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Der Einbau yon I~adiokohlenstoff aus Glukose, Glykokoll, 
Alanin und Tyrosin in die 16slichen Proteine von Hfihner- 
mesenchym- und (menschlichem) HeLa-Tumorgewebe bei Be- 
brfitung mit  Nfihrmedium wurde untersueht. Das Medium 
bestand aus einer Mischung yon Geyseher Salzl6sung, Aszites- 
flfissigkeit, Nabelstrangserum und Ext rak t  yon Ittihner- 
embryonen. Die Proteine wurden durch Ultrafil tration unter 
Druek abgeschieden, durch Hoehspannungselektrophorese in 
St~rke-Gel aufgetrenn~ und nach Verbrennung im Gas-Geiger- 
Z~hlrohr auf Aktivit~t, geprfift. Auch gewebefreies Medium 
nimmt  Radiokohlenstoff in EiweiB auf, doeh handelt es sieh 
dabei, wie Kontrolle dureh die Ninhydrinprobe ergab, nicht 
um echten Einbau yon Aminos~ureresten in peptidiseher 
t~indung. Hingegen bewirk~ das Gewebe eehten Einbau. Dieser 
kazm auf die Zahl oder Masse der Zellen bezogen werden und 
ist bei Mesenehym- und Tumorgewebe yon der gleiehen Gr6gen- 
ordmmg. Den gr6I~ten Einbau an l~adiokohlenstoff weisen 
die Albumin- sowie die y-Giobulinfraktion (beide dureh das 
elektrophoretisehe Verhalten definiert) auf. HeLa nimmt mehr 
Kohlens~off aus Glykokoll in ~J-Globulin auf als Mesenehym. Da 
im Gegensatz zu Untersuchungen an Organismen oder Gewebe- 
schnitten mit  isoliertem Gewebe gearbeitet wird, besteht keine 
M6gliehkeit der St6rmlg dureh Weehselwirkung yon Oeweben 
mit.einander, insbesondere yon Tumorgewebe mit  gesuudem 
Gewebe. 

* IKerrn Prof. Dr. ~ .  Wessely in Verehrung zum 60. Geburtsrag gewidmet 
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E i n l e i t u n g  

Im Krebsgewebe wird mit groger Gesehwindigkeit neues Eiweig 
gebilde~. Daher hat man den Eiweighaushalt mmortragender Tiere 
untersueht und maneherlei Untersehiede gegeniiber dem gesunden Tier 
gefunden 1, ~. Ffir die Untersuehung eignen sieh besonders die 16sliehen 
Proteinel da sie gut gekennzeiehnet werden kSnnen. So kant1 man bei 
den Serumproteinen nieht nut die Konzentrationen analytiseh bestimmen, 
sondern man kann aueh mit Hilfe der markierten Atome die Gesehwindig- 
keiten ihres Umsatzes messen. 

Die Umsatzgesehwindigkeiten werden ermittelt, indem man dem 
Versuehstier markiertes Substrat (Aminos/ture) zufiihrt, in gewissen 
Zeitabstanden die einzelnen Proteine isoliert und auf Gehalt an markierten 
Atomen priift. Zur Markierung hat man ursprfinglieh meist sehweren 
Wasserstoff und Stiekstoff, sparer aueh radioaktiven Sehwefel und 
Kohlenstoff verwendet ~, 4, 5, 6, 7 

Jedoch bleibt dabei unbekannt, inwieweit Untersehiede zwisehen 
gesunden und tumortragenden Tieren unmittelbar auf die Erzeugung 
von Pr0teinen durch Krebsgewebe oder aber indirekt auf eine l%eaktion 
gesunden Gewebes auf die Anwesenheit des FremdkSrpers zur/iekzuffihren 
sind. Diese Sehwierigkeit bleibt aueh bei der Arbeit mit fiberlebenden 
Organen und Gewebesehnitten bestehen. In allen Fal len stehen die 
Tum0rzellen mit gesunden Zellen in Weehselwirkung, Selbst bei 
Homogenate n treten ahnliehe Probleme auf. 

Die Erzeugung von EiweigkSrpern dutch einheitliehes Gewebe tagt 
sieh nut  unter Verwendung yon Gewebekulturen prfifen. Dabei gen~eBt~ 
man den weiteren Vorteil, dab die Gewebe lange - -  oft jahrelang - -  
weiterleben. Freilieh weisen Kulturen yon tierisehem Gewebe immer 
nur kleine Masse auf, so dal3 aueh die Masse der Stoffweehsellarodukte 
gering und ihre analytisehe Erfassung sehwierig ist. Erst unter Einsatz 
radioaktiv markierter Substrate haben sieh ins einzelne gehende Arbeiten 
fiber den Stoffweehsel von Gewebekulturen ausffihren lassen. So wurden 

1 Siehe R . J .  Winzler, Adv. Cancer Res. 1, 506 (1953). 
2 Siehe J. Greenstein, Biochemistry of Cancer. New York. 1954. 
a R. Sch6nheimer, The Dynamic State of Body Constituents. Cambridge, 

Mass. ,1949. 
4 Siehe D. Rittenberg, Dynamic Aspects of the Metabolism of Amino 

Acids. Harvey Lectures 44, 200 (1948/49) 
5 Siehe D. M. Greenberff (tterausgeber), The Amino Acids and Proteins. 

Springfield: 1951, 
6 Siehe W. 13. McElroy und B. Glass (Herausgeber), A Symposium on 

Amino Acid Metabolism. Baltimore. 1955. 
7 Siehe ~. ~Broda, Radioaktive Isotope in der Biochemie. ~Vien, im 

Druek. 
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die Verg~rung und  Vera tmung  von K o h l e h y d r a t e n  s, 9, 10, ~ sowie die 
Ve ra tmung  yon  Aminos~uren  ~~ 1.~ du tch  K u l t u r e n  yon  gesundem und 
Krebsgewehe  un te r  Verwendung  yon Rad iokoh lens to f f  gemessen. 

