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Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus wurde 0,3 X 106 rad
60Co-Gammastrahlung ausgesetzt. Zu verschiedenen Zeiten nach
der Bestrahlung wurde der Einbau von 32P043- in die freien
Nucleotide untersucht. Die ausgeprégteste Veranderung gegen-
Uber einer nichtbestrahlten Kontrolle war eine Abnahme der
Menge und Radioaktivitdt von Adenosintriphosphat bei gleich-
zeitigem Anstieg von Adenosinmonophosphat. Auch bei Uridin-
5’-diphosphat-N-acetylglucosamin  und  Uridin-5’-diphosphat-
mannose ergaben sich quantitative Verschiebungen.

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus was gamma-
irradiated at a dose of 0.3x 108 rad 60Co. At different times
after irradiation the incorporation of 32P043~ into the acid-soluble
nucleotides was investigated. The most noticeable change with
respect to a non irradiated control was the decrease in the quantity
and radioactivity of adenosine triphosphate concomitant with
an increase in adenosine monophosphate. A quantitative shift in
the amounts of uridine-5’-diphosphate N-acetyl-glucosamines and
uridine-5’-diphosphate mannose was also observed.

In vorangegangenen Untersuchungen beobachteten wir®> 2 eine Ver-
minderung der Syntheserate von Desoxyribonucleinsiure (DNS) in Hefe-
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zellen, die 300 000 rad 89Co-Gammastrahlung ausgesetzt waren. Welche
Stoffwechselverdnderungen fir diese Unterdriickung der DNS-Synthese
verantwortlich sind, ist noch weitgehend ungekldrt. Um den Hemmungs-
mechanismus der DNS-Synthese ndher zu beleuchten, wurden in dieser
Arbeit die Verdnderungen in den Vorstufen der Nucleinsduresynthese
untersucht.

Der Pool der freien Nucleotide in der Hefe besteht hauptséchlich aus
Ribonucleotiden, da hier erstens die Ribonucleinséiure (RNS) den Haupt-
anteil an der Gesamtnucleinsiure der Zelle darstellt und zweitens der
iiberwiegende Teil der Desoxyribonucleotide nur unmittelbar vor bzw.
withrend des DNS-Synthesestadiums in der Zelle aus diesen Ribonucleo-
tiden mit Hilfe von Reduktasen gebildet wird. Diese hauptséchlich fiir die
Nucleinsiuresynthese notwendigen Mono-, Di- und Triphosphate der
Nucleoside sind ebenso wie die gruppeniibertragenden frelen Nucleoside
und Zuekerphosphate wichtige Zwischenprodukte oder Co-Enzyme des
Stoffwechsels der Zelle. Durch ihre Bestimmung kann man also einen
guten Einblick in den Allgemeinzustand, in dem sich die Zelle befindet,
gewinnen und somit die durch verschiedene Behandlungsmethoden
erzielten Schadigungen der Zelle studieren. Man kann den Aussagewert
dieser Analysen dadurch noch bedeutend erhéhen, daB man vor der
Tsolierung der genannten Verbindungen radioaktiv markierte Vorstufen,
wie z. B. 32P043-, von der Zelle in diese Verbindungen einbauen 143t.
Dadurch kann man in den meisten Fillen eine neu synthetisierte Verbin-
dung von einem Um- oder Abbauprodukt einer bereits vorhandenen
Substanz unterscheiden.

Experimenteller Teil

Anzucht, Bestrahlung und Charakterisierung des Wachstumsstadiwms der Hefe-
zellen

Um eine méglichst homogene Population zu bekommen, wurde unser
Untersuchungsmaterial aus einer diploiden Einzelzelle des #uBerst radio-
resistenten Hefestamnmes Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus in einem
halbsynthet. Nahrmedium? herangezogen. In der logarithmischen Wachstums-
phase wurden aliquote Mengen (je 20 g Hefefeuchtgewicht), in 200 ml fri-
schemn Nahrmedium suspendiert und 0,3 Mrad einer 60Co-Gammastrahlung aus-
gesetzt (,,Gammacell 200°; 76 krad/Stde.). AnschlieBend wurde mit halb-
synthet. Nahrmedium auf 3,01 verdiinnt und bei 24° C geschiittelt. Gleich-
zeitig wurde aueh beil dieser Temp. an einem aliquoten Teil dieser Hefe-
suspension in einem Apparat nach Warburg die COgz-Produktion gemessen
(MeBdauer jeweils 10 Min.; Sechiittelamplitude 20 mm; Schiittelirequenz
90/Min.; Kolbenvolumen 16 ml; Volumen der Hefekultur 6 ml; Gasatmo-
sphire; Ng). Die logarithmische Darstellung dieser COs-Produktion in Ab-

8 . Stehlik und K. Kaindl, Food Irradiation, STI/PUB/127, [AEA,
Vienna 299 (1966).
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héngigkeit von der Zeit ergibt eine Gerade, deren Anstieg ein Mafl fiir die
Vermehrung der Hefe und deren Ordinatenabschnitt ein MaB8 fur die Géirungs-
intensitét ist*.

