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Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus wurde 0,3 • 106 rad 
60Co~Gammastrahlung ausgesetzt. Zu verschiedenen Zeiten nach 
der Bestrahlung wurde der Einbau yon 321o043- in die freien 
Nueleotide untersucht. Die ausgcpragteste Veri~nderung gegen- 
fiber einer nichtbestrahlten Xontrolle war eine Abnahme der 
Menge und Radioaktivit~t yon Adenosintriphosphat bei gleich- 
zcitigem Anstieg yon Adenosinmonophosphat. Auch bei Uridin- 
5'-diphosphat-N-acetylglucosamin und Uridin-5'-diphosphat- 
mannose ergaben sich quantitative Verschiebungen. 

Saceharomyces eerevisiae var. ellipsoideus was gamma- 
irradiated at a dose of 0.3 • 106 rad S0Co. At different times 
after irradiation the incorporation of 3219043- into the acid-soluble 
nueleotides was investigated. The most noticeable change with 
respect to a non irradiated control was the decrease in the quant i ty  
and radioactivity of adenosine triphosphate concomitant with 
an increase in adenosine monophosphate. A quanti tat ive shift in 
the amounts of uridine-5'-diphosphate N-acetyl-glucosamincs and 
uridine-5'-diphosphate mannose was also observed. 

I n  vorangegangenen Unte r suchungen  beob~chteten wit I, ~ eine Ver. 
minde rung  d er Syntheserate  yon  Desoxyribonueleinsgure (DNS) in Here- 
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zellen, die 300 000 rad 6~ ausgesetzt waren. Welche 
Stoffwechselvergnderungen flit diese Unterdriickung der DNS-Synthese  
verantwortlieh sind, ist noeh weitgehend ungeklgrt. Um den Hemmungs- 
meehanismus der DNS-Symthese ngher zu beleuehten, wurden in dieser 
Arbeit die Vergnderungen in den Vorstufen der Nueleinsguresynthese 
untersueht. 

Der Pool der freien Nueleotide in der Here besteht hauptsgehlieh aus 
Itibonueleoticlert, da hier erstens die I~ibonucleinsgure (RNS) den Haupt- 
anteil an der Gesamtnueleinsgure der Zelle darstellt und zweitens der 
iiberwiegende Teil der Desoxyribonueleotide nur unmittelbar vor bzw. 
wghrencl des DNS-Synthesestadiums in der Zelle aus diesen I~ibonueleo- 
tiden mit Hilfe yon i~eduktasen gebildet wird. Diese hauptsgehlich fiir die 
Nucleinsguresynthese notwendigen Mono-, Di- und Triphosphate der 
Nueleoside sind ebenso wie die gruppeniibertragencIen freien Nudeoside 
und Zuckerphosphate wichtige Zwisehenprodukte oder Co-Enzyme des 
Stoffweehsels der Zelle. Dutch ihre Bestimmung kann man also einen 
guten Einbliek in den Allgemeinzustand, in dem sieh die Zelle befindet, 
gewinnen und somit die dutch versehiedene Behandlungsmethoden 
erzielten Schgdigungen der Zelle studieren. Man kann den Aussagewert 
dieser Analysen dadureh noeh bedeutend erh6hen, dab man vor 4er 
Isolierung der genannten Verbindungen radioaktiv markierte Vorstufen, 
wie z. B. a~PO4a-, yon der Zelle in diese Verbindungen einbauen lgBt. 
Dadureh kann man in den meisten F/illen eine hen synthetisierte Verbin- 
dung yon einem Um- oder Abbauprodukt einer bereits vorhandenen 
Substanz nnterseheiden. 

Experimenteller Teil 

Anzucht, Be~trahlung und Charakterisierung des Wachstumsstadiums der He]e- 
zellen 