Aueh  der  Aufbau  yon  Pro te inen  aus ma rk i e r t e n  Aminos~iuren oder  
Glukose  dureh  Gewebeku l tu ren  wurde  un te r such t ;  dabei  wurde  das  
Proteh~ zun~iehst noeh n ich t  au fge t renn t  13, t~, la, is Sehliegl ieh wurde  
die Aufnahme  yon  l~adiokohlenstoff  aus mark i e r t e r  Glukose in die 
einzelnen P ro t e in f r ak t ionen  eines der  Gewebezi ichtung d ienenden  N~hr- 
bodens  gepr i i f t lL  N u n m e h r  sollte die in den  genann ten  frfiheren Arbe i t en  
dieses Labo ra to r i ums  entwiekel te  Methodik  auf  das  S tud imn  des Ein-  
baues  yon  Rad iokoh lens to f f  in Eiweigk6rper ,  die dureh  gesundes und  
Tumorgewebe  gebi ldet  werden,  ausgedehn t  werden.  D a  sieh nur  die 
F r a k t i o n e n  16slicher Pro te ine  vone inander  t r e n n e n  l~ssen; wurde  die 
Un te r suchung  auf  diese besehrgnkt .  

M a t e r i a l  

Gesmldes Gewebe wurde den Extremit i i ten yon 10 Tage alten Hiihner- 
embryonen entnommen, in I-Ilihnerplasma eingebettet  und nach der Trypsin- 
mefhode in Roller-R6hren his zur weitgehenden Entdifferenzierung ge- 
ziichtet. Die Zellen zeigten dann morphologiseh nur geringfiigige Ab- 
weiehungen voneinander, so daft die Kult~uren als gleiel4artig angesehen 
werden konnten is. Solehe Mesenehymkulturen werden auch Fibroblasten-  
kul turen genannt,  obwohl diese Bezeiehnung streng nut  fur reine Binde-  
gewebskulturen gilt. Als tsqoisehes b6sartiges Tumorgewebe wurden Kul turen 
des Stammes I-teLa verwendet, der yon einem mensehliehen Cervixkarzinom 
abgeleitet  ist und seit Jahren in vielen Laborator ien bearbeitet  wird~% 

Ein Nfihrmedium aus 2 0 %  glukosefreier Geyscher Salzl6sung, 20~o 
Embryona lex t rak t  (20%), 30% Aszitesfliissigkeit und 30~o Nabelstrangserum 
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(1952). 
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unterhglt  das Waehstum beider Gewebearten is. Zur Gewinnung des 
Embryonalextrakts  wurden 10Tage alte t t i ihnerembryonen meehaniseh 
zerkleinert, dureh ein Sieb yon 144 Masehen/em e gepreB~ und  15 Min. bei 
3500 rpm zentrifugiert. Die iiberstehende L6sung wurde als Embryonal-  
extrakt (100%) bezeichnet. Der Riiekstand wurde noch zweimal mit  der 
doppelten Menge Geyseher LSsung extrahiert und  die vereinigten Extrakte 
auf die Konzentrat ion 20~o eingestellt. Die Aszitesfliissigkeit wurde dureh 
Funkt ion  gewonnen und stammtc meis t  yon Frauen mit  Ovarialkarzinomen. 
Des Serum wurde menschlichen Nabelstr~ngen entnommen. Die Misehung 
der drei biogenen Komponcnten war, luftdieht abgeschlossen und  im K/i~hl- 
sehrank aufbewahrt, 6 bis 8 Woehen haltbar. 

Aszitesfltissigkeit und  Nabelstrangserum zeigten bei der Elektrophorese 
die gleichen Proteinfraktionen wie gewShnliches Serum, jedoch in anderen 
~r Insbesondere war tier y-Globulingehalt des Nabel- 
strangserums gering. Dag das Serum yon Neugeborenen wenig y-Globulin 
enth~lt, ist bekannt  20. Der Proteingehalt des Embryonalextrakts  war niedrig. 

Die radioaktiven Substrate wurden aus Amersham bezogen. Sie waren 
biosynthetiseh gewonnen worden und waren an allen Kohlenstoffatomen 
annghernd gleichrngBig markiert. Vor der Verwendtmg wurden sie papier- 
ehromatographiseh gereinigt. Des in freier Form sehwer 16sliehe Tyrosin 
wurde in Form des tlydroehlorids eingesetzt. Die spezifisehen Aktivitii ten 
(dpm = Zerfglle/Min.) betrugen: 

D-Glukose 0,01 mC/0,13 mg = 1,7 �9 10 s dpm/mg, 
Glykokoll 0,01 mC/0,2 mg ~ 1,1 - 10 s dpm/mg, 
L-Alanin 0,01 mC/0,3 mg ~ 7,3. 107 dpm/mg, 
L-Tyrosin 0,01 mC/0,13 mg ~ 1,7 �9 10 s dpm/mg. 

A r b e i t s w e i s e  

Um mSgliehst gleiehartige und  homogene Kul turen zu erhalten, wurden 
die Gewebe in Sehleierform geziiehtet is, ~1. Die bei der Explantat ion er- 
haltenen ,,Sttiekkulturen" wurden kurze Zeit mit  verdfinnter Trypsinl6sung 
behandel~. Dabei werden des Fibrinnetzwerk, in des die Kul turen einge- 
bettet  sind, und  der Zellverband gel6st. Wenn die Einwirkung des Trypsins 
rechtzeitig unterbroehen wird, bleibt ein Tell der Zellen vermehrungsfi~hig. 
Aliquote Anteile der erhaltenen Zellsuspension wurden nun  in mehrere mit  
Plasma ausgekleidete Prober6hrehen iibertragen. Die Zellen werden durch 
des Plasma an der Wand fixiert~ und wachsen dort welter. 

Die RShren wurden mit  je 1 ml N~hrmedium beschiekt und in einer 
langsam gedrehten Trommel (12 rph) bei 37 ~ bebriitet. Zuniichst sank die 
Zahl der Zellen ab, da viele der geseh~digten Zellen (etwa 70% der Gesamt- 
zahl) sich auflSsen. Naeh 3 oder 4 Tagen aber war der Einsatzwert der 
Zellzaht wieder erreicht. Die Zahl der Zellen kann jederzeit bestimmt werden, 
indem man sie mit  Trypsin ablSst und  die Suspension im tt~tmoeytometer 
ausz~hlt, I n  der ,zorliegenden Arbeit wurde die Zellzahl nicht an den  radio- 
aktiven K u l t u r e n  selbst, sondern jeweils an einer gr5Beren Zahl Parallel- 
ku l turen  bes t immt : .  AUS tier Zellzah! konnte auch die Menge an Protein 
und  die Zellmasse abgeseh/~tzt ~erden, da eine Bestimmung des Stiekstoffs 

~o A .  Polson,  Nature 15, o, 413 (1943). 
~ G. Kel lner  und L.  Stoclctnger, Arch. internat,  pharmaeodyn. 90, 259 

(1957). 
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naeh Kje ldahl  ergeben hatte, daft 10 s Mesenchymzellen 60 #g und l0 s HeLa- 
Zellen 92/~g N enthielten. Das berechnete Frisehgewieht jeder Kn l tu r  
betrug grSBenordnungsmagig 1 rag. 

