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zur Kenn tnis der Gleic hgewich t skons tan t en tierar tiger R eali t ionen 
gelangen kann. 

2. Wahrend der Y-Komples des Col' eine durch H,O besetzte 
Koordinationsliicke aufweist, ist dies beim CoIII -Komplex COY - nicht 
der Fall. Es wurden 12  verschiedene Salze mit diesem Anion prapara- 
tiv dargestellt und analysiert. 

3 .  Man kann auch beim CoI'I-Komplex zu Anionen mit einem 
Fremdliganden gelangen, wenn man den CoII-Komplex mit Br, , H,O, 
oder NO, oxydiert, wobei Br-, OH- oder NO,- am Zentralatom 
hangen bleiben. Es wurden 1 2  Bromokomplexe und 2 Nitrokomplexe 
praparativ dargestellt und analysiert. Die Hydroxokomplexe kann 
man hingegen nieht als feste Salze fassen, (la [COY(OH)]-~ sehr 
leicht in COY - iibergeht. 

Der Ghemischen FabriE Uetikon und der Firnia B. Siegfried, Zofingen, danke ich fur 
die Lieferung von Chemikalien. Frl. EZsi Freitug danke ich fur die Ausfuhrung der Messun- 
gen am ,,Leifo" und dem Laboranten R. MuZZer fur seine Hilfe bei der Analyse der Kom- 
plexsalae. 

Ziirich, Chemisches Institut der Universitat. 

109. Isolierung hochmolekularer Nucleinsaure aus Kalbsthymus 
von R. Signer und H. Sehwander. 

(5.  XII. 48.) 

1938 versnlassten uns 2'. Caspersson und E. Hafitmarsten, eine 
von ihnen praparierte Thymonucleinsaure mit Hilfe der Stromungs- 
doppelbrechung auf Grosse und Gestalt der Molekeln zu unter- 
suchenl). Die wasserige Losung hatte die typischen Eigenschaften 
einer Dispersion von Kettenmolekeln. Inzwischen wurde der Dar- 
stellung von Nucleinsaiuren und Nucleoproteinen angesichts ihrer 
biologischen Bedeutung von verschiedenen Autoren riel Rufmerksam- 
keit gesehenkt,). Wir selbst bemuhten uns, die Nucleinsaurc unter 
moglichst geringem Abbau der Makromolekel zu gewinnen3). Anhalts- 
punkte uber die Kettenlange verschiedener Praparate lieferten uns 

l )  Naturc 141, 122 (1938). 
2, Zusammenfassende Darstellungen: Nucleie Acid, Symposia of the Society for 

cxperimental Biology, Cambridge: At the University Press 1947 und Cold Spring Harbor 
Symposia on quantitative Biology, Vol. XII, 1947. 

3, Vgl. Diss. A .  Knapp, Bern 1946, und Signer und Knapp, Makromol. Ch. I, 89 
(1 947). 
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die Stromungsdoppelbrechung und die Viskositht i-er(lurinter Ld- 
sungen. Bei der Fortsetzung dieser Versiiclie g(~1atig c h ,  (lit. Arbeits- 
weise durch Kombination der bekannteri 1 erfahreri zu vereinfachen 
und dabei den Abbau noch weiter auszuwIia1tc.n. 11iei~iik)w wird im 
folgenden berichtet. 

Die Extraktion des Nucleoproteins a i i s  tlem zci.kleiric.rteu Gewebe 
wird nach X i r s k y  und Pollister mit 10-11roz. Kochdzli~siiiig durch- 
gefuhrt, unter Zusatz von XatriumfIiioi.ic1 zur  Verniitidcrung deb 
Ahbaus durch die Desoxyribonucleinas,. Pu'acah drn -Ingaben der 
gleichen Autoren fallt man das Nucleo~ircitein ;%us. A h n  hat hiezu 
nur durch starke Verdunnung der Liisii ng eiiie ~ - (~~ i~ i i t i ( l c~ i~L~ng  der 
Ionenstiirke vorzunehnien. Durch wiedei.holtes ,\ufnchnic~ii in kon- 
zentrierter Salzlosung und Ausfallen diirch Tertliinnc.11 1 
Fremdstoffe entfernen. 

