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Die wasserlSslichen Proteine aus der einzelligeu Sfii3wasser- 
alge Chlorella pyrenoidosa warden nach ttomogenisierung der 
Zellen crhalten. Die Proteine warden darm einerseits durch 
Chromatographie auf DEAE-Zellulose, gefolgt von Elektrophorese 
in Polyacrylamid-Gel, und anderseits durch Gel-Filtration in 
Sephadex G-200 fraktioniert. Man finder, dal3 die Proteine nach 
elektrischer Ladung und Molekulargewicht aus vielen Komponen- 
ten bestehen. Einige dieser Komponenten lasscn sieh jedoeh 
dareh die Methode der kombinierten Chromatographie und Elek- 
trophoresc charakterisieren. Wesentliche Gehalte an Nukleins~ture 
warden bei der Chromatographie nur  in der letzten - -  am 
sehwersten eluierbaren - -  Fraktion gefunden. Dagegen ist die 
Nukleins/~ure bei der Gel-Filtration fiber mehrere Fraktionen 
verteilt. 

The water soluble proteins of the unicellular freshwater alga 
Chlorella pyrenoidosa were obtained after homogenization of the 
ceils. The proteins were then fraetionated either by DEAE 
chroma~bgraphy, followed by electrophoresis in polyaerylamide 
gel, or by gel filtration in Sephadox O-200. The proteins were 
found to consist of many components differing in electric charge 
and molecular size. Some of these components may be charac- 
terized by combined chromatography and electrophoresis. 
Appreciable amounts of nucleic acid have been found in chro- 
matography only in the fraction eluted last. In  contrast, in gel 
filtration nucleic acid is distributed over several fractions. 

W~hrend  es ~nalytisehe Da ten  fiber die Zusammense tzung  yon  Algen- 
prote inen aus Aminosi~uren gJbt, sind die physik~]isch-ehemisehen 
Eigenseh~ften der Algenproteine selbst bis je tzt  k~um unte rsueh t  worden. 
Versuche zur Auf t r ennung  yon  Algenprote inen dureh P~pierelektro- 
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phorese b l ieben ohne Er fo lgL /~hnlich wie die Pap ie re lek t rophorese  aueh 
bei der  Auf t r ennung  t ier iseher  Zel lprote ine  n u t  besehrgnk t  leistungs- 
fghig is t  2. 

Eine  waehsende Anzah l  yon  Befunden  weist  aber  da rauf  hin, dal] 
l~{akromolekiile auf  Ionenaus t ausche rn  ans  subs t i tu ie r te r  Zellulose frak-  
t ion ie r t  werden  kSnnen.  Insbesondere  t r i f f t  das  aueh fiir Zel lprote ine  
pf lanzl iehen und  t ier isehen Ursprungs  zu s, ~ 

Zur  F rak t ion i e rung  yon  Zel lpro te inen  k a n n  aueh die Ge l -F i l t r a t ion  
auf  Sephadex  herangezogen werden,  bei  der  Molekiile verschiedener  
GrSl~e auf  Grund  einer Moleki i ls iebwirkung aufge t renn t  werden.  E in  Vor- 
tei l  yon  Chromatograph ie  und  Ge l -F i l t r a t ion  ist, dal] die im ana ly t i sehen  
Mags t ab  gewonnenen  Ergebnisse  die Grundlage  fiir  p r g p a r a t i v e  Auf- 
t r ennungen  b i lden  k6nnen.  

W i t  haben  nun  versueht ,  die wasserl6sl iehen Algenpro te ine  yon  
Chlorella pyreno idosa  mi t te l s  Chromatograph ie  auf DEAE-Zel lu lose  und  
Ge l -F i l t r a t ion  zu f rak t ion ie ren  und  als heterogenes  Sys tem zu eharak-  
terisieren.  