Die Bebr/itung mit  dem radioaktiven Substrat dauerte stets 4 Tage. 
Zur Gewinnung der 15sliehen Proteine wurde die Ni~hrl6sung abgegossen, 
das Gewebe eingefroren, wieder aufgetaut und darauf dureh einen motorisch 
angetriebenen Glaspistill tmter Zusatz yon Boratpuffer naeh Smi th ies  
(pit = 8,5) 2e und Quarzsand meehaniseh zerkleinert. Mikroskopisehe Be- 
traehtung zeigt.e, dab keine intakten Zellen mehr vorhanden waren. Zur 
Entfermmg y o n  Sand und Zetlresten wurde zengrifugiert und  die /iber- 
stehende Fl/issigkeit mit  der abgegossenen N~hrlSsung vereinigt. 

Zur Reinigung und Konzentrierung der EiweiglSsung wurde unter Druck 
ultrafiltriert 23. Das verwenclete Ger~t nahIn 5 ml auf und die Fl~iehe der 
mit  einer seiehten Mulde versehenen Siebplatte betrug 3,3 em 2. Das Ultra- 
filter LSG 60 (Membranfiltergesellsehafg GTttingen) ruhte auf einer porTsen, 
aber kaum quellenden Zwisehensehieht aus Nylon (Mfillergaze). Der Druek 
betrug 15 Atmosph~ren (Stiekstoff). Die Filtration erfolgte unter  Eisk~hlung 
und benStigte samt Wasehen 10--12 Stdn. Zu Beginn betrug die Ge- 
sehwindigkeit 2 m l  2%iger EiweiB15sung/Std, Die EiweiB15stmg wurde 
auf 30~o angereiehert; das Konzentrat  wurde 4mal mit  dem Boratpuffer 
ausgewasehen. Besondere Versu~he unter  Einsatz einer N~hrlTsung mi~ 
Gehalt an Radioglukose sowie (zur Verdr/~ngung) von 20 mg inaktiver Glukose 
bat ten gezeigt, dab im 3. ~Vasehwasser nur  mehr 0,27, im 4. Wasehwasser 
nur  mehr 0,01 nnd  im Eiweigkonzentr~t 0,03% des l~adiokohlenstoffs vor- 
lagen. 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte dutch I-IoehsPannungselekgro- 
phorese. Die selbstgebaute Spannungsquelle bestand aus einem Regeltrans- 
formator und einem Hoehspannungstransformator mit  Gleiehriehterr6hre 
und lieferte sekund/~rseitig bis zu 4000 Volt bei einer Leisttmg bis zn 260 Watt .  
Die Elektrophorese wurde in einer gesehlossenen Kammer aus PIexigtas 
mit  einer Trennstreeke yon 23 em durehgefiihrt. Als Tr~germateriaI dienten 
Gele aus 14 bis 15 g tSslieher St/~rke - -  and  zwar hier analysenreiner St~rke 
yon Riedel-de ttaei1 - -  in 100 ml verd. Boratpuffers e2. Die Gele w~rden 
auf dfinne hydrophobierte Glasplatter~ gegossen nnd  w~hrend der Elektro- 
phorese (Dauer 3 bis 4 Stdn.) dureh Au[legen auf einen wasserdurehstrSm~en 
Bleehbeh/~lter gekiihlt. Die ]~lektroden waren reversible Kupfer-Kupfersulfat. 
Elektroden. Die le i tende Verbindung zu d e n  Gelen wnrde dureh ~Strorr~- 
sehlfissel aus 6%iger KOl-LTsung mit 2~0 Agar lmd puffergetr~nkte Doehte 
aus mehreren Lagen saugffihigen Fil~erpapiers hergesteiIt,: Zwisehen den 
Dochten und dem Gel befanden sieh StrSmungsbarrieren aus Dialysier- 
sehl~iuchen e4. Die Spannungen betrugen 700 bls 800 V, entsioreehend Feld- 
sti~rken yon 30 bis 35 V em -~. Die Breite der St~rkeplatte war !4 era. 

Die Proteine wurden auf einem L/~ngsstreifen des Gels dutch AJaf&rbung 
mit einer kalten ges~ttigten LSsung yon Amidosehwarz 10 B in Wasser- 
Methanol-Eisessig (50 :50 :10 )  und Elution des tibersehiissigen Farbstoffs 
mit  dem gleiehen L6sungsmittel lokMisierg 22. E i n  anderer (breiterer) L/~ngs- 
streifen wurde f/Jr die Radioaktivit~itsbestimmung verwendet .  

Die Zonen des letzteren Streifens, in denen sieh die radioaktiven Protefne 
befanden, wurden mit  dem Spatel voneinander getrennt und  eluiert: Dazu 

2~ O. Smi thies ,  Bioehemie. J. 61, 629 (1955). 
o_3 R .  Zs igmondy ,  Angew. Chem. 26, 447 (1913) . . . . . . . . .  
24 H.  Mieht ,  Mh. Chem. $tl, 737 (1952). 
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wurde die St/irke auf den Boden yon Zentrifugenr6hrehen gebracht, ihre 
Gelstruktur durch Einfrieren und  nachfolgendes Atfftauen mit  Puffer zer- 
st6rt und die nun  in Suspension vor]iegende St~rke durch 2stiindiges 
Stehen in Eiswasser und  Zentrifugieren yon der Proteinl6sung getrennt. 
StickstoffbestimmUngen zeigten, dab 90% des Proteins wiedergewonnen 
wurden. Sodann wurden die Proteine mit  Trichloressigs~iure ausgeffillt, 
dureh Zentrifugieren abgeschieden, nag z u  CO 2 verbrannt,  dieses in Lauge 
~ufgefangen und mit  Bariumion gefiillt eS. SchlieBlich wurde die Aktivit~t 
mit  dem Gas-Geiger-Zf~hlrohr bestimmt 2~, Die Leerwerte yon etwa 50 rain -1 
win-den von den an den Proben gemessenen Aktivit/iten abgezogen ; Differenzen 
yon weniger Ms l0 rain -1 wurden nieht als signifikant betrachtet. 