Fir die Untersuchungen an den freien Nucleotiden wurden zu verschie-
denen Zeiten, die in Abb. 2 durch Pfeile gekennzeichnet sind, die Hefezellen
durch Zentrifugation abgetrennt.

Einfluf von Gammastrahlung auf das Uberleben von Saccharomyces cerévisiae
var. ellipsoideus

3 ml Portionen der Hefesuspension in logarithmischer Wachstumsphase
(etwa 0,9 x 108 Zellen/ml) wurden in gut belifteten Glasgefdflen von 5ml
Inbalt verschiedenen Dosen einer 60Co-Gammastrahlung (Dosis 0,8 x 108 rad/
Stde.) bei Raumtemp. ausgesetzt. AnschlieBend wurden die Proben mit
Ringerlésung verdinnt, je 0,4 ml-Portionen auf Agarplatten aufgebracht und
bei 28° C bebriitet, wobei ebenfalls das halbsynthet. Néhrsubstrat verwendet
wurde. Nach 36 Stdn. wurden die gebildeten Kolonien gezdhlt. In Abb. 1
wurde der Bruchteil der tiberlebenden Hefezellen N/Ny gegen die Gamma-
strahlendosis aufgetragen.

Einbou von radioaktivem Phosphat in die Zellen

Proben zu je 20 g Feuchtgewicht wurden in 250 ml frischem Néhrmedium
suspendiert (entspricht etwa 8x 108 Zellen pro ml) und bei 24° C wéhrend
30 Min. in einer Flasche von 1250 ml Inhalt geschiittelt. Nach Zugabe einer
Losung von 50 uc 32P als NHH2PO,; (100 me/M) wurde wihrend 20 Min.
heftig geschittelt. Nach Beendigung dieses Phosphateinbaues fiigte man zur
Blockierung und Entschdumung 5 Tropfen n-Octanol zu und zentrifugierte die
Hefozellen. schnell mit Hilfe einer kontinuierlichen DurchfluBzentrifuge in der
Kilte ab. Zur Entfernung des adsorptiv gebundenen 32P043~ wurden die
Zellen in Waschwasser (enthaltend 59, Maltose und 0,0459%, inaktives KH2POy4)
suspendiert und sofort rezentrifugiert.

Isolierung, Auftrennung wnd Identifizierung der freien Nucleotide

Das abzentrifugierte Zellmaterial wurde in flissigen Ny eingebracht und
anschlieBend mit 150 ml 0,6n-HCIO4 (PCA4) 4 Min. in einem Mixer homogeni-
siert, wobei man die Temp. nie ttber 4° C ansteigen liefl. Nach Zentrifugieren
wurde der Riickstand erneut in fliissigen N eingebracht und mit weiteren
150 ml dieser PUA homogenisiert. Die vereinigten Uberstehenden Lésungen
wurden nach Filtration in der Kélte sofort mit 5n-KOH auf pH 7,0 gebracht,
das ausgefillte KC1O4 nach einigen Stdn. in der Kilte abfiltriert und mit
60proz. Athanol nachgewaschen. Um das KClO4 méglichst vollstandig ent-
fernen zu koénnen, wurden Extrakt und Waschalkchol (Gesamtvolumen etwa
600 ml) bei 4°C im Vak. mit Hilfe eines Rotationsverdampfers auf etwa
60 ml eingeengt. Nach Filtration und Nachwaschen mit 60proz. Athanol wurde
der die freien Nucleotide enthaltende Extrakt mit 5proz. NHjz-Losung auf
pH 8 gebracht, alle sauren Verbindungen an einer formiatbeladenen Anionen-
austauschersdule (DOWEX 1 X 10; 0,74 em?2 X 40 em) adsorbiert und mit 20 ml
sechwach ammoniakal. Wasser nachgewaschen. Die Fraktionierung der freien
Nuecleotide und Zuckerphosphate erfolgte nach der Methode von Cohn® in

¢ H. Gaisch und K. Kaindl, Z. Naturforsch. 18 b, 1070 (1963).
5 W. E. Cohn, J. Amer. Chem. Soc. 72, 1471 (1950).
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Abb. 1. EinfluB von vy-Bestrahlung auf das Uberleben von Saccharomyces
eerevisiae var. ellipsoideus
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Abb. 2. Vermehrung von unbestrahltem und bestrahltem (0,3 Mrad ¢°Co-
Gammastrahlung) Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus (gemessen in
einem Warburgapparat bei 25° C)
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der ,,gradient elution‘-Modifikation von Hurlbert ot al.®. In der Mischflasche
befanden sich 300 ml Wasser, in der Vorratsflasche wurde das Elutionsmittel
nach folgendem Schema gewechselt:

I: 1,0n-HCOOH (Fraktion Nr. 1—20)
II: 4,0n-HCOOH (Fraktion Nr. 21—130)
II1: 4,0n-HCOOH 4 0,2m-HCOONH4 (Fraktion Nr. 131-—190)
IV: 4,0n-HCOOH 4 0,4m-HCOONH, (Fraktion Nr. 191—320)
V: 4,0n-HCOOH -+ 0,8m-HCOONH, (Fraktion Nr. 321-—465)

Mit Hilfe von LKB-Fraktionskollektoren wurden Fraktionen zu je 5,5 ml
genommen, in einem Zeiss PMQ II Spektralphotometer die Extinktionen bei
260 und 280 nm fiir 1 cm Schichtdicke gemessen und nach Eindampfen ali-
quoter Teile in Aluminiumschélchen die 32P-Aktivitdt mit einem 2x-Methan-
durchfluBzahler bestimmt. Zur Identifizierung der Nucleotide diente das
Verhiltnis der Extinktionen bei 280 und 260 nm. Bei Substanzgemischen wur-
den die Fraktionen eines peaks nach der Extinktionsmessung zusammen-
gefalt, gefriergetrocknet, das Ammonformiat im Hochvak. bei etwa 30° C
wegsublimiert und die Nucleotide durch Papierchromatographie weiter auf-
getrennt. Als Losungsmittel wurden dabei fir die erste Dimension ¢-Butanol :
Ameisensiure : Wasser (8 : 3 : 4), fur die zweite Dimension n-Propanol : 25proz.
NH; : Wasser (6:3:1) verwendet. Mit Hilfe des Photoprint-Verfahrens
von Markham und Smith? wurde im UV-Bereich die Lage der Nucleotidspots
festgestellt. Nach Elution mit 0,1n-HCl wurden zur Charakterisierung die
UV-8pektren fir verschiedene pH-Werte aufgenommen.

Ergebnisse und Diskussion

Aus Abb. 1 ist ersichtlich, daf nach einer Bestrahlung mit 300 000 rad
nur ein relativ kleiner Prozentsatz der Hefezellen noch zu einer Kolonien-
bildung auf Agar-Platten befdhigt ist; jedoch sind die meisten der enzy-
matisch bedingten Reaktionen der Zelle viel strahlenresistenter.

Die Abb. 2 zeigt, dafi die Vermehrung in den ersten 5 Stunden nach der
Bestrahlung anndhernd mit der unbestrahlten Probe parallel verlduft.
Zwischen der 10. und 30. Stunde nach Beendigung der Bestrahlung wird
ein Plateau durchlaufen, in dem praktisch keine Hefevermehrung statt-
findet; anschlieBend daran kommt die Hefe wieder in eine logarithmische
Wachstumsphase.

In den Abb. 3—5 sind die sdulenchromatographischen Auftrennungen
der aus Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus isolierten freien Nucleo-
tide eingezeichnet.

Auf der Abszisse ist die Fraktionszahl angegeben, auf der Ordinate
links die Extinktion, gemessen bei 260 nm fir 1 cm Schichtdicke, und

8 R. B. Hurlbert, H. Schmitz, A. F. Brumm und V. R. Potter, J. Biol.
Chem. 209, 23 (1954).
7 B. Markham und J. D. Smith, Biochem. J. 45, 294 (1949).
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Abb. 4. Auftrennung der freien Nucleotide aus Hefe, 3 Stdn. nach Bestrahlung
mit 0,3 X 108 rad ¢0Co-Gammastrahlung (s. Punkt B in Abb. 2), nach Einbau

von 32P043- an Dowex 1x 10 (0,74 cm? x 40 cm)
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Abb. 5. Auftrennung der freien Nucleotide aus Hefe, 15 Stdn. nach der Be-
strahlung mit 0,3 X 108 rad 60Co-Gammastrahlung (s. Punkt Cin Abb. 2), nach

Einbau von 32P03~ an Dowex 13X 10 (0,74 em? X 40 cm)
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rechts unten die gefundene Radioaktivitdt in Impulsen pro Minute. Rechts
oben wurde zur Charakterisierung der einzelnen Nucleotidpeaks der
Quotient der Extinktion bei 280 nm zu der bei 260 nm angegeben. Die in
diesen Abbildungen verwendeten Abkiirzungen sind in Tab. 1 erklért.

