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Mit I~Iilfe der Si~ulenchromatographie an stark basischen 
Anionenaustauscher,1 in der Modifikation der ,,gradient elution" 
wurde eine Analyse der freien Nucleotide in Ferehlors~ure- 
extrakten aus phosphat-angereicherter und phosphat-ver- 
armter Hefe vorgenommen. W~hrend qualitativ in beiden 
F~llen die gleichen ~=ucleotide gefunden wurden, ergaben sich 
wesentliehe Unterschiede in bezug auf die Mengenverhaltnisse. 
Es zeigte sich, da• aus der phosphat-angereieherten Here be- 
tr~chtlich geringere Mengen h'eier Nucleotide in den S~ure- 
extrakt gehen als aus der verarmten, welcher Effekt bei den 
polyphosphorylierten Nucleotiden besonders stark ausgepr~gt 
ist. 

E i n l e i t u n g  

In  den vorhergegangenen MJtteflungen dieser l~eihe e, 2, 4 haben wir 
tiber das Verhalten versehiedener Phosphatfraktionen w~hrend der 
Phosphatanreieherung und der Phosphatverarmung der Heft  berichtet. 
]~ei diesen Arbeiten verwendeten wir die allgemein fibliehe Frak~ionierung 
und Bestimmung der Phosphatantefle. Um nunmehr einen genaueren 
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Einbl ick  in die Vorg~nge zu erhalten,  bemfihten wir uns,  mi t  einer anderen  
Methode das Verhal ten  bes t immter  phosphorhal t iger  Verbindungen,  
n~mlich der l reien Nueleotide, un te r  den g e n a n n t e n  Bedingungen  qua l i ta t iv  
u n d  quan t i t a t i v  zu ver~olgen. 

~ e t h o d i k  

Die I-Ierstellung verarmter und  angereicherter I-Iefe wurde unter  genau 
den gleichen Bedingmlgen vorgenommen, wie wir sie in den vorhergehenden 
Mitteilungen ~ berichtet haben. Unsere Untersuehungen besehr~nkten sieh 
aber diesmal auf aerob angereicherte Here. 

Sowohl aus ar~gereieherter als aueh aus verarmter I-Iefe wurden s~ure- 
15sliehe Extrakte  auf folgende Weise gewonnen : 20 g I-Iefe wurden in fl~ssige 
Luft eingebraeht und  so lange darin gelassen, bis die I-Iefe die Temperatur 
der flfissigen Luft angenommen hatte. ]:)ann wurde in 50ml  0,6 n Per- 
chlors~ure 5 Min. lang im Waring-Blendor homogenisiert nnd  d~rm bei 0 ~ 
zentrifugiert. Das Sediment wurde noehmals rnit 0,2 n Perehlorsgure extra- 
hiert und  darauf die fiberstehenden Flfissigkeiten vereinigt. ]:)arm neutrali- 
sierte man mit  5 n KOI-I und liel3 fiber Nacht im Kfihlschrank stehen. Naeh 
Abfiltrieren des ausgefallenen Kalinmperchlorats in der K~lte wurde die 
L6sung mit ~TI-I 3 auf pH 8,0 eingestellt. 

Die so erhaltenen Extrakte wurden im wesentlichen nach der 1Ylethode 
yon Cohn ~ in der ,,gradient elution"-Modifikation yon Potter nnd  Mit- 
arbeitern 6 an stark basischen Ionenaustauschern (Dowex 1 • 10, 200 bis 
400 mesh) chromatographiert. Die kleinen, yon uns vorgenommenen Ver- 
~nderungen an dieser Methode werden in n~ehster Zeit an anderer Stelle 
geschildert werden. 

Die Ext inkt ionen der einzelnen Frakt ionen bei den Wellenl~ngen 260 
und  275 m# wurden spektrophotometriseh bestimmt. Zur weiteren Auf- 
t rennung der Frakt ionen rind zur Identifizierung einzelner Bestandteile w-arden 
als I-Iilfsmethoden Papierchromatographie und  Papierelektrophorese in Ver- 
bindung mit  dem Photoprint-Verfahren yon Marlcham und Smi th  v angewandt. 

E r g e b n i s s e  

Die Ergebnisse unserer  I-Iauptversuchsreihen sind in  den Abb.  1 
trod 2 dargestell t .  Die Ident i f iz ierung der einzelnen F rak t i onen  er~olgte 
vor  al lem durch Vergleich rait  ~hnlichen Tota lana lysen  der freien 
~ue leo t ide  in  Here (Schm~tz s) u n d  in  anderen  biologischen Material ien;  
bier  sei z. B. besonders auf die zwar ku rze ,  abet  sehr aufsehlu~reiche 
Arbei t  yon  M a n s o n  9 fiber die Analyse der s~urelSsliehen •ucleotide in  
der Milchdrfise hingewiesen. Neben  diesem Vergleich benf i tz ten wir 
aber  zur Iden~ifizierung der einzeinen Bestandtei le  auch die Ext ink t ions -  
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quotienten 275 m#/260 m~t, welche, vie bekannt ist, ffir den Basen- 
bestandteil der Nucleotide charakteristisch sind, welters dle Rechromato- 
graphie mit anderen Elutionssystemen, sowie die anderen im experimen- 
tellen Teil ~ngeftihrten Methoden. Es mul~ hier festgestellt werden, dab 
in unseren Diagrammen ebenso wie in denjenigen der vorher genannten 
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Abb. 1. Chromatographie des Perchlors~ittreextrakts yon 20 g phosphat-verarmter :gefe. Als Ordinate 
ist die UV-Absorption bei 260 mg bei 10 mm Schiohtdicke angegeben. Die Fraktionen ~l rden  mittels 
eines automatischen Fraktionssammlers getrennt. Jede Fraktion hatte ein Volumen yon 5 ml. DiG 
Elutionsfliissigkeiten bei den Fraktionen i~n Bereieh I bestand auf 4 m Ameisens~iure; im Bereieh I I  
aus r m Ameisens~ure + 0,2 m Ammoniumformiat;  im Bereich I I I  aus 4 m Ameisensgure + 0,4 m 
Ammoniumformiat und im Bereieh IV aus 4 ra Ameisens~ure + 0,8 m Ammoniumformiat. Die 
im Diagramm bezeichneten Fraktionen en~halten als ]~auptbestandtei]e: A: CMP; B: DFN; C: A~tT; 
D: GI~P und etwas TPN; E: U~r und etwas CDP; F: _4.DP; G: , ,UDPX" (Zuekerderivate yon 
UDP); 1~: ATP; 5: UTP und GTP. Der kleine ,,peak" nach G enth~lt ve t  allem GDP; der darauf- 

folgende ,,peak" vor ]g enth~It UDP und UDP-Glucose 

Autoren einige ,,peaks" aufscheinen, bei welchen die zugrunde Iiegenden 
Verbindungen bisher noeh nieht erkarmt werden konnten. 

Die folgenden Nucleo~ide konnten eindeutig nachgewiesen werden: 
Cytidin-5'-monophosphat (CMP), Diphosphopyridinnucleotid (DPN), 
Adenosin-5'-monophosphat (AMP), Guanosin-5'-monophosphat (GMP), 
Triphosphopyridinnucleotid (TPN), Cytidin-5'-diphosphat (CDP), 
Uridin-5'-monophosphat (UMP), Adenosin-5'-diphosphat (ADP), eine 
Fraktion yon Uridin-5'-diphosphat-glykosiden (UDPX), Guanosin-5'- 
diphosphat (GDP), Cytidin-5'.triphosphat (CTP), Adenosin-5'-triphos- 
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phat (ATP), Guanosin-5'-triphosphat (GTP) und Uridin-5'-triphosphat 
(UTP). AuBerdem wurde regelmi~Big Harns~ure inmitten der Nueleotide 
im Chromatogramm gefund~en. 

Da gleiche Mengen phosphat-angereicherter und -verarmter ttefe der 
Analyse unterzogen wurden und wit ~uch bei einer Kontroltbestimmung 
des Stickstoffs nach K]eldahl gleieh groBen Stiekstoffgehalt bei beiden 
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Abb. 2. C-~omatograDhie de~ PerchlorsEureex~rakt~ v o a  20 g phosphat-angereicherter Here. Be- 
ziiglich der :Koordinaten, Badingtmgen des Versuches und  Symbole vgl. die I,egende zu Abb. 1 

300 ~V 350 403 

Fraktionen feststellen konnten, ~iihlen wit uns berechtigt, die beiden 
Diagramme aueh zu quantitativen Vergleichen heranzuziehen. 

Bereits bei ehlfacher Be~rachtung der Diagramme erkennt man wesent- 
lithe Unterschiede in dem Sinne, dab die Extrakte aus phosphat-ange- 
reicherter ttefe allgemein weitaus geringere Mengen freier Nucleotide 
enthalten als die aus phosph~t-verarmter; dies gilt in besonders starkem 
AusmaB ffir die polyphosphoryIierten Nueleotide. 

Di skuss ion  

Wie bereits erw~hnt wurde, sind die vorliegenden Analysen der 
Perehlors~ureextrakte aus Here au~ ffeie Nueleotide nicht die ersten 
ihrer Art ; bereits vor einiger Zeit wurde eine derartige Arbeit yon Schmitz s 
verSffentlieht. Schmi$z fiihrte allerdings seine Untersuchungen an I-Iefe 
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in der logarithmischen Wachstumsphase durch, das he i f t  in einem ga.nz 
anderen Stoffwechselzustand der Here, als er bei unseren Versuchen 
vorliegt. Wie nieht anders zu erwarten ist, stimmen deshalb unsere 
Analysen mit denjenigen dieses Ant.ors qualitativ wohl weitgehend fiberein; 
die l%elationen der Mengen der einzelnen Verbindungem untereinander 
zeigen aber wesentliche Untersehiede. In einer Hinsieht finden wit aueh 
eine quMitative Verschiedenheit : es gelang uns niemals, Inosin-5'-mono- 
phosphat (IMP) in unseren Extrakten nachzuweisen. 

Ein wesentlicher Grund ffir die Durchfiihrung der hier bcriehteten 
Untersuchungen war. da f  wir im Anschluf an unsere seinerzeitigen 
Versuche~ genaueren Aufschlu8 fiber das Schicksal einiger Verbindungen 
der s~urelSslichen FralCtion im Verlauf der Phosphatanreicherung er- 
ha]ten wollten. Die etwas iiberrase.hende Feststellung, dal~ wghrend dieses 
Vorganges eine Konzen/r~tionsverminderung der polyphosphorylierten 
Nueleotide zu beobaehten i s t  was mit unseren seinerzeitigen Ergebnissen 
nicht leicht in Einklang zu bringen ist, ver~nlagt uns, die Frage zu prfifen, 
inwieweit die Bedingungen der beiden Versuchsserien vergleiehbar sind. 
Wit besch~ftigen uns zur Zeit damit, den Einfluf  der Extraktions- 
bedingtmgen auf die Extrahierbarkeit  der einzelnen Phosphatfraktionen 
zu untersuchen und werden darfiber in einer folgenden Mitteilung be- 
riehten. 

Es besteht aber kein Zweifel darfiber, da f  das in den Extrakten 
reef  bare Absinken der Konzentration der freien monophosphory!ierten 
und polyphosphorylierten Nueleotide w/~hrend der aeroben Phosphat- 
anreieherung eine biologisehe Bedeutung hat, das heigt einem Geschehen 
innerhalb der Hefezelle w/ihrend dieses Vorganges entsprieht, welches 
wir auf Grund der vorliegenden Ergebnisse als ein Verschwinden der 
ffeien Nucleotide auffassen mfissen. Ffir diese Erseheinung ws der 
Phosphatanreieherung gibt es prinzipiell zwei Deutungsm6gliehkeiten. 
Die erste, weitaus wahrseheinliehere ist, dag nnter den Bedingungen der 
Phosphatresorption aus der N~thrl6sung eine Addition der freien 
Nucleotide an Zellbestandteile, die mit Perehlors/~ure nieht extrahierbar 
sind, erfolgt, wobei ein Einbau in die Nueleins~uren am naheliegendsten 
w~re. Die zweite, wohl eher auszuschliefende 3dSglichkeit ware, daft 
unter den genannten Bedingungen eine Ver~nderung der Nueleotide 
entweder durch Dephosphorylierung oder dureh Oberfiihrung in Sub- 
stanzen stattfindet, die nieht im be~reffenden Bereieh absorbieren 
und sich deshglb unserer Nachweismethode entziehen. 

Der eine yon uns (0. G.) dankt  dem Theodor-K6rner-Stiftungsfonds 
ffir die film gew~hrte grofzfigige Unterstfitzung. 


