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Scheinbare I)ivergenzen zwischen den seinerzeit auf- 
gestellten Phosphatbi lanzen in S~iureextrakten aus phosphat-  
angereieherter und -verarmter I-Iefe und den in der letzten 
Mitteilung dieser Reihe erhobenen Befunden fiber den Gehalt  
an freien Nucleotiden in demselben Material, veranlal~ten eine 
genauere lJ~berprfifung der Frage,  inwieweit die Extrakt ions-  
methoden die Ergebnisse der Nucleot idbest immung und der 
Phosphatbila~nzen beeinflussen. Es zeigte sich, dab bei Be- 
s t immung der freien Nucleotide, t rotz  Verwendung verschiedener 
Extrakt ionsmit te l ,  sowohl qual i ta t iv  a]s auch quant i ta t iv  
weitgehend entspreehende Ergebnisse erhalten wurden. 

Die Resul ta te  k6nnen wieder in dem Sinne erkl~rt werden, 
dab wahrend der Phosphatanreicherung eine Synthese von 
Nucleins~ure auf Xosten der freien Nncleotide erfolgt. 

Gleiehzeitig durehgefiihrte Phosphatbi lanzen in den S~ture- 
ex t rakten  aus phosphat-verarmter  und -angereicherter I-Iefe 
ergaben je nach den Extrakt ionsbedingungen starke, zur Zeit 
noch schwer deutbare Konzentrat ionsunterschiede in den 
einzelnen Phosphatfraktionen.  

Einleitung 

In der vorhergegangenen Mitteilung dieser l%eihe I berichte~en wir 

fiber die Konzentration freier Nucleotide in Perchlors~ureextrakten aus 

i O. Gabriel, I . B .  Dawid, A.  Orleanski, W. Thill und O. HoJfmann- 
Ostenho], Mh. Chem. 87, 515 (1956). 
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phosphat-angereicherter und phosphat-verarmter Hefe. Dabei wurde 
festgeste]lt, dal~ aus der phosphat-angereicherten Here weitaus geringere 
Mengen an freien Nucleotiden in den S~ureextrakt gehen als aus der 
phosphat-verarmten, was besonders fiir die polyphosphorylierten Nucleo- 
tide gilt. 

Dieser Befund stand in einem scheinbaren Widerspruch zu unseren 
seinerzeitigen Untersuchungen fiber das Verhalten verschiedener Phosphat- 
fraktionen wghrend der Phosphatanreicherung und der Phosphatver- 
armunge; bei diesen Versuchen fanden wir vor allem einen deutliehen 
Anstieg der sogenannten 7-Minuten-Phosphatiraktion der Sgureextrakte 
w~hrend der Anreicherung, was wir damals a]s Hinweis auI eine Konzen- 
trationszunahme an,,energiereichen" Phosphatverbindungen, insbesondere 
vom Typus der polyphosphorylierten Nucleotide, deuteten. Es muB 
allerdings bedaeht werden, daf~ die Ergebnisse dieser zwei Versuchsreihen 
nicht ohne weiteres miteinander vergliehen werden kSnnen, da wit 
seinerzeit 2 die Sgureextraktion mit Trichloressigsgure durchffihrten, 
wghrend bei der Analyse ffeier Nucleotide Perchlorsgure verwendet 
wurde. Man kSnnte somit annehmen, dal~ die bei der Analyse freier 
Nucleotide in biologischen Materialien allgemein benStzte Perchlorsgure 
nieht fiir eine quantitative Extraktion dieser Substanzen aus Here 
geeignet ist. 

Wir haben nunmehr eine Versuehsreihe zur Klgrung dieser Fragen 
durehgefiihrt und beriehten tiber deren Ergebnisse in der vorliegenden 
Mittei!ung. 

M e t h o d i k  

Die mit der sgurelSslichen (,,leichtlSslichen") Fraktion durchgeftihrten 
Phosphatbilanzversuche wurden genau naeh der i n unserer seinerzeitige~l 
Mitteilung 2 angegebenen Methode durchgefiihrt, nur wurde an Stelle der 
dort angewandten Ex~raktion mit Trichloressigs~ure die Extraktiol~ mit 
Perchlors~ure derart vorgenommen, wie das in unserer vorhergehenden 
Mitteilung ~ besehrieben ist. 

