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In  Fortsetzung frClherer Arbeiten wurden die freien Nucleotide 
in Sgureextrakten aus anaerob phosphat-angereieherter ttefe, aus 
waehsender tIefe, aus sporulierter tIefe und aus FIefe, die ohne 
Koh!enstoffquelle auf einer Pufs gezogen wurde, be- 
stimmt. Es zeigte sieh, dab die seinerzeit unter aeroben Bedin- 
gungen beobaehtete Abnahme der Nueleotidkonzentratiou bei 
Phosphat-anreieherung anaerob night eintritt. Die Suehe naeh 
reduzierten Pyrimidinnueleotiden in den Sgureextrakten aus 
anaerob phosphat-angereicherter ttefe gab ein negatives Ergebnis. 

Bei Vergleieh der freien Nucleotide aus waehsender, sporu- 
lierender und im t tungerzustand gehaltener ttefe zeigte sich 
deutlieh, dab w~ihrend der Sporulierung der ,,pool" der freien 
Nueleotide fast, vOllig erseh/Spft wird, wghrend zwisehen dem 
Nueleotidgehalt wachsender ttefe und soleher im tIungerzustand 
keine sehr markanten Untersehiede zu beobaehten sind. Dieses 
Ergebnis unterstreieht wiederum die Besonderheit des Sporu- 
lierungsvorgangs, dessen morphologisehe Phfinomene in den bio- 
ehemisehen Verhgttnissen ein deutliehes Korrelat finden. 

1 Derzeitige Adresse: Egyptian Atomic Energy Commission, lRadio- 
isotope Department, Rue Al-Tahrir, Dokki, Cairo, UAR. 

Derzeitige Adresse : Department of Biology, Hamilton College, MeMaster 
University, Hamilton, Ontario, Canada. 

a Derzeitige Adresse: Columbia University College of Surgeons and Phy- 
sicians, New York (N. Y.). 
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In  den zwei vorhergehenden Mitteilungen dieser P~eihe 4, 5 beriehteten 
wir Daten fiber die Konzentrafion freier Nncleotide in S~tureextrakten 
aus phosphat-verarmter und phosphat-angereieherter Hefe. Dabei konn- 
ten signifik~nte Untfrschiede festgestellt werden. Es interessierte uns 
l~unmehr, ob aueh andere biologische Bedingungen einen so tiefgreifendml 
Einflnl~ ant die Konzentration der freien Nucleotide in der Hefezelle 
ausfiben. 

A]s erste Aufgabe stellten wir uns die Untersuchung der freien Nucleo- 
tide in ~efe,  welehe unter anaeroben Bedingungen mit  Phosphat an- 
gereiehert worden war. Dabei wollten wir aueh die Frage kl~ren, ob in 
der Here, so wie das vor einiger Zeit flit tierisches Gewebe gezeigt wurde 6, 
reduzierte Pyrimidinnue!eotide nachweisbar sind. Das bekantlte t~e- 
duktionsverm6gen anaerob lebender Hefe lieB es m6glieh erseheinen, 
dab aueh bier hydrierte Verbindungen der Nueleotide vorkommen, voll 
denen bekannt  ist, dal3 sie in den Absorptionsbereiehen, die ffir die nieht- 
hydrierten Nueleotide eharakteristiseh sind, keine UV-Absorption zeigen. 
Zum Naehweis soleher Verbindungen wurde mit  Hefe gearbeitet, die 
unter anaeroben Bedingnngen mit  32P-markiertem Or~hophosphat an- 
gereiehert wurde. Die aus der UV-Extinktion erhaltenen Diagramme 
wurden dalm mit  solchen vergliehen', in denen an Stelle der UV-Ex- 
tillktion die Radioaktivit~t  der einze]nen Fraktionen als Ordinate auf- 
getragen wurde. 