Die Abtrennung des Proteins von tier Snc1eiiis;iiire 11 ird von 
Hirsky  und PoZEistey nach den1 Verfahrt . t i  von ' rug ,  i,ccc.lintan unci 
Xmolens ausgefuhrt l ) .  Durchschutteln ( I t 1 1  wa rigeri Lohung mit 
einer Mischung von ('hloroform und Oct) l:~lkohol fiihrt zu t>iner teil- 
weisen Abseheidung des Proteins in einer Scliicht zwischvii oi*g;mischcr 
und wasseriger Phase. Durch mehrfachch \Victlei~lioli~ng tlieses Pro- 
zesses k m n  das Eiweiss weitgehend von ( l e i  im W er 1 c.rl)leibendcn 
Nucleinsaure getrennt werden. Vie1 einfa t.11 er knnn ii:tc.li uiiseren Er- 
fahrungen das Eiweiss abgetrennt werdcii, 'venii m:\n :in tliclqer Stelk 
zum Verfahren von  Rung  und Hummcrr,\tc~/a2) iibcrgeht . Die Kucleo- 
proteinlbsung wird mit Kochsalz gesatt igl . Sic scheiclet i n  einigen 
Tagen das Protein filtrierbar ab. Aus d t a i r i  Filtral ird tliv Suclein- 
saure mit Alkohol-Wassermischung gefallt untt auq \Z7;tsscr niit Al- 
kohol mehrmals umgefiillt. 

Caspe~sson~)  gibt ein Druckfiltratiori.w~rfahrc~i1 an, i i n i  (lie letzteri 
Spuren von Eiweiss abzutrennen. Die Eiu eissontfriSniiiig liann nach 
Caspersson nephelometrisch verfolgt w (mien. I )it1 I )i-iit~kfiltration 
lasst sich nach A. Knc-cpp4) durch eine Zeii t rifugicmmg il l  rlci. Sh/trplw 
Zentrifuge ersetzen. Man hat dafur zu sorgen, dash (1:)s selir geringe 
Riweiss-sediment beim Anhalten und Ent leclren dcs l iot  o r b  tiicht wit>- 
der aufgewirbelt wirtl. Belegen der Rotoi~innrnfldclie niit eincr I~age 
von Filterpapier und Zugabe von etwr?l\ Alkti\-kohlr It:il)c1ti den ge- 
wiinschten Effekt. 

Im folgenden mird die rereinfachtc Priiip:iratioii ('1 w i h  genauer 
beschrieben. 

l) J. Biol. Chem. 124, 425 (1938). 
*)  Bioch. Z. 144, 386 (1923). 
3, Bioch. Z. 270, 161 (1934). 
*) Diss. Bern 1946. 
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E x t r a k t i o n  d e s  Nucleoproteins .  

700 g Milken werden unmittelbar nach dem Schlachten des Tieres mit fester Kohlen- 
siiure tiefgekiihlt. 3 Liter einer wasserigen Losung, enthaltend 300 g Katriumchlorid und 
40 g Natriumfluorid, werden auf Oo gekiihlt. In  einer Zerkleinerungsvorrichtung (Turmix) 
werden kleine Anteile des tiefgekiihlten Gewobes mit der auf Oo gekiihlten Extraktions- 
losung homogenisiert. Die Mischung wird zur Vervollstandigung der Extraktion 24 Stunden 
bei 00 aufbewahrt. Auch die folgenden Operationen werden bei Oo vorgenommen. Durch 
Filtrieren oder Dekantieren wird Ungelostes abgetrennt. Fiillung der Nucleoproteine durch 
Verdiinnen mit Wasser auf das sechsfache Volumen. Mehrmalige Extraktion der Fallung 
mit Kochsalzlosung von 10 g NaCl im Liter. 
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Zerlegung d e s  Nucleoproteins .  

Auflosen des Nucleoproteins in 3 Liter einer Natriumchloridlosung mit 100 g NaCl 
im Liter, Zugabe von 5 Liter geslittigter Kochsalzlosung und Slittigung der ganzen Lo- 
sung mit Kochsalz. Stehenlassen wahrend 10-14 Tagen bei Oo. Abfiltration des ausge- 
schiedenen Proteins. 

Abscheidung u n d  Rein igung d e s  Nat r iumsalzes  d e r  NucleinsBure. 

Einlaufenlassen des obigen Filtrates in das 1 '/,-fache Volumen Athano1 unter Riih- 
rung. Auflosen des gefallten Thymonucleinats in 2 Liter Wasser und portionenweises, drei- 
stiindiges Zentrifugieren in der Sharpies-Zentrifuge. Zweimalige Umfalluug aus Wasser mit 
dem vierfachen Volumen hhanol .  Trocknung bei tiefer Temperatur im Hochvakuum oder 
Trocknung mit Alkohol und Ather. 

