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Untersuchungen tber die Zusammensetzung der Desoxyribonucleinsaure
aus den reifen Spermatozoen von Seegurken

Von Ruporr K. Zaun, Annesuse DocTer

Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitdt Frankfurt am Main

und HanskurT MULLER

Aus dem Zoologischen Institut der Universitdt Frankfurt am Main
(Z. Naturforschg. 13 b, 404—407 [1958] ; cingegangen am 19. Mirz 1958)

A method which serves to isolate the gonads from the sea cucumber (Holothuria polii) is out-

lined.

Criteria that will secure a well determined status of maturity of the sperm are given.
From this preparation a deoxyribonucleic acid is made, purified and analysed.
It is concluded that the analytical data are in compliance with the theory of Crick and

Watson.

The ratio of Moles Adenin -+ Thymin

Guanin+ Cytosin
on weight basis is 1,67.

Die Klasse der Holothurien, die Seegurken oder
Seewalzen, gehoren zusammen mit den Seeigeln und
den Seesternen zu dem Kreis der Echinodermata,
den Stachelhdutern. Wir haben fiir diese Arbeit die
in grofler Zahl die flachen Buchten der nérdlichen
Adria besiedelnde Art Holothuria polii (warzige
Seegurke) verwendet.

Frither haben wir uns mit der Zusammensetzung
und den Eigenschaften der Desoxyribonucleinsdure
(DNS) aus Heringsspermatozoen beschéftigt . Diese
Nucleinséure war mit einem extrem zusammenge-
setzten Protamin verbunden, in dem auf jede Mono-
aminosdure zwei Argininmoll. kommen 2. Hier war
das Asymmetrieverhiltnis

Adenin + Thymin
Guanin+ Cytosin+ 5-Methylcytosin

~1,33.

CuarcAFF 3 ist der Ansicht, und er weist dafiir auch
viele Beispiele nach, daf} dieser Quotient fiir die ein-
zelnen Tierarten charakteristisch sei. Die Seeigel,
als die den Holothurien nachst verwandte Klasse,
haben nun nach der Literatur Asymmetriequotienten
von 1,5—-1,8%5 Damit erreichen sie wohl mit die
hochsten Werte iiberhaupt. Die Holothurien-DNS ist

! K. Feux, L. Jike u. R. K. Zann, Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 303, 140 [1956].

2 K. Frux, Ciba Foundation Sympos. The Chemical Struk-
ture of Proteins, London 1953.

3 E. Cuarcarr u. I. N. Davipson, The Nucleic Acids, Acade-
mic Press, New York 1955.

4 E. Cuarcarr, R. Lipsuirz u. C. Green, J. biol. Chemistry
195, 155 [1952].

=1,43 for this DNA while its nitrogen to phosphorus ratio

nun — wenn man annimmt, dafl die DNS in allen
Zellen von Tieren gleicher Art dieselbe chemische
Zusammensetzung hat® — nicht ganz so extrem ge-
baut wie die der hartschaligen Verwandten. Wir fan-
den den Quotienten zu 1,43, also immer noch hoher
als beim Hering. Der Partner der Holothurien-DNS
ist ein Histon, das im Vergleich zu anderen Histo-
nen, wenigstens bei vorldufiger qualitativer Bewer-
tung keine Besonderheiten erkennen laft.

Als DNS-Lieferanten sind die Holothurien an-
genehme Versuchstiere, da sie leicht zu handhaben
sind, zur Entnahme der Gonaden nicht getotet wer-
den miissen und noch dazu innerhalb kurzer Zeit
wieder Sperma liefern. Jedoch liegt im letzten Punkt
auch eine gewisse Schwierigkeit. Die Tiere bauen die
Gonaden sehr leicht auf und im Hunger sehr schnell
ab. Damit parallel geht ein Wechsel im DNS-Gehalt
und in der DNS-Zusammensetzung. Die DNS eines
Tieres stellt offenbar ein Gemisch verschiedener
Mol.-Sorten dar, das man fraktionieren kann % 78,

Wir mochten annehmen, dal} bei heftigem Auf-
und Abbau der Gonaden die einzelnen Nucleohiston-
sorten verschieden schnell auf- und abgebaut werden,
so dal} zu verschiederen Reifezeiten das DNS-Spek-

5 G.R. Wyarr, Biochem. J. 48. 584 [1951]:; M. M. Davy,
V.G. Arwrrey u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 33. 497
[1950]; S. Hérstapius, I.J. Lorca u. E. Cuarcarr, Exp.
Cell. Res. 6, 440 [1954].