Da in nnserem Laboratorium vor einiger Zeit die bioehemiseheI1 Vor- 
g~nge bei der Sporulierung der Here etwas eingehender studiert wur- 
den 7-1~ lag es nahe, den Gehalt an freien Ntteleotiden in sporutierter 
Kefe zu bestimmen und mit demjenigen yon waehsender Here und von 
soleher Kefe, die unter analogen Bedingungen wie die sporulierte Here, 
~ber ohne N~hrsubstrgt inknbiert worden war, sieh also in einem Xunger- 
zustand befand, zu vergleichen. ~Vir hofften, auf diesem Vgeg weitere 
Hinweise fiber die chemisehen Vorg~nge bei der Sporulierung zu 
erhalten. 

4 0 .  Gabriel, I. B. Dawid, A. Orlean81.;i, W. Thilt ur~d O. HoHs~anxl- 
Ostenho/, Mh. Chem. 87, 515 (1956). 
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Experimenteller Tell 
Fiir die hier beschriebenen Versuche warde darchweg B~ckerhefe der 

Ottakringer Brauerei, Wien XVI, benfitzt, fiir deren kostenlose Uberlassung 
wir der genannten Firma zu groBem Dank verpflichtet sind. 

Die Phosphat-anreicherung unter anaeroben Bedingungen warde in glei- 
cher ~reise durchgefiihrt, wie das in einer friiheren Mitteilung dieser Serie 1l 
beschrieben warde. Ein etwas veriinderter Versuchsansatz land bei der 
ane, eroben Anreicherung mit  radioaktivem Phosphat Anwendung; diese Modi- 
fikation diente dazu, eine erhShte Einbaurate  des Phosphors zu erreiehen. 
20 g (Frischgewicht) phosphat-verarmter Hefe warden in einer LSsung yon 
20 g Glucose, 0,2 g KH2POa und 1 Milliearie s2p (tr~tgerfrei als Orthophosphat) 
in 200 ml destill. I-I20 rasch suspendiert und d~nn in fiblicher Weise vor- 
gereinigter (sauerstoffreier) Stiekstoff eingeleitet. 

Bemerkenswerterweise war es nicht mSglich, mit  Hilfe der yon uns ge- 
wShnlich benfitzten Perchlorsi*are Extrakte  zu erhalten, die ffir die Chro- 
matographie an Dowex 1 verwertbar sind. Die unter anaeroben Bedingungen 
phosphat-angereicherte Hefe enthi~lt offenbar - -  ira Gegensatz zu aerob ge- 
zogener Hefe - -  vermutlich h6hermolekulare Substa,nzen, welehe mit  Perchlor- 
s/iure nieht fallbar sind und die chromatographische Trennung der :Nucleotide 
st6ren. Eine i*hnliehe Erscheintmg bei der Extrakt ion mit  Perchlorsi*are 
wurde aueh yon Jo~lilc (persSnliche Mitteilung) beobachtet. Erst  dureh Ver- 
wendung yon Trich]oressigs~are (TCE) zur Extrakt ion gelang es, ffir die chro- 
matographisehe Trennung brauehbare Extrakte  zu erhalten. Diese wurde 
sonst in gleicher Weise wie bereits beschrieben darehgeftihrt. 

Fiir die Versuche fiber den Gehalt an freien Nueleotiden bei sporulierter 
Hefe und die entspreehenden Vergteichsexperimente (wachsende ttefe, t tefe 
in Pufferl6sung ohne Nghrsubstrat) warde in folgender Weise verfa,hren: Die 
Zfiehtung der t tefe erfolgte in 10 l-Fermentatoren bei sehr guter Belfiftung 
bei 27 ~ Das Ni*hrmedium (1 1) enthielt 10 g Pepton, 50 g Glucose und Koch- 
salt  yon 20 g Frischgewieh% Here (15 Min. Kochen in 200 ml %u Naeh 
48stdg. Inkubation auf diesem Medium warde die wachsende Hefe abzentri- 
fugiert und dreimal mit  sterilem destillierten Wasser gewaschen. Je  20 g 
Frisehgewicht warden dann ffir die einzelnen Versuche weiterverarbeitet.  

1. Wachsende He]e. Die Hefe warde direkt, wie in unserer frfiheren Mit- 
teilung beschrieben 5, mit  10proz. T C E  extrahiert, die T C E  entfernt, der 
Ext rak t  zur Trennung der Nucleotide auf den Ionena.ustauscher (Dowex 
1 • 10, 200--400 mesh) aufgebracht und dareh nachfolgende Elution mit  
dem Ameisensi~aresystem eluiert. 