Die einzelnen Proteinfraktionen wurden durch zweidimensi0nMe Elektro- 
phorese identifiziert ~7. Dazu wurde die Proteinl6sung zuerst in fiblieher Weise 
der Papierelektrophorese mit  einer Trennstreeke yon 10- - t  2 em unterworfen ~s. 
Der 'Papierstreifen wurde dann der Lgnge naeh auseinandergesehnitten und 
die eine tt/~lfte mit  Amidosehwarz angef/irbt, s oda g  die Orte der versehiedenen 
Proteinbanden bekannt  waren sg. Ans der anderen tti~lfte wurde ein Lfings- 
streifen yon etwa 3 mm Breite ausgeschnitten, in einem Stiiek quer in eine 
St~rkegelplatte gesteekt und der Elektrophorese unterzogen. Dadurch liel~ 
sieh das Verhalten derProteinfraktionen bei Papier- und  Stgrkeelektrophorese 
vergleiehen. Bei 23 em Trennstreeke in der Stgrke wurden 7 bis 8 Banden 
verschiedener Intensitgt  erhalten. Zwisehen Anode und Kathode folgten 
einander : 

I. Die Priialbumhm 2~, s0, 31 deren Meng~ gering war. 
2. Eine breite Albuminzone ohne ausgeprggte Feinstruktur.  
3. Eine sehmale Linie, die :den al .Globulinen zugeschrieben wurde. 
4. Ein breiterer Streifen v0n a2-Globulinen, der bei lgngeren Trenn- 

streekeu noeh in 2 bis 3 Unterfraktionen aufgespalten wurde. 
5. Zwei ~nahe aneinander liegende, meist ineinander verflieBende Linien, 

deren Zuordnung nieht mit Sieherheit gelang. D i e  Proteine wurden als 
a,fl- Globuline bezeiehnet. 

6. Eine scharfe und  intensive Linie des fl-Globulins. 
7. Bei ]~rwaehsenenserum eine sehwaehe Bande, die ebenfatls zu den 

fl-Globulinen gehSrte. Diese Zone fehlte bei Aszitesflfissigkeit und Nabel- 
strangserum. 

8. Auf der Startlinie oder etwas zur .Kathode verschoben die breite, 
meist diffuse y-Globulinzone. 

E r g e b n i s s e  

U m  den E i n b a u  yon I~adiokohlenstoff in Prote in  dureh die Gewebe 
bes t immen zu kSnnen,  muBten auch Versuehe f iber  die Aufnahme yon  
gadiokohlens tof f  dureb_ das Ni~hrmedium ffir sieh allein ( , ,Blindwert") 

25 D. D. van Slyke und J.  2'olch, J. Biol. Chem. 136, 509 (1940). 
26 E.  Broda und G. Rohringev, Z. Elektroehem. ,~8, 634 (1954). 
27 O. Smithies und M .  D. Poulik ,  Nature 177, 1033 (1956). 
~8 W.  Grassmann und  K .  Hannig,  ])tsch. reed. Wschr. 76, 333 (1951). 
29 Z .  Pu~ar, Z. physiol. Chem. 296, 62 (1954): 
3o E.  A .  Kabat,  Proe. Soc. Exp. Biol. Med. 49, 260 (1942). 
~1 H .  E .  Sehuttze, M .  Sch6i~enbevge~ und G. Schwick, Biochem. Z. ~28, 267 

(1956). 
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angestellt werden. Tatsiichlieh war schon friiher eine wenn auch geringe 
Aufnahlne dureh Proteine des Mediums festgestellt wordenlL Als Auf- 
nahmeleistung des Gewebes selbst ist dann die Differenz zwisehen der 
in Anwesenheit des Gewebes festgestellten Aktivit~t des Eiweif3es und 
dem Blindwert zu betraehten. Daher wurde parallel zu jeder mit  Gewebe 
ausgeffihrten Versuehsserie sine Reihe yon Versuehen mit N/~hrmedium 
ohne Gewebe laufen gelassen. 

l~tir jeden Versueh wurden Substrate mit  Aktivit~ten yon je einigen 
Zehntel Mikroeurie (also einigen i0 s dpm) eingesetzt. Zur Bereehnung 
der in die Proteine aUfgenommenen Kohlenstoffmenge mugte  m m  aueh 
die spezifisehe Aktivitgt  des Substrats bekannt  sein. Die effektive 
spezifisehe Aktivit~it war, stets kleiner als die spezifisehe Aktivitfit der 
zugesetzten markierten Verbindungen, da der Ni~hrboden yon vorn- 
heroin Glukose und Aminosguren enthielt. Die effektive spezifische 
AktivitS, t der Gluk0;e wurde ermittelt,  indem die Glukose des N~Lhr- 
bodens (der ,,Tr/~ger") naeh der Methode yon Kowarski  32 best immt 
wurde. Ihre Menge betrug 0,6 mg/ml. Demgegeniiber war die Menge 
der zugesetzten radioaktiven Glukose zu vernaehl~ssigen. Hingegen 
k6nnen die Konzentrat ionen der einzelnen Aminos~uren im Medimn 
ohne groBen experimentellen Aufwand nicht best immt werden. Daher 
wurde dem Medium jeweils zusammen mit der markierten Aminos~iure 
die gleiehe Aminos/iure in unmarkier tem Zustand und in soleher Menge 
(einige Zehntel mg je Versueh) als TrS~ger zugesetzt, dab die Gesamt- 
konzentration praktiseh nur yon diesem Zusatz abhing. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle i zusammengestellt.  Jeder  einzelne 
Zahlenwert ist das Mittel aus 2 his 3 ParMtelversuehen. Die Spalten 
,,mit. Zellinhalt" unterseheiden sieh yon don Spalten ,,ohne Zellinhalt" 
dadureh, dag im ersteren Falle der 15sliehe Teil des InhMtes der zer- 
kleinerten Zellen yon je 3 Kulturen mit dem abgiegbaren Medimn ver- 
einigt worden war, im ]etzteren FMle aber nieht. Die Aktivitiiten 
der oben aufgez~hl~en c~- und fl-Globulinfraktionen wurden zwar be- 
s t immt ~3, doeh wurde in die Tabelte 1 nur die Summe dieser Aktivitiiten 
aufgenommen, da diese Aktivit.~ten_ s.tets relativ gering waren und daher 
nicht klar ist, inwieweit sie reell sind. Sehon eine bescheidene Versehmie- 
rung des fast immer wesentlich stgrker aktiven 7-Globulins und ins- 
besondere des Albumins fiber don Streifen hi~tte Aktiviti~ten bei den 
Mittelfraktionen vort/~usehen kSnnen. Das Prgalbumin, dessen Aktivitgt  
stets goring war , ist ih Tabelle l ' m i t  dem Albumin zusammengezogen. 
In  Tabelle 1 a ist auch die AlCtivit~t dos c%- Globulins im Albumin ent- 
hMten, da in diesem Fall experimentell keine klare Trennung erfo]gte. 

