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Im Entwicklungscyclus der Chlorella wird ein Stadium ge- 
ringster Strahlenresistenz knapp vor dem Einsetzen der DNS-  
Synthese durchlaufen. W/~ln'end der S-Phase steigt die l~esistenz 
an und erreieht ihren I t6hepunkt  naeh Abschlul] der DNS-  
Synthese. 

Bei einer akuten Gammabestrahlung mit  10 krad konnte 
eine Stimulierung der DNS-Synthese beobaehtet werden. ~ in -  
gegen war bei einer Strahlendosis, welehe das Koloniebildungs- 
verm6gen zu 500/o unterdriiekte, eine sehwaehe I-Iemmung der 
Synthese bemerkbar. Erst  dutch 40 l~'ad (etwa LDg0) wurde 
die DNS-Synthese stark unterdriiekt. 

M6gliehe Erklfirungen fiir die Sehwankungen der Strahlen- 
sensitivit/~t im Ablauf des Cyelus werden diskutiert. 

The variation in the radioresistanee of Chlorella cells during 
their life cycle has been compared with the D N A  synthesis. 
The most sensitive stage was immediately before the beginning 
of D N A  synthesis and a rapid rise in resistance developed during 
the S phase. The most resistant stage occurs when D N A  syn- 
thesis is completed. After irradiation with 10 krads a stimulation 
of D N A  synthesis was observed. After a dose, sufficient to reduce 
colony-forming ability by 50%, there was only a small reduction 
in D N A  synthesis. At 40 krad (LDg0) D N A  synthesis was 
strongly inhibited. Possible mechanisms for the variation in 
radiation sensitivity during the life cycle are discussed. 
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Viele Untersuchungen befassen sich mit der Verz6gerung oder Unter- 
driiekung der D N S . S y n t h e s e  dutch ionisierende Strahlen 1-5. E u l e r  uad  
H e v e s y  ~ beobaehteten als erste die strahlenbedingte Hemmung des Ein- 
baues yon 32p in die D N S .  Die gefundene Unterdriickung der D N S -  

Synthese wurde mit der ftir diese Synthese notwendigen Indukt ioa  yon 
Enzymen in Zusammenhang gebracht 7. Zu diesen Enzymen z~thlen vor 
~llem die d C M P - D e s a m i n a s e ,  die Thymidin- und Thymidilat-kinasen, 
T M P - S y n t h e t a s e n  und D N S - P o l y m e r a s e n ,  die glle als ,,sensitive" 
Enzyme bekannt sind s. Charakteristika der sensitiven Enzyme sind 
Instabilit~t und Empfindlichkeit gegeniiber physiologischen Ver~nderun- 
gen der Zelle sowie t in hoher metaboliseher Umsatz. B o l l u m  konnte 
al]erdings zeigen, dal] auch bei unterdriiekter D~VS-Synthese D N S -  

Polymerasen und Thymidin-Kinasen weiterhin synthetisiert werden 9. 
Diese Enzyme sollen relativ strahlenresistent sein und erst bei sehr hohen 
Dosen inaktiviert werden1% 

Aueh direkte str~hlenbedingte Vergnderungen am DNS-~olekii111 
sowie im Vorstufen-PooI der Zelle 12 k6nnen zu Sehiidigungen fiihrem 
Allerdings scheint die ,,primer-Aktivit/~t" der D N S  dureh geringe Strah- 
lendosen nicht wesentlich veri~ndert zu werden 13. 

Es liegen andererseits aueh Arbeiten vor, in denen kein strahlen- 
bedingter Einfluf~ auf dig DNS-Synthese festgeste]It wnrde la. Allerdings 
zeigte sich bei diesen Versuchen mit synchronen tierisehen Gewebe- 
kulturen, dal~ eine strahlenbedingte Blockierung unmittelbar vor der 
Mitose zu einer St6rung im Entwieklungszyklus fiihrt 14. Es wurde daraus 
gesch]ossen, da[~ gehemmte D N S - S y ~ t h e s e n  auf sekundi~re Effekte, die 
~uf strahlenbedingten mitotischen Hemmungen beruhen, zuriickzufiihren 

1 B.  Posner  u n d  A .  H.  Sparrow,  R~diat. Bot. 4, 253 (1964). 
D. C. Shepard,  Expe l  Cell Res. 38, 570 (1965). 

3 A .  M .  K u z i n  und A .  A .  Vainson,  Radiobiologiya 5, 785 (1965). 
R.  E.  L ib i zon  u n d  I .  A .  Tsereteva, l~adiobiologiya 0, t (1966). 
L.  O. Chang, S .  S .  Wgll iams und W. B.  Looney,  Natm'e 211, 5046 (t966). 