Exper imente l le r  Teil 

1. Gewinnung der Algenproteine 

Die Griinalgen wurden in einem N~hrmedium, das 0,303 g KNO3, 0,136 g 
KH2PO4, 0,493 g MgSO4 " 7 I-I20, 0,005 g Eisencitrat ,  2,86 �9 10 -3 g ttaBOa, 
1,81 �9 10 .3 g MnC12 �9 4 t t20,  2,2 - 10 -4 g Z n S 0 4 . 7  H~O, 8 " 10-5 g CuSO4 - 
5 H20, 5 �9 10 -5 g Ammoniummolybdat  und 10 g Glucose je Liter Wasser ent- 
hielt, in 2-1-I~undkolben 7 Tage bei diffusem Lieht geztiehtet und dann dutch 
niedertourige Zentrifugierung geernte~. Ungef/~hr 15 g Zellen wurden in 
20 ml 0,1m-Phosphatpuffer* suspendiert und in einem Homogenisator  naeh 
Merckenschl(tger 5 2 Min. mit  Glasperlen (Ballotini Nr. 17) bei 0 - -5  ~ C homo- 
genisiert. Dabei  ist nut  relat iv geringe Denaturierung der Proteine zu be- 
fiirehten. Das I-Iomogenat wurde dann 10 Min. bei 10 000g zentrifugiert,  
wobei unzersehlagene Zellen, Zellw/inde, Kerne, Chloroplasten, Mitoehondrien 
und Pyrenoide (Stgrkek6rner) in den Bodensatz gingen. Der Ubers tand 
konnt9 ffir die Gel-Fil t rat ion direkt,  ffir die Chromatographie auf DEAE-  

* Alle Puffer in dieser Arbei t :  pI-I 7,2, wmm nieht  ausdriieMieh anders 
angegeben. 

1 L.  Fowden,  in:  R.  A .  L e w i n  (Hsg.), Physiol. and Bioehem. of Algae, 
Aead. Press, New York 1962. 
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Zellulose naeh en~spreehender Einengung im kalten Luftstrom (Pervapora- 
tion) verwendet werden. 

Fiir einen Teil der Versuehe wurde der tJberstand auf einer Ultrazentrifuge 
(Spineo Mode]l L) bei 38 000 UpM (Rotor 50) in einer Stunde in ,,Pellet" und 
105 000g-lJberstand aufgetrennt. Das Pellet wurde in 0,01m-Phosphatpuffer 
aufgenommen und danaeh gegen diesen Puffer dialysiert. Der klare, leieht 
g r i n  gef~rbte Uberstand wurde ebenfalls gegen 0,01m-Phosphatpuffer 
dialysiert. Der Uberstand entsprieht hauptsfiehlieh dem Zellsaft, doeh kSnnen 
bei der Aufarbeitung aueh Stoffe aus anderen subzellul/~ren t~omponenten in 
ihn gelangen. 

2. Chromatographie 

Die DEAE-Zellu]ose (Di~thylaminofithy]zellulose, Serva Entwicklungs- 
labor, Heidelberg) wurde der Reihe naeh mit  0,3m-NaOH, 0,3m-HCI, 0,3m- 
Phosphatpuffer, 0,3m-KH~PO4 ~- lm-NaC1 und zuletzt mit  dem ,,Ausgangs- 
puffer" (0,Olm-Phosphat) gewasehen. Dann wurde sie im Ausgangspuffer 
suspendiert und dutch Dekantieren yon feinen Teilehen befreit, t t ierauf wur- 
den Sgulen 25 • 1,5 cm bis zu einer t t6he yon 20 em ohne Druek ge- 
l/lilt und mit dem ,,Ausgangspuffer" gespiilt. Meistens wurden 6--8 ml des 
10 000g-Uberstandes mit  einer Extinkt ion yon 180--250 bei 210 m B auf der 
S~iule aufgetragen. Die Elution wurde mit  einer Reihe yon Phosphatpuffern 
steigender 3/Iolarit~t und konstanten pH-Wertes, zuletzt mit  0,3m-KH2PO4 @ 
lm-NaC1 durehgefiihrt. Die DurehfluBgesehwindigkeit betrug 120 ml/Stde., 
das Fraktionsvolumen war 10 ml. Die Absorption wurde bei 210 m~z 6 und  
260 mtz gegen die entsprechende PufferlSsung gemessen. Wiihrend bei 210 m~ 
sowohl Proteine als aueh Nukleins/~uren stark absorbieren, ist bei 260 my. die 
Absorption der Proteine im Vergleieh zu der yon Nukleins~iuren relativ 
gering; daher kann der Beitrag der Nukleinsfiuren aus dem ,,Verh~ltnis 
210/260" abgeseh~itzt werden. 

3. Gel-Filtration 

Troekenes Gel Sephadex G-200 (Pharmaeia, Uppsala) wurde in 0,15m- 
NaC1 mit Zusatz yon 0,02m-Phosphatpuffer suspendiert und naeh mindestens 
24stdg. Quellen dureh Dekantieren yon kleinen Teilehen befreit. Die S~iulen 
(55 • 1 cm) wurden ohne Druck 50 cm hoch gefiillt. Zur Fil trat ion wurde 
1 ml einer L6sung mit einer Extinkt ion von 40--50 bei 210 m~ aufgetragen. 
Zu hohe Konzentrat ionen sollten besonders bei der l~Iikrosomenfraktion ver- 
mieden werden, da sons~ die Durehflul]gesehwindigkeit zu stark absinkt. 
Eluiert wurde mit  0,15m-NaC1 mit Zusatz yon 0,02m-Phosphatpuffer. ]:)as 
FraktionsvolUmen war 3 ml, die DurchfluBgesehwindigkeit 9 ml/Stde. Absorp- 
tionsmesstmgen wurden naeh entspreehender Verdiinnung der Fraktionen 
bei 210 und 260 m~z durehgeftihrt. 