Um eine mbglichst homogene Population zu bekolnmen, wurde unser 
Untersuchnngsmaterial aus einer diptoiden Einzelzelle des guBerst radio- 
resistenten tIefestammes Saceharomyces eerevisiae var. ellipsoideus in einem 
halbsynthet. Nghrmedium a herangezogen. In der logarithmisehen Wachstums- 
phase wurden aliquote Mengen (je 20 g I-Iefefeuehtgewieht), in 200 ml fri- 
sehem Nghrmedium suspendiert nnd 0,3 Mrad einer a0Co-Gammastrahlung aus- 
gesetzt (,,Gammaeell 200"; 76'krad/Stde.). Ansehliefiend wurde mit halb- 
synthet. Nghrmedium auf 3,0 1 verdiinnt und bei 24 ~ C geseh~ittelt. Gleieh- 
zei~ig wurde aueh bei dieser Temp. an einem aliquoten Teil dieser t-Iefe- 
suspension in einem Apparat naeh Warburg die CO2-Produktion gemessen 
(!V[eBdauer jeweils 10Min.; Sehiittelamplitude 20mm; Sehiittelfrequenz 
90/Min.; Kolbenvolumen 16 ml; Volumen der tIefekultur 6ml; Gasatmo- 
sph~ire: N2). Die logarithmisehe Darstellung dieser CO2-Produktion in Ab- 

a G. Stehlik und K. Kaindl, Food Irradiation, STI/PUB/127, IAEA, 
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hgngigkeit yon der Zeit ergibt eine Gerade, deren Anstieg ein Mag fiir die 
Vermehrung der tIefe und  deren Ordinatenabschnitt  ein Mug ftir die Ggrungs- 
intensitgt i s t t  

Fiir die Untersuehungen an den freien Nucleotiden wurden zu versehie- 
denen Zeiten, die in Abb. 2 dureh Pfeile gekennzeichnet sind, die Kefezellen 
dureh Zentrifugation abgetrennt. 

Ein/lufi yon Gammastrahlung au] das Uberleben yon Saecharomyces cerdvisiae 
vat. ellipsoideus 

3 ml Portionen der Hefesuspension in logarithmiseher Wachstumsphase 
(etwa 0,9• 106 Zel]en/rnl) wurden in gut belfifteten GlasgefiiBen yon 5 ml 
Inhal t  verschiedenen Dosen einer 60Co-Gammastrahhmg (Dosis 0,8 • 106 rad/ 
Stde.) bei l%aurntemp, ausgesetzt. Anschliel3end wurden die Proben mit 
Ringerl6sung verdiinnt, je 0,4 m]-Portionen auf Agarp]atten aufgebracht und 
bei 28 ~ C bebriitet, wobei ebenfalls das halbsynthet.  N~ihrsubstrat verwendet 
wurde. Naeh 36 Stdn. win'den die gebildeten Kolonien gez~hlt. In  Abb. 1 
wurde der Bruehteil der fiberlebenden I-Iefezellen NINe gegen die Gamma- 
strahlendosis aufgetragen. 

Einbau von radioa/ctivem Phosphat in die Zellen 

Proben zu je 20 g Feuchtgewieht wurden in 250 ml frisehem N~hrmedium 
suspendiert (entspricht etwa 8 • 10 s Zellen pro ml) und bei 24~ w~hrend 
30 )/[in. in einer Flasehe yon 1250 ml Inhal t  gesehiittelt. Nach Zugabe einer 
L6sung yon 50 fze 32p als NH4H2P04 (100rnc/M) wurdo w~hrend 20Min. 
heftig geschiittelt. Naeh Beendigung dieses Phosphateinbaues fiigte man zur 
Blockierung rnld Entsch~umung 5 Tropfen n-Oetanol zu und zentrifugierte die 
Hefezellen sehnell mit  Hilfe einer kontinuierlichen DurehfluBzentrifuge in der 
K~ilte ab. Zur Entfernung des adsorptiv gebundenen 32t:)043- wurden die 
Zellen in Waschwasser (enthaltend 5 % Maltose und  0,045 % inaktives KI-I2P04) 
suspendiert und sofort rezentrifugiert. 