5 E. Cnarcarr, C. F. Cramrrox u. R. Lipsuirz, Nature [Lon-
don] 172, 289 [1953].

7 C.F. Crampron, R. Lirsuitz u. E. Cuarcarr, J. biol. Chemi-
stry 211, 125 [1954].

8 R. Liesmirz u. E. Cuarcarr, Biochim. biophysica Acta [Am-
sterdam] 19, 256 [1956].
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trum moglicherweise verschieden ausfallt®~13. So
haben wir bei dieser Untersuchung nicht nur sorg-
faltig darauf geachtet, Gonaden nur einer Tierart
bzw. Subspecies getrennt zu untersuchen, sondern
auch den Reifezustand moglichst genau zu definie-
ren. Die Frage, ob sich bei gleicher Tierart, jedoch
in einem anderen Reifezustand der Gonaden, eine
anders zusammengesetzte DNS findet, wird Gegen-
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Die von uns an reifen Gonaden von Holothuria
polii durchgefiihrten Analysen geben das Verhalt-
nis der Purin- zu den Pyrimidinbasen, in guter
Ubereinstimmung mit der Theorie von Watson und
Crick, als 1:11% 15 Auch die spezifisch miteinan-
der durch Wasserstoffbriicken !¢ verbundenen Basen-
paare zeigen ein 1 : 1-Mengenverhilntis zueinander.

Die Tab. 1 fafit die bisher gewonnenen Ergeb-

stand einer anderen Veroffentlichung sein. nisse zusammen.

1 1
Nr. | MeBgrofle Wert | Dimension ! Z.a s
| Bestimmungen
Vakuumgetrocknete DN S-Fasern
1 Stickstoff 13,65 4+ 0,25 06 v. Ausgangs- | 15
| material ‘
2 Phosphor ! 7,90 +0,14 | : 15
3 Wasser 1380417 { 3
g | o 173 4005 - | =
¢ Phosphor ‘ ‘
Getrocknetes Hydrolysat
5 Stickstoff 11,84 + 0,25 5 ‘ 15
6 Phosphor ‘ 6,85+ 0,16 = 1 15
7 g Stickstoff 1,73 - 0,06 - \ -
g Phosphor ‘
8 Guanin 20,1 + 0,2 Mol-9;, Basen 150
9 Adenin 29,5 + 0,4 5 ‘ 150
10 Cystosin evtl. 5-Methyl-Cytosin 21,2 40,7 % ‘ 150
11 Thymin 29,3 + 0,5 5 150
12 Summe 8—11 100,1 + 1,8 o —
Mol Adenin ‘
13 ikt el | 1,00 + 0,04 . =
| Mol Thymin | = ‘
Mol Guanin “ |
14 - | 0,95 + 0,04 | - ‘ —
Mol Cytosin ek i
Mol Purin-Basen ‘
15 — 0,98 + 0,02 | = =
’ . Mol Pyrimidin-Basen : =
16 Mol (Adem.n + Thym.m) | 1,43 + 0,05 o -
| Mol (Guanin 4 Cytosin)
17 | Nukleobasen \ 26,30 + 0,50 : o V. Ausgangs- 15
1 ; i material
18 | - Basen-Stickstoff 10,45 + 0,19 15
19 | DNS-Phosphor 6,28 4 0,17 15
20 | &BasenN 1,67 + 0,07 -
g DNS-P
DNS-Phosphor
21 Ao 0,92 0,05 | - -
! g Gesamt-P 1 s 1
| | |

Tab. 1. Ergebnisse der Analysen von DNS-Fasern und Hydrolysat.
9 G. R. Wyarr, Nature [London] 166, 237 [1950]. 13 1. Acrert u. H. Persson, Nature [London] 178, 1398

10 G.L.Brow~y u. M. Warson, Nature [London] 172, 339 [1956].
[1953]. 14 1. D. Warsox u. F. H. C. Crick, Nature [London] 171, 737
11 L. S. Lerman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, [1953].

132 [1955].
12 M. Rosorr, G. DiMavorca u. A. Benprcr, Nature [London]
180, 1355 [1957].