~. Papier- Elektrophorese 

]Die Trennungen wurden auf Filterpapier Whatman Nr. 1 und 3 im 
Michaelis-Puffer (pH 9,0; Ionenst~rke 0,1) bei Zimmertemp. mit  horizontaler 
Auordnung der Streifen durehgeffihrt. Die Trennzeit war bei einem anf~ng- 
lichen Spannungsgradienten yon 3 V/cm 15 Stdn. Naeh der Elektrophorese 
wurden die Streifen bei 110 ~ C 15 Min. getrocknet und ansehliegend in ~iblieher 
Weise mit  Amidosehwarz angef~rbt. 

6 ~VI. P. Tombs, F. Souter und N. F. Maclagan, Biochem. J. 73, 167 (1959). 
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5. Gel-Elelctrophorese 

Der gesamte 10 000g-Uberstand sowie die bei der Chromatographie er- 
haltenen Frakt ionen wurden mittels Gel-Elektrophorese nach der Methode 
von ]VIichl und Pastuszyn ~ aufgetrennt. 

Acryls~ureamid wurde in dem Tris--Komplexon--Bors~ure-Puffer  ge- 
16st, mit  dem Beschleuniger Dimethylaminopropions~turenitril versetzt, die 
LSsung durch Evakuieren yon Luft befreit, und schlieBlich Ammonpersulfat 
zugegeben. Die LSsung wurde dann schnell in R6hrchen (0,5 • 10 era) 
ca. 6 cm hoch eingefiillt und vorsichtig mit  Wasser iibersehiehtet. Naeh der 
Polymerisation des Gels wurde das Wasser abgegossen, und die mit  Brom- 
phenolblau angef~rbten Proteinl6sungen (20--60 �9 1O-a ml) aufgebracht. 

Z-xiiJl/ei~on 

1o 2o 3o ,I o,,z~ +o ,Io,3~ 50 
O, olh,i Q,08~ l O,,l/vi o,3 ivi k'ttz PO + 

P/io.s,o/7<~lplitYes" (i~ii- 7,7,) i +1#liV<~ C'Z 

Abb. 1. DEAE-Ohromatographie des 10000g-]~berstandes 

Diese Proteinl6sungen wurden entweder eine Stunde auf dem Gel belassen, 
wobei ein Tell des Proteins in das Gel eindiffundierte, oder, wenn die Konzen- 
trat ion an Protein kleiner als 2% war, mit  Sephadex G-25 vermischt auf das 
Gel aufgebracht und das Protein dutch Elektrophorese in das Gel eingebracht* ; 
als Endpunkt  wurde das Eindringen der Bromphenolblauf~rbung in das Gel 
angesehen. Sodann wurde die iiberschiissige Fliissigkeit bzw. die Sephadex- 
Suspension abpipettiert und die Elektrophorese in dem Tr i s - -Komplexon- -  
Bors~ture-Puffer bei einer Stromst~rke yon 2,5--3 mA pro RShrchen und  
einem Spannungsabfall yon 10V/cm ausgefiihrt. Nach ca. 70--80Min.  
wurde die Elektrophorese abgebroehen; die R6hrchen wurden 10--20 Min. in 
das TiefkiLhlfach elnes Eisschrankes gebraeht. Nach der Abkiihlung konnten 
die Polyacrylamids~ulehen leieht ausgeblasen werden, die Proteine wurden 
15 Min. mit ges~tt. Amidosehwarzl6sung in 5proz. Essigs~ure angefarbt, und 
der iiberschiissige Farbstoff dureh tagelanges Auswaschen mit 5proz. Essig- 
s~ure entfernt. 