Isolierung, Au]trennung und Identi]izierung der ]reien Nucleotide 

Das abzentrifugierte Ze]lrnaterial wurde in flfissigen N2 eingebracht und 
anschlieBend mit 150 ml 0,6n-EC104 (PCA) 4 Min. in einem Mixer hornogeni- 
siert, wobei man die Temp. nie fiber 4 ~ C ansteigen lieg. Nach Zentrifugieren 
wurde der Rfickstand erneut in flfissigen N2 eingebracht und mit  weiteren 
150 rnl dieser P C A  homogenisiert. Die vereinigten fiberstehenden L6sungen 
wurden nach Fil trat ion in der Ki~lte sofort mit  5n-]~OH auf pH 7,0 gebracht, 
das ausgef~llte KC104 nach einigen Stdn. in der K~ilte abfiltriert und  mit  
60proz. J~thanol nachgewaschen. Urn das KC104 mSgliehst vollst~ndig ent- 
fernen zu k5nnen, wurden Extrakt  und Waschalkohol (Gesarntvolumen etwa 
600 rnl) bei 4~ irn Vak. rnit Hilfe eines Rotationsverdarnpfers auf etwa 
60 ml eingeengt. Nach Fil trat ion und Naehwaschen mit  60proz. ~ thanol  wurde 
der die freien Nueleotide enthaltende Extrakt  mit  5proz. NHa-LSsung atff 
pH 8 gebracht, alle sauren Verbindungen an einer forrniatbeladenen Anionen- 
austauschers~u]e (DOWEX 1 • 10; 0,74 cm 2 • 40 crn) adsorbiert und  rnit 20 ml 
schwach arnrnoniaka]. Wasser nachgewaschen. Die Fraktionierung der freien 
Nucleotide und Zuckerphosphate erfolgte nach der Methode yen Cohn 5 in 

4 H. Gaisch und K. Kaindl, Z. Naturforsch. 18 b, t070 (1963). 
5 W. E. Cohn, J. Amer. Chem. See. 72, 1471 (1950). 

~[onatshefte fiir Chemie Bd. 99/1 24 



362 G. St ehl ik u n d  H.  A l t m a n n  : [Mh. Chem.,  Bd.  99 

50 ,~00 200 300 600 500 Str~hlendosis 
(in kracl ) 

Abb.  1. Einflul~ yon  y - B e s t r a h l u n g  auf  das  U b e r l e b e n  yon  S~cch~romyces  
cerevis iae var .  el l ipsoideus 
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Abb. 2. Vermehrung yon unbestrah]tem und besf~rah]tem (0,3 Mrad ~0Co- 
G a m m a s t r a h l u n g )  Saecha romyces  cerevis iae var .  el l ipsoideus (gemessen in  

e inem Warburgapparat bei  25 ~ C) 
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der , ,gradient elution"-Modifikation yon Hurlbert  et al. ~. In  der 3]]schflasche 
befanden sich 300 Inl Wasser, in der Vorratsflasche wurdc das Elutionsmittel  
nach folgendein Schema gewechselt: 

I :  1,9n-I-ICOOI-I (Fraktion Nr. 1--20) 

I I :  4,0n-t tCOOtt  (Fraktion Nr. 21--130) 

I I I :  4,0n-I-ICOOI-I -~ 0,2m-I-ICOONI-I4 (Fmkt ion Nr. 131--190) 

IV:  4,On.HCOOtt -]- 0,4m-XICOONH4 (Fraktion Nr. 191--320) 

V: 4,0n-I-ICOOI-I ~ O, Sm-HCOONH4 (Fraktion Nr. 321--465) 

5fit I l i lfe yon LKB-Frakt ionskol lektoren wurden Frakt ionen zu je 5,5 In1 
genoinmen, in einem Zeiss PMQ I I  Spektralphotometer  die Ext inkt ionen bei 
260 und 280 nm ftir 1 ein Sehiehtdicke gcmessen und naeh Eindampfen ali- 
quoter Teile in Aluminiumsch/~lehen die s2P-Aktivitgt  mit  einem 2~-2r 
durchflugz/~hler best i inmt.  Zur Identifizierung der Nueleotide diente das 
Verh/iltnis der Ext inkt ionen bei 280 and  260 nm. Bei Substanzgemisehen war- 
den die Frakt ionen eines peaks naeh der Extinktionsmessung zusammen- 
gefagt, gefriergetroeknet, das Ammonformiat  im }Ioehvak. bei etwa 30~ 
wegsublimiert und die Nucleotide dutch Papierchromatographie welter auf- 
getrennt.  Als L6sungsmittel  wurden dabei ffir die erste Dimension t-Butanol : 
Ameisensgm'e : Wasser (8 : 3 : 40, fiir die zweite Dimension n-Propanol  : 25proz. 
N t i s  : Wasser (6: 3: 1) verwendet. Mit Hilfe des Photoprint-Verfahrens 
yon M a r k h a m  und S m i t h  ~ wurde im UV-Bereieh die Lage der Nueleotidspots 
festgestellt. Naeh Ela t ion  mit  0,1n-HC1 wurden zur Charakterisierung die 
UV-Spektren fflr versehiedene pI-I-Werte aufgenommen. 