s~ ~I. Klopstock und A.  Kowarski, Praktikum tier klblisehen Unter- 
suehungsmethoden. Berlin. 1938. 
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Tabelle 1. A u f n a h m e  y o n  g a d i o k o h l e n s t o f f  a u s  v e r s c h i e d e n e n  
S u b s t r a t e n  d u r c h  d ie  1 5 s l i c h e n  P r o t e i n e  (dpm) 

l)roteinlraktiosi Blindwer5 o h n e  Zellinhalt I mit Zellinhalt 

I ~esencllym I HeLa i ~ [ ~  HeeLa 

a) Glukose 
(Einsatz:  3,4. 10 ~ dpm, Tr~ger: 0,6 mg/R6hrehen) 

Albmnin  . . . . . . . . . . . . . . .  I 235 870 I 690 1350 1140 
y- Globulin . . . . . . . . . . . . . .  I 50 190 ~ 155 270 280 
Gesamt . . . . . . . . . . . . . . . .  370 1300 i 940 2080 1700 
1)rozent des Einsatzes . . .  0,11 0,38 0,27 - -  - -  
Zellzahl/RShrchen ( • 10 -3) I 

Anfang . . . . . . . . . . . . . . .  [ - -  488 176 488 176 
Ende  . . . . . . . . . . . . . . . .  554 238 554 238 

b) Glykokoll  
(Einsatz : 4,4 - 10 ~ dpm, Tr~tger : 0,4 mg/R6hrehen)  

Albumin  . . . . . . . . . . . . . . .  ] 155 I 415 I 295 940 1120 
y-Globulin . . . . . . . . . . . . . .  i 0 , 2 8 0  160 5 2 0 1 5 6 0  
Ges~mt . . . . . . . . . . . . . . . . .  190 [ 1090 540 2250 3040 
Prozent  des Einsatzes . . .  0,043 ] 0,25 ~ 0,12 - -  - -  

Anfang .  - -  166 655 i66 �9 . , . . . . . . . . . . .  
Ende  175 670 175 

c) Alanin 
(Einsatz:  1,0" 106 dpm, Triiger: 0,5 mg/RShrchen bei Blindwert ;  
E insa tz :  2,0" 105 dpm, Tr~ger:  0,4 mg/RShrchen bei Gewebe) 

Albumin  . . . . . . . . . . . . . . .  I 375 I 170 32 I 345 990 
y-Globulin . . . . . . . . . . . . . .  ] 165 32 210 640 

375 I 520 Gesarat . . . . . . . . . . . . . . . .  1 210 940 3050 
:Prozent des Einsatzes . . .  I 0'038i  t 0,26 0,11 I - -  - -  
Zellzahl/RShrchen (:< 10 -3) ] 

Anfang . . . . . . . . . . . . . . .  [ - -  346 504 346 504 
E n d e  . . . . . . . . . . . . . . . .  I 850 i 770 850 770 

d) Tyrosin 
(Einsatz:  8,8. 105 dpm, Tr~ger: 0,4 mg/R6hrchen  bei Blindwerti  
Einsa tz :  3,5. 10 ~ dpm, Tr~ger:  0,4 mg/R6hrchen  bei Gewebe) 

Albumin  . . . . . . . . . . . . . .  : 11200 8590 3910 13800 8000 
7- Globulin . . . . . . . . . . . . . .  I 285 460 250 870 710 
Gesarnt . . . . . . . . . . . . . . . .  12150 10000 4940 19200 9850 
:Prozent des Ehis~tzes . . .  I 0,25 2,9 1,4 - -  - -  
Zellzahl/RShrchen (• 10 -a) I 

Anfang . . . . . . . . . . . . . . .  - -  646 347 646 347 
Encle . . . . . . . . . . . . . . . .  t 1400 417 1400 417 
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t l i n g e g e n  s ind  in  d en  T a b e l l e n  2 u n d  3 auch  die E inze lwer t e  der  Mit te l -  
f r a k t i o n e n  a u f g e n o m m e n  3a. 

I n  Tabe l le  2 wi rd  die Aufna,  h m e  des tl, ad iokohlens tof fs  i n  die e i n z e l n e n  

F r a k ~ i o n e n  d u t c h  Gewebe  in  P r o z e n t  des e ingese tz t en  Rad iokoh lens to f f s  
ausgedr i iek t .  Dabe i  s ind  die  B l i n d w e r t e  bere i t s  abgezogen.  H ie r  mul3te  
ber t i cks ieh t ig t  werden,  dag  fl i t  die u n t e r  , ,mi t  Zellinhalt" a n g e g e b e n e n  
W e r t e  das  Ze l lma te r i a l  v o n  je 3 K u l t u r e n  g e m e i n s a m  a u f g e a r b e i t e t  
wurde .  Die  in  Tabe l l e  2 angeff ihr~en W e r t e  s ind  bere i t s  au f  das  Zell-  
m a t e r i a I  y o n  je e iner  K u l t u r  be rechne t .  

Tabelle 2. A u f n a h m e  v o n  R a d i o k o h l e n s t o f f  i n  d i e  F r a k t ,  i o n e i t  
( m i t  Z e l l i n h a l t )  

(Prozent  des Einsat.zes) 

Fraktion 

P r a a l b u m i n  § 
A lbumin  . . . .  

_x~-Globulin . . .  
~x 2- Globul in  . . . 
a ,f l-Globulin . . 
fl- Globul in  . . . .  
y - Globulin . . . .  

Summe . . . . . . .  

E inbau ,  gereeh- 
ne t  als 
/~g Subs t ra t  . 

