
Z us  a m  m enf a s  sun  g. 

Kei Studien der para-Claisen-Umlagerung mit Hilfe von 14('- 

niarkiertem Allyl-[2,6-dimethyl-phenyl]-iither liess sich durch Kreuz- 
experimente und (lurch Abbau des Allylathers und seines Umlage- 
rungsproduktes zeigen, dass die para-Umlagerung streng int'ramole- 
kula r untl ohne Inversion des Rllylrestes wrlauft. 

Znrich, Chemisches Institut tier Uniwrsit&t. 

62. Unter suchungen iiber die Ribosenukleinsaure 
und den Lipidanteil ( Steroide) der Lebermitochondrien 

von F. Leuthardt und B. Exer. 
(26. I. 53.) 

I. Teil : Hiboscwukleinsaurc aus Mitoehonclricn. 

i n  den meisten Bellen scheint die gesamte Ribosenukleinsaure dex 
Cytoplasmas an Strukturelemente gebunden zu sein, die durch frak- 
tionierte Zentrifugation aus den Gewebshomogenat]en abgetrennt wer- 
den kiinnen. Ein Teil findet sich in den mikroskopisch sichtbaren Zell- 
granula (,,large granules"), die im wesentlichen mit den Mitochondrien 
itlentifiziert werden konnen, ein anderer Teil in den ultramikroskopi- 
schen sog. Mikrosomen ( Claude1)). Die Zusammensetzung, Eigenschaf- 
ten und Funktionen der Mitochondrien und Mikrosomen sind in den 
letzten Jahren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Eine 
scharfe Grenze zwischen den beiden -4rten 17011 Teilchen lasst sich auf 
Grund der fraktionierten Zentrifugation nicht festaetzen. 

Die grossen Teilchen sind ausserordentlich reich an Fermenten. 
So enthalten die Xitochondrien der Leber und cler Niere das gesamte 
Hnzymsystem des Citronensgurecyklus und der oxydativen l'hos- 
phorylierung, und ausserdem sind eine ganze Reihe weiterer Fermente 
in ihnen nachgewiesen worden. Dic Ti'ermrntausriistiing der Mikro- 
someii ist vie1 arrner. 

Es stellt sich die Frage, ob zmischen den grossen und den kleinen 
Teilchen des Cytoplasmas ein genetischer Zusammenhang hesteht. 
Dieses Problem ist vor allem voii der Schule Brachet's2) studiert wor- 
den. Die Analyse der durch fraktionierte Bentrifugation bei hohen 
Tourenzahlen gewonnenen Mikrosomen zeigte, dass die Teilchen um so 

I )  A .  Claude, J.exp. Med. 80, 19 (1944); 84, .51 (1946); Cold Spring Harbor Symposia 

2, J .  Brnchet & R. Jeener, Enzymologia I I ,  196, 222 (1943); J .  Brachet 6. H .  Chnn- 
on Quantitative Biology 9, 263 (1941). 

t r c w n P ,  Acta bid. Relg. 2, 451 (1942); H .  Chnntrennr, Fhzgmologia I I ,  213 (1943). 
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reiolier an Ribosenukleinsaure sind, je schwerer zentrifugierbar, d. h. 
je kleiner sie sind. Durch Behandeln mit EdsaZZ'scher Losung (alka- 
lische Losung von KC1) lassen sich aus den Mitochondrien ultrami- 
kroskopische Teilchen gewinnen, bei welchen der gleiche Zusammen- 
hang zwischen Nukleinsauregehalt und Teilchengrosse besteht wie bei 
den praformierten Mikrosomen (Jeenerl)  mid Chantren?ze2)). Die Au- 
toren vermuten daher, dass die Mitochondrien unter Einschluss an- 
derer Proteine &us Mikrosomen aufgebaut werden, und dass die ver- 
schiedenen Fraktionen von Zellgranula verschiedene Entwicklungs- 
stadien von Lipoproteidkomplexen darstellen, die sich um einen 
nukleinsaurereiehen Kern bilden. Bei unseren eigenen Versuehen ha- 
ben wir gefunden, dass das Verhaltnis Nukleinsaure-P : Lipid-P : Phox- 
phoprotein-P in den Mikrosomen und den Mitochondrien annahernd 
den gleichen Wert hat (vgl. Tab. 3 und 4). Diese Beobachtung ist mit 
der hnnahme vereinbar, dass die Mikrosomen in den Aufbau der 
grossercn Teilchen einbezogen werden, doch ist das bisherige Beobach- 
tungsmaterial zu diirftig, um daraus sichere Schlusse auf den Zusam- 
menhang zwischen Mitochondrien und Mikrosomen zu ziehen. Eine 
weitere Moglichkeit fur die RufklBrung der Beziehungen zwischen den 
versehiedenen Teilchenfraktionen ergibt sich aus der Verfolgung des 
Einbaues von Radiophosphor in die Ribosenukleinsaure. Derartige 
Untersuchungen sind von Barnuin & Huseby3)  und Jeener & ,Szafarz4) 
durchgefiihrt worden. Sie fanden, dass radioaktives Phosphat mit 
ungefahr gleicher Geschwindigkeit in die ,,large granules" und die 
Mikrosomen der Mauseleber aufgenommen wird. duch dieser Befund 
lBsst keinerlei Schlusse auf die mogliche genetische Beziehung zwi- 
schen Mikrosomen und Mitochondrien zu. 

€ 

I .  I 
231 25Q 270 ZJUmp 230 250 270 Z$ffmp 

Fig. 1. 
U\'.-Absorptionsspektreii: A) Ribosenukleinsaure aus Mitochondrien in I-n. HC10,. 
B) Hefenukleinsaure c--0 in Wasser, 0- in 1 -n. HCIO,,. C) Adenosin-3-phosphat 

in 0:l-n. NH,OH. 
I j  R. Jeemer, Biochim. Biophys. Acta 2, 633 (1948). 
*) H. Chantrenne, Biochim. Biophys. Acta I, 437 (1947). 
"j C. P. Barnum 6. R. A. Huseby, Arch. Biochem. 29, 7 (1950). 
* j  R. Jeener & D. Szafarz, Exper. 6, 60 (1950). 
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Wenn die Mikrosomen in den Aufbau der Mitochondrien einbe- 
zogen werden, so ist anzunehmen, dass ihre Nukleinsiiuren dieselbe 
Zusammensetzung aufweisen wie diejenigen der Mitochondrien. Jeden- 
falls wurde ein wesentlicher Unterschied im Gehalt der einzelnen Bau- 
stcine bedeuten, dass die Mikrosomen nicht als solche am Aufbau der 
Mitochondrien beteiligt sind. 

Aber auch abgesehen von diesem speziellen Problem bietet die 
Kenntnis der Zusammensetzung der Nukleinsiiuren in morphologisch 
gut definierten Zellbestandteilen ein selbstandiges Interesse. Es ist die 
Hypothese aufgestellt worden, dsss die Ribosenukleinsiiuren des Cyto- 
plasmas organspezifisch sind, wahrend die Desoxyribosenukleinsauren 
des Kerns artspezifisch sein sollen. In  Anbetracht der raschen Um- 
setzung und Erneuerung der Ribosenukleinsiiure, wie sie sich in 
tracer-Versuchen manifestiert, entsteht auch dic Frage, oh ihre Zu- 
semmensetzung unter allen Umstanden konstant bleibt. 