2. Sporulierte He]e. Die t tefe warde in 10 1 m/30 Phthalatpuffer (pH 5), 
der 0,3% CItaCOONa �9 3 I-I20 enthielt, 72 Stdn. bei 270 im Fermentator  be- 
liiftet. Danaeh warden bei der mikroskopischen Auszi~hlung rnit Hilfe einer 
Zs etwa 70--75~ sporulierende Zellen gefunden. Die weitere Be- 
handlung (Extraktion :nit T C E  etc.) erfolgte wie bei 1. 

Es mul~ hier erwghnt werden, dab Versuche zar (~uantitativen Trennung 
tier sporulierten yon den nieht-sporulierten Zellen erfolglos verliefen. Mit 
kleinen Versuchsans/~tzen gelang es manehmal durch wiederholte Zentri- 
fugierung in m/30 Phthalatpuffer (pit  5), eine Anreicherung bis auf 95% sporu- 
lierte Zellen zu erhalten. Abet auch diese Methode versag~e bei gr6Beren 
AnsLttzen. 

11 O. HoHmann-Ostenho/, A. Klima, J. Kenegy und K. Kec]c, Mh. Chem. 
86, 604 (1955). 
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3. He/e im  Hungerzustand. Die I-Iefe wurde in v611ig gleicher Weise be- 
handelt, wie die Hefe, bei welcher Sporulierung induziert werden smite, nur 
wurde dem Medium kein Na~riumacetat zugesetz~; dieses enthielt somit 
lediglich m/30 PhthaIatpuffer veto ptI  5. 

Nach dem Aufbringen der Extrakte auf den Anionenaustausoher und 
darauffolgender Elution mit dem Ameisensiiuresystem nach dem Prinzip der 
,,gradient elution ''12 wurden die einze]nen Fraktionen am UV-Spektrophoto- 
meter auf ihre Extinktion gemessen. Die auf diese Weise erhaltenen ,,peaks" 
wurden dann gefrierge~roeknet und papierchromatographiseh auf Sehlei- 
eher& Schfill-2043b untersuchb. Dabei fanden folgende L6sungsmittel- 
gemisehe Anwendung: i. Isobuttersgure, cone. NI-I~, YVasser im Verhgltnis 
66: 1:33; 2. ~thanol, i m Ammoniumaeetat im Verhgltnis 7:3; und 3. 0,I m 
Phosphatpuffer (pIK 6,8), ges~ittigte Ammoniumsulfatl6sung, n-Propane] im 
Verh~Itnis I00:60:2. Die Lokalisierung der einze!nen Fleeke erfolgte mi~ 
dem Photoprint-Verfahren yon Marlcham und Smith ~a. Die so aufgefundenen 
Fleeke wurden eluiert, ihr UV-Spektrum im sauren, alkalisehen und neutralen 
Milieu gemessen und raft demjenigen der entspreehenden Reinsubstanzen 
verg]ichen. 

Ergebnisse 

Die Untersuchung des 2" CE-Extraktes aus l-[efe, die unter anaeroben 
Bedingungen mit Phosphat angereichert worden war, ergab bei der Chro- 
ma$ographie am Ionenaustauseher ein I)iagramm, das in Abb. i dar- 
gestellt ist. Bei den Versuehen mit a~P-Anreicherung unter denselben Be- 
dingungen erhielten wir, wenn wir an Stelle der Extinktion die Radio- 
aktivitgt der Fraktionen in das Diagramm einzeichneten, bei Anwendung 
eines entsprechenden MaIlstabs ein vSllig analoges Bild. Es konnten keine 
,,peaks" im radioaktiven Diagramm gefunden werden, die nicht in den 
,,peaks" des UV-Diagramms ihre Entsprechung fanden; dies bedeutet~ 
dab reduzierte Pyrimidinnueleotide in den Extrakten nicht -- oder zu- 
mindest nieht in mit unseren Methoden meBbaren Mengen -- vorkommen. 
Im Vergleich zu den Verhgltnissen bei der aeroben Phosphat-Anreiehe- 
rungS, 5 finden sich wohl qualitativ im wesentlichen gleiehartige Ver- 
hg]~nisse; bei Be~raohtung der KShe der einzelnen ,,peaks" fgllt aber auf, 
dab weitaus grStlere Mengen polyphosphorylierte Nueleotide (Adenosin- 
triphosphat [ATP],  Guanosintriphosphat [GTP] und Uridintriphosphat 
[USvP]) gefunden werden als in den entsprechenden Extrakten aus aerob 
angereieherter I-Iefe. 