Die Gewinnung der Extrakte zur Saulenchromatographie der Nueleotide 
erfolgte diesmat auf folgende Weise: 20 g Here wurden mit 10%iger Triehlor- 
essigs~nre bei 0 ~ 1 Std. ]ang geschfittelt. Na.eh Abzen~rifugieren des Nieder- 
schlages wurde der Riiekstand nochmals auf die gleiche Weise extrahiert. 
Die vereinigten Extrakte un~erzogen wir dann his zur vollst~ndigen Ent- 
fernung der Trichloressigs~ure einer Xtherextraktion im Flfissigkeitsextraktor 
naeh Kutscher und Steudel, wobei das Extraktionsgut yon auI~en mit Eis 
gekfihlt wurde. Die erhaltene w~Brige LSsung wurde darauf durch eine Glas- 
fritte unter Eiskiihlung so lange beliiftet, his kein Xthergeruch mehr wahr- 
nehmbar war. Darauf braehten wir den Extrakt mit NH, auf pH 8,0 und 
fiihrten mit ibm in der Weise, wie in der vorhergehenden Mitteilung 1 be- 
schrieben wurde, die Si~ulenchromatographie dutch. 

2 0. Ho]]mann-Ostenho], A. Kliqna ~, J. Kenedy und K. Keels, MJa. Chem. 
86, 604 (1955). 
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Die 1)hosphatanreicherung und Phosphatverarmung der I-Iefe wurde 
naeh der in unserer seinerzeitigen Pub]ikation ~ angegebenen Methode durch- 
gefiihrt; fiir die hier beschriebenen Versuche wurde ausschliel31ieh aerob 
angereieherte Hefe verwendet. 

E r g e b n i s s e  

Um die Frage zu entscheiden, inwieweit die einzelnen Phosph~t- 
fraktionen durch 1)erchlors~ure in anderer Weise extrahiert werden ~ls 
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Abb. 1. Chromatographie des Trichloressigsaare-Extraktes yon 20 g phosphat-verarmter Heie. Als 
Ordinate ist die UV-Absorption bei 260 m,a bei 10 m m  Schichtdicke angegeben. Die Fraktionen 
warden mittels eines automatischen Fraktionssammlers getrennt. Jede Fraktion hat  ein Volumen 
yon 5 ml. Die Elutionsflfissigkeit bei den Fraktionen im Bereich I bestand aus 4 m Ameisen- 
s~are; im Bereich I I  aus 4 m  Ameisens~are + 0 , 2 m  Ammoniumformiat ;  im Dereich I I I  aus 
4 m  Ameisens~iare § 0 , 4 m  Ammoniumformiat ;  nnd im ]3ereich IV aus 4 m  Ameisens~iare + 
+ 0,8 m Ammoniumformiat.  Die im  Diagramm bezeichneten Fraktionen enthalten als t tauptbestand- 
teile: A:  CMP; B:  DPI~; C: AI~IP;~ D:  GI~IP und etwas TPN; E:  U~IP and  etwas GDP; 

F :  ADP; G: , , U D P X "  (Zuckerderivate yon UDP);  H :  ATP;  5: UTP und GTP 

mit Trichloressigs~iure, fiihrten wir vorerst Versuche fiber d~s Verhalten 
der einzelnen Frakbionen des sgurelSslichen Anteiles wghrend der Phos- 
phatanreicherung und -verarmung in analoger Weise mi~ Perehlorsgure 
durch, wie wir es seinerzeit 2 mit Triehloressigsgure gemacht haben. 
Dabei verglichen wir auch die Ergebnisse, welche durch insgesam~ 2stiind. 
Schfitteln bei 0 ~ mit Perchlorsgure erhalten wurden, mit denjenigen, bei 
welchen die Here 5 Min. bei derselben Temperatur im Waring-Blendor 
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Abb. 2. Chromatograghie des Triohloressigs~ture-Extraktes yon 20 g phosphat-angereieherter Here. 
Bezfiglieh der Koordinaten, 33ed|ngungen des Versuehes und Syrnbole vergleiehe die Legende zu Abb. 1 