Glu}kos~ 2 

~[esenchym ~eLa 

0,24 0,18 { 

0,015 ~0 
0,025 0,03 
0,025 0,005 
0,05 i 0 , 0 4  

0,35 0 , 2 5  

2,1 1,5 

Glykokoll _[ Aianin T ~:;t[_o_sin 

~s I ~Iesen- 3[esen- : 
chym 1teLa I chym HeLa I chvm i HeLa 

0,10 
0,02 
0,025 
0,03 
0,04 
0,08 

0,29 

1,2 :1,1 

0,10 
0,012 
0,007 
0,005 
0,01 
0,14 

0,27 

0,08 
0,015 
0;05 
0,03 
0.03 
0109 

0,29 

0,14 
0,06 
0,07 
0,06 
0,08 
0,12 

0,53 

1,2 2,1 

2,8 ! 1,4 
0,23 i 0,05 
0,15 0,06 
0,09 0,01 
0,09 0,05 
0,14 0,08 

I 3,50 1,65 

14,0 6,6 

Tabe l le3 .  F, i n b a u  y o n  I ~ a d i o k o h l e n s t o f f  je  E i n h e i t  d e r  Z e l l m a s s e  
(/~g Subs t ra t  je mg  Stiekstoff) 

Fraktion 
Glukose . -I GlykokoII 

h~esen- tt rl Mesen- 
chym eLa [ chym HeLa 

~esen- ! Mesen- tt 
chym [ HeLa chym [ eLa 

Eingebautes  Subs t ra t  
(~g) . . . . . . . . . . . . .  2,1 1,5 1,2 1,1 1~2 

Zellmasse (#g N) : 
Anfang  . . . . . . . . . . .  29 16 39 15 21 
E n d e  . . . . . . . . . . . .  33 22 40 16 51 

Spezifischer E i n b a u  
(bezogen auf  
Anfang  . . . . . . . . . . .  73 92 31 73 57 
Ende) . . . . . . . . . . . .  64 67 30 69 23 

33 Siehe G. :11anner, Disser ta t ion Univ .  Wien  (1957). 

2,1 

46 
71 

46 
29 

14,0 

39 
84 

360 
167 

6,6 

32 
38 

210 
174 
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In  Tabelle 3 wird die Aufnahme auf die relativen Zellmassen, die 
als mg Stickstoff ausgedriickt werden, bezogen (,,Spezifische Aufnahme"). 
Die spezifische Aufnahme wurde nieht auf den Zuwachs an Zellmasse 
berechnet, zum Tell deshalb, well die Daten zu ungenau geworden w~ren, 
hauptsi~chlich aber, weil zweifellos parallel mit dem Einbau yon Amino- 
si~ure in zugewachsenes Eiwei$ eine Erneuerung des ursprfinglich vorhan- 
denen EiweiBes erfoIgt. 

SchlieNieh wird in Tabelle 4 die Verteilung des aufgenommenen 
Radiokohlenstoffs fiber die einzelnen Proteinfraktionen in Prozent der 
Gesamtaufnahme angegeben. 

Tabelle 4. Ve r t e i l ung  des e i n g e b a u t e n  R a d i o k o h l e n s t o f f s  fiber 
die F r a k t i o n e n  (%) 

Fraktion 

Pr~albumin d- 
Albumin . . . . . . . . .  

(~1 - Globulin . . . . . . . . .  
a 2 - Globulin . . . . . . . . .  
cr Globulin . . . . . . . .  
fl-Globulin . . . . . . . . . .  
y- Globulin : . . . . . . . . .  

. Glukose 

68 

4 
7 
7 

14 

75{ 
0 

]2,5 
2 

17 

Olykokoll 

l~esen- 
chym HeLa 

35 37 
7 4,5 
9 2,5 

10 2 
14 4 
28 52 

- ~ e s e n -  [ . L 
I chy m ] . e  a 

28 26 
5 11 

17 13 
10 11 
lO !5 
31 I 22 

I 

Tyrosin 

1~esen- 
chym 

80 
6,5 
4,5 
2,5 
2,5 
4 

HeLa 

85 
3 
3,5 
0,5 
3 
5 

Mit der , , N i n h y d r i n p r o b e "  wurde aufgekl~rt, ob der aufgenommene 
Radiokohlenstoff wirklich i n  der peptidisch verknfipften Kette des Ei- 
weiges enthalten ist. Die Existenz yon Blindwerten (also einer Radio- 
aktiviti~t yon Protein unter Umstiinden, unter denen die Bildung yon 
Peptidbindungen nicht in Frage kommt) zeigt, dab eine andersartige 
Aufnahme yon  l~adiokohlenstoff mSglich ist; dies ist aueh yon anderen 
Autoren  festgestellt worden. Ninhydrin entwickelt nur mi t  freien 
Carboxylgrup.pen, die Aminogruppen benachbart sind, Kohlendioxyd. 
An den Carboxylgruppen markiertes Protein kann daher erst nach 
Hydrolyse bei Behandlung mit Ninhydrin nennenswerte Mengen radio- 
aktives Kohlendioxyd liefern. Naeh Brunis.h und L u c k  versagt die Nin- 
hydrinprobe bei bestimmten konjugierten Proteinen (Nukleohistonen), 
nicht aber bei Albuminen und Globulinen s4. 

Zur Durchffihrung wurden die 15sliehen Proteine yon (1) Mesenchym, 
(2) HeLa und (3) N/~hrmedium fiir sich aliein nach Bebrfitung mit radio- 
aktiver Glukose naeh der Vorschrift von W i n n i c k  35, 36 mit Ninhydrin be- 

34 R.  Brunish  und J .  M .  Luck,  J. Biol. Chem. 184, 529 (1950). 
ss T.  W i n n i c k ,  Arch. Biochem. Biophysics 27, 65 (1950). 
3s Vgl. E.  A .  Petcrson und D. M .  Greenberg, J.  Biol. Chem. 194, 359 

(1952). 



906 G. Manner, E. Broda trod G. KeIlner: [Mh. Chem., Bd. 88 

handelt und die Radioaktivit~t des CO 2 gepriift. Andere An~eile der 
gleichen Proteinproben wurden zuerst mit Salzs/~ure hydrolysiert und 
da.nn erst der Behandlung mit Ninhydrin unterworfen. In drit ten Anteilen 
sehlieglieh wurde der gesamte Radiokohlenstoff der Proteinproben 
bestimmt. 

Die Proteine des Nghrmediums ergaben auch nach Hydrolyse keine 
signifikante t~adioaktivit~t des mit Ninhydrin entwickelten CO 2. hn  
Falle des Mesenchyms und des HeLa wurde gr6flenordnungsmgl3ig ohne 
I-Iydrolyse 1%, mit t tydrolyse aber I0 bis 20% des I~adiokohlenstoffs 
des Proteins im CO.z aufgefunden. 

