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Darstellung von markierten Proteinen

Diskussionsbeitrag von H. . Rohr, Freiburg i.Br.

Die Darstellung markierter Proteine hat nicht nur in der Biochemie
und der Immunologie, sondern auch in der Morphologic Eingang ge-
funden. Die fruchtbaren Ergebnisse der lichtmikroskopischen Autoradio-
graphie gaben den Anstofl zur Anwendung dieser Methode in der Elektro-
nenmikroskopie, mit der die Maglichkeit gegeben ist, die Biosynthese
von Proteinen auch elektronenoptisch darzustellen. Die wesentlichsten
Probleme sind dabei die Herstellung eines méglichst diinnen Emulsions-
filmes iiher dem Ultradiinnschnitt und die Strukturerhaltung. Wir haben
dazu die «Zentrifugenmethodes von Koehler, Miihlethaler und Frey-
Wyssling weiterentwickelt und zu vereinfachen versucht,

Einige Beispiele sollen Thnen kurz die Miglichkeiten dieser Methode
illustricren:

Uber dem diinmen Emulsionsfilm liegen die Silberkorner in einer einschichtigen Lage
von Silberbromidkristallen, welche nach Belichtung und Entwicklung als regelmiiBig
verteilte kniuclige Silberkirner zur Darstellung kommen.

Bei unsern Versuchen haben wir Schnitte von Tieren mituntersucht, die den DNS-
Vorliufer H:-Thymidin erbalten hatten, um auf Grund des bekannten Einbaumusters
eine Kontrolle iiber die Homogenitit der Emulsionsschicht zu haben. Uber dem elek-
tronenmikroskopischen Autoradiogramm einer Miusemilz liegt die Thymidinmarkie-
rung nur ither den Zellkernen. Die Zellstrukturen sind gut zu erkennen.

Versuche mit H*-Cytidin, dem RNS-Vorliufer, zeigten, dall bereits 5 10 min nach
der Injektion eine starke Markicrung des Nucleolus erfolgt, tetlweise liegen die Silber-
kirner auch iiber Kernchromatinstrukturen.

Bei spiitern Versuchszeiten sind die o« Cytidin-Silberkirners gleichmiilig iiber den
Kern verteilt, ¢s finden sich Aktivititseinlagerungen an den Strukturen des endoplas-
matischen Reticulums.

Bei Yersuchen mit H*-Prolin zur Kollagensynthese konnten wir im elektronenmikro-
skopischen Bilde eindeutig nachweisen, dali bei frithen Versuchszeiten die Prolinmar-
kierung nahezu ausschliefilich iiber dem endoplasmatischen Reticulum und den Cister-
nen der Osteoblasten erscheint. Die Synthese der Kollagenvorliinfer findet somit in
der Zelle selbst statt (Abb. 1). 4 Std. nach der Prolininjektion lifit sich kaum noch intra-
celluliire Aktivitiit nachweisen, dagegen beobachter man cine grofie Silberkornzahl iiber
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Abb. 1. Primiire Tibiaspongiosa der Ratte. Autoradiogramm, 30 min nach Injektion

von H%-Prolin, Die H*-Prolin-Silberkorner (in typischer Weise aufgekniiuelt) liegen in

den stark erweiterten Cisternen des endoplasmatischen Retieulums. — Ges. Vergr.
26 000 =, Arch. Nr. 360/64.

den Kollagenfibrillen der priiossiren Zone. Die Aktivitiit ist aus der Zelle ausgeschleunst
worden (Abb. 2).

Ich hoffe, dall Sie sich iiberzeugen konnten von der Miglichkeit, mit
Hilfe dieser Methode markierte Vorldufer des Eiweillstoffwechsels be-
stimmten Ultrastrukturen der Zelle zuznordnen. Diese Methode gestattet
es z. B., die Synthese von Proteinen zeitlich und topographisch iiber be-
stimmten Zellstrukturen zu verfolgen. Manche biochemische, virologische
und immunologische Ergebnisse kénnen so auf morphologischer Ebene
eine Bestitigung finden,
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Abb. 2. Primiire Tibinspongiosa der Ratte. Antoradiogramm, 60 min nach Injektion

von H%-Prolin. Die Silberkirner, die dem in das neugebildete Kollagen eingebauten

Prolin entsprechen, liegen iiber der priossiiren, noch nicht verkalkten Zone der Kno-
chenbiilkchen. - Ges, Vergr. 26 000 =, Arch. Nr. 10364,
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