Abb. 2 zeigt die Verhgltnisse in Sgnreextrakten aus wachsender ttefe, 
Abb. 3 diejenigen in solehen aus sporulierter Itefe und Abb. 4 sehlieB- 
lich die freien Nneleotide in den Extrakten, die aus Hefe erhalten wurden, 
welehe sieh im Hungerzustand befand. In allen diesen Diagrammen 
linden wir wohl ebenfalls quMitativ gleichartige Verhgltnisse wie in den 

1~ R. B. Hurlbert, H. Schmitz, A. .F. Brurnm und V. R. Potter, J. Biol. 
Chem. 209, 23 (1954). 

Is R. ,~rarlcharn und J. D. Smith, Biochem. J. 45, 294 (t94%. 
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Abb. 1. Chromatographie des Triehloressigstita'e-Extraktes yon 20 g anaerob phosphat-verarmter  
I:iefe. Afs Ordinate fungiert  die UV-Absorption bei 260 m~ bei 10 m m  Sehiehtdicke, Die Frakt ionen  
wurden mit te ls  eines automatischen Frakt ionssammlers  getrennt.  Jede Frak t ion  ha t te  ein Volumen 
yon 5 ml. Die Elutionsflfissigkeit bei den Frakt ionen im Bereich I bestand aus 4 m Ameisensi~ure; 
im ]~ereieh I I  aus 4 m A*neisens~ure + 0,2 m Ammoniumformia t ;  im Bereieh I I [  aus 4 m Ameisen- 
s~ure + 0,4 m Ammoniumlormia t ;  und im ]~ereieh IV aus 4 m Ameisens~ure + 0,8 m Ammoniurn- 
formiat. Die im Diagramm bezeiehneten Frakt ionen  enthiel ten als ]~auptbestandtei le:  A:  CMP; 
B: DP,u C: AMP; D: GMP; E:  UMP; F :  ADP; G: ,,UDP-X'" (Zuckerderivate von UDP); 

Izi: ATP; I: UTP; J :  GTP 

2,000 

T 
L 000 

OE F C H I g 4S C 

3 000 

Z 50 76o s~o ~o 250 3>o 350 ~o ,~0 ~ z zF z 
frakklOneM - P 

Abb. 2. Chromatographie des Trichloressigs~iure-Extraktes yon waehsender tIefe. ;Beziiglieh der 
Xoordinaten,  Bedingmlgen des Versuches und Symbole vergleiche die Legende zu Abb. 1 
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Jbb .  3. Chroma~ographie des Tr[ohioresslgs~ure-Ext.raks yon 20 g Here, die 70% Sporen enthielb. 
Beziiglich der Koordinaten, Bedingungen des Versuches und Symbole vergleiche die Legende zu Abb. 1 
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Abb. 4. Ctn'omatograph[e des Trichloressigs~iure-Extraktes yon 20 g ttefe, die ohne Kohlenstoffqueile 
gehalt.en wurde (Kungerzustand). Beziigl[ch der Koordinaten, Bedii~gungen des Versuc~es und 

Symbole vergleiche die Legende zu Abb. 1 
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Diagrammen der aeroben nnd anaeroben Phosphatanreieherung; quan- 
titativ sind aber sehr bedeutendc Untersehiede festzustellen, die welter 
unten diskutiert werden sollen. 

