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Darstellung von markierten Proteinen

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

Die Darstellung markierter Proteine hat nicht nur in «1er Biochemie
und der Immunologie, sondern auch in der Morphologie Eingang
gefunden. Die fruchtbaren Ergebnisse der lichtmikroskopischen Autoradio-
graphie gaben «b-n Anstoß zur Anwendung dieser Methode in «l«-r El«-ktro-

nenmikroskopie, mit der die Möglichkeit gegeben ist, «lie Biosynthese

von Proteinen auch elektronenoptisch darzustellen. Die wesentlichsten
Probleme sind dabei die Herstellung eines möglichst dünnen Emulsions-
filmes über «lem Ultradtìnnschnitt unii die Strukturcrhaltung. Wir haben
dazu die «Zentrifugenmethotle» von Koehler, Mühlethaler und Frev-
Wvssling weiterentwickelt und zu vereinfachen versucht.

Einige Beispiele sollen Ihnen kurz die Möglichkeiten dieser Methode
illustrieren :

t her dem «lüiincn Kinulsionshlm liegen die Silberkorner in einer einschichtigen Lage
von Silberbromidkristallcn. welche nach Belichtung und l-äntwicklutig als regelmäßig
verteilte knäucligc Silberkorner zur Darstellung kommen.

Bei unsern \ ersuchen haben wir Schnitte von Tieren miluntersucht. die den D"NS-
Yorlaufer H'-Thymidin erhalten hatten, um auf Grund des bekannten hinbauinuster*
eine Kontrolle über «lie Homogenität der Emulsionsschicht zu haben. I ber dem clck-
troneniiiikroskopischcn \utoradiogramm einer Mausemilz hegt die Thy midinmarkir-
ruug nur über den Zellkernen. Die Zellstrukturell sind gut zu erkennen.

Versuche mit H'-Cy tidin, dem R>,S-Yorlaufer, zeigten, «lall bereits 5 1(1 min nach
der Injektion eine starke Markierung des Nucleolus erfolgt, teilweise liegen die
Silberkorner auch über Kcrnchromatinstrukturen.

Bei spätem Versuchszeiten sind die nCytidiii-Silberkiiriier» gleichmäßig über den
Kern verteilt, es finden sich Aktivitätseinlagerungcii an den Strukturen des
endoplasmatischen Kcticulums.

Hei Versuchen mit IP-Prolin zur Kollagensynthese konnten wir im elektronenmikro-
skopischeu Bilde eindeutig nachweisen, daß bei frühen Ver.suehszciten die Prolinmar-
kierung nahezu ausschließlich über dem endoplasmatischen Reticulum und den Cisternen

der Osteoblasten erscheint. Die Synthese der hollagenvorhüifcr findet somit in
der Zelle selbst statt (Abb. 1). 4 Std. nach der Prolininjektion laßt sich kaum noch
intracellulare Xktivität nachweisen, dagegen beobachtet man eine grolle Silberkornzahl über
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Abb. 1. Priiniire Tibiaspongiosa der Hatte. Autoradiogramm, 30 min nach Injektion
von 11**-Prolin. Die H*1-Prolin-Silberkorner (in typischer Weise aufgeknäuelt) liegen in
den stark erweiterten Cisternen des endoplasmatischen Reticulums. — Ges. Vergr.

26 000 Arch. Nr. 360/64.

den Kollagenfibrillen der präossären Zone. Die Aktivität ist aus der Zelle ausgeschleust
worden (Abb. 2).

Ich bolle. < I û li Sie sieh überzeugen konnten von der Möglichkeit, mit
Hilfe dieser Methode markierte Vorläufer des Eiweißstoffwechsels
bestimmten lilt rastrukturen «1er Zelle zuzuordnen. Diese Method«; gestattet
es z. B., die Synthese von Proteinen zeitlich und topographisch über
bestimmten Zellstrukturen zu verfolgen. Manche biochemische, virologische
und immunologische Krgclinisse können so auf morphologischer Ebene
eine Bestätigung finden.
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\lili. 2. Primari- Tibinspnngiosu der Halle, \iitoriidiogruinm, 60 min nach Injektion

von Ha-Prolin. Die Silberkorner, die dem in das umgebildete Kollagen eingebauten
Prolin entsprechen, liegen ober der präOlSären, mieli nicht verkalkten Zone der Knu-

rhciibälkchen. Ge-. \ ergr. 2«. 0110 \reh. Nr. 103 64.
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