JOg J50 ~gO 

Tabel le  1. V e r g l e i c h  d r e i e r  V e r s u c h s r e i h e n  f i b e r  d a s  V e r h a l t e n  
e i n z e l n e r  P h o s p h a ~ f r a k t i o n e n  d e s  s ~ u r e l S s l i c h e n  A n t e i l e s  a u s  
H e f e  b e i  d e r  a e r o b e n  P h o s p h a t a n r e i c h e r u n g  b e i  V e r w e n d u n g  

v e r s c h i e d e n e r  E x t r a k t i o n s m e t h o d e n  

1V[ethode I :  Here  mi t  10~oiger Triehloressigs~ure u n t e r  Eiski ih lung 1 Std.  
lang  geschf i t te l t  2 

Me thods  I I :  :[-Iefe m i t  fliissiger Luf~ b e h a n d e l t  u n d  d a n n  mi t  0,6 n Perehlor -  
s~m'e 2 S tdn .  lang geschf i t te l t  

Methode  I I I :  Here  mi t  fliissiger Luf t  b e h a n d e l t  u n d  d a n n  bei 0 ~ mi t  0 ,6n  
Perchlors~ure  im Waring-Blendor ex t r ah i e r t  1 

Die Zahlen  b e d e u t e n  #g P h o s p h o r  pro  g I t e f e  F r i schgewich t  

Me thode  I : 
v e r a r m t e  I-Iefe . . . . . . . . . . . . . . . . .  
angereicherbe t t e f e  . . . . . . . . . . . . . .  

Methode  I I  : 
v e r a r m t e  I-Iefe . . . . . . . . . . . . . . . . .  
angere icher te  t t e f e  . . . . . . . . . . . . . .  

Methode  I I I :  
v e r a r m t e  I-Iefe . . . . . . . . . . . . . . . . .  
angere icher te  Hefe  . . . . . . . . . . . . . .  

7-~inuten- 180-Minuten- 
Orthophosphat Phosphat Phosphat 

640 
175 

685 
285 

470 
840 

180 
660 

350 
255 

410 
400 

195 
10 

90 
0 

15 
260 
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mit  der gleichen Si~ure behandelt wurden. In Tabelle 1 geben wir die 
erhaltenen Daten und zum Vergleich dazu eine entsprechende Versuchs- 
reihe mat Trichloressigs~ure aus unserer seinerzeitigen Arbeit wieder. 

Ferner untersuchten wir mit Hilfe der S~ulenchromatographie an 
stark basischen Anionenaustauschern (Dowex 1 • 10, 200 bis 400 mesh) 
die Trichloressigs~ure-Extr~kte aus phosphat-verarmter und phosphat: 
angereicherter Hefe auf ihren Iqucleotidgehalt. Die Ergebnisse dieser 
Versuche finden sich in den Abb. i und 2. 

D i s k u s s i o n  

Die Ergebnisse 4er Phospha~fraktionierung unter verschiedenen 
Bedingungen, fiir welche typische Versuchsreihen in Tabelle 1 dargestellt 
werden, geben ein auf den ersten Blick ziemlich widersprechendes Bild. 
Werm wit zuerst die sogenannte Orthophosphatfraktion betrachten, 
welche das tatss frei in de r t t e f e  vorhandene 0rthophospha~ ebenso 
wie jenes enth~lt, das wghrend der Vorgs der Extraktion oder der 
Analyse ffeigesetzt wird s, so sehen wir, dab bei Extraktion durch Schiitteln 
mit Trichloressigsgure in der verarmten Hefe weitaus grS$ere Mengen 
dieser Fraktion vorhanden sind als in der phosphat-angereicherten Here. 
Dieselben Verh~ltnisse finden wir auch bei der Extrakt ion durch Schiitteln 
mit Perchlors~ure. G~nzlich umgekehrt ist aber das Verhgltnis, wenn 
man die t tefe mit Perchlors~iure im Warlng-Blendor extrahiert. Eine 
Erkli~rung ffir diesen Effekt kSnnen wit zur Zeit noch nicht geben. 

