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Beitrag zur Fraktionierung der Blattzellen in

nichtwisserigem Milieu

Die Moglichkeit, tierische und pflanzliche Zellen und Gewebe in ihre cytologischen
bzw. histologischen Komponenten zu zerlegen, wurde zuerst von BEHRENS!-3 syste-
matisch untersucht. Das Prinzip des von ihm eingefiihrten Verfahrens ist folgendes:
Das zu zerlegende Material wird zur Fixierung seines Zustandes lyophilisiert und
anschliessend zerkleinert. Aus dem Gewebe- bzw Zellpulver werden die Komponenten
auf Grund ihrer verschiedenen Dichte, Grisse oder auch Form in indifferenten orga-
nischen Medien oder deren Mischungen getrennt. In der Literatur wird dieses Ver-
fahren als BEHRENs-Methode bezeichnet?.

Grosse Bedeutung hat heute dic Fraktionierung von Gewebshomogenaten in
wiisserigem Milicu ohne vorherige Fixation des Untersuchungsmaterials. Beide Me-
thoden haben Vor- und Nachteile. Wihrend beim Arbeiten mit wisserigen Medien
Proteine, Fermente und andere wasserlosliche Substanzen durch Auswaschung den
Zellkomponenten verlorengehen, konsen bei der BEHRENs-Methode einige empfind-
liche Fermente eine Aktivititscinbusse erleiden, und den Zellbestandteilen wird ein
Teil der Lipoide durch die organischen Losungsmittel entzogen. Es ist daher in vielen
Fiallen angebracht, die Fraktionierung des Ausgangsmaterials sowohl in wisserigem
als auch in nichtwisserigem Milieu vorzunehmen, um durch Kombination der nach
den beiden Methoden erhaltenen Ergebnisse zu einwandfreien Schliissen iiber die
Zusammensetzung und Funktion der einzelnen Zellkomponenten zu gelangen. So
wird in jiingster Zeit die BEHRENS-Methode in zunehmendem Masse zur Isolierung
von Zellkomponenten (Chloroplasten und Cytoplasma) aus Pflanzenzellen einge-
setzt3-12, da die frither ausschliesslich auf wisserigem Wege aus Blatthomogenaten
gewonnenen Zellfraktionen sich zur Losung vieler Probleme als ungeeignet erwiesen.

Der bei beiden Methoden auftretende Substanzverlust hat eine Anderung des
prozentualen Anteils der am Aufbau der Zellkomponenten beteiligten Stoffe zur Folge.
Das an den isolierten Zellkomponenten gewonnene analytische Bild ist deshalb mehr
oder weniger verfilscht. Es ist daher anzustreben, solche Versuchsanordnungen aus-
zuarbeiten, bei denen die Fraktionierung der Zellen und Gewebe mit einem méglichst
geringen Substanzverlust fiir die zu isolierenden Zellkomponenten verbunden ist;
diese Forderung kann weitgehendst bei Anwendung der BEHRENS-Methode erfiillt
werden.

In einer fritheren Mitteilung!3 wurde dargelegt, dass Petrolither und Tetra-
chlorkohlenstoff als apolare Fliissigkeiten nur wenig Blattlipide I6sen und somit als
Suspensionsmittel fiir die Isolierung von Zellkomponenten aus Blattzellen mit der
nichtwisserigen Trennmethode gecignet sind.

Als Erganzung hierza wird im folgenden angegeben, in welchem Masse die
Lipidextraktion durch diese beiden organischen Lésungsmittel von der Temperatur,
der Dauer der Einwirkung und von der angewandten Menge abhingt. Letzteres war
nur fiir Petroldther zu ermitteln, da lediglich hiervon grossere Mengen bei der prapara-
tiven Isolierung von Chloroplasten und Cytoplasma bendtigt werden.

Als Versuchsobjekt dienten junge Sprosse von Elodea canadensis, die wir schon
bei unseren fritheren Versuchen hauptsichlich einsetzten. Vor der Gefriertrucknung
wurden die Sprosse 48 Std im Dunkeln gehalten. Nach der Lyophilisation wurden
die Sprosse fein pulverisiert und das Pulver bis zum Gebrauch vor Luftfeuchtigkeit
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geschiitzt aufbewahrt. Die Bestimmung der Gesamtlipide wurde nach den fritheren
Angaben durchgefiihrt!®,

Das Resultat der Versuche ist in den Fig. 1-3 dargestellt. Wie aus Fig. 1 hervor-
geht, idndert sich die extrahierte Lipidmenge durch Petroldther und Tetrachlor-
kohlenstoff in einem Temperaturbereich von —10° bis +10° kaum. Uber +4-10° ist
die Extraktion durch beide Fliissigkeiten erheblich intensiver, so dass alle Operationen
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Fig. 1. Elodea canadensis. Lipidextraktion bei
verschiedenen Temperaturen. Versuchsansatz:
Bei den angegebenen Temperaturen wurden
jeweils 50 ml Solvens mit 1 g Sprosspulver
1 Std geschiittelt. Nach Filtration wurde von
dem Filtrat ein bestimmtes Volumen unter
vermindertem Druck bis zur Trockne ver-

© 20 - -

3 -

.G 15

5 /,/———‘
2 10]