Es sind in den letzten Jahren verschiedene chromatographische 
Nethoden entwickelt worden, die es gestatten, die nach partieller 
Hydrolyse suftretenden Bruchstucke zu trennen und das Verhaltnis 
der verschiedenen Purin- und Pyrimidinbasen ( Chargaff u. Mitarbei- 
terl), Markham & ~ Y m i t h ~ ) ~ ) ~ ) ,  Cohn5) d3 Carter6)), zu bestimmen. 

Wir haben daher im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die 
Lebermitochondrien eine Analyse der Nukleinsiiuren der Lebermito- 
chondrien und -mikrosomen unternommen. Das unmittelbare Ziel der 
vorliegenden Arbeit ist zuniichst ein methodisches .  Wir haben ver- 
schiedene Methoden fur die Extraktion und chromatographische Bau- 
steinanalyse miteinander verglichen, um eine Grundlage fur die spiitere 
systematische Untersuchung an einem grosseren Material zu ge- 
winnen. Wir haben dabei auf morphologisch einheitliches Ausgangs- 
material, d. h. eine miiglichst saubere Trennung von den Mitochon- 
drien und Mikrosomen von den ubrigen Zellbestandteilen Wert gelegt. 
Dies bedeutet fur die chemische Analyse eine gewisse Einschrankung, 
weil solches Material nicht in beliebigen Mengen beschafft werden 
kann. 

Als Ausgangsmaterial fur unsere Untersuchungen dienten Mito- 
chondriensuspensionen aus Rattenleber, welche nach der Mannit- 
methodc (LeuthaTdt d3 Miiller’)) dargestellt worden waren. Sie erwiesen 

l) E. Chargaff, B. Magasanik, E.  Vischer, C. Cran, R. Doniger & D. Elson, J. Biol. 
Chem. 186, 51 (1950); E. Vischer & E. Churgajf, J. Biol. Chem. 176, 703, 715 (1948); 
B. Mapsanilc, E. Vischer & E. Chargaff, J. Biol. Chem. 186, 37 (1950). 

2, J .  D. Xmifh & R. Murkham, Biochem. J. 46, 509 (1950). 
3, R. Markham & J .  D. Smith, Biochem. J. 49, 401 (1951). 
4, R. Markham & J .  D. Smith, Biochem. J. 46, 513 (1950). 
5,  W .  E. Cohn, Am. Soc. 71, 2275 (1949); 72, 1471, 2811, 4273 (1950). 
6 ,  C. E. Carter, Am. Soc. 72, 1466 (1950). 
7, F. Leuthardt & A .  F. Muller, Exper. 4, 278 (1948). 
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sich bei der Betrachtung im Phasenmikroskop als weitgehend einheit- 
lich, d. h. sie enthielten Heme oder Zelltriimmer nicht in wesentlicher 
Menge. Die Mikrosomenfraktion wurde durch Zentrifugieren des Tjber- 
stehenden bei hoher Tourenzahl erhalten ( Claude1) u. a. ")). 

Fig. 2. 

Fur die Extraktion der Nukleinsauren aus den Geweben sind eine 
Reihe von verschiedenen Methoden vorgeschlagen worden. Sie lassen 
sich durch Perchlorsaure (Ogur & Rosen3)), heisse TrichloressigsBure 
( 8chneider4)) oder wasserige Salzlosungen extrahieren (Davidson 
& W a y m o z ~ t h ~ ) ) .  Wie wir gefunden haben, lassen sich die Nuklein- 
sauren auch durch Behandlung der Gewebe mit konzentrierten Harn- 
stofflosungen gewinnen. Die Methode gestattet, mie der Vergleich rnit 
der Extraktion durch Perchlorsaure bei SOo zeigt, schon bei einmaliger 
Extraktion etwa 90% der Nukleinsaure in Losung zu bringen. 

Die Extraktion rnit heisser Trichloressigsiiure nach 8chneider4) 
eignet sich nur fur analytische Zwecke, nicht aber fur die praparative 
Darstellung der Nukleinsauren. Bei Verwendung der Perchlorsaure 
tritt offenbar weitgehende Depolymerisation ein. 

Bedeutend schonender ist die Extraktion rnit konzentrierter 
Harnstofflosung. Allerdings gehen dabei betrachtliche Mengen Pro- 
teine als Nukleoproteid rnit in Losung. Sie konnen nach der Methode 
von 8ewag6) entfernt werden. Wir haben in der vorliegenden Unter- 
suchung die Extraktion rnit Kochsalz, Harnstoff und Perchlorsaure 
verwendet. 

l) A .  CZuurEe, J. exp. Med. 80, 19 (1944); 84, 51 (1946); Cold Spring Harbor Sym- 
posia on Quantitative Biology 9, 263 (1941). 

2, G. H .  Hogehoom, A .  Claude & R. D. Hotchkiss, J. Biol. Chem. 165, 615 (1946); 
G. H. Hogehoom, W.  C. Schneider & G. E. Pallade, J. BioI. Chem. 172, 619 (1948); E. P. 
Kennedy & A. L. Lehninger, J. Biol. Chem. 179, 957 (1949). 

AT. Ogur & G. Rosen, Arch. Biochem. 25, 262 (1950). 
4, W. C. Schneider, J. Biol. Chem. 161, 293 (1945). 
6, J .  N. Duvidson & C. Waymouth, Biochem. J. 38, 39, 375, 379 (1944). 
6, M. G. Sevag, D. B. Lackman & J .  Smolens, J. Biol. Chem. 124, 425 (1938). 
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Die Resultate der chroniatographisclien Analyse unserer Nuklein- 
siiurepraparate aus Mitochondrien und Xikrosomen sind in Tab. 5 
cl arges tellt . 

Eine wicht,ige Fehlerquelle bei tler Eestimmung der Bausteiiie 
liegt in der 'ijberschneidung der Fraktionen, wie sie besonders bei der 
Papierchromatographie dureh ,,tailing" zustandekommen kann. Man 
crhalt BUS den zwischen den Maxima liegenden Abschnitten des 
(Ihromatogramms immer Mischfraktionen. Durch Messung der Ex- 
tinktion bei zwei verschiedenen Wellenlangen lastt sich der Gehalt 
diescr Mischfraktionen an  jeder Komponente angenahert bestimmen 
(vgl. exp. Teil). Der Fehler, der in unseren Vcrsuchen durch Uber- 
schncidung der Fraktionen entsteht, ist, nicht sehr gross, weil die 
Trerinung gut ist (vgl. Fig. 3). ,,H%ngenbleihen" der schneller wan- 
tlernden Fraktionen verschiebt die Verhaltniszahlen zugunsten der 
langsamer wandernden. Der Fehler der in der Tab. angegebenen Ver- 
hiiltniszahlen kann nach der bekaniiten Formcl Ax = i ( b - A a  

1- a A b)  :b2 abgeschatzt werden ( A  x -- maximaler Fehler des Quo- 
tienten a: b). Wenn man den Fehler fur die Bestimmung der einzelnen 
Fraktion etwa zu 10 yo im Maximum ansetzt, so kann fiir a: b - 1 der 
maximale Fehler des Quotienten etwa 20 yo erreichen. Wie die Parallel- 
bestimniungen der Tab. 5 zeigen, ist wahrscheinlich der tat)sachliche 
Fehler wescntlich kleiner. 

su 700 Ribrcben 

Fig. 3.  