Bei der sogenan~ten 7-Minuten-Phosphatfraktion, die uns ja im 
Zusammenhang mit den polyphosphorylierten Mononucleotiden besonders 
interessiert, finden wir ebenfalls recht widersprechende Ergebnisse. 
W~hrend diese Fraktion bei der Extraktion mit Trichloressigss im 
Verlauf der Anreicherung deutlich ansteigt, beobachten wir bei beiden 
Formen der Perchlorss ein Absinken. Das letztgenannte 
Resultat stimmt gut iiberein mit unserer seinerzeitigen Beobachtung 1, 
dab in phosphat-angereicherter Here betrs weniger freie poly- 
phosphorylierte Nucleotide aufzufinden sind als in der phosphat-ver- 
armten. Die Frage, welche Verbindungen dafiir verantwortlich sind, 
daI~ in den Trichloressigs~ure-Extrakten bei der Phosphatanreicherung 
ein deutlicher Anstieg de r  7-Minuten-Phosphatffaktion zu beobachten 
isL werden wir weiter unten behandeln. 

Ebenfalls ein vollsts unregelm~Biges Verhalten zeigt die Fraktion 
tier sogenannten 180-Minuten-Phosphate. Hier haben wir wiederum 
bei den Schfittelverfahren mit TrichloressigsKure und auch mit Perchlor- 
ss ein starkes Absinken dieser Fraktion wghrend der Anreicherung, 
ws bei Extrakt ion mit Perchlors~ure im Waring.Blendor gerade 

a H. Holzer und t~. Lynen, Ann. Chem. 569, 138 (1950). 
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das Umgekehrte eintritt. I n  dieser Frakt ion finden sich bekanntlich 
unter anderem die monophosphorylierten Mononucleotide. 

Wenn wir nunraehr die Abb. 1 und 2 betrachten, so rafissen wir fest- 
stellen, dab zwischen diesen und Abb. 1 und 2 der vorhergehenden Arbeit 1 
weitgehende qualitative und auch quanti tat ive ~bereinst imraungen 
bestehen. Dies ist in Anbetracht  der so untersehiedliehen Phosphat-  
bilanzen erstaunlich und deutet  jedenfalls darauf hin, dai~ mat beiden 
Extraktionsrait teln die gesarate Menge der ffeien I~ucleotide errant wurde. 

Das verschiedenartige Verhalten der 7-Minuten-Phosphatfraktion 
je nach der Extraktionsraethode miissen wit nun in dera Sinne deuten, 
dal~ bei der Phosphatanreicherung phosphathaltige Substanzen ent- 
stehen, welehe zwar rait Triehloressigsgure, nieht aber mit  Perehlor- 
s~ure extrahierbar sind. t t ier  w~re vor allem an kondensierte Phosphate  
(, ,Metaphosphat") zu denken; allerdings deckt dieser Antefl nach unseren 
seinerzeitigen Bestiraraungen ~ nicht vSllig die zwischen den beiden 
Versuchsanordnungen auitretende Diskrepanz, so dab noch an das Auf- 
treten weiterer sich bei der Extrakt ion gleiehartig verhaltender Substanzen 
zu denken wi~re. 

Unsere in der letzten Mitteilung 1 vorsiehtig geiiul~erte Verrautung, 
dai] wghrend der Phosphatanreicherung ein Einbau freier Nucleotide 
in die Nucleinsgnren stattfindet, scheint durch die beriehteten Versuche 
verstgrkt  zu werden. Wir hi~tten also in tier Here ein Gleichgewichts- 
system zwischen freien Nueleotiden und Nucleinsguren vor uns, dag 
ira stickstofffreien Medium, wo keine de-novo-Synthese yon Purin- 
oder Pyrimidinbasen wahrscheinlich ist, bei Phosphat- und Glucose- 
zugabe ira Sinne der Synthese tier Nueleinsguren versehoben ist. Vor- 
versuche, welehe wir zur Kl~trung dieser Frage durchfiihrten, ergaben 
tatsgchlich einen Anstieg der Nueleinsi~uren (bestirarat nach Schneidsrd), 
der grSl~enordnungsragl~ig dera Abfall an freien Nucleotiden adaquat  
ist. Wir beabsichtigen, das fiir diese Synthese der Nucleinsguren ver- 
antwortliehe System weiter zu untersuchen. 

Der eine von uns (0. G.) dankt  dem Theodor-Kgrner-Stiftungsfonds 
ffir die ihra gewi~hrte grol~ziigige Unterstfi tzung. 

4 W. C. Schneider, J. Biol. Chem. 161, 293 (1945). 


