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Es wurden Untersuehungen fiber den Einbau yon Thymin 
und Thymidin in synehronisierte Chlorella-Zellen w/~hrend der 
S-Phase durehgeffihrt. Chlorella verfiigt fiber Enzymsysteme, 
die sie zur Verwerttmg beider Vorstufen ffir die DNS-Synthese 
bef~higen. Der Einbau des Thymidins erfolgt etwa 10mM st/~rker 
Ms der des Thymins. 

Investigations have been carried out on the incorporation 
of thymine and thymidine in synchronized ehlorella cells during 
the S phase. Chlorella contains enzyme systems capable of 
using both precursors for DNA synthesis, but thymidine is 
incorporated 10 times more rapidly than thymine. 

N i n l e i t u n g  

Versehiedene IViikroorganismen, wie z. B. die Here, sind nicht imstande, 
Thymin oder Thymidin in ihren DNS-Stof fweehsel  einzubeziehen. 1 
:DeshMb werden h/iufig Desoxyeytidin und Desoxyuridin zur biosynthe~i- 
sehen Narkierung tier D N S  eingesetzt. Nine grebe Anzahl versehiedener 
Organismen seh6pfen die Vorstufen ftir die Biosynthese sowohl der D N S  
wie aueh der R N S  aus dem gleiehen Nukleotid-Pool. :Die Ribonukleosid- 
])iphosphate nehmen dabei eine zen~rMe Stelle ein. Sowohl aus Uridin- 

1 E. R. Lochmann, Naturwiss. 52, 498 (1965). 
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D iphospha t  als auch aus Cy t id in -Diphospha t  k a n n  D e s o x y t h y m i d i n .  
D i p h o s p h a t  gebi lde t  werden  ~. 

Dalmon 3 konnte  bere i ts  einen E i n b a u  yon  T h y m i d i n  in Chlorella 
feststel len,  ohne jedoch b e i  seinen Unte r suehungen  synchrones  Zell- 
ma te r i a l  zu ve rwenden  und  ohne ehromatographisehe  Auf t r ennungen  
der  l~ukleinss  durehzuffihren.  

D u r c h f i i h r u n g  d e r  U n t e r s u e h u n g e n  

Ffir unsere Untersuehungen verwendeten wir die einzellige Griinalge 
Chlorella pyrenoidosa, Stature Nr. 211--8b,  der Algensammlung des Pflanzen- 
physiologisehen Ins t i tu ts  der Universit~tt GSttingen. Zur Gewinnung syn- 
chronen Zellmaterials diente eine automatische Anlage 4. 

l~Taeh Feststel lung des Zeitraumes der DNS-Synthese  innerhalb des 
Zyklus~ wurde die 16. Stunde des 28-Stundenzyklus (16 Stdn. Lichtphase,  
12 Stdn. Dunkellohase) als Zei tpunkt  der maxirnalen DNS-Synthese  aus- 
gew~hlt. Die zu diesem Zei tpunkt  der Ziichtungs- und Synehronisations- 
anlage entnommenen Algen (1 • 107 Zellen/ml) wurden durch Zentrifugation 
yon der rein ~norganischen :N~hrlSsung 6 abgetrennt  und in 250 ml N~hr- 
15sung, der 25 ~Ci ~4C-markiertes Thymin oder Thymidin zugegeben worden 
war, 30 Min. bei 30 ~ C inkubiert.  

Die Nukleins~m-en aus der Chlorella (3 g Chlorella-Feuehtgewicht) wurden 
naeh einer Methode yon Richter und Senger 7 isoliert und auf einer modifizier- 
ten Methylalbumin--Kieselgur-S~ule s aufgetrennt.  

Die herk6mmliehe, yon vielen Autoren beniitzte iViethode der Auftrennung 
auf Methylalbumin-Kieselgur hat  den Nachteil,  dab sich die SEulen leieht ver- 
stopfen und fiir die Elution Druek angelegt werden muB, wodureh oft Unregel- 
m~Bigkeiten bei der Auftrennung auftreten. 

Urn dies auszusehalten, verwendeten wir als Absorpt ionsmaterial  fiir dss 
~e thy l s lbumin  eine gekSrnte, s~uregewaschene und gegliihte Kieselgur, die 
als Fi i l lmater ial  fiir gaschrornatographisehe Sgulen hergestellt  wird. Dieses 
sogenannte ,,Gasehrom P~ (60--80 mesh) bezogen wir yon der F i rma Serva 
(Heidelberg). 

Die Beladung des Gasetn~om P mit  MethylMbumin wurde in der K~lte 
(4 ~ C) durchgeffihrt. 