D i s k u s s i o n  

Die vortiegenden Diagramme geben Momentbilder fiber den Gehalt 
der Hefezellen an lreien Nueleotiden unter den betreffenden Stoffweehscl- 
bedingungen. Sic kSnnen uns naturgemgB keinen AufsehluB darfiber ver- 
mitteln, woher die einzelnen Substanzen stammen, d .h .  ob sic Abbau- 
produkte aus hSheren. Einheiten (Nueleinsguren) darstellen oder dureh 
de novo-Synthese entstanden sind. Ohne Zweifel erfolgen beide Prozesse, 
Abbau und Synthesc de novo in der lcbenden Ilefezelle immer gleiehzeitig, 
allerdings in versehiedenem Ausmag. 

Immerhin erseheint uns eine Deutung der Diagramme his zu einem 
gewissen Grade mSglieh, wenn wir sie untereinander vergleiehen. Dies 
seheint vor allem dann zulgssig zu sein, wenn wir einen bestimmten Aus- 
gangszus~and mit einem spgteren dutch entspreehende Vergnderung der 
Bedingungen herbeigeffihrten Zustand vergleiehen. In unserer Versuehs- 
reihe stellt z. B. das Diagramm der Nueleotide aus der phosphat-verarmtert 
I-[ere (Abb. 1 in der 4. Mitt. dieser t%eihe 5) den Ausgangszustand ffir die 
Diagramme der Nueleotide in aerob phosphat-angereicherter Hef t  (Abb. 2 
der 4. Mitt.) un.d anaerob 10hosphat-angereiehert.en I-s (Abb. 1 dieser 
Mitteilung) dar. Andererseits ist das Diagramm der Nueleotide aus der 
waehsenden Here (Abb. 2) der Ausgangszustand fiir die Abb. 3 und 4 
(sporulierte ~efe  und I-Iefe im Hungerzustand). 

Wie bereits in der vorhergehenden Mitteilung beriehtet wurde 5, finder 
bei der aeroben Phosphat-Anreieherung eine deutliehe Verminderung der 
freien N u e l e o t i d e -  urtd zwar besonders der polyphosphorylierten - -  
start, die wit damals in dem Sinne deuteten, dab wi~hrend dieses Vorgangs 
ein Einbau freier Nueleotide in Ribonueleins~ture stattfindet, was aueh 
dureh die Beobachtung gestfitzt wurde, dag eine Zuna~hme der Ribo- 
nueleinsi~ure erfolgt. Unter anaeroben Bedingungen seheint eine solehe 
NueleinsSmre-synthese nieht oder zumindest in weitaus geringerem Aus- 
maB stattzufinden, weil die quantitativen Verh~ltnisse der Nueleotide 
naeh der Phosphat-anreieherung (Abb. 1) denjenigert vor der Anreieherung 
(Abb. 1 der 4. Mitt. 5) weitgehend entspreehen. Dieser Befund, der aller- 
dings noeh weiterer Bestiitigung bedarf, ist deshalb bemerkenswert, weil 
die zur Zeit bekannte~ Eigensehaften der Enzymsysteme, welehe Nuelein- 
s~ure synthetisieren, keine Erkl~rung daf/ir bieten, warum anaerob die 
Synthese geringer ist. Die an sieh naheliegende ErklS~rung, dab -unter 
aeroben tledingungen grSl3ere Mengen polyphosphorylierter Nueleotidc 
entstehen, die als Bausteine der Nueleins~ure-ssnlthese fungieren, seheidet 
in unserem Fall aus, da wit aus unseren Diagrammen entnehmen kSnnen, 
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dab unter gnaeroben Bedingungen sog~r gr6Bere Mengen poIyphospho W- 
lierter Nueleotide zur Verftigung stehen als unter aeroben. 

Die Abb. 2, 3 und 4 sind wiederum untereinander vergleichbar; 
Abb. 2 kann dabei als Ausgangszustand betraehtet werden. W/ihrend 
des Waehstums diirften dauernd freie Nueleotide dureh Biosynthese 
de ~,ovo entstehen und andererseits zum Aufbau h6herer Einheiten ver- 
braueht werden; Abb. 2 stellt den Nueleotid-,,pool" in diesem dynami- 
sehen Zustand dar. 