Die Zahlen der Tab. 5 bestatigen zunachst die besonders voii 
Chargaff z ,  hervorgehobene Tatsache, dass die Nukleinsauren nicht 
nacli dem Tetranukleotidprinzip gebaut sind ; das Verhkltnis der 
1 Basen weicht mehr oder weniger stark von derEinheit ab. Im  iibrigen 
zeigen die Werte aus den verschiedenen Praparaten betraichtliche 
Schwankungen, die teilweise sicher uber die methodischen Fehler 
herausgehen. Das Verhaltnis Purine : Pyrimidine lasst sich in den Roh- 
cstrakten angenahert ermitteln, wenn man die Extinktion bei 260 mp 

I )  E. Chargaff, Exper. 6, 201 (1950). 
?) B. Magartsanik 6: E. Chargaff, Biochim. Riophys. Acta 7, 396 (1951). 
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inisst und die Ribose nacli der Orcinmethode (nach Mejbauml ) )  be- 
stimmt (siehe exp. Teil). Man findet auf diescl Weise einen Wert von 
etwa 1,26. Wie die Tab. zeigt, ergab die chroniatographische Analyse 
fur das gleiche Verhaltnis Werte zwischon 1,22 und I ,5S (abgesehen 
von der Praktion Ba-3, die aber nicht mit den anderen verglichen wer- 
den kann; vgl. exp. Toil). Es ist dabei zu beachten, dass jedes ,,Ran- 
genbleiben" der schnelleren Fraktionen (Cytidyl- und Uridylsaure) 
tlas Verhaltnis Pu: Py vergrbssern muss. 

Die starksten Uriterschiede im Verlialtnis Guanin : Adenin gegen- 
uber den Kochsalz- und Harnstoffextrakten zeigt die durch Perchlor- 
saureextraktion gewonnene Fraktion Ba-1, und zwar sowohl bei der 
Papierchromatographie als auch bei der Trennung an cler Austauseher- 
saule. Das VerhSltnis der beiden Purinbasen ist hier G:A - 3, wah- 
rend bei den anderen Extraktionsmethotlen die Werte zwischeii 1.1 
und 1,3 liegen. Sehr wahrscheinlich findet bei der Extraktion mil 
Perchlorsaure eine betrachtliche Depolymerisation und L4bspaltjung 
von Adenin statt. Auf eine Depolymerisation kann man aueh darans 
schliessen, dass im Perch1orsaureextra)kt das Minimum der Absorp- 
tionskurve (230 mp) tiefer liegt als bei den Nukleins2uren2). Iki 
230 m p  ist die Extinktion der einfachen Nukleotide bedeutend ge- 
ringer als diejenige der Nukleinsiiuren (siehe Fig. l ) j das Verhaltnis 
E,,, mp: E230mp nimmt also beim Abbau der Nukleinsauren zu. 

Ziemlich starken Schwankungen ist auch das Verhaltnis Uracil : 
Cytosin unterworfen (0,54 his 0,83). Der niedrige Wert im Perchlor- 
saureextrakt lilsst darauf schliessen, dass wahrscheinlich aueh &wax 
Uracil bei der Aufarbeitung verloren geht. 

Es werden also unter der Einwirkung von Perchlorsaure die Bin- 
dungen des Adenins und an zweiter Stelle des Uracils leicht gelost. 
Die grosste Konstanz zeigt das Verhaltnis Guanin: Cytosin. 

Auffallend ist die Diskrepanz des Quotienten U:C in verschie- 
denen durch Harnstoffextraktion gewonnenen Praparaten. Da die 
Analysen aus gleiehen Praparaten gut dbereinstimmende Werte er- 
geben, muss es sich um reelle Untersehiede der untersuchten Pr%paratle 
handeln. Die VerhWtnisse G: C und A: C zeigen keine iiber die Pehler- 
grenze der Methode hinausgehenden Schwankungen j andererseits ist 
im Praparat mit dem niedrigen Wert auch das Verhaltnis Purin: Pyri- 
midin grosser (1,55 statt 1,18). Dasselbe gilt auch fur den Kochsalz- 
extrakt mit dem kleineren U: C- Quotienten. Das Praparat enthalt also 
tatsachlich weniger Uracil. Wir konnen zur Zeit nicht sagen, ob bei 
der Aufarbeitung ein Verlust eingetreten ist (z. B. wahrend der wie- 
derholten Behandlung bei 4O nach Set3q3))  oder ob tatsaehlich die 

I) W .  Jfejbaum, Z. physiol. Ch. 258, 117 (1939). 
2) R. Markham & J .  D. Smith, Biochem. J. 46, 513 (1950). 
7 M .  G .  Sevag, D. B.  Luckman R. J .  AYmolens. J. Biol. Chem. 124, 425 (1938). 
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3,03 
1,20 
1,19 
1,26 
0,97 

Zusammensetzung der Lebernukleinsaure variieren kann. Die Frage 
liisst sich erst durch die Untersuchung eines grosseren Materials ent- 
scheiden. 

Wegen Mange1 an Material konnten nur wenige Analysen der 
Xikrosomen durchgefuhrt werden. Die Verteilung der Bausteine zeigt 
ein ahnliches Bild wie bei den Mitochondrien, doch sind die vorliegen- 
den Resultate zu durftig, urn einen Vergleich anzustelien. 

idfagasanik & Chargaff') haben kurzlich Bausteinanalysen der 
Ribosenukleinsiiure aus Schweinsleber mitgeteilt (siehe Tab. I). 

Ein ahnliches Verhdtnis ergibt sich auch aus den Analysen von 
Volkin. & Carter2). Diese Autoren haben nach Entfernung der Desoxy- 
ribosenukleinsiiure als Protsinkomplex die Ribosenukleinsaure durch 
Guanidinhydrochlorid ausgefallt . Unter diesen Bedinguiigen ist der 
grosste Teil des Gewebes loslich. Die Nukleotitle wurden an der Aus- 
tauschersiiule getrennt. I n  der folgcnden Tab. sind die von den ge- 
nannten Autoren grwonnenen Analysenzahlen unseren Resultaten 
gegenubergest ellt . 

Tabelle 1. 
Zusammensetzung der Lebernukleinsauren be1 verschiedenen Tierarten. 

Tierart 

Schwein . . . . . . . . . .  
Kalh . . . . . . . . . . . .  
Kaniiichen . . . . . . . . .  
Maus . . . . . . . . . . . .  
Ratte . . . . . . . . . . . .  
ltatte (Nitoch.) 
HClO,-Extr. Ba-1 . . . . . .  
NaC1-Extrakt . . . . . . . .  
Harnstoffextrakt 1 . . . . . .  
Harnstoffextrakt I1 . . . . .  

r 

I 

0,62 1 0,47 1,12 
0,67 1 0,56 1,20 
0,59 1 0,59 1,12 
0,78 1 0,67 1,22 
0,53 1 0,45 0,97 

I I I I 

1,3 
1,26 
1,36 
1,24 

0,66 1 0,66 1,18 
1,14 1 0,56 1,56 
1,04 1 0,56 1,55 
0,93 1 0,82 1,18 

7 Autor 
-I 

Chargaff l) 

~ Volkin 
& Carter2) 

Eigene 
Analyse I 

Die Zusammensetzung unserer Fraktion Ba-1 (aus Perehlor- 
siiureextrakt gewonnen) ist nicht wesentlich verschieden von der- 
jenigen, die andere Autoren mitgeteiit haben. Bei Extraktion mit 
Kochsalz- oder Harnstofflosung finden wir durchwegs fur Adenin 
hoherc Werte. Es ware moglich, dass bei diesen Extraktionsmethoden 
eine besonders labile Praktion mit Adeninnukleotiden erhaiten wird, 
die in den anderen Priiparaten nicht mehr vorhanden ist. Die Frage 
kann erst an Hand eines umfangreicheren Materials gelfist werden. 