Gaschrom. P wurde mehrm~ls in destill. Wasser suspendiert und ab- 
dekantier t ,  ansehlieBend rnit gleieher Volumsmenge 0,1m-NaCl-LSsung in 
O,05m-Tris-Puffer (pH 6,7) versetzt  und pro 50 g Gasehrom P 10 ml lproz. 
w~Br. Methylalbuminl6sung zugegeben. Ne/ch 60  Min. Riihren wurde die 
:NaCl-I<onzentration auf 0~2m gebraeht,  noehmals 30 Min. gerfihrt, dann der 
LVberstand abdekant ier t  und die ~ethyla lbumin-Kiese lgur  einige Male mit  
0,2m-NaC1 (pH 6,7) naehgewaschen, um iibersehiissiges MethyIMbumin zu 
entfernen. 

I .  L. Camero~ und G. ~I. Padilla, Cell Synchrony. New York : Academic 
Press 1966, S. 213. 

I..Dalmon, Trav. laborat ,  zool. exper, facultd sei. de Lyon:  Nr. 4 (1966). 
4 F..Fetter und T. Gumpelmayer, Die •odenkultur 18, 4 (1967). 
5 H. Altmann, .F..Fetter und E. P]isterer, in Vorbereitung. 
6 H. Senger, Arch. iVIikrobiol. 40, 74 (1961). 

G. Richter und H .  Senger, Biochim. Biophys. Acta  87, 502 (1964). 
H. Altmann, I .  Dol]e8 und _Fi -Fetter; Analyt.  Biochem; 22, 477 (1967). 
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Die Suspension wurde dann auf eine S~iule gebraeht -- in unserem Fall 
300 • 15 mm - -  und so lange naehgewaschen, bis die Ext inkt ion des Eluates 
bei 280 nm Null betriigt. 
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Abb. 1. Einbau yon Thymidin-14C. 

Abb. 2. Einbau von Thymin-14C. 

Auftrennung der Nukleins~uren aus Chlorella pyrenoidosa fiber modifi- 
zierte Methylalbumin--Kieselgur-S~ulen. Eluiert wurde mit einem lineareD 
NaC1-Gradienten: 250ml 0,2m-NaC1 und 250ml 1,5m-NaC1. 

1. Niedermolekulare Verbindungen (Verunreinigungen). 
2. s-RNS. 
3. DNS. 
4, r-RNS. 

]:)as nach Richter und Senger ~ mit Hilfe der Phenolsp~ltung und Alkohol- 
f~llung gewormene Nukleinsiiuregemiseh soU zur Auftrennung in verdiinnter 
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L6sung auf die Saulen aufg'obracht werden. Bei der besehriebenen Sau]en- 
dimension soll die aufgetragene Nukleins/~uremenge etwa 2,5 mg nieht fiber. 
steigen. 

Eluier~ wurde mit einem linearen NaCI-Gradienten: je 250 ml 0,2m- und 
1,5m-L6sung in O,05m-Tris-Puffer (ptI 6,7). Die Elutionsgesehwindigkeit 
betrug etwa 5 ml/7,5 Min. Aufgefangen ~urden die einzelnen Fraktionen mit 
Hilfe eines automatisehen LKB-Fraktionskollektors. Die ExfMnktion der ein- 
zelnen Fraktionen wurde bei 260 mn mit einem Spektralphotometer (Zeiss 
PM Q II) gemessen. Zur Bestimmung der 14C-Aktivit~t als MaB ffir den Ein- 
bau von Thymin bzw. Th3anidin in die D N S  wurden je 3 ml der einzelnen 
Fraktionen attf Aluminiumsehglehen aufgedampf~ mid im Methandurehflul3- 
z/~hler (FI-I 49, Frieseke & Hoepfner) gemessen. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Abb. t und 2 zeigen den Einbau yon Thymidin bzw. Thymin in die 
D N S  synchroner Chlorella in der 16. Stunde des Entwicldungszyklus. 
Obwoh] bei den dargestellten Auftrennungen ungleiche Mengen an 
Nukleins/iureextrakt aufgetragen worden waren, karm man aus der 
spezifl Aktivit//t d.eutlich sehen, dab Thymidin yon der Chlorell~ etwa 
10ram besser zum Einbau in die D N S  verwertet werden kann als Thymin. 

Die Restaktivit//t, die sich bei cter Anftrennung nach d.em Einbau 
yon Thymidi~ in die D N S  innerhalb der r - R N S  zeigt, diirfte auf die 
yon Holoubelc ~ beschriebene, neu synthetisierte D N S ,  die einen Protein- 
anteil enthalten soll, zv:riickzufiihren seim 

9 V. Holoubek, Anal~%. Bioehem. 18, 375 (1967). 