�9 H. Paschinger, unver6ffentlieht. 
7 H. Mich~ und A. Pastuszyn, Mikrochim. Aeta [Wien] 1963, 880. 
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E r g e b n i s s e  

Die Auftrennung der ~berst/~nde bei der Zentrifugierung clutch 
Chromatographie war gut reproduzierbar. Abb. 1 bezieht sieh &uf einen 
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Abb. 2. Oel-Elektroiohorese der Peaks yon Abb. 
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i (Zeiehnung) 

10 000g-~berstand; mit dem 105 000g-Uberstand u~urden//hnliehe Ergeb- 
nisse erhalten. Die mit 0,0ira-Puffer austretenden Bestandteile w&ren 
nieht adsorbiert worden, l~elativ gut aus- 
gepr/~gt war immer der Peak des mit 
0,2m-Puffer eluierten Materials. Ffir alle 
im Bereieh 0,01--0,3m eluierten Fraktio- 
nen lag das Verh/~ltnis 210/260 fiber 10, 
d . h .  der Gehalt an Nukleins'~uren war 
klein. D&gegen wurden fiir die letzte 
Fraktion (0,3m KH2P04 -f- m-NaC1) hohe 
Extinktionen bei 260 m~ gefunden. 

Bei der P&pierelektrophorese der ehro- 
matographisehen Fraktionen wurden rela- 
tiv seharfe Zonen in bestimmten Bereiehen 
der Bewegliehkeit gefunden, w//hrend 
bei der P&pierelektrophorese des vollen 
I0 000g-l#berstandes das NateriM sieh mit 
einem breiten Maximum im Bereieh der 
~l- und c~2-Proteine des mensehliehen 
Serumproteinsystems fiber den g&nzen Abb. 3. Zwei Pherogr&mme naeh.~-bb.2 

(0,06m und 0,3m) 
Streifen verteilte. Seh//rfere Auftrennung 
wurde jedoeh bei der Elektrophorese der gleiehen Fr~ktionen in Poly- 
aerylamid-Gel erhalten (Abb. 2 und 3). 

Die Gel-Filtration des 105 g00g-I~berstandes (Abb. 4) 1/~l~t Proteine 
versehiedener l~{olekiilgr6fte erkennen. Der erste Peak enth/~lt Stoffe mit 
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einem Molekulargewieht yon mehr als 200 000 (Fraktion 5--10). Dieses 
Material ist an Nukleinsguren reich, wie ans der hohen Absorption bei 
260 mb~ zu schliel3en ist, dooh ist das Verhgltnis 210/260 fiir die einzelnen 

fJc///U'llO/e 
z,O- 5asQ~/~ o 

gzgozv/z ~ 

J~ 
J Sa /5 ZO Z5 3 0  

/-rd22/Tvg/7 A/~ 

Abb.  4, Gel-Fi l t ra t ion des 105 000g-{Jb~rstandes 

,1o 

k-a;/i)~X//aR 

I x,s 

5 $0 /b- 20 
//'~k/la#C/e Air 

Abb. 5. Gel-Fi l l ra t ion des 105 000g-Pellets 

Fr~ktionen nicht gleich. Ein weiterer Peak (Frsktionen 11--21) scheint 
ebenf~lls heterogen zu sein; eine weitere Auftrennnng wgre auf 1/ingeren 
Sgulen w~hrseheinlieh mSglich. Das Verhgltnis 210/260 ist gr{Sfter als im 
ersten Peak. Der dritte und letzte Peak (Fraktionen 22--29) besteht aus 
niedermolekularen Stoffen, die sich, wie der Versuch zeigt, durch Dialyse 
des Uberstandes entfernen lassen. 

Bei der Gel-Filtration des Mikrosomen-Pellets wurde ein relativ homo- 
gener Peak gefunden (Abb. 5). Er  erscheint in dem Bereich, der dem ersten 
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Peak des 105 000g-Uberstandes entspricht; dies war auf Grund der be- 
kannten MolekiilgrSfte der Mikrosomen zu erwarten. Charakteristiseh ist 
der hohe Nukleins/~uregehalt der Bestandteile, der aber wieder ffir die 
einzelnen Fraktionen versehieden ist. Dieses letztere Ergebnis weist auf 
eine MSgliehkeit hin, mit  Sephadex G-200 aueh noeh Molekiile mit  einem 
Molekulargewieht yon mehr als 200 000 aufzutrennen. 