Wir konnen unsere Erfahrungen dahin zusammenfassen, dass die 
chromatographisehe Methode fur die Analyse kleiner Mengen von 
Nukleinsaiuren sehr gut geeignet ist und bei Beobachtung gewisser 

l) B. Maqasanik & E. Chargaff, Biochim. Biophys. Acta 7, 396 (1951). 
z ,  E. Volkin & C. E. Carter, Am. Soc. 73, 1516 (1951). 
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Kautelen fur die einzelnen Bausteine Werte liefert, die innerhalb 
weniger Prozente genau sind. Vie1 schwieriger ist die Aufgabe, die 
Nukleinsauren aus den Geweben ohne Veranderung und ohne Verlust 
einzelner Bausteine fur die Analyse xu gewinnen. Von den Methoden, 
die wir verwendet haben, scheint sich die Extraktion rnit Kochsalz- 
oder rnit konzentrierten Harnstofflosungen am besten zu eignen. Doch 
mussen in Anbetracht der grossen Labilitat gewisser Bindungen alle 
Analysen, besonders was den Gehalt an Adenin und Uracil betrifft, 
mit Vorsicht bewertet werden. Es scheint, dass in der Leber Nuklein- 
sauren vorkommen, welche etwas mehr Adenin und Uracil enthalten, 
als die bisher beschriebenen Praparate. 

Experimentel ler  Teil. 
I. Mothoden. 

B. A n a l y t i s c h e  Methoden.  
P h o s p h a t b e s t i m m u n g  n a c h  Fiske & Subbarowl) unter folgender Modifikation: 

91s Reduktionsmittel wurde eine 1-proz. Ascorbinsaurelosung verwendet. Die Farbent- 
wicklung wurde wahrend 7 Min. im Wasserbad bei 370 vorgenommen und die Extinktion 
bei 750 mp abgelesen. Zur Bestimmung des Gesamtphospbates wurde die organische Sub- 
stanz mit PerchIorsaure verascht. 

Das Gewicht der Phospholipide wurde aus dem Phosphorgehalt der Lipide be- 
rechnet (P x 25). 

R i b o s e b e s t i m m u n g  n a c h  Mejbaum2), Modifikation nach Albaum & Umbreit3). 
Es wurde 45 Min. auf 1000 erhitzt. Die Extinktion wurde bei 665 m p  unter Benutzung von 
destilliertem Wasser als Leerwert gemessen. Als Ferrisalz wurde Eisenammoniumalaun 
(0,l-proz.) in konzentrierter Salzsaure verwendet. Endvolumen 6 em3. Unter diesen Be- 
dingungen betrug die Molekularextinktion der Ribose ziemlich genau E,,, m p  = 4.103 bei 
einer Schichtdicke von 1 cm. 

Die beiden isomeren Adenylsiiuren geben bei dieser Methode verschiedene Werte 
fur  die Molekularextinktion. Der Wert fur Adenosin-5-phosphat liegt regelmassig hoher 
als derjenige fur Ribose und Ribose-3-phosphat. Dieser Unterschied ist hier belanglos, weil 
bei unserer Hydrolysemethode kein Adenosin-5-phosphat entsteht. Nach Albaum & Um- 
breits) wird bei Behandlung von Adenosin-5-phosphat niit HC1-Orcin-Fe"I die Halfte der 
niaximalen Farbtiefe schon nach wenigen Min. erreicht, wahrend bei Adenqsin-3-phosphat 
oder Ribose die Farbentwicklung etwas langsamer verlauft. Wir haben im Hydrolysat 
unserer Nukleinsaurepraparate die Entwicklung der Farbc verfolgt. Sie entsprach der- 
jenigen der freien Ribose. 

B. H y d r o l y s e  u n d  Papierchromatographie .  
Fur die saure Hydrolyse folgten wir der Methode von Smith & Murkham4). Die Frak- 

tionen, deren Darstellung unten beschrieben wird, wnrden teilweise mit 1-n. Salesaure eine 
Stunde bei loOD, teilwcise mit Natronlauge 24 Std. bei pH 12,4 und 36O (Methode von 
Churguf/6)), hydrolysiert. Wie Smith & M~rkharn.~)  6, naehgewiesen haben, entstehen bci 
dsr sauren Hydrolyse neben Cytidyl- und Uridylsaure geringe Mengen (ca. 5%) der ent- 
sprechenden n'ukleoside. Das Cytidin liegt im Chromatogramm zwischen Adenin und _______ 

1) C. H .  Fiske & Y .  Subbarow, J. Biol. Chem. 66, 375 (1.925). 
'2) W .  Mejbaum, Z. physiol. Ch. 258, 117 (1939). 
3, H .  c f .  Albaum & W .  W .  Umbreit, J. Biol. Chcm. 167, 369 (1947). 
4, J .  D. Smith, & R. Markham, Biochem. J. 46, 509 (1950). 
5) E. Chargaff, B. Magusanik, R. Doniger & E. Vischer, Am. Soc. 71, 1513 (1949). 
6, R. Markham & J .  D. Smith, Biochem. J. 46, 513 (1950). 
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(';yt,idylsiure, das Gridin zwischcn C'ytidyl- wid Uridylsaiire. Uber dic Bcrechniiiig der 
Mischfraktionen siehe unten. 

Zur Papierchromat.ographie \.c' urden die beiden Gemische von Smith & Mai4ham1)2) 
verwcndet, ersteres mit tertiarem Butylalkohol-Wasser-Salzsaure und letzteres fur alka- 
lischc Hydrolysate mit Animoiiiumsulfatliisung und Isopropylalkohol (genauc Zusammcn- 
sctzung siehe Seite 512 und 513). 

Die Extraktion der Purinbasen erfolgte niit 0,l-n. HCl, diejenige der Purinnukleotidc 
iriit 0,l-n. Ammoniak und diejenigc der Pyrimidinukleotide rnit 0,Ol-n. HCI. Die Extink- 
tion der Losungen wurde im Beckinan-Spektrophotometer, Modell DU, gemessen. 

Da samtliche der uiitersuchtcn Filterpapiersorten vie1 zu grosse Leerwerte, besonders 
im Ccbiet,e von 270 mp. ergaben, ivurdc ein Reinigungsverfahren entwickelt. Ungefahr 
zehn 7 , 2  ern breite und 40 cm lange Streifen von Filterpapier (Schleicher & SchuZZ, Nr. 597) 
wurden zu einer m'alze gerollt und darauf in einer Soxhlet-Apparatur 16 Std. mit 15-proz. 
Ameisonxiiure, dann 8 Std. mit 96-proz. Alkohol, und schlicsslich 16 8td. mit destilliertem 
\Vasser ext.rahiert. Die Streifen werden durch diese Behandlung etwas bruchig, zeigen 
,jcdoch im ganzen untersuchten Spekt)ralbereich einen gleichmassigen, sehr niedrigen Leer- 
wert.. Ansserdem lasst sich dieses l'apier sehr gut zur Chromatographie phosphatlialtigcr 
SubstJanZen vcrwenden, da es iiberhaupt lrein Phosphat mehr enthalt. 