In Abb. 3, welehe die freien Nueleotide in derjenigen Hefeprgparation 
darstellt, die auf Natriumaeetat, einem die Sporulierung induzierenden 
Agens, als einziger Kohlenstoffquelle gehalten wnrden, finder sich sin 
signifikant versehiedenes gild. Die Konzentration aller Nueleotide ist 
sehr deutlieh vermindert; manehe der ,,peaks" sind nut  mehr angedeutet. 
Es finder offenbar ein sehr weitgehender Verbraueh aller Nneleotide start, 
ohne dab eine Neubildung erfolgt. Vielleieht am bemerkenswertesten ist 
der starke Abfall der sog. ,, UDP-X"-Fraktion, die mehrere Glykoside des 
UDP enthitlt. Diese Erseheinung lgBt sieh vielleieht dadureh erklgren, dab 
w/ihrend der Sporulierung Sporenzellwiinde aufgebaut werden m/issen, fiir 
welehe UDP-Glykoside als Ausgangssubstanzen fungieren. 

L'berrasehettderweise findea sieh im Vergleiehsdiagrgmm Abb. 4, wel- 
ches die freien Nueleotide aus einer I-Iefe darstellt, die unter genau den 
gleiehen Bedingungen gehalten wurde wie die sporulierende Here, mit der 
einzigen Ausnahme, dab das sporulierungs-induzierende Agens wegge- 
lassen wnrde, sin ganz anderes Bild. Die Konzentrationen aller Nueleotide 
sind bier zmnindest Vergleichbar grog oder sogar h6her als in Abb. 2. 
Da unter den Bedingungen der Zfiehtung, die einem Ilungerzustand gleieh- 
kommen, kaum irgendeine de ,~ovo-Synthese yon Nucleotiden zu erwarten 
ist, dfirfte der tJberschuB an manehen Nueleotiden dutch Abbgu zustande 
gekommen sein. 

Die Untersehiede zwisehen den Abb. 3 und 4 sind um so bemerkens- 
wetter, als es uns ja niemals gelungen war, sine komplette Abtrennung 
der sporulierten yon den niehtsporulierten Zellen zu erreiehen und 
die ffir die Bestimmung der Nueleotide verwendete I-[efekultur nur 
70--75~o sporulierte Zellen enthielt. Es ist allerdings vorstellbar, dab 
unter dem EinfluB des die Sporulierung indllzierenden Agens Natrium- 
aeetat aueh diejenigen Zellen der Kultur, die sslbst niehg der Sporulie- 
rung unterworfen sind, in ihrem bioehemisehen Verhalten gleiche Verhglt- 
nisse zeigen wie die sporulierten. Dies wtirde aueh mit unseren frtiheren 
Versuchen fiber die Vergnd~rung des respiratorisehen Quotienten bei der 
Sporulierung fibereinstimmen 7, s; obwobl such in den dort verwendeten 
Nulturen niemals alle Zellen sporulierten, ist der beobaehtete Effekt 
so grog, dab auf sin gleiehartiges Verhalten aller Zellen gesehlossen 
werden kann. 
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Jedenfalls kann aus den bier vorliegenden i%esultaten gesehlossen wet- 
den, dal3 es sich bei der Sporulierung aueh bioehemiseh um einen yon 
anderen Stoffweehselvorggngen sehr deutlick versehiedenen Prozel3 ban- 
dell 14. Das morphologisehe Phgnomen der meiotischen i%eduktions- 
teilung l~gt sioh nieht nur dutch ohemisehe Einfliisse induzieren, sondern 
erzeugt aueh ehemisehe Verh~ltnisse in den Zellen, welehe unter keinen 
bisher bekannten Bedingungen wiedergefunden werden. 

M. F. Abdel-Wahab dankt der staatliehen ~gyptisehen Atomenergie- 
Kommission, J. J. Miller der Ontario l%eseareh Foundation und dem 
National t%eseareh Council of Canada und O. Gabriel dem Theodor- 
KSrner-Stiftungsfond far die ihnen gewghrte groBziigige ttilfe. 

1~ Vgl. dazu: J. J. Miller, Wallerstein Lab. Commun. 22, 267 (1959). 