15 1. D. Warsox u. F. H. C. Crick, Cold Spring Harbor Sym-
pos. quantitat. Biol. 18, 123 [1953].
16 1. Pavring, Arch. Biochem. Biophysics 65, 164 [1956].
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Methodik

GroBe Exemplare von Holothuria polii (warzige
Seegurke) wurden von uns in der Bucht von Rovinj
(Istrien) in einer Wassertiefe von 2—6 m ertaucht.
Noch am Strand unmittelbar nach dem Fang entnah-
men wir die Gonaden. Den Tieren wurde hierzu auf
der Bauchseite im vorderen Drittel ein etwa 2 cm gro-
Ber querer Einschnitt gemacht, durch den die Gonaden
heraustraten.

Holothuria polii wurde aus verschiedenen Griinden
gewihlt. Die weit hiufigere Holothuria forskili ent-
leert bereits auf leichte Reize ihren gesamten Coelom-
inhalt und dariiber hinaus noch eine schnell erstar-
rende byssusartige Substanz, die relativ schwierig von
den Gonaden abzutrennen ist. Auflerdem leben diese
Tiere in groBerer Tiefe, von wo sie nur mit dem
Schleppnetz heraufgeholt werden. Infolge der mechani-
schen Insulte entleeren sich die meisten Tiere dabei.

Bei dem von uns geiibten Verfahren lassen sich die
Gonaden rein gewinnen, meist ohne dal} die Tiere dabei
andere Organe verlieren. Die gonadenlosen Organismen
wurden darauf wieder in den Sammelkiibel gegeben,
an eine nahrungsreiche, ruhige Stelle geschwommen
und dort ausgesetzt. Die Tiere bewegen sich zunichst
kaum von ihrer Stelle weg. Sind ihre Wunden zu-
geheilt — in der Regel ist das nach 5 Tagen der Fall —
kriechen sie auf Nahrungssuche und nach etwa 10
Tagen vermogen sie neuerlich Gonaden zu liefern.

Die Gonaden wurden von uns in 3 Klassen eingeteilt:
1. weibliche, kenntlich an ihrer lebhaften Féarbung, rot
bis violett, und einer gewissen Transparenz, 2. reife,
minnliche, kenntlich an prall gefiillten, vollig undurch-
sichtigen porzellanweilen bis schwach rosa, breiten
Schlduchen und 3. unreife minnliche, deren Schlduche
noch diinn, geschlingelt und zum groflen Teil trans-
parent sind. Stichproben wurden mikroskopisch kon-
trolliert.

Innerhalb von héchstens zwei Stdn. wurden die Go-
naden aufgearbeitet.

Nach verschiedenen Vorversuchen entschlossen wir
uns, den Gegebenheiten des Meeresbiologischen Insti-
tutes entsprechend, das Material eingesalzen zu kon-
servieren. Die frischen Gonaden wurden mit Kochsalz.
ithylendiamintetraessigsaurem  Natrium (ADTE).
Natriumcitrat (NayCit.) und Thymol im Starmix ca.
40 sec lang zerkleinert und so auf folgende Endzusam-
mensetzung gebracht:

(%]
NaCl 12
ADTE 0,5
Na,Cit. 1.0
Thymol 0,1, pu=70-73.

Diese zdhfliissige, gelartige Masse (Rohgel) wurde
unter Luftabschluf in Dunkelheit so kiihl wie mdglich

* Wir danken Frau Dr. Gorroup fiir die chromatographische
Untersuchung. die die Aminosduren: Asp., Glu., Ser..
Threo., Ala., Tyr., Val., Illeu und/oder Phenyl-Ala.. Pro..
Arg.. Lys. und/oder His. fand.
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aufbewahrt und nach unserer Ankunft in Frankfurt
rasch aufgearbeitet.

Die Darstellung der DNS aus diesem Rohgel und
ihre Reinigung gestalten sich relativ einfach, weil der
Partner ein Histon zu sein scheint*, welches im Ver-
laufe der Aufarbeitung denaturiert und leicht abzutren-
nen ist.

1 T1. Rohgel wird mit 1,5 Tln. 0,5-m. NaCl-Lésung
(2,9%) eine Min. lang in der Kilte homogenisiert.
Diese 2,5 Tle. Homogenat werden darauf nochmals mit
2,5 Tln. kalter 0,5-m. NaCl-Losung versetzt und in der
Kilte dann 5 Tle. gekiihltes Wasser eingeriihrt. Hier-
durch wird das Rohgel auf /10 verdiinnt. Dies ist er-
forderlich, um die Viskositdt so weit herabzusetzen, dall
beim nachfolgenden Zentrifugieren Sedimentation mog-
lich ist.