Zur Chromatographie wurden die Filterpapierstreifen in drei gleich breite Streifen 
iintertciltf, die jeweils nur noch oben und unten zusammengehaltcn wurden. Der mittlere 
Streifen dicnte jeweils als Leerwert. Hatte die Flussigkeitsfront den untern R,and des 
Strcifcns erreicht., so wurde dieser herausgenommen, bei 60° getrocknet und in 1 cm brcite 
Btiicke geschnitten, welche einzeln eitrahiert wurdcn. 

In  einzelnen Versuchen wurde die Trennung der Nukleotide an einer Anionenaus- 
t'auschersaule nach don Angaben von IV. 8. Cohn3) durchgefuhrt. Zum Auffangen der 
Fraktioncn wurde ein ,,Technicon"Time/Flow fraction collector verwendet. (Vgl. Seite 512). 

C. B e r e c h n u n g d e r Mo 1 v e r h 11 1 t n i s s e. 
Bur die Bercchnung der Zusamrnensetaung derRRS4) ist die Keiintnis der Molekular- 

cxtinktion der einzelnen Baustcinc (Kukleotidc, Sukleoside imd Purinbasen) notig. 11'ir 

Tabelle 2. 

- ~ .. 

-. 

n1p 

300 
290 
278 
265 
262 
255 
250 
240 
245 
260 

Adenin 

HCI 
(A1 -n. 

0,05 

13.3 

8.05 
13,o 

Adenyl- 
saure 

NH,OH 
0.1-11. 

0,03 
0,28 

13,32 
14,4 

1I,24 

8.06 

3 3,9 

14,7 

Guaniii 

H('1 
0,l -11. 

4,2 

C r  

I ,dS 

11,o 
11,1 
10,9 
8,3 

lei verschictlenen \Velleul8neen. 

Guanyl- 
sBure 
HCl 

0,Ol-n. 

1,82 
5,68 
x,47 

10,2 

12,2 
I I J A  

9,18 
11,72 

Guanyl- 
saure 

KH,OH 
0,l-n. 

0.18 
1,66 
8,47 

11,22 

I1,14 
10,02 

8,98 
11,34 

v 

Uridyl- 
saure 
HC1 

0,01-n. 
__- 

0,02 
4 3  

9 3  

9,s 

llytid yl- 
saure 
HCI 

0,Ol-u. 

2,38 
9,25 

12,O 

8,4 

4,75 

6,83 -- 
I )  J. D. Smith & R. Markham, Biochem. J. 46, 509 (1950). 
l )  R. M a r k h m  & J .  D.  Smith, Biochem. J. 49, 401 (1951). 
:') TV. E. Cohn, Am. SOC. 71, 2275 (1949); 72, 1471, 2811, 4273 (1950). 
') K N S  = Ribosenukleinsiiure. 
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haben die Wcrtc teilwcise selbst bestimmt, teilu eise der Litrratur entnoniniei1 . Die ver- 
wendeten Werte sind in der vorstehenden Tab. zusammengcstellt. 

Berechnung der Mischfraktionen riach Kerr, Sprnidariun & Wurgonl). JYie Fig. 2 
zeigt, uberschneiden sich die cinzclnen Fraktionen im Papierchrom,ztogramm um cin 
weniges. Wir haben fur  diese Stellen des Chromatogranims, die von Kerrl) angegebenr 
Berechnung verwendet, welche aus dcr Extinktion bei zwei verschicdcnen Wellenlangeu 
den Gehalt der Mischfraktionen an den hciden Komponcnten gestatten. 

cAdenin = (10,9. lo3 .IC262mp - 7,58. lo3. Ezasrn,)/84,0. lo6 

cGuanin = (13,3 lo3. E2+5miE- 8,O.j. lo3 -E262mp),%4,0* loG 
cCytidylsaure = ( F),9.103.E27sm,,- 4,5.103.E262m/1)/90,2.106 

(Cytidin) 

(Uridin) 
curidylsiiure = (12,9.103 . E z o 2 m f l -  S,4.103.Ez7~m,,)~90,2.10G 

Mit Hilfe dieser Formeln k d e n  2 Nomogramme berechnet, aus denen das Molver- 
liiiltnis der Komponenten direkt abgeleserl wcrden konnte und die gleichzeitig die Reinheit, 
der Fraktionen zu crmitteln crlaubten. 

Die Methode ist sehr ungenau, da lrleine Fehler dcr Extinktionen sich stark aus- 
wirken. In  unserm Fall ist die erreichte Genanigkeit genugend, da der Rerrchnung nur die 
Bedeutung einer Korrekhr zukommt. 

Rei den Fraktionen, welche Guanin und Adenin, oder Adenin iind Cytidin, oder 
Cytidylsiiure und Uridin enthalten, kann dcr Anteil der einen Komponente, namlich Gua- 
nin, Cytidin und Cytidylsiiure, auch dutch Messung der Kxtinktion bei 290 rnp gefunden 
wcrdcn, wcil bei dieser Wellenlange die Kxtinktion der andern Komponente (Adenin oder 
IJridin) vernachlassigt werden kann. (Siehe Tab. 2.) 

D. D a r s t el l  un g vo r i  Mi t o chon d r  i c n u n  d Mi k r  o s o men. 

Zur Darstcllung der Zcllfraktionen wurden weisse, miinnliehe Ratten (200-300 g), 
die vorher 24 Std. auf Hunger gesetzt wordcn waren, verwendet. Die Tiere wurden durch 
einen Schlag ins Genick getotet, die Bauchhohlc gctiffnet und die Leber win rechten Vor- 
hof aus mit einer kalten (4O) isotonischen Mannitlosung perfundiert. Das Totalgewicht dcr 
Lebern von 15 Tieren betrug 150 g. Die folgenden Zcntrifugationcn wurden in einer ,,In- 
ternational" Kaltczcntrifuge aufigefuhrt.. 

150 g Rattenlebern wurden mit 600 em3 cines Cemisches von 3 Teilen isotonischem 
KC1 und 2 Teilen 0,2-m. NaF zweimal 1 Min. bei 4" mit eincm warring blender (Cuisto) 
homogenisiert und durch Gaze koliert, d a m  30 Min. bri 1300 g (2300 T/Min., Schichthohr 
9-10 em) zentrifugiert (g = g max.). 

Das oberstehende (ul) wurde auf Rfikrosomcrl wciter vcrarbcitct (siehe unten). 
Die Niederschlage warden mit isotonischem Mannit auf 600 em3 aufgefiillt, kurz 

homogenisiert und 17 Min. bei 1300 g (2500 T/Min., Scllichthohe 6-8 cm) zentrifugiert. 
Die crhaltcnc Mitochondriensuspension wurde vom Sediment (Kerne, Zelltriimmcr) 

dekantiert; sie erwies sich im Phasenmikroskdp als rein. Die Suspension (300 em3) wurde 
30 Min. in einer ,,Sharpless" bei 38500 g (40000 T/Min.) zentrifugiert. Das uberstehe,nde 
wurde verworfen. Das Mitochondriensediment wurde im Sharplcssrohr auf - 30" gefroren 
und lyophilisiert. Die Ausbeute betrug 12,3 g Trockenpulver, w-elches etwa 15-20% 
Mannit enthalt. 