A u s b e u t e  : 5 g trockenes Natriumnucleinat. 

E igenscha f t en  des  Na t r iumthymonuc le ina t e s .  
Wassergehal t  : Im Exsikkator uber gesattigter Kochsalzlosung 

(relative Feuchtigkeit 75 %) betragt der Wassergehalt des Natrium- 
thymonucleinats 28,9 % (bestimmt durch Trocknung im Hochva- 
kuum bei 50O). Alle Gewichts- und Konzentrationsangaben dieser 
Arbeit beziehen sich auf wasserfreie Substanz. 

Trubungsgrad  v e r d u n n t e r  wasser iger  Losung : Eine Lo- 
sung, in 100 em3 enthaltend 0,0163 g Thymonucleinat und 10 g NaC1, 
ergibt eine absolute Triibung von 0,0025. Die Messung wurde im 
Zeiss-Trubungsmesser mit Pulfrich-Photometer ausgefuhrt. 

Viskos i ta t  de r  wasser igen Thymonucle ina t losung : A .  
Knapp hat den Einfluss von Neutralsalz auf die Viskositat verdunnter 
Thymonucleinatlosungen untersucht 1). Fig. 1 zeigt den Gang der 
spezifischen Viskositiit mit der Kochsalzkonzentration fur Praparat I 
der Arbeit Knapp. 

Das Thymonucleinat zeigt die fur ionogene Kettenmolekeln 
typischen Viskositatseigenschaften, namlich starken Abfall bei kleinen 
Elektrolytzusatzen und fast konstante spezifische Viskositat bei 
hohen Elektrolytkonzentrationen. Urn aus den Viskositaten Anhalts- 
punkte uber die Molekulargewichte verschiedener Praparate zu ge- 

l) Diss. A .  Knapp, Bern 1946, S. 42. 
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winnen, fuhrt man zweckmassigerweise Messungen bei Kochsalz- 
konzentrationen von etwa 1 0  g in 100 em3 am. 

5 T5 

Fig. 1. 

Spezifische Viskositat einer wasserigen Losung von 0,147 g Natriumthymonnucleinat in 
100 om3 bei variabler Natriumchloridkonzentration. 
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Fig. 2.  

Spezifische Viskositaten von drei Natriumthymonucleinaten in Abhangigkeit der Konzen- 
tration. Kochsalzkonzentration 10 g in  100 em3 Losung. 
Kurve I: Nucleinat von Hammursten und Caspersson. 
Kurve 11: Hochstmolekulares Nucleinat von A. Knapp. 
Hochstgelegene Kurve : Praparation wie in dieser Arbeit beschrieben. 
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Fig. 2.  

Spezifische Viskositaten von drei Natriumthymonucleinaten in Abhangigkeit der Konzen- 
tration. Kochsalzkonzentration 10 g in  100 em3 Losung. 
Kurve I: Nucleinat von Hammursten und Caspersson. 
Kurve 11: Hochstmolekulares Nucleinat von A. Knapp. 
Hochstgelegene Kurve : Praparation wie in dieser Arbeit beschrieben. 
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Fig. 9 zeigt Viskositatskonzentrationskurven einiger Thymonu- 
cleinate in wasseriger Losung mit 10 g NaCl pro 100 em3. Die hochst- 
gelegene Kurve entspricht dem Praparat, dessen Herstellung oben be- 
schrieben wurde. Die Lage der Viskositatskonzentrationskurve zeigt, 
dass die Molekeln noch etwas grosser sind als die des schonendst iso- 
lierten Praparates von Knapp (Kurve IX) und vie1 grosser als die des 
Praparates von Hammarstem und Caspersson aus dem Jahre 1937 
(Kurve I). 

Die Viskositaten wurden im Ostzuald-Kapillarviskosimeter bestimmt. Nahere Angaben 
iiber die Messungen an den Praparaten I und IX finden sich in der Dissertation K m p p .  
Das neue Praparat wurde mit einem Viskosimeter folgender Daten untersucht. 

Volumen zwischen den Marken: 0,80 em3. 

Kapillarlange: 7,8 em. 
Auslaufszeit von Wasser: 148,’i Sek. 