In diesem Zustand ist das Prdparat eine milchige,
viskose Fliissigkeit, deren Salzkonzentration etwa 2,6
bis 2,8% NaCl, entsprechend ca. 0,5-m. betrigt.

Sie wird unter Kiihlung 90 min bei 44 000-facher
Erdbeschleunigung zentrifugiert. Dabei geht ein weilles,
kriimeliges Sediment zu Boden und ldft einen farb-
losen, wasserklaren, fadenziehenden Uberstand zuriick.

Dieser Uberstand wird unter Riihren in die dreifache
Menge Athanol gegossen. Die DNS fillt dabei in
Fasern, die sich leicht aus der wolkig getriibten Losung
herausheben lassen. Diese Fasern werden am besten
nach Abtropfen in etwa 0,5-m. NaCl-Losung wieder ge-
16st, nochmals mit Athanol geféllt und dann noch mehr-
mals mit trockenem Athanol gewaschen, das Athanol
mit Ather ausgewaschen und der Ather im Vakuum
abgesaugt.

Es werden reine weille, leichte DNS-Fasern erhalten.
Diese Fasern lassen sich noch weiter reinigen, wobei
noch etwas stickstoffhaltiges Material (bis zu 3%) ent-
fernt werden kann. Dabei leidet jedoch das physika-
lisch-chemische Verhalten sehr stark. Auch zu starke
Entsalzung mull vermieden werden.

Die DNS-Fasern wurden bei Zimmertemperatur im
Vakuum (102 Torr, 16 Stdn.) getrocknet und analysiert.

Zur Stickstoffbestimmung haben wir ein Aliquot von
ca. 5mg mit 2 ml Selenschwefelsdure 3 Stdn. lang ver-
ascht und nach Parnas und Wacner 7 destilliert. Den
Phosphor bestimmten wir nach ArLex!® in Aliquots
von je 1 —2mg.

Zur Bestimmung des Wassergehaltes der DNS-Fasern
trockneten wir 14 Stdn. bei 110° C, ca. 1 Torr, iiber
Phosphorpentoxyd.

Zur Basenbestimmung wurden etwa 20 mg DNS-
Fasern mit 0,5 ml konz. Ameisensiure (98%) in eine
10-ml-Ampulle eingeschmolzen und 1 Stde. bei 175° C
(einschliefilich Anwérmen und Abkiihlen) hydrolysiert.

Die auf Zimmertemperatur gekiihlte Ampulle wird
nun in eine Trockeneis-Aceton-Paste gebracht und dort
etwa 20 min belassen, wobei der Inhalt fest gefriert.
Bei aminosidurehaltigem Material kann sich das Gefrie-

17 1. K. Parxas u. R. Wacner, Biochem, J. 125, 253 [1921].
18 R.1. L. Aren, Biochem. J. 30, 858 [1940].
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ren noch mehr verzogern. Schliellich werden die Am-
pullenhilse geritzt, die Ampullen nacheinander in
Tiicher gewickelt und mit einem heilen Metallstiick
oder Glasstab die Kappen abgesprengt. Dabei kommt
es fast nie zur Explosion und zum Uberschiumen des
fliissigen Inhaltes bei der plotzlichen Druckentlastung.
Gegeniiber der Hydrolyse mit Perchlorsdure® hat diese
Art eben den Vorteil, an Nucleoprotamin und u. U. so-
gar an ganzen Zellkernen eine Nucleobasen-Analyse
zu ermoglichen. Dariiber hinaus kann die Ameisensdure
abgepumpt werden, wihrend die Perchlorsdure nur
schwierig und unvollstindig wieder zu entfernen ist.

Die geoffneten Ampullen werden an die Wasser-
strahlpumpe angeschlossen und in Wasser von ca. 80° C
getaucht, wobei die Ameisensdure schnell entweicht und
der Riickstand trocken pulvrig oder lackartig erstarrt.
Er wird in 0,5ml warmer 2-n. HCl gelost und —
immer noch in der Ampulle — zentrifugiert. Vom kla-
ren (bei reiner DNS) wasserhellen bis braunen Uber-
stand werden die Aliquots zur Untersuchung entnom-
men.