D i s k u s s i o n  

Algenproteine bieten aus mehreren Griinden Interesse. Dureh den 
Vergleieh yon Proteinen aus versehiedenen Species kSnnen Sehlfisse fiber 
die phylogenetisehe Entwieklung der Algen gezogen werden; dafiir sehei- 
hen sieh die Analysen der Aminosb;urezusammensetzung 8 weniger zu 
eignen, die mit  dieser Absieht durehgeffihrt wurden. I m  besonderen ist 
der Vergleieh der Enzymsysteme 9 versehiedener Algen wiehtig; dafiir ist 
natfirlieh aueh die Isolierung der Enzyme wesentlieh. Ein besonderes 
Problem ist die Entwieklung der Algenproteine w//hrend des Lebens- 
zyklus der Zelle. Untersuehungen an Chlorella pyrenoidosa haben ge- 
zeigt, dag zwar der Gesamtproteingehalt  vom Alter der Algen abh/~ngt, 
daft sieh aber die Zusammensetzung der Proteine aus Aminos~uren nut  
wenig /~ndert. Gr61~ere Untersehiede wurden in der Zusammensetzung 
yon jungen und alten marinen Algen gefunden 1~ Aueh ftir diese Unter- 
suehungen seheint eine n~here Charakterisierung der Proteine wtinsehens- 
weft. 

Wasserl6sliehe Algenproteine stellen naeh unseren Ergebnissen 
ehromatographiseh ein heterogenes System dar, und zwar sind gewift 
sowohl elektrisehe Ladung als aueh Molekiilgr613e untersehiedlieh; die 
Differenzen in der Molekiilgr6fte zeigen sieh aueh direkt bei der Gel- 
Filtration. Wie bei der DEAE-Chromatographie yon tierischen Zell- 
bestandteilen 4 wird aueh ein grofter Teil der Algenproteine erst bei 
h6heren ~lolarit/~ten des Puffers aus der Sgule elniert. _Ahnlieh wurde 
aueh stets eine starke Fraktion yon Stoffen gefunden, die nieht an der 
DEAE-Cellulose absorbiert waren und daher mit  0,0ira-Puffer aus der 
S~;ule hervortraten. 

Eine weitere Ubereinstimmung mi t  den tierisehen Zellbestandteilen 
besteht darin 4, daft die letzte (erst mit  0,3m-KH2PO4 @ m-NaC1 eluierte) 
Fraktion die Hauptmenge an Nukleinsgure enth/~lt (Abb. 1). Naeh Aus- 
sage der Gel-Filtration (Abb. 4) kommen im 105 000g-~berstand Nukleo- 
proteine versehiedenen Molekulargewiehtes vor, und es ist daher zu ver- 
muten, daft die letzte ehromatographisehe Fraktion in bezug auf Mole- 

s L . . F o w d e n ,  Bioehem. J. 52, 310 (1952). 
9 G. Jacobi ,  in: R .  A .  L e w i n  (t-Isg.), Physiol. ~nd Bioehem. of Algae. 

Acad. Press, New York 1962. 
lo V.  K .  t:'illai, Proe. Indian Aead. Sei. B 45, 43 (1957). 
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kulargewicht heterogen ist. Ein Teil der Nukleinsgure dieser Fraktion 
ist wahrseheinlich mikrosomalen Ursprungs, obwohl der It~uptteil der 
Mikrosomen duroh die Sgule festgehglten wird, Bei tierischen Zellbest~nd- 
teilen besteht d~s Chrom~togramm der Mikrosomen zum iiberwiegenden 
Tell ~us Fr~ktionen, die bei hohen Molaritgten eluiert werden 4. 

Die Heterogenitgt auch der einzelnen DEAE-chromatographischen 
Fraktionen wurde dutch die Polyacryl~mid-Gel-Elektrophorese naohge- 
wiesen. Die Anz~hl der dabei gefundenen Subfraktionen mid ihre Ver- 
teilung sind fiir die einzdnen Fraktionen churakteristiseh. Die Unter- 
schiede in der Wanderungsgeschwindigkeit kSnnen nicht nur durch Unter- 
schiede in der elektrischen Ladung, sondern auch im Molekulargewicht 
bedingt sein; die grSl~eren Molekiile werden yore Polyacrylamidgd durch 
eine Art Siebwirkung zuriickgehalten. Fiir die stgrksten Subfraktionen 
der einzelnen Fraktionen ist eine Zuordnung zu den Banden im Phero- 
gramm des gesamten 105 000g-l~berstands m6glich. 

Vermutlich ist die Zahl der verschiedenen EiweiSkSrper im vorliegen- 
den System recht groin. Die Auftrennung nach den hier erwghnten Ver- 
fahren bietet die MSglichkeit zu einer weiteren Charakterisierung dieser 
Eiweil~kSrper. 

Wir danken I~Ierrn Prof. Dr. E. Broda fiir sein Interesse, dem Bundes- 
kanzleramt - -  Verstaatlichte Unternehmungen (Sektion IV) ftir finanzielle 
FSrderung beztiglich Sachausgaben, und der Ludwig-Boltzm~nn-Gesell- 
schaft fiir Unterstiitzung des einen yon uns (B. R.). 