S t r o  m u n g  s d o p  p e lb  r e c hung.  Fig. 3 zeigt den Orientierungs- 
winkel einer Losung des neu hergestellten Nucleinates. Ein Vergleieh 
mit den entsprechenden Kurven fruher hergestellter Praparatel) be- 
statigt den geringeren Abbau bei der Isolierung, wie sie oben be- 
schrieben wurde. 

Fig. 3. 
Orientierungswinkel des hochmolekularen Natriumthymonucleinatos. Die Losung enthalt 

in 100 ern3 0,056 g Nucleinat und 10 g NaCI. 

l) Vgl. Diss. A .  Knapp, Bern 1946 und Diss. A .  Wissler, Bern 1941. 
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Eine genaue Ermittlung der Molekelmasse und Form unter Her- 
anziehung der Sedimentations- und Diffusionsgeschwindigkeit ist in 
gemeinsamer arbeit mit Ch. fludroiz in Strassburg im Gang. 

Aus der Orientierungswinkelkurve ergeben sich Anhaltspunkte 
uber die Polydispersitat von Stoffen, die aus Kettenmolekeln auf- 
gebaut sindl). Fig, 3 zeigt einen raschen Anstieg des Orientierungs- 
winkels bis etwa zum Gradienten 200. Bei hoheren Gradienten steigt 
der Winkel vie1 langsamer an, als es bei einer monodispersen Substanz 
der Fa,ll ware. Der ungefahre Kurvenver’lauf fur monodisperses Ma- 
terial ist in Fig. 3 gestrichelt eingezeichnet. Es ist also auch bei der 
letzten Praparation noch ein teilweiser Molekelabbau eingetreten, so 
dass neben den grossen, eventuell nativen Molekeln Spaltstucke ver- 
schiedener Grosse in betrachtlicher Menge vorliegen. 
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2 

1 

I 

2 

3 

s< 
Fig. 4. 

Elektrometrische Titration von Natriumthymonucleinat. Ordinate: Aquivalente NaOH 
bzw. H,SO, auf 4 P-Atome des Nucleinates. 

Kurve 1 pH 7 nach pH 12 
Kurve 2 pH 12 nach pH 7 

Kurve 3 pH 7 nach pH 2 
Kurve 4 pR 2 nach pH 7 

I) Vgl. R. Signer und H.  Liechti, J. chim. phys. 44, 58 (1947); Makromol. Chem. 2, 
267 (1948). 
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P o t  en t iome t r is c h e T i t  r a t io n. Elektrometrische Titrationen 
verschiedener Thymonucleinate wurden kurzlich von GuZZand, Jordan 
und Taylor1) ausgefuhrt. Es wurden unter anderm folgende wichtige 
Eigenschaften beobslchtet : 

1. Schonend prapariertes Nucleinat geht bei p,-Werten von 
2,5 und 1 2  eine irreversible Anderung ein. 

2. Die Titrationskurven sind von der Art der Prgparation ab- 
h angi g . 

Wir fuhrten mit dem oben beschriebenen Nucleinat zur weiteren 
Kennzeichnung entsprechende Titrationen durch. Die Ergebnisse sind 
in Fig. 4 enthalten. 

Die irreversible Veranderung bei hohen und niederen p,-Werten 
konnte auch bei dem neu hergestellten Nucleinat festgestellt werden. 
Die Titrationskurven stimmen mit denen uberein, die GuZZand und 
Mitarbeiter bei schonender Praparation beobachteten. 

Titriert wurden Losungen mit 60 mg Thymonucleinat in 8 cm3 Wasser. Titration mit 
0,l-n. NaOH und H,S04. Wasserstoff-Elektrode. Genauigkeit der pH -Messung & 0,Ol 
pH-Einheiten. 

Ausfiihrung der Messungen nach Fletcher, Gulland und Jordan2). Korrektur fur die 
Titration des Wassers bei extrernen pH -Werten nach Jordan und Taylor3). 

Z u s ammenf a s sung. 

Es wird eine -4banderung der bekannten Verfahren zur Isolierung 
von Desoxyribonucleinsaure angegeben. Die so hergestellten Fra- 
parate zeichnen sich durch hohes Molekulargewicht BUS. Die Nuclein- 
saure wird gekennzeichnet durch ViskositM, Stromungsdoppel- 
brechung und Trubungsgrad verdunnter Losungen und durch die 
Saure- und Basenbindung. 

Universitat Bern, 
Institut fur allgemeine und spezielle organische Chemie. 

1) SOC. 1947, 1131. 

3)  SOC. 1946, 994. 
2) SOC. 1944, 33. 