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

Aus Abb.  1 ist  ersichtl ich,  dab  nach  einer Bes t rah lung  mi t  300 000 r a d  
nur  ein re la t iv  kle iner  Prozen t sa tz  der  Hefezellen noch zu einer Kolonien-  
b i ldung  auf A g a r - P l a t t e n  bef/~higt is t ;  j edoch sind die meis ten  der  enzy-  
Inat isch bed ing ten  Reak t ionen  der  Zelle viel s t rahlenres is tenter .  

Die Abb.  2 zeigt, daft die Vermehrung  in den ers ten  5 S tunden  nach der  
Bes t rah lung  ann~hernd  mi t  der  unbes t r ah l t en  Probe  para l le l  verl~uft .  
Zwischen tier 10. und  30. S tunde  naeh  Beendigung tier Bes t rah lung  wi rd  
ein P l a t eau  durchlaufen,  in dem prak t i sch  keine Hefeve rmehrung  s ta r t -  
f inder ;  anschlieftend d a r a n  k o m m t  die Hefe wieder  in eine logar i thmische  
Wachs tumsphase .  

I n  den Abb.  3 - - 5  s ind die s /~ulenchromatographischen Auf t r ennungen  
der  aus Saccharoinyees  cerevisiae var.  el l ipsoideus isol ier ten freien Nucleo- 
t ide  eingezeichnet .  

Auf  der  Abszisse is t  die F r ak t i onszah l  angegeben,  auf der  Ordina te  
l inks die Ex t ink t i on ,  gemessen bei 260 n m  fiir 1 eIn Schichtdicke,  und  

R.  B.  Hurlbert,  H.  Schmitz ,  A .  F .  B r u m m  und V. R.  Potter, J.  Biol. 
Chem. 209, 23 (1954). 

R.  M a r k h a m  und J .  D. S m i t h ,  Biochem. J. 45, 294 (1949). 
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A b b .  4. A u f t r e n n u n g  der  f re ien Nueleogide aus  taIefe, 3 S tdn .  naela Bes~rah lung  
mi~ 0,3 x 10~ r a d  ~oCo-Gammas t r ah lung  (s. P u n k ~  B in Abb .  2), n a e h  E i n b a u  

yon  ~-~POa s-  a n  Dowex  1 • 10 (0,7~ emeX 40 em) 
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Abb .  5. A u f t r e n n u n g  der  f re ien Nue leo t ide  aus  I-Iefe, 15 S tdn .  n a c h  der  Be-  
s~rah lung  mib 0,3 • 106 t a d  6OCo-Gammast rah lung  (s. P u n k t  C in  Abb .  2), n a e h  
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reehts unten die gefundene Radioaktivitgt in Impulsen pro Minute. Reehts 
oben wurde zur Charakterisierung der einzelnen Nueleotidpeaks der 
Quotient der :Extinktion bei 280 nm zu der bei 260 nm angegeben. Die in 
diesen Abbildungen verwencleten Abkiirzungen sind in Tab. 1 erkl/~rt. 

Tabelle 1. Ffir  die f r e i en  N u e l e o t i d e  v e r w e n d e t e  A b k f i r z u n g e n  

C M P  
D P N  
A M P  
T r M P  
H M P  
G M P  
U M P  
Po 
A D P  
G D P M  
U D P A  
U D P M  
UDP 
A T P  -X 
GDP 
C T P  
F D P  
A T P  
GTP 
U T P  

Cytidin-5'-monophosphat 
Diphosphopyridinnucleotid 
Adenosin- 5'-monophosphat 
Triosemonophosphat 
Hexosemonophosphat 
Guanosin-5'-monophosphat 
Uridin- 5'-monophosphat 
anorgan. Phosphat 
Adenosin-5"-diphosphat 
Guanosin-5'-diphosphat-mannose 
Uridin- 5'-diphosphat -N- aee?bylglyeosamin 
Uridin- 5'-diphosphat -mannose 
Uridin-5'-diphosphat 
2kdenosin-2'-monophosphat - 5'-diphosphat -ribose 
Guanosin- 5'-diphosphat 
Cytidin- 5'-triphosphat 
Fructose- 1,6-diphosphat 
Adenosin- 5'-triphosphat 
Guanosin-5'-triphosphat 
Uridin- 5'-triphosphat 

