Monatshefte fiir Chemie 99, 1076—1079 (1968)

Uber die Verwertung von Thymin und Thymidin
als DNS-YVorstufe in Chlorella pyrenoidosa

Von
F. Fetter und H. Alfmann

Aus dem Institut fir Biologie und Landwirtschaft des Reaktorzentrums
Seibersdorf

(Leiter: Prof. Dr. K. Kaindl)
Mit 2 Abbildungen

( Bingegangen am 7. Februar 1968)

Es wurden Untersuchungen iiber den Einbau von Thymin
und Thymidin in synchronisierte Chlorella-Zellen wihrend der
S-Phase durchgefiithrt. Chlorella verfiigt Uber Enzymsysteme,
die sie zur Verwertung beider Vorstufen fiir die DNS-Synthese
beféhigen. Der Einbau des Thymidins erfolgt etwa 10mal stéirker
als der des Thymins.

Investigations have been carried out on the incorporation
of thymine and thymidine in synchronized chlorella cells during
the 8 phase. Chlorella contains enzyme systems capable of
using both precursors for DNA synthesis, but thymidine is
incorporated 10 times more rapidly than thymine.

Einleitung

Verschiedene Mikroorganismen, wie z. B. die Hefe, sind nicht imstande,
Thymin oder Thymidin in ihren DNS-Stoffwechsel einzubeziehen.!
Deshalb werden hiufig Desoxycytidin und Desoxyuridin zur biosyntheti-
schen Markierung der DNS eingesetzt. Eine grofie Anzahl verschiedener
Organismen schopfen die Vorstufen fiir die Biosynthese sowohl der DNS
wie auch der RNS aus dem gleichen Nukleotid-Pool. Die Ribonukleosid-
Diphosphate nehmen dabei eine zentrale Stelle ein. Sowohl aus Uridin-

1 E. R. Lochmann, Naturwiss. 52, 498 (1965).
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Diphosphat als auch aus Cytidin-Diphosphat kann Desoxythymidin-
Diphosphat gebildet werden?.

Dalmon® konnte bereits einen Einbau von Thymidin in Chlorella
feststellen, ohne jedoch bei. seinen Untersuchungen synchrones Zell-
material zu verwenden und ohne chromatographische Auftrennungen
der Nukleinsiuren durchzufiihren.

Durchfihrung der Untersuchungen

Fir unsere Untersuchungen verwendeten wir die einzellige Griinalge
Chlorella pyrenoidosa, Stamm Nr. 211—8b, der-Algensammlung des Pflanzen-
physiologischen Instituts der Universitédt Gottingen. Zur Gewinnung syn-
chronen Zellmaterials diente eine automatische Anlage?.

Nach Feststellung des Zeitraumes der DNS-Synthese innerhalb des
Zyklus® wurde die 16. Stunde des 28-Stundenzyklus (16 Stdn. Lichtphase,
12 Stdn. Dunkelphase) als Zeitpunkt der maximalen DNS-Synthese aus-
gewahlt. Die zu diesem Zeitpunkt der Ziuchtungs- und Synchronisations-
anlage entnommenen Algen (1Xx 107 Zellen/ml) wurden durch Zentrifugation
von der rein anorganischen Nahrlosung® abgetrennt und in 250 ml Néhr-
16sung, der 25 pCi 14C-markiertes Thymin oder Thymidin zugegeben worden
war, 30 Min. bei 30° C inkubiert.

Die Nukleinsduren aus der Chlorella (3 g Chlorella-Feuchtgewicht) wurden
nach einer Methode von Richter und Senger? isoliert und auf einer modifizier-
ten Methylalbumin—XKieselgur-Séule® aufgetrennt.

Die herkémmliche, von vielen Autoren beniitzte Methode der Auftrennung
auf Methylalbumin-Kieselgur hat den Nachteil, daB sich die Séulen leicht ver-
stopfen und fir die Elution Druck angelegt werden muBl, wodurch oft Unregel-
miBigkeiten bei der Auftrennung auftreten.