Tabelle 1. Fir die freien Nucleotide verwendete Abkiirzungen

cMr Cytidin-5’-monophosphat

DPN Diphosphopyridinnucleotid

AMP Adenosin-5’-monophosphat

TrMP  Triosemonophosphat

HMP Hexosemonophosphat

GMP Guanosin-5"-monophosphat

uoMpP Uridin-5’-monophosphat

Po anorgan. Phosphat

ADP Adenosin-5"-diphosphat

GDPM Guanosin-5'-diphosphat-mannose

UDP4  Uridin-5-diphosphat-N-acetylglycosamin
UDPM TUridin-5'-diphosphat-mannose

UDP Uridin-5'-diphosphat

ATP-X Adenosin-2’-monophosphat-5’-diphosphat-ribose
GDP Guanosin-5’-diphosphat

cTP Cytidin-5’-triphosphat

FDP Fructose-1,6-diphosphat

ATP Adenosin-5’-triphosphat

GTP Guanosin-5’-triphosphat

urp Uridin-5’-triphosphat

In Abb. 3 sind die Kontrollwerte fiir die unbestrahlten freien Nucleo-
tide der Hefe in ihrer logarithmischen Wachstumsphase (s. Punkt A in
Abb. 2) wiedergegeben. In Abb. 4 wird eine Auftrennung der Nucleotide
gezeigt, die 3 Stunden nach der Bestrahlung aus der Hefe extrahiert wor-
den waren (s. Punkt B in Abb. 2), die sich zu diesem Zeitpunkt in ihrer
logarithmischen Wachstumsphase befand. Fiir Abb. 5 sind die freien
Nucleotide 15 Stunden nach der Bestrahlung (s. Punkt C in Abb. 2) extra-
hiert worden. Zu diesem Zeitpunkt befand sich die Hefe in einer statio-
niren Phase. Einzelne Aktivitdtspeaks, die nicht mit den UV-peaks
korrespondieren, sind Zuckerphosphat bzw. anorganischem Phosphat zu-
zuschreiben. Die charakteristischeste Verdnderung in Abb. 4 und 5 war die
ATP-Abnahme bei gleichzeitigem A4MP-Anstieg. Auch die gruppen-
ithertragenden Co-Fermente UDPA und UDPM zeigten eine quantitative
Verschicbung. Bei den Nucleosidphosphaten, die 5 Stunden nach der
Bestrahlung markiert und extrahiert wurden, zeigt sich fiir CMP eine
mengenmifig geringe Abnahme gegeniiber der Kontrolle, dagegen steigt
fiir das A M P sowohl die Gesamtmenge als auch die Aktivitdt stark an.
Ebenso erfolgt ein deutlicher Anstieg in der Menge von GMP und UMP.
Fiir die 15 Stunden nach der Bestrahlung isolierten Nucleotide blieb bei
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samtlichen Monophosphaten sowohl Aktivitdt als auch Gesamtkonzen-
tration weitgehend denjenigen gleich, welche in Abb. 4 wiedergegeben sind.
Bei ADP ist sowohl 5 als auch 15 Stunden nach der Bestrahlung eine
mengen- und aktivitdtsmifige Abnahme feststellbar. Die gruppen-iiber-
tragenden Co-Enzyme UDPA uvnd UDPM zeigen eine Umkehrung in
ihren Konzentrationen nach der Bestrahlung bei einer geringfiigigen Ab-
nahme ihrer Radioaktivitdt. Die stdrkste Verdnderung zeigen die Nucleo-
sidtriphosphate, besonders charakterisiert durch den starken Abfall von
ATP nach der Bestrahlung. Bei den Zuckerphosphaten zeigte sich in
allen bestrahlten Proben ein Anstieg in dem Peak fiir Triose- und Hexose-
monophosphate. Da keine weitere Trennung dieser Zuckerphosphate
erfolgte, kann man in diesem Falle nicht entscheiden, an welcher Stelle eine
strahlenbedingte Blockierung eintritt.

AbschlieBend kann gesagt werden, dafl in der Hefe durch y-Bestrah-
lung mit 0,3 x 108 rad die Bildung von energiereichen Phosphathindungen,
besonders von ATP, stark vermindert wird. Das am Zellwandautbau
beteiligte UDPA sammelt sich nach der Bestrahlung im pool der freien
Nucleotide in der Zelle an und diirfte ein Abbauprodukt der Zellwand dar-
stellen. Bei der Schidigung der Zelle durch Bestrahlung spielen natur-
gemif} sehr viele Faktoren eine Rolle, wobei aber dem stark verminderten
ATP eine Schliisselstellung zuzuschreiben ist.

Fiir eine Subvention zur Durchfithrung dieser Arbeiten danken wir
dem Bundesministerium fiir Handel, Gewerbe und Industrie, Sektion IV,
Abteilung 30.