Mikrosomen. Das uberstehendc (ul) dcr ersten Zentrifugation wurde 5 Mix in der 
Sharpless bei 40000 Touren zentrifugiert und der Xiederschlag verworfen. Das Uber- 
stehende wurde 60 Min. bei 21 700 g scdimentiert und das rote, durchsichtige Gel (Mikro- 
somen) in gefrorcnem Zustand getrocknet. Die Ausbeutc betrug ungefahr 400 mg. 

I )  St. E. Kerr, K.  Seraidnrian 6: M .  Wargon, J. Biol. Chem. 181, 761 (1949). 
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Mitochondrien roll . 
Mitochondrien ent- 

fettet. . . . . . 
Geuamtlipide . . . 
Phospholipide (1'. 25) 
Ribosenukleinsaure 
Restprotein . . . . 

IIELVETICA CHIMICA ACTA. 

415 

310 
105 
69,5 
11,8 

298 

11. Ergebnisse. 

A. A u f a r b e i t u n g  d e r  Mitochondrien.  
a) E n t f e t t u n g  u n d  F r a k t i o n i e r u n g  d e r  Mitochondrien.  Da bei unserer 

Darstellungsmethode die Mitochondrien immer mit Mannit verunreinigt waren, wurde zur 
Entfettung ein besonderes Verfahren angewendet. Eine abgewogene Menge Mitochondrien, 
die in gefrorenem Zustand getrocknet worden waren, wurden 14 Std. in einem Mikro- 
cxtraktionsapparat nach Hochstrasser mit Tetrahydro-furan extrahiert. Der Extrakt wurde 
eingeengt und 24 Std. bei 40 stehengelassen. Schon wahrend der Extraktion kristallsierte 
der grosste Teil des Mannits aus; dieser enthalt, aus dem Phosphorgehalt zu schliessen, 
noch ctwas Phospholipide. Um den restlichen Mannit zu extrahieren, wurde der Eiweiss- 
riickstand im Apparat nach Hochstrasser weitere 5 Std. mit Alkohol ausgezogen. 

Die Menge des zuriickgewonnencn Mannits yon der Einwaage abgezogen, ergibt das 
Gewicht der ursprunglichen Mitochondriensubstanz. Die Analysenresultate beziehen sich 
alle auf mannitfreie Mitochondrien. 

Der Gehalt an RNS wurde durch Extraktion mit hisser  Perchlorsaure (Seite 512) 
oder mit Harnstoff (Seite 513) bestimmt. 

Als Restprotein-Phosphor wurde die Differenz des Phosphorgehaltes der entfetteten 
Mitochondrien abziiglich des Phosphorgehaltes der RKS bezeichnet. Dieser besteht a m  
der Rumnie des saureloslichen Phosphors (siehe c) und des Phosphoprotein-Phosphors. 

b) Chemische Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  Mitochondrien.  Die Mitochondrien 
(mit Mannit als Beimischung) enthielten durchschnittlich 10,2% N oder auf mannitfreie 
Mitochondrien berechnet 12,6% N. Die Tabellenwerte beziehen sich alle auf mannitfreie 
Mitochondrien. 

nber die Zusammensetzung und die P-Verteilung in den Mitochondrien gibt die fol- 
gende Tab. Auskunft: 

100 

74,7 
25,3 
16,76 

2,85 
71,7 

Tabelle 3. 
Analyse der Mitochondrien. 

10,24 

4,45 
26,5 
40,O 
92,O 

1 4  

Gew. in Fraktionen YP 

4230 

1380 
2781 

1085 
298 

P-Ver- 
teilung 

100 

32,6 
65,5 

25,6 
735 

-- 
pulpy*) 

1,26 

*) Aus der Bestimmung der Ribose nach Mejbauml) (vgl. Seite 507) und der Ex- 

c) B e s t i m m u n g  d c s  saure los l ichen  Phosphors .  100 mg entfettete Mitochon- 
drien wurden 10 Min. in  6 om3 kalter 8-proz. Trichloressigsaure geschiittelt, dann abzentri- 
fugiert und der Riickstand noch einmal gleich behandelt; dabei wurden 75 y gesamtsaure- 
loslicher Phosphor, entsprechend 0,75O/,, der entfetteten, oder 0,6°/00 der ursprunglichen 
Mitochondrien erhalten. An nnorganischem Phosphor wurden 26 y ,  entsprechend 0,26°/00 
und 0,2u/0,, bestimmt. Der Trichloressigsaureextrakt zeigte bereits eine positive Pentose- 
realrtion, das heisst, dass schon etwas Ribosenukleinsaure herausgelost worden war. In  der 
Folge wurde daher auf diese Vorbehandlung der Mitochondrien vor der Nukleinsaure- 
extraktion verzichtet. 

tinktion bei 260 mp berechnet (siehe Seite 504). 

- ~~ 

l) W .  Mejbaum, Z. physiol. Ch. 258, 117 (1939). 
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B. E x t r a k t i o n  d e r  R i b o s e n u k l e i n s a u r e  aus  e n t f e t t e t e n  Mi to-  
chondrien.  

Es gelangten folgende Verfahren zur Anwendung : 
a) Extraktion rnit 10-proz. Kochsalzlosung (vgl. z. B. Dawidson & Waymouthl)). 
b) Extraktion mit kalter (4O C) 1-n. Perchlorsaure (Ogur & Rosenz)). 
c) Extraktion mit heisser Perchlorsaure (1-n. Siiure, 30 Min. bei 800). 
d )  Extraktion mit heisser Harnstofflosung (50% G/G, 30 Min. bei 900). 
Zur praparativen Darstellung wurden die Verfahren a, b und d benutzt. 
a) E x t r a k t i o n  rnit 10-proz.  Kochsalzlosung.  Aus 300 mg entfetteten Mito- 

chondrien wurden durch insgesamt 4 Auszuge mit 10-proz. Kochsalzlosung 10,3 mg 
Ribosenukleinslure (RNS) in Losung erhalten. Es wurde zweimal mit je 5 em3 Salzlosung 
24 Std. bei 4O, und zweimal rnit der gleichen Menge 30 Min. bei 900 extrahiert. 

Das Absorptionsspektrum des Extraktes deutet auf die Gegenwart von Riboflavin 
hin. Aus der Absorption bei 340 mp wurde ein Gehalt von etwa 0,3 Mikromol Riboflavin 
pro Gramm entfettete Mitochondrien ermittelt. 

Die vereinigten Ausziige wurden dialysiert und die UV.-Absorptionskurve dcs 
Dialysates aufgenommen. Sie fie1 gleichmassig von 220 mp bis 300 mp ab und zeigte nur 
einen Sattel in der Gegend von 260 mp. Bestimmungen der Ribose Tor und nach derDialyse 
ergaben, dass durch die Dialyse 610 y Ribose verloren gingen. Diese Menge entspricht un- 
gefahr 2,45 mg RNS oder 24% des Gesamtextraktes. Es muss daraus’geschlossen werden, 
dass schon wahrend der Extraktion eine betrtichtliche Depolymerisation stattgefunden hat. 

Der dialysierte Extrakt wurde hierauf im Vakuum iiber konz. Schwefelsaure auf 
ungefiihr 1,5 em3 eingeengt, dann mit 8 cm3 Alkohol und mit 3 Tropfen azeotroper Salz- 
saure bis zu pH 3 versetzt. Der zentrifugierte Niederschlag wurde in 0,5 cm3 Wasser und 
einigen Tropfen 2-n. Ammoniak gelost, der unlosliche Riickstand filtriert und das Filtrat 
nach Versetzen mit 5 Tropfen azeotroper Salzsliure 6 Std. stehengelassen. Die Fallung 
wurde zweimal mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen. Das Praparat (2,5 mg) ent- 
hielt noch ca. 30% Eiweiss. Dcr Eiweissgehalt wurde durch Vergleich niit der Absorption 
bei 260 m p  ermittelt, wobei E260 mp = 0,31 fur 10 y RNS/cmS angenommen wurde. 

Wie aus dieser Ausbeute ersichtlich ist, eignet sich dieses Verfahren nicht besonders 
zur praparativen Isolierung der RNS, da diese zu stark depolynierisiert wird. 

Die Analyse des Praparates ergab da,s folgende Molverhaltnis der Basen: 
0: A: C:U = 1,41: 1 , l l :  1,OO: 0,51 

wobei G, A, C und U Guanin, Adenin, Cytidylsaure und Uridylsaure bedeuten. 

worden war, zeigte folgende Zusammensetzung : 
Ein anderes Praparat, das auf gleiche Weise aus 2 g entfetteten Mitochondrien isoliert 

G :A: C :U = 1,23 : 1,12 : 1,O0:0,58 
1,28: 1,16: 1,OO: 0,55 

b) E x t r a k t i o n  m i t  k a l t e r  (4O C)  1-n.  Perchlorsaure .  8 g entfettete Mito- 
chondrien wurden mit Hilfe eines Vibromischers mit 150 cms la. Perchlorsaure iiber Nacht 
bei 40 extrahiert. Diese Operation wurde noch dreimal mit je 100 em3 1-n. Perchlorsaure 
wahrend je 24 Std. wiederholt. 

Es  wurden folgende Fraktionen erhalten: Fraktion I = 3 7 3  mg; Fraktion 11 r. 
203,O mg; Fraktion I11 = 41 mg; Fraktion IV = 20 mg, berechnet auf Grund der Extink- 
tion bei 260 mp. Fraktion 111 zeigte eine intensive griingelbe Farbung (Flavine ?). 

Die vereinigten Extrakte wurden mit dem halben Volumen 0,25-m. Bariumacetat 
versetzt, dann mit 10-n. Natronlauge neutralisiert. Zu dieser Losung wurde das 4fache 
Volumen 96-proz. Alkohol zugegeben. Die entstandene Fallung wurde iiber Nacht im 
Kiihlraum absitzen gelassen. Darauf wurde der Niederschlag scharf zentrifugiert und nach- 
einander mit 80-proz., 96-proz. und absolutem Alkohol sowie schliesslich mit absolutem 

I) J .  N .  Duwidson & G.  Waymouth, Biochem. J. 38, 39, 375, 379 (1944). 
z, M .  Ogur & B. Rosen. Arch. Biochem. 25, 262 (1950). 
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Xtlrcr gewaschen. Das Totalgewicht. des Kirderschlages, der ziemlich .vie1 Carbonat cnt- 
hiclt. bet>rug 1,4 g (Fraktion Ba-1). 

P r a k t i o n i e r u n g  d e s  Barinnisalecs .  100 nig des erhaltenen Bariumsalzes wur- 
den in der minirnalen Menge kalter 0,l-n. Perchlorsanrc geliist und so lange rnit 7-proz. 
Natriumsulfatliisung versetzt bis kein Siederschlag niehr entstand. Die zentrifugierte 
1,ssung wurde bis Kongo-Rot niit 1-n. Katronlauge versctzt und zur Fallung der RNS das 
~ierfaclic Voluinen Alkohol zugegeben. Die zentrifugierte R,XS wurde wie vorhin mit Al- 
ltohol und &her gewaschen und getrocknet. Dieses Praiparat, welches die hohcr polvmcreri 
Anteile enthalt wnrde zur alkalischen Hydrolysc verwendet (Fraktion Ba-2). 

Die iiberstehende 80-proz. Alkohollosung (95 em3) wurde neutralisiert. Nach Zu- 
gabc von 2 01113 0,25-m. Bariumacctat wurde die Lijsung zur vollstiindigen Fallung der 
Ha-Salze 24 Std. im Kiihlraum stehengclassen (Fraktion Ba-3). 

Die Fraktionen Ba-1 und Ba-3 wurderi niit 1-11. Salzsiiurc wie gewohnt hydrolysiert. 
und init cincm Gemisch von tertiarcin Butanol und Salzslure chromatographiert. (Genaue 
%usainn~cnsetzung des Gemisches siehe Seite 513). 

Die Molvcrhaltnisse der Rasen warcn die folgenden : 
Fraktion Ba-1. G:A:C:U = 1,31:0,656:1,00:0,656. Pu/Py = 1 , l H .  
Fraktion Ba-3. G:A:C:U = 0,855:0,590:1,00:0,%56. Pu/Py := 0,92. 
(Pu = Purine; P y  = Pyrimidine.) 
J>cr niit Alkohol und Salzsilure gefkllte Tcil der RNS (Fraktion Ba-2) wurde cirirr 

alkalischen Hydrolyse (24 Std. bei pH 12,5) nach Chargaff') unterworfen. Fur cine saurc 
Hydrolyse reichte das Material riicht aus. Das Hydrolysat wurde mit eineni Gemisch von 
Xarkhum & &with2) chromatographiert. Zusammensetzung des Gemisches: 790 cm3 ge- 
siittigte Ammoniumsulfatlosung, 190 ctn3 Wasser oder 0,I-m. Pnffer pH 6 und 20 em3 
lmpropylalkohol. 

G: A: C :U = 1,12 :0,915: 1,00 :0,54 
Pn/Py = 3,33 

(iuanylsaure ,,b" = 60:; 
GuanylsSure ,,a" = 40"jo 

Adenylsaure ,,b" = 297; 
Adenylsaure ,,a" = 71% 

Die Purinnukleotide wurden mit 0,l-n. NH,OH, die Pyrimidinnukleotide mit 0,01-11. 
H( ' I  aus dem Papierchromatogramrn extrahiert. 

Blkalische H$jdrolgse des Praparates Ba-1 zcnd ~ h ~ o ~ c ~ t o ~ r a ~ h ~ e  der X d l e o t i d e  aa 
einer Austnuscher.suuZe. 71 mg Ba-1 wurden in 0,5 em3 0,l-n. Perchlorsaure geliist. Nach 
Verdiinnung niit 2 cni3 Wasser wurde so langc gesattigte Ammoniunisulfatliisung zuge- 
geben, his keine Fallung mehr entstand. Each Zentrifugation des Niederschlages wurden 

des cbcrstchenden mit einigen Tropfen 10-n. NaOH bis zuin Uinschlag von Tropiiolin 0 
(pH 1 2 3 )  versetet und dann 25 Std. bei 38O stehengelassen. Das Hydrolysat wurde auf 
120 mi3 verdiinnt und an einer Anionenaustausrherkolonne (Dowex-1) adsorbiert. 

Die Kolonne (Dowex-1 , 5 cm x 3 om2,  Korngrssse Sieb VII PhH. V) wurde vor Gc- 
branch niit 1-n.  HCI und dann rnit 1-n. KH,OH gewaschen, bis die Eluate keine nennens- 
werte Absorption in1 UV. mehr zcigten. Nachdem die Kolonne noch mit bidestillierteni 
Wasser ncnt>ral gewaschen war, konntr sie zur Adsorption des Hgdrolysatcs verwendet, 
wrrdcn. 

Als erstes Elutionsmittel wurde 0,01-n. Atnmoniunichlorid (Nukleoside) verwendet. 
Es \turden pra.ktisch keine Kulrleoside erhalten. Elutiorisgesehwindigkcit 15 crn3 in 22 Min. 

Elution mit 0,001-n. HCl- Cytidglsaure; 0,003-11. HCI - Adenylsaure - Uridylsiiure; 
0,005-n. HCI- (hanylsaurc; 1,O-n. HCI - Rest. Einzclheiten siehe Fig. 3. 

Resultate: G: A: C : U = 1,21: 0,65: 1,OO: 0,6. 
c) E x t r a k t i o n  ni i t  heisser  P c r c h l o r s a u r e  (I-n. HCIO,, 30 Min. bei 80O). Dieses 

T'erfahren wurde nur zur Bestimmung des Gesamtgehaltcs an RKS in den entfetteten 
Mtoohondrien verwcndet,. Eine einmalige Extrakt,ion geniigt. Der Gehalt an RNS kann 

I )  E'. Chargaff, B. ivagasanik, R. Doniger & E. Vischer, Am. SOC. 71, 1513 (1949). 
?) R. Markham & J .  D. h'mifh, Riochem. 5. 49, 401 (1951). 

-~ 
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nus der Extinktion bei 260 mp berechnet werden. Zur praparativen Darstellung der RNS 
kann diese Methode nicht verwendet werden, da die Nukleinsaure teilweise hydrolisiert 
und ein Teil der Ribose zerstort wird. 

d) E x t r a k t i o n  m i t  heisser  H a r n s t o f f l o s u n g  (50-proz. g/g, 30 Min. bei goo). 
1,45 g entfettete Mitochondrien wurden mit 20 em3 50-proz. (g/g) Harnstofflosung 30 E n .  
extrahiert (Extrakt I) und darauf 30 Min. bei 21000 g zentrifugiert und der Riickstand 
erneut mit 20 em3 Harnstofflosung unter den gleichen Bedingungen extrahiert und zentri- 
fiigiert (Extrakt 11). 

Wahrend dcr Behandlung mit Harnstoff verwandelte sich das Mitochondrienpulver 
in ein Gel. 

Die Extinktionen bei 260 mp und einer Verdiinnung von 1 : 100 betrugen: 
Extrakt I: E2,, = 1,15 Extrakt 11: E,,, = 0,151 
Extrakt I und I1 vereinigt E260mp = 0,764 

Die vereinigten Extrakte (40 om3) enthalten daher 98 mg RNS. Unter Voraussetzung 
eines konstanten Phosphorgehaltes von 9,2% P lasst sich der Nukleinsaure-Phosphor be- 
rechnen. Andcrseits gibt die Ribosebestimmung nach Mejbauml) die Purinnukleotide. 
Bus diesen Zshlen lasst sich der angenaherte Wert fur das Verbaltnis Purine zu Pyrimidine 
finden. Fiir den vorliegenden Extrakt ergab sich ein Wert von Pulpy = 1,26. 

Der Gesamtextrakt wurde iibcr Nacht bci 4 O  dialysiert (Volumen nach Dialyse 
48 em3) und Ezeolllp bei 80facher Verdiinnung bestimmt. Die Extinktion betrug 0,522, was 
cine, Gehalt von 81 mg RNS cnt,spricht. Der Verlust durch Dialyse betriigt demnach 17%. 

Der dialysiertc Extrakt wurde nun nach Seuaga) mit Chloroform-Isobutanol (10: 1) 
bei 4O mittels cines Vibromischors enteiweisst. Zur vollstandigen Entfernung des Eiweisses 
musste diese Operation mehrmals wiederholt werden. 

Die RNS wurde nach der Methode (b) als Bzriumsalz mit dem vierfachen Volumcn 
Alkohol ausgcfallt und mit absolutcrn Alkohol und Ather gewaschen. 

Einige nig RNS wurden niit 0,2 em3 1-n. HC11 Std. im kochenden Wasserbad hydro- 
lysirrt und die Extinktion bei einer Verdiinnung von 1:lOOO bei 260 m p  bestimmt; 
E,,omp= 1,05 entsprechend einer Menge von 6,76 mg RNS. 

Von diesem Hydrolysat wurden Mengen von 10 und 20 mm3 zur Papierchromato- 
graphie verwendet. Chromatographiegemisch nach Smith & Markham3) : 700 em3 tert. Bu- 
tanol(26O), 132 em3 azeotrope Szlzsiiure, rnit Wasser auf 1000 em3 aiiffiillen. Die Ausbeute 
aus der Summe der Extinktionen berechnet betrug 98 und 99,5% der aufgetragenen 
Menge. Resultate in Molverhaltnissen ausgedriickt : 

G :A: C: U = 1J6: 1,05: 1,OO :0,55 
resp. :z 1,37:1,03:1,00:0,57 
Pu:Py = 1,57 resp. 1,53 
c:u = 1,83 resp. 1,74 

Ein andcres auf gleiche Weise erhaltenes Priiparat ergab folgendc Resultate: 
Cr:A:C:U = 1,20:0,91:1,00:0,82 

1 3 :  0,96: 1,00:0,83 

Der Harnstoffextrakt wurde elektrophoretisch (Mikroelelrtrophoreseapparat von 
AntweiZer4) untersucht. Es  wurden Veronal-Acetat-Puffer nach MichueZis5) von p H  6,l 
nnd 8,6 verwendet. Es zeigte sich bei beidcn pH-Werten eine schnellwandernde Haupt- 
fraktion, deren Mcnge die anderen Anteile stark iibertraf. Es scheint also, dass die Haupt- 
inenge der im Extrakt vorhandencn, Nukleinsaure in Form eines Nuklcoproteinkomplexes 
vorliegt . 

Pu:Py = 1 , l B  resp. 1,22 

-~ 

l) W.  Mejbaum, Z. physiol. Ch. 258, 117 (1939). 
2) M .  (7. Sevag, D. B. Luckman & J .  SmoZens, J. Biol. Chem. 124, 425 (1938). 
3) J .  D. Smith & R. Markham, Biochem. J. 46, 509 (1950). 
4, H. J .  Antweiler, Koll. Z. 115, 130 (1949). 
5,  L. Michaelis, Bioch. Z. 234, 138 (1931). 
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Mikrosomenroh . . 
Mikrosomen ent- 

fettet. . . . . . 
Gesamtlipide