Um dies auszuschalten, verwendeten wir als Absorptionsmaterial fiir das
Methylalbumin eine gekérnte, siduregewaschene und geglithte Kieselgur, die
als Fillmaterial fiir gaschromatographische Sdulen hergestellt wird. Dieses
sogenannte ,,Gaschrom P (60-—80 mesh) bezogen wir von der Firma Serva
(Heidelberg).

Die Beladung des Gaschrom P mit Methylalbumin wurde in der Kélte
{4° C) durchgefiihrt.

Gaschrom. P wurde mehrmals in destill. Wasser suspendiert und ab-
dekantiert, anschlieflend mit gleicher Volumsmenge 0,1m-NaCl-Lésung in
0,05m-T'ris-Puffer (pH 6,7) versetzt und pro 50 g Gaschrom P 10 ml 1proz.
wiBr. Methylalbuminlésung zugegeben. Nach 60 Min. Rihren wurde die
NaCl-Konzentration auf 0,2m gebracht, nochmals 30 Min. geriihrt, dann der
Uberstand abdekantiert und die Methylalbumin-Kieselgur einige Male mit
0,2m-NaCl (pH 6,7) nachgewaschen, um {iberschiissiges Methylalbumin zu
entfernen.
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Die Suspension wurde dann auf eine Sdule gebracht — in unserem Fall
300 x 15 mm — und so lange nachgewaschen, bis die Extinktion des Eluates

bei 280 nm Null betrigt.
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Abb. 1. Einbau von Thymidin-14C.
Abb. 2. Einbau von Thymin-14C.

Auftrennung der Nukleinséuren aus Chlorella pyrenocidosa tiber modifi-
zierte Methylalbumin—XKieselgur-Séulen. Eluiert wurde mit einem linearep
NaCl-Gradienten: 250 ml 0,2m-NaCl und 250 ml 1,5m-NaCl.

1. Niedermolekulare Verbindungen (Verunreinigungen).

2. s-RNS.

3. DNS.

4. r-RNS.

Das nach Richier und Senger” mit Hilfe der Phenolspaltung und Alkohol-
féllung gewonnene Nukleinsiiuregemisch soll zur Auftrennung in verdinnter
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Losung auf die Séulen aufgebracht werden. Bei der beschriebenen Saulen-
dimension soll die aufgetragene Nukleinsduremenge etwa 2,56 mg nicht iiber-
steigen.

Eluiert wurde mit sinem linearen NaCl-Gradienten: je 250 ml 0,2m- und
1,5m-Losung in 0,05m-Tris-Puffer (pH 6,7). Die Elutionsgeschwindigkeit
betrug etwa 5 1ml/7,5 Min. Aufgefangen wurden die einzelnen Fraktionen mit
Hilfe eines automatischen LKB-Fraktionskollektors. Die Extinktion der ein-
zelnen Fraktionen wurde bei 260 nm mit einem Spektralphotometer (Zeiss
PM Q II) gemessen. Zur Bestimmung der 14C-Aktivitdt als MaB fiir den Ein-
bau von Thymin bzw. Thymidin in die DNS wurden je 3 ml der einzelnen
Fraktionen auf Aluminiumschilchen aufgedampft und im Methandurchfluf-
zihler (FH 49, Frieseke & Hoepfner) gemessen.

Ergebnisse und Diskussion

Abb. 1 und 2 zeigen den Einbau von Thymidin bzw. Thymin in die
DNS synchroner Chlorella in der 16. Stunde des Entwicklungszyklus.
Obwohl bei den dargestellten Auftrennungen ungleiche Mengen an
Nukleinsédureextrakt aufgetragen worden waren, kann man aus der
spezif. Aktivitdt deutlich sehen, daB Thymidin von der Chlorella etwa
10mal besser zum Einbau in die DNS verwertet werden kann als Thymin.

Die Restaktivitdt, die sich bei der Auftrennung nach dem Einbau
von Thymidin in die DNS innerhalb der r-RNS zeigt, diirfte auf die
von Holoubek?® beschriebene, neu synthetisierte DN S, die einen Protein-
anteil enthalten soll, zuriickzufithren sein.

® V. Holoubek, Analyt. Biochem. 18, 375 (1967).