In  Abb. 3 sind die Kontrollwerte fiir die unbestrahlten freien Nncleo- 
tide der Hefe in ihrer logarithmisehen Waehstumsphase (s. Punkt  A in 
Abb. 2) wiedergegeben. In  Abb. 4 wird eine Auftrennung der Nucleotide 
gezeigt, die 3 Stunden naeh der Bestrahlung aus der Hefe extrahiert wet- 
den waren (s. Punkt  B in Abb. 2), die sieh zu diesem Zeitpunkt in ihrer 
logarithmisehen Waehstumsphase befand. Fiir Abb. 5 sind die freien 
Nueleotide 15 Stunden naeh der Bestrahlung (s. Punkt  C in Abb. 2) extra- 
hiert worden. Zu diesem Zeitpunkt befand sieh die Hefe in einer statio- 
ngren Phase. Einzelne Aktivitgtspeaks, die nieht mit  den UV-peaks 
korrespondieren, sind Zuckerphosphat bzw. anorganischem Phosphat  zu- 
zuschreiben. Die eharakteristiseheste Vergnderung in Abb. 4 und 5 war die 
ATP-Abnahme bei gleiehzeitigem A M P - A n s t i e g .  Aueh die gruppen- 
fibertragenden Co-Fermente U D P A  und U D P M  zeigten eine quantitat ive 
Verschiebung. Bei den Nueleosidphosphaten, die 5 Stunden nach der 
Bestrahlung markiert  uncl extrahiert wurden, zeigt sieh fiir C M P  eine 
mengenm/~gig geringe Abnahme gegeniiber der Kontrolle, dagegen steigt 
fiir das A M P  sowohl die Gesamtmenge als auch die Aktivit/~t s tark an. 
Ebenso erfolgt ein deutlicher Anstieg in der Menge yon G M P  an4 U M P .  
Fiir die 15 Stunden naeh der Bestrahlung isolierten Nueleotide blieb bei 
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s/~mtlichen ~onophosphaten sowohl Aktivit/~t als aueh Gesamtkonzen- 
tration weitgehend denjenigen gleich, welehe in Abb. 4 wiedergegeben sind. 
Bei AD P ist sowohl 5 als aueh 15 Stunden nach der Bestrahlung eine 
mengen- und aktivitiitsm~l~ige Abnahme feststellbar. Die gruppen-iiber- 
tragenden Co-Enzyme UDPA nnd UDPM zeigen eine LTmkehrung in 
ihren Konzentrationen naeh der Bestrahlung bei einer geringfiigigen Ab- 
nahme ihrer Radioaktivit/it. Die st/~rkste Ver/~nderung zeigen die Nueleo- 
sidtriphosphate, besonders charakterisiert dureh den starken Abfall yon 
A T P  naeh der Bestrahlung. Bei den Zuckerphosphaten zeigte sieh in 
allen bestrahlten Proben ein Anstieg in dem Peak fiir Triose- and Hexose- 
monophosphate. Da keine weitere Trennung dieser Zuekerphosphate 
eriolgte, kann man in diesem :Falle nieht entseheiden, an weleher Stelle eine 
strahlenbedingte Blockierung eintritt. 

Abschlieltend kann gesagt werden, dal~ in der Here durch ~,-Bestrah- 
lung mit 0,3 X 106 tad die Bildung yon energiereichen Phosphatbindungen, 
besonders yon ATP,  stark vermindert wird. Das am Zellwandaufbau 
beteiligte UDPA sammelt sich naeh der Bestrahlung im pool der freien 
Nueleotide in der Zelle an und diirfte ein Abbauprodukt der Zellwand dar- 
stellen. Bei der Sch/idigung der Zelle durch Bestrahlung spielen natur- 
gem/~13 sehr viele Faktoren eine Rolle, wobei aber dem stark verminderten 
A T P  eine Sehliisselstellung zuzuschreiben ist. 

Ffir eine Subvention zur Durchffihrung dieser Arbeiten danken wir 
dem Bundesministerium ffir Handel, Gewerbe und Industrie, Sektion IV, 
Abteilung 30~ 