Die chromatographische Analyse fithrten wir nach
Wyarr® durch, wozu wir 10 Flecken von je 10 mm?
Volumen der Losung zusammen mit je einem Flecken
eines Nucleobasen-Testgemisches auf 4 —5 Bogen Chro-
matographie-Papier (a) auftrugen und die Bégen in
die 2 cm hohe Bodenschicht des Losungsmittel-Gemi-
sches stellten. Die mobile Phase zur Entwicklung des

Chromatogrammes war folgendermallen zusammen-
gesetzt:
[ml]
Isopropanol (b) 330,
HC125% 140,
Wasser 30.

Die Gefdlle verschlossen wir durch eine Folie von
Parafilm (¢) mit daraufliegender Glasplatte absolut
luft- und 16sungsmitteldicht und entwickelten bei 21° C
wihrend etwa 30 Stunden. Nach dem Herausnehmen
und Trocknen konnten entweder im Auflicht eines
Quecksilber-Niederdruckbrenners die Basenposition um-
randet oder im Durchlicht ein Photoprint gemacht wer-
den 9.
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a) Schleicher & Schiill, 2043 a; b) Erg.B. 6, Merck;
c) Fisher Scientific Comp., Chicago, Fa. Braun, Mel-
sungen.

Zusammen mit den in ihrer Position festgelegten
Basen wurden auf gleicher Entfernung von der Start-
linie entsprechend grofle Leerwerte ausgeschnitten, alles
getrennt mit 0,2-n. HCl ca. 14 Stdn. lang extrahiert
und in den klar zentrifugierten Extrakten die Extink-
tionen bestimmt. Zur Berechnung der Absolutmengen
an Base pro Fleck benutzten wir die von Wyarr? an-
gegebenen und von uns gegen die jeweiligen Leer- und
Eichwerte korrigierten, spezifischen Extinktionswerte.
Danach liel sich die Basen- und Stickstoffbilanz der
DNS aufstellen. Unter der Annahme, dafl jedes Nucleo-
tid nur ein Phosphoratom ? enthilt, lieB sich auch eine
Phosphorbilanz kalkulieren.

Von den MeBlwerten wurden die arithmetischen Mit-
tel (Z, N) und deren mittlere quadratische Abweichun-
gen (s: sy) errechnet. Bei den abgeleiteten Quotienten
(Q) kalkulierten wir die Werte folgendermaflen:

Q) =Z|N.
Die mittlere Abweichung dieses Quotienten ist:
Z+sz Z—syz
a=—"—""2 —Quzn=0aznN— —=.
s Q) =Qam ~ —

In der Tab. 1 sind die Werte der abgeleiteten Quotien-
ten dann gegeben als:

Qun Ta.

Unser besonderer Dank gilt Herrn Professor Miro
Ze1, dem Leiter des Instituts Za Biologiju Mora in Ro-
vinj, und Herrn Dr. Miro Nicorié fiir ihre stete Hilfs-
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19 A. Marsuak u. H.J.Vocer, J. biol. Chemistry 189, 597
[1951].
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Fluoreszenzuntersuchungen an Gewebekulturen I

Die metachromatische Vitalfluoreszenz mit
Acridinorange

Von LeoroLp STOCKINGER

Abteilung fiir Gewebeziichtung, Max-Planck-Institut fiir
vergleichende Erbbiologie und Erbpathologie, Berlin-Dahlem
(Z. Naturforschg. 13 b, 407—409 [1958] ; eingegangen am 10. Mirz 1958)

Nach Behandlung mit sehr stark verdiinnten Acridin-

orange-Losungen tritt in den Zellen von Fibroblasten- .

Kulturen fast augenblicklich eine polychrome Fluores-
zenz der verschiedenen Zellbestandteile auf. Das Plasma

der Zellen fluoresziert zunidchst kaum oder nur ganz
schwach griin, der Zellkern bleibt entweder als dunkler
Hof ausgespart oder fluoresziert ebenfalls ganz schwach
graugriin, die Kernkorperchen etwas heller gelblich. Im
Cytoplasma der Zellen fluoreszieren mehr oder weniger
Granula verschiedener Grofle in kupferroter Fluores-
zenzfarbe (StockiNGer)?!.

Diese ,,Roten Granula“ treten nach verschiedener
Vorbehandlung auch in zahlreichen anderen Zellen auf.
Zuerst wurden sie von Hirr und Mitarbb. 2 nach Trypa-

L. StockinGer, Z. mikr. anatom. Forsch. 59, 304 [1952].
A. Hirr, H. Sommer, K. Wimmer u. A. KiesseLBacu, Anatom.
Anz. Erg. H. zu 87, [1939] (46. Vers. 1938) 97 —105.
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