

Eine einfache Herstellung der I)iperonyls~iure. 

Von 
A. Dobrowsky. 

Aus der Technischen Hochschule in Wien. 

(Eingelangt a~ 20. Januar 1955.) 

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