D

S—
2Y2 3 std.
~— Petrolither (60-80°)
—-= Tetrachlorkohlenstotf

ZEREEZEES

Fig. 2. Elodea canadensis. Lipidextraktion in
Abhingigkeit von der zeitlichen Einwirkung
der Losungsmittel. Versuchsansatz: Jeweils 50
mlSolvens mit 1 g Sprosspulver wurden bei etwa
20° entsprechend den auf der Abszisse ange-
gebenen Zeiten geschiittelt. Nach Filtration
wurde von dem Filtrat ein bestimmtes Volumen

dampft, der Riickstand im Vakuumexsikkator
iiber konz. Schwefelsiure getrocknet und als
Lipide gewogen.
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¥ig. 3. Elodea canadensts. Lipidextraktion in Abhingigkeit von der Petrolithermenge. Versuchs-

ansatz: Jeweils 2 g Sprosspulver wurden mit den angegebenen Mengen Petrolither (60-80°)

1 Std bei etwa 20° geschiittelt. Nach Filtration wurde von dem Filtrat ein bestimmtes Volumen

unter vermindertem Druck bis zur Trockne verdampft, der Riickstand im Vakuumexsikkator
iiber konz. Schwefelsiure getrocknet und als Lipide gewogen.

zur Isolierung der Chloroplasten moglichst unter der genannten Temperatur auszu-
fiihren sind, wenn die Extraktion von Lipiden auf ein Minimum beschrinkt bleiben
soll. Eine lingere Einwirkung der Lésungsmittel (bis zu 3 Std) erhéht den Lipidverlust
nur wenig (Fig. 2). Die durch Petrolither extrahierte Lipidmenge ist fast unabhéingig
von der angewandten Menge des Losungsmittels (Fig. 3), d.h., dass selbst die Ver-
wendung einer grosseren Menge Petrolither bei der Fraktionierung von Elodea-
Sprossen keinen erheblichen Verlust an Lipiden verursacht. **

Das Ergebnis der Versuche zeigt, dass bei Anwendung der BEHRENS-Methode
zur Isolierung von Chioroplasten und Cytoplasm.a aus Blattzellen nur ein geringer
Lipidverlust eintritt, wenn Petroldther und Tetrachlorkohlenstoff bzw. deren Mi-
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schungen als Suspensionsmedium gewinlt werden und die Temperatur wihrend der
Isolierungsoperationen unter 10° bleibt. Der eingetretene Lipidverlust verfilscht die
Analyse der isolierten Chloroplasten dann nur wenig; demgegeniiber erleiden Chloro-
plasten bei Isolierung in wisserigen Medien einen starken Stoifverlust. Insbesondere
werden leicht Proteine ausgewaschen. So fand HEBEK!* durch seine Untersuchungen
iiber den Chloroplastenproteinanteil am Gesamtproteingehalt der Blattzelie (3eizen-
und Saubohnenblitter als Versuchsmaterial) nach Isolierung der Chloroplasten in
wisserigem und in nichtwésserigem Milieu, dass bis zu 50 % des Chloroplastenproteins
wihrend der [solierungsoperation in wisserigen Medien verlorengehen. Weiterhin
wurden durch elektronenmikroskopische Untersuchungen Unterschiede im Protein-
gehalt der nach den beiden Methoden isolierten Chloroplasten festgestellt; nach dem
Ergebnis der Untersuchungen ist der Proteingehalt der nach der BEHRENs-Methode
gewonnen Chloroplasten hoher!s.

Bei den von uns vorgenommenen vergleichenden Untersuchungen konnte ebenfalls
ein erheblicher Unterschied im Proteingehalt der Chloroplasten festgestellt werden.
Im wiisserigen Milieu (0.5 M Rohrzuckerlésung) durch fraktionierende Zentrifugierung
des Sprosshomogenats (MENKE®, GranNick” and McCLENDON™) isolierte und an-
schliessend gefriergetrocknete Elodea-Chloroplasten enthielten 7.0 % Proteinstickstoff,

’

TABELLE I

Elodea canadensis. PROTEINVERLUST VON IN NICHTWASSERIGEM MILIEU GEWONNENEN
CHLOROPLASTEN NACH SUSPENSION IN WASSERIGEN ISOLATIONSFLUSSIGKEITEN

Versuchsansatz: In je 10 ml der aufgefiihrten Fliissigkeiten wurden 50 mg Chloroplasten sus-

pendiert und die Suspensionen unter gelegentlichem Schiitteln 1 Std bei 4- aufbewahrt. Nach

dem Zentrifugieren wurde in den chloroplastenireien ("berstinden das Protein durch Zugabe

von 20 prozentiger Trichloressigsidurelosung (10 ml pro Ansatz) gefillt und die Niederschlige

kjeldahlisiert {Methode nach Beetr'®). Zur Ermittlung des Proteins wurden die gefundenen
Stickstoffwerte mit 6.2¢ ...ultipliziert.

- . . ) Ene 5!
Suspensionsmedinm br 0’5(’;";' st

0.5 M Rohrzuckerlésung

28.9

0.35 M Natriumchlaridiésing 27.6

Dest. Wasser 28.9
0.4 M Rohrzuckerlosung—~

o.15 M Phosphatputfer (pH 7.0) 31.2

was einen Proteingehalt von 43.75 % ergibt (Faktor 6.25); dagegen ermittelten wir
beiin nichtwésserigem Milieu (Petrolather, Tetrachlorkohlenstoff) gewonnenen Elodea-
Chloroplasten (Dichtegrsdienten-Verfahren) einen Proteinstickstoffgehalt von 8.7 %,
woraus sich ein Proteingehalt von 54.4 % errechnet (alle Angaben sind Mittelwerte).
Fiir einen Proteinverlust der Chloroplasten bei Isolierungsoperationen in wés-
serigem Milieu spricht auch folgender Versuch: Werden in organischem Milieu ge-
wonnene Chloroplasten nachtriglich dem Milieu der wiasserigen Trennverfahren aus-
gesetzt, so verlieren sie einen betrichtlichen Teil ihres Proteins (s. Tabelle I).
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