6 G. Hevesy und H. Euler,  K. d~nske Vidensk. Selsk. skr. Biol. Medd. 
17, 8 (1942). 

7 S.  Okada u n d  I .  H.  Hempe lmann ,  Internal. J. Radi~t. Biol. 1, 305 
(1959). 

s j .  S .  _Roth, Life Sei. 3, 1145 (1964). 
9 F .  J .  Bol lum,  J .  W.  Andregg, A .  B.  ;VlcElya u n d  U. R .  van Potter, 

C~neer ]~es. 20, 138 (1960). 
10 E.  R.  Walwich  u n d  R.  K .  M a i n ,  Biochim. Biophys. Acts 55, 225 (1962). 
11 j .  L.  Van  Lancher,  Bioehim. Biophys. Acta 45, 57 (1960). 
12 R.  A .  McGrath,  R .  W.  Wi l l i ams  und R.  B.  Seltow, Internat. J. ]~adiat. 

Biol. 8, 4 (1964). 
is Ch. Wheeler u n d  S.  Olsada, Intern~t. J. l~adiat. Biol. 3, 23 (1961). 
~ G. F .  Whitemore,  C. P .  S tanners  u n d  J .  E .  Til l ,  Biochim. Biophys. 

Act~ 47, 66 (1961). 
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sin& Aber auch eine gewisse Stimulierung 4er D N S - S y n t h e s e  nach Ein- 
wirkung geringer Strahlendosen konnte nachgewiesen werden 15. 

In  den vorliegenden Untersuchungen wurde die strahlenbedingte 
Beeinflussung der DNS-Synthese na, eh drei versehiedenen Methoden 
iiberpriift. 

Im ersten Versueh wurde zu versehiedenen Zeitpnnkten des Cyclus 
bestrahlten und unbestrahlten ChIorellazellen s2p angeboten. 

In  der zweiten Versuehsserie wurde die Chlorella gegen Ende der 
G1-Phase mit versehiedenen Dosen bestrahlt; ansehlieBend lieB man sie 
zu verschiedenen Zeitpunkten der S-Phase 14C-Thymidin kurzzeitig 
einbauen ~6. 

Drittens wurde zum Zeitpunkt der maximalen D N S - S y n t h e s e  in 
besgrahlte nnd unbestrahlte Chlorellazellen 14CiThymidin kurzzeitig 
eingebaut; die Nukleinsgnren ~mrden extrahier~ nnd mit Hilfe einer 
modifizierten M A K - 1 V [ e t h o d e *  aufgetrenntlL 

Die in diesen Versuehsreihen erhaltenen Ergebnisse werden mit der 
Strahlensensitivi~/i.t w/ihrend der einzelnen Stadien in Zusammenhang 
gebraeht. 

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

Bei unseren Untersuehungen verwendeten wir die einzellige Grfinalge 
Chlorella pyrenoidosa, Stature Nr. 211-8b, der Algensammlung des Pflanzen- 
physiologischen Instituts der Universitgt G6~tingen. Das ffir die Untersuchun- 
gen notwendige synehrone Zellmaterial wurde einer automatisehen Anlage 
entnommen ~s. 

Einbauversuche mi t  3~p 

Wfihrend des Entwieklungseyelus der Chlorella wurde 8ram in Intervallen 
von je 4 Stdn. 200 ml Zellsuspension (ZeIlzahl 1 • 107 Zellen/em a) yon der 
Zfiehtungsanlage abgenommen und jede der 8 Proben in 2 aliquote Teile 
geteilt. 

Ein Teil wurde jeweils in einer 600 Ci 60Co-Gamma-Zelle (60 krad/Stde.) 
mit 40 krad bestrahlt. Es ist das die Dosis, welehe im resistentesten Punkt 
des Entwiekhmgseyelus der LDg0 entsprieht. Der andere Teil (Kontrolle) 
wurde inzwisehen bei gleieher Temperatur im Dunkeln gehalten. 

Naeh der Bestrahlung wurde die Inkubation mit 32p d urehgeffihrt: Dazu 
wurden die bestrahlte Probe trod die Kontrolle mit je 4 i~Ci a'2p (1 mCi/mM) 
versetzt und 30 Min. bei 300 C gerfihrt. 

Das markierte Algenmaterial wurde 2mal mit Nghrl6sung gewasehen 
und die D N S  sodann naeh einer modifiziert~en Methode yon Schmid t  u n d  
Tannhauser  mit Xoehsalzl6sung extrahiert1% Naeh alkMiseher tIydrolyse 

*Chromatographie auf einer 3/iethylalbumin--Kieselgur-S~iule. 
is t?. E .  R a s m u s s e n  und R.  B.  Fain ter ,  J .  Cell Biol. 29, 11 (1966). 
~6 F .  Fetter u n d  H.  A l t m a n n ,  in Ausarbeitung. 
1~ H.  A l t m a n n ,  I .  Dole~s u n d  F .  Fetter, Analyt. Bioehem. 22, 177 (1967). 
is F .  Fetter und T. Gumpelmayer ,  Die Bodenkultm I 18, 4 (1967). 
~9 E .  Harbers, Die Nukleinsguren, Thieme, Stuttgart 1964. 
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und Alkoholf~llung wurde das mit  ~ thanol  gewaschene D57S-t)r~zipitat 
auf Aluminiumsch~lchen aufgedampft und die ~P-Aktivi t~t  im )/[ethan- 
durchfluBz~hler gemessen. 

In  der folgenden Abbildung ist die durch den ~P-E inbau  charakteri- 
sierte DNS-Synt~hese in Korrelation zur Strahlenresistenz innerhalb des 
Zelleyclus dargestellt. 

Bestimmung der DNS-Synthese und deren Unterdri~clcung oder Stimulierung 
dutch Gamma-Strahlung, gemessen durch Einbau yon 14C.Thymidin 

2000 ml der Suspension synehroner Chlorellazellen wurde in der 8. Stde. 
des Cyclus yon der Ziichtungsanlage abgenommen und in 4 gleiehe Teile 
geteilt. Ein Teil wurde Ms Kontrolle bei gleieher Temperatur im Dunkeln 
gehMten, w~hrend die anderen 3 Teile mit  je einer der folgenden Gamma- 
Dosen hestrahlt wurden: 

1. Tell" 10 krad. 

2. Tell: 20 kr~d. 

3. Teil: 35 krad. 

Die drei untersehiedlich bestrahlten Proben trod die Kontrolle wurden 
hierauf unter sterilen Bedingungen in 4 Z(ichtungss~tulen gebracht. Die 
Kul turen wurden nun  unter  den bekannten Bedingungen welter w~chsen 
gelassen zs. 

Ab der 11. Stde. des Entwicklungscyclus wurden yon jeder S/~ule in 
Abst~nden yon 3 Stdn. Proben genommen (100 ml, 7 • 106 Zellen/ml) und  
mit  4 [zCi 14C-Thymidin (Spezif. Akt. 25--30 mCi/mMol) 30 Min. bei 30~ 
unter  l~iihren inkuhiert. Naeh der Inkubat ion  wurde das markierte Algen- 
material ~bzentrifugiert, 2ram mit ~-~hrl6sung gewaschen und zur Ent-  
fernung der niedermolekularen Substanzen mit  60proz. Alkohol behandelt. 
Nach Zentrifugation wurden die Zellriickst~nde zur Entfernung der Farb- 
stoffe und Lipoide in einem Alkohol Xther-Gemisch (V/V 3: 1) aufgenom- 
men, ger/ihrt und nach Zentrifugation mit  reinem Xther ersch6pfend extra- 
hiert. Die Gewinnung der Nukleins~uren erfolgte durch 20 Mir~. langes Er- 
hitzen der Zellriickst/~nde auf 90~ mit 5proz. Trichloressigs~ure (TCE), 
wobei die Nukleinsguren in L6sung gebracht wurden. AnschlieBend wurde 
heil~ abzentrifugiert und  der Riickstand verworfen. 

Vor der Messung der Aktivit~ten wurde die T CE durch oftmaliges Aus- 
schiitteln mit ~ ther  entfernt. D~nach wurden die Proben auf Aluminium- 
sch~lcheu am Sandbad zur Trockene eingedampft und die Aktiviti~ten im 
Methandurchflu Bzi~hler gemessen. 

In  der folgenden Abbildung ist die 14C-Aktivit~t naeh Einbau des 
14C-Thymidin in die D N S  der Chlorella nach Bestrahlung mit verschiedenen 
Dosen wiedergegeben. 

Einbau yon ~4C-Thymidin in bestrahlte und unbestrahlte ChlorellazeUen in der 
16. Stunde des Entwicklungscyclus 

2 •  1 Suspension synchronen ZellmateriMs rait einer Zellzahl yon 
1 • 107/ml wurden zur 16. Stunde des 28-Stunden-Cyelus der Ziichtungs- 
anlage entnommen. Die Algen wurden sodann in einer 6 l-MSE-Kiihlzentri- 
fuge von der :N~hrlSsung abzentrifugiert, 1ram mit 0,1~m-)Sannit-L6sung 
gewuschen und in je 100 ml dieser LSsurig aufgenommen. 
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Eine der beiden Proben win-de mit  der LD90 ffir Chlorella (in der resisten- 
testen Phase etwa 40 krad) in einer Gamma-Zelle mit  einer Dosisleisttmg yon 
etwa 60 krad/Stde, bestrahlt. Die Kontrolle warde inzwisehen bei gleieher 
Temperatur im Dunkeln gehalten. Sodann wttrden bestrahlte Probe und 
Kontrolle mit  je 200 ml N~hrlSstmg, in weleher je 25 ~Ci 14C-Thymidin 
(Spezif. Akt. 25--30 mCi/mMol) gel6st waren, versetzt trod im Klimarattm 
unter dauerndem t~fihren bei 30 ~ C 30 Min. inkubiert. 
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Zusammenhang zwischen StrahlerLresistenz und D_hTN-Synthese 
innerhalb des Entwicklungseyclus 

Naeh der Inkubat ion  wurden die Proben abzentrifugiert, das markierte 
Algenmaterial 2real mit  O,05m-Tris-Puffer,  pH 6,7, gewaschen, sodann das 
t0euchtgewicht des Materials bestimmt und getrennt au_fgearbeitet. Die 
weitere Aufarbeitung der Chlorella sowie die Extrakt ion der Nukleins~uren 
wurde naeh einer yon Richter und Senger 20 speziell ffir Grfinalgen ausgearbei- 
teten Methode, die sich der Phenolspaltung bedient, durehgeffihrt. 

Die isolierten Nukleins~uren warden auf einer modifizierten M A K - S a u l e  
aufgetrennt 17. 

Die Elution yon der S~ule wurde mit  einer peristaltisehen Pumpe auf 
5 ml/7,5 Min. eingeregelt. Aufgefangen wurden die einzelnen Fraktionen mit  
Hilfe eines automatischen LKB-Fraktionskollektors. Die Extinkt ion der 
einzelnen Fraktionen wurde bei 260nm mit  einem Spektralphotometer 
(Zeiss PM Q II) gemessen. Zur Bestimmung der 14C-Aktivitgt als MaB ffir 
den Einbau yon Thymidin in die D N S  wurden je 3 ml der einzelnen Frak- 
t ionen auf Aluminiumsehglehen aufgedampft und im Methandurchflugzghler 
(FI-I 49, Frieseke & ttoepfner) gemessen. 

I n  Abb. 3 ist die Unterdrfiekung der D N S - S y n t h e s e  naeh Bestrahlung 
mit  40 krad zum Zeitpunkt der maximalen DNS-Synthese dargestellt. 

20 G. Richter und H.  Senger, Biochim. Biophys. Acta 87, 502 (1964), 

lKona t she f t e  f f i r  Chemie ,  B d .  99/3  74 
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D i s k u s s i o n  4e r  E r g e b n i s s e  

Abb. 1 zeigt, dai} der sensitivste Punkt  im Cyclus mit dem friihen 
Beginn der D_hTS-Synthese zusammenfiillt oder knapp vor deren Beginn 
liegt. Zu iihnliehen ErgebnJssen kommen Teresima und Tolmach 21 an 
Gewebekulturzellen. Diese Autoren stellten die Kurve der DNS-Synthese 
der Strahlenempfindliehkeit synchroner HeLa Zellen gegenfiber und fan- 
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Abb. 2. Hemmung bzw. Stimulation der DNS-Synthese nach Bes~rahlung, 
gemessen durch 14C-Thymidineinbau 

den ein Minimum an Oberlebenden zu Beginn der S-Phase. Diese Ergeb- 
nisse 4ecken sich auch mit denjenigen, die bei Versuehen mit syachronen 
He~ezellen gefunden worden waren. (M. Putz un4 H. Altmann, in Aus- 
arbeitung.) 

Im Verl~uf der DNS-Synthese konnten wir ein st~rkes Ansteigen der 
Strahlenresistenz der Zellen beobaohten. In der 22. Stunde des Cyelus 
- -  im Zeitpunkt hSchster Resistenz - -  ist die DNS-Synthese, eharakteri- 
sier~ dutch den 32p-Einbau, sehon im Abklingen, aber noch naehweisbar. 

D a  bei der hier beschriebenen Methode eine Trermung yon extrahier- 
ten Nukleinss und Polyphosphaten nicht exakt durehgefiihrt werden 
kann, wurde in einem anderen Versueh die Nukleins~urevorstufe 14C- 
Thymidin eingebaut (Abb. 2). 

3z T. Teresima und L. J. Tolmach, Biophys. J. 3, 11 (1963). 
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Es konnten hier irt bezug auf Beginn und Maximum der DNS-Synthese 
mit  der ersten Untersuehung tibereinstimmende Ergebnisse erhalten 
warden. AuffMlend ist vor allem die im zwei~en Versuoh festgestellte 
Stimulierung bei einer Gamma-Bestrahlung yon 10 krad um 10% der 

qb 

C~ 
,5 

q5o. 

0,4C 

0,3C 

q2c 

O, tO 

Chlorella unbestrahlt. "~ 
190 

A " Ext. (o.O.) 26Ohm. 
750 

. . . . . . . .  Akt. c.p.M[n. [ 1  
,q 

~ ~x 70 

30  

O lO 20 50 40 50 60 �9 

c5 

[ 

a4~ I 
[ 

q30[ 

t 

q2~ i 
r 

qT~ i 

Abb. 3. Einbau 
bestrahlten 

.e 

Chlogella bestrahit 
mit ~0000 rad. mo 

110 

70 

0 iO 20 30 40 50 50 ErokL 

yon i4C-Th3maidin in die DNS aus besgrahlten und un- 
Chlorellazellen wghrend der 16. Sgmlde des Zelleyetus 

Kontrolle. Bei 20 krad kommt  es bereits zu einer Unterdriiekung auI 84% 
und bei 35 krad auI 58% des Kontrollwertes. 

Da die Indukt ion der DNS-Synthese ein ]ichtabh/mgiger ProzeB ist 2~, 
be idem vor allem 8H-gruppenhaI~ige Verbindungen eine bedeutende ~olle 
spielen, seheint vor cter Bestrahlung (kbb. 2) in der 9. Stunde des Cyclus 
entweder die Indukt ion der Synthese sehon erfolgt zu sein, oder abet  die 
Zeitpunkte ftir die Probenahme lagen zu weir anseinander, als dab man 

~2 H. Senger und H. I. Bishop, Plant and Cell Physiol. 7, 441 (1966). 

71" 
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bei der Stimulierung bzw. Hemmung der DNS-Synthese eine zeitliehe 
Verschiebung derselben hi~tte feststellen k6nnen. 

Die Ursachen fiir die Stimulierung und Hemmung sind noch weit- 
gehend ungekl~rt. Die Annahme, dab die fiir die DNS-Syathese not- 
wendigen Enzyme erst knapp vor 4eren Beginn gebildet werden ~-3 und 
diese Neusynthese durch die Strahlung unterdriickt wird, stellt die Grund- 
lage fiir mSgliehe Hemmechanismen dar. Dagegen sprieht allerdings, dab 
bei 10 krad eine 4eutliche Stimulierung erfolgt, die allgemein mit Enzym- 
aktivit/~tssteigerungen naeh der Bestrahlung erkli~rt wir4. Es sollten also 
zum Zeitpunkt der Bestrahlung bereits die fiir die DNS-Synthese not- 
wendigen Enzyme vorhanden gewesen sein. 

Die Au~trennung des Nukleins/iuregemisches aus Chlorella fiber 
MAK-Siiulen ergab keinen wesentlichen Untersehied zu den Ergebnissen, 
welehe bei den vorher 4urchgefiihrten Untersuchungen erhalten wurden 
(Abb. 3). Obwohl durch die angewendet, e Strahlendosis yon 40 kra4 etwa 
95% der Zellen am Koloniebildungsverm6gen gehindert wttrden 24, konnte 
dennoeh eine DNS-Syathese, wenn aueh stark unterdrfickt, festgestellt 
werden. 

33 R. A. Johnson und R. Schnddt, Biochim. Biophys. Acta 129, 140 (1966). 
st E. P/isterer, Studia Biophys. 6, 73 (1968). 