Eine analoge Versuehsreihe wurde nach Bebriigung mit radioaktivem 
Glykokoll durchgefiihrt. Schon ein Vorversueh, r in dem markiertes 
Glykokoll ftir sich allein mit Ninhydrin behandelt wurde, hatte weniger 
als die theoretische Menge l~adiokohlenstoff im CO 2 ergeben. Aueh die 
Aktivitgt des CO~, das n~ch Hydrolyse der Proteinproben erzeugt wurde, 
war stets geringer als erwartet. Jedoeh ergab sieh sowohl bei Mesenchym 
als aueh be i  HeL~ eine Steigerung der Aktivitgt des mit Ninhydrin 
freigesetzten CO~ ~uf das 10- bis 15f~ehe, wenn d~s Protein vorher hydroly- 
siert worden war. Der Blindwert war im Falle der Bebrfitung mit Glykokoll 
um eine GrSgenordnung niedriger als die Aktivit~t des dutch Gewebe 
erzeugten Proteins; aueh wies das aus den Proteinen des reinen N~ihr- 
mediums dutch Ninhydrin entwiekelte CO 2 nieht einmal nach vorhergehen- 
der Itydrolyse nennenswerte Aktivitgt auf. 

Im ganzen kann also aus der Ninhydrinprobe geschlossen werden, 
dab das Ni~hrmedium ftir sieh allein keine signifikante Menge Radio- 
kohlenstoff ~us Glukose oder Glykokoll in peptidiseher Bindung einbaut. 
Die nieht geringe Menge R~diokohlenstoff, die bei Bebriitung mit Glukose 
~ufgenommen wird und als Blindwert erseheint, liegt m6glicherweise 
in Form einer Verbindung zwisehen intakter Radioglukose und 15slieheln 
EiweiB v0r~ In  vivo ist sehnelle rBildung yon an der Zuekerkomponente 
markierten GlukotJroteinen des Serums naeh Zufuhr radioak~iver 
Glukose oder Fruktose beobaehtet worden36% Bindung dutch Ad- 
sorption kommt bei den vorliegenden Versuehen kaum in Frage, da ja 
bei der Trennung der EiweiBstoffe des MediUms yon der I~adi0glukose 
unmi~telbar naeh deren Zus~tz (also ohne Bebriitung) eine viel geringere 
t~estaktivit~t des Eiweifies gefunden worden war. 

Hingegen l~tBt das positive Ergebnis der Ninhydrinprobe - -  erst 
naeh t tydrolyse - -  bei den Proteinen, die bei Bebriitung mit Gewebe 
erhalten worden waren, auf peptidisehen Einbau radioaktiver Amino- 
s~uren sehhegen. Eine nennenswerte Bindung yon Zueker an die Gewebe- 
proteine ist iibrigens sehon deshalb nieht zu erwarten, weil ihre Menge 

~6a H. Si~dho] und S. Abraham, Arch. Bioehem. Biophysics 71~ 221 (1957). 
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viei kleirler ist als die der Proteine des N~hrmediums, bei denen eine 
solche Bindung gefunden worden war. 

D i s k u s s i o n  

Die Experimente zeigen, dab isolierte Gewebe yon Mesenchym und 
I-IeLa-Tumor Kohlenstoff aus Glukose, Glykokoll, Alanin und Tyrosin 
in eine Anzahl 15slicher Proteine einbauen, die durch ihr Verhalten im 
elektrischen Felde untersehieden werden k6nnen. Im folgenden v~erden 
die Proteine Iediglich auf Grund ihres Verhaltens bei der Elektrophorese 
eingeteilt. 

Der Radiokohlenstoff der Glukose muB zuerst in Aminos~uren 
fibergegangen sein; ein soleher (enzymatiseh katalysierter) Ubergang 
ist nicht nur oftmals an intakten Tieren 87 oder Gewebeschnitten as, 
sondern aueh sehon an Gewebekulturen 16 beobachtet worden. Aus 
der GrS~e des Gehalts yon Alanin und Asparagins~ure an I~adio- 
kohlenstoff wurde gesehlossen, dal3 .Fibroblasten ein Enzymsystem ent- 
halten, des des aus radioaktiver Glukose glykolytiseh gebildete Pyruva t  
transaminiert 1~. Dagegen konnte der Einbau yon radioaktivem Alanin 
(oder Glykokoll) in den vor]iegenden Experimenten durch Konkurrenz 
mit den Umwandlungsprodukten inaktiver Glukose des Mediums nieht 
beeintri~ehtigt werden, da die Pools dieser beiden Aminos~uren sehr grog 
waren. Beim Tyrosin kommt eine solehe Konkurrenz fiberhaupt nieht in 
Frage, wie sogleieh dargelegt werden wird. 

Kulturen yon Mesenehym und t teLa  benStigen 13 versehiedene freie 
Aminosi~uren. Unter den bier untersuchten drei Aminos~uren hat sieh 
freies Tyrosin (im Gegensatz zu Glykokoll oder Alanin) ats essentiell 
erwiesen. Damit war der Einbau jedenfalls einer der hier eingesetzten 
Aminos~uren auch nach einer anderen Methode naehgewiesen worden ~9. 

In bestimmten Zellen und Geweben ist ein enzymatiseh katalysierter 
, , A u s t a u s c h "  yon freien Aminosguren mit Aminos~uren, die in Proteinen 
enthalten sind, naehgewiesen worden 4~ 41. Da aber die hier untersuchten 
Gewebe schnell wuchsen, dfirften die markierten Aminosi~uren mindestens 
vorwiegend zum Neuaufbau yon Protein verwertet worden sein. Ubrigens 
kann eine Aminos~ure offenbar nur dann essentiell sein, wenn sie zur 
Neubildung von Protein herangezogen wird. 

87 Siehe z . B . H . R .  Arns t e in  u n d  D.  Keglevi~, Biochemic. J. 62, 199 
(1956). 

8s Siehe z. B.  t ). N .  Campbell,  Biochemic. J. 61, 496 (1955). 
88 H.  Eagle, Science 122, 501 (1955); Arch. Biochem. Biophysics67, 

432 (1957). 
4o E . F .  Gale und J .  Fol]ces, Biochemic. J. 55, 721, 730 (1953). 
4~ M .  Rabinovi tz ,  M .  E .  Olson u n d  D.  M .  Greenberg, J.  Biol. Chem. 210, 

837 (1954). 
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 88/5 60 
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Der Kohlenstoff der Subs~rage wird sowohl dureh Mesenchym als 
aueh dnreh t IeLa vorwiegend in die Albuminfmktion und (mit Ausnahme 
des Tyrosins) in die y-Globulinfraktion eingebaut. Die untersuehten 
Gewebe sind also zur autonomen Bildung yon Eiweigk6rpern bef~higt, 
die sieh elektrophoretiseh wie Serumalbumin bzw. -v-Globulin verhalten. 
Damit ist freilich fiber die ehemisehe Natur  der betreffenden Eiweig- 
kSrper wenig ausgesagt. Zu beachten ist such, dab die Sera verschiedener 
Tierarten in ihren Zusammensetzungen stark voneinander abweiehen ~s, 4a. 

Ob der Kohlenstoff naeh Einbau noeh in Form der eingesetzten 
Aminosi~uren vorliegt, wurde nicht untersueht. Auf Grund der allgemeinen 
Erfahrungen mit intakten Tieren und Gewebeschnitten kann man ver- 
tauten, dag dies weitgehend der Fall ist. AuEh dutch Xult, uren yon Herz 
und Lunge embryonaler tIfihnchen wird der Kohlenstoff (yon Alanin 
und Phenylalanin) fast aussEhlieBlich in unveriinderter Form eingebaut; 
naeh t~ebriitung mit markiertem Glykokoll allerdings wurde Aktiviti~t 
aueh, wie zu erwarten, im Serinrest gefunden is. Dies gilt aueh ffir 
Leberhomogenate 44. Der bemerkenswert starke Einbau des Kohlenstoffs 
des Tyrosins, wie er hier gefunden wurde, dfirfte damit in Zusammen- 
hang stehen, dag diese Aminosgure nut  langsam oxydiert  wird 1~ 12 

Wenn alle Proteine dutch die Gewebekulturen mit Geschwindigkeiten 
aufgebaut worden w/~ren, die den anfangs im N~hrmedium vorhandenen 
Mengen dieser Proteine proportional waren, so hiitten die in die einzelnen 
Proteinfraktionen eingebauten Mengen ~n l%adiokohlenstoff im Verhglt- 
nis der Anteile der l~raktionen an der Gesamtmenge der ffir den be- 
trEffenden Versueh verwendeten Aminos~ure stehen mfissen. Die Be- 
reehnung zeigt, dag dies bei weitem nieht zutrifft as. So werden Glykokoll 
und Alanin sti~rker in die y-Globulinfraktion eingebaut, als dem Anteil 
dieser Fraktion am gesamten Glykokoll bzw. Alanin entsprieht. Es 
war aueh nieht zu erwarten, dab die beiden untersuehten Gewebearten 
Proteine derselben Art nnd im selben Verhgltnis erzeugen, wie sie im 
Nghrmedinm vorliegen. 

Die Aufn~hme von Radiokohlenstoff aus Glykokoll in die y-Globulin- 
fraktion dureh IIeLa ist wesentlich gr6iter als dutch Mesenchym. Keine 
solehe erhShte Aufnahme win-de bezfiglieh Al~nin oder Tyrosin fest- 
gestellt. Offenbar ist die erhShte Aufnahme yon Glykokoll nicht einfach 
auf eine gesteigerte Bildnngsgeschwindigkeit der betreffenden Proteine in 
I-IeLa zurfickzuffihren, sondern die (elektrophoretisch definierte) y-Glo- 
bulinfraktion ist in HeLa anders zusammengesetzt als im Mesenehym. 
Auffallend ist anch die starke Aktivit~t der Albuminfraktion bei beiden 

42 Iar. F .  Deutsch und  .l~. B.  Goodloe, J. Biol. Chem. 161, 1 (1945). 
~* D. H .  Moore, J.  Biol. Chem. 161, 21 (1945). 
44 T .  Winniclc, .E. A .  Peterson und  D. M .  Greenberg, Arch. Biochem. Bio- 

physics 21, 235 (1949). 
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Geweben; eine extrahepatische Bildung yon SerumMburain ist bisher 
nicht mit Sicherheit festgestellt worden 45, 4~ 

IJber Unterschiede zwisehen gesunden und krebskranken Tieren 
bezfiglich des Gehalts an y-Globulin (soMe auch an anderen Serum- 
proteinen) wurde mehrfach beriehtet, wobei freilieh in den Tumortieren 
entweder vergrSBerte oder abet verkleinerte GehMte an y-Globulin 
gefunden wurden 1, ~. Solche Widersprfiche kSnnen nieht fiberraschen, 
da ja in den Tieren die direkte Bildung yon EiweiB dureh den Tumor 
dureh die indirekte Bildung fiber die Beeinflussung gesunden Gewebes 
iiberlagert wird. ~hnliche Probleme werden in bezug auf die Ge- 
sehwindigkeit der Erneuerung der Serumproteine bei gesunden und 
tumorkranken Tieren angetroffen; dariiber liegen bisher nur wenige 
Arbeiten vor 47. So schreibt Winzler, dab die meisten Abnormalit~ten 
im Serum eher als systemische Wirkung des Tumors auf den Wirt 
als Ms direkte Tumorwirkung zu betraehten seien; das dringendste 
Problem sei die Aufkliirung des Ursprungs der Serumproteine 1. 

Die radiochemische Untersuehung der verschiedenen Gewebe in 
Kultur bietet die M6glichkeit der Bearbeitung dieses Problemkreises. 
Sowohl die Proteinbildung dureh versehiedene Arten gesunder Gewebe 
als aueh die Bildung durch Tumorgewebe kSnnen in methodisch einwand- 
freier Weise untersucht werden. Freilich muB die Kennzeichmmg der 
Proteine dureh ihr VerhMten bei der Elektrophorese dureh weitere 
Verfahren ergi~nzt werden. 

Nachtrag bei der Korrektur: In einer neueren Untersuchung wurde 
der Einbau yon markiertem Glutamin durch I-IeLa-Gewebe in Kultur 
gemessen, jedoch keine Aufteilung des Proteins in Fraktionen vorge- 
nommen as. In einer weiteren Arbeit wurde gezeigt, dab Organkulturen 
Glykokoll, Serin, Alanin und einige weitere Aminosi~uren, nicht abet 
Tyrosin aus (radioaktiver) Glukose bilden ag. 

Wir danken Frau Dr. B.  Figdor und Frau A.  Brom ftir viellache 
experimentelle Ililfe und dem Jane Coffin Childs Memorial Fund for 
Medical Research ffir eine grogziigige Subvention. Den Osterreichischen 
Stickstoffwerken, Linz, danken wir ffir leihweise ~berlassung des Elektro- 
phoresegeri~ts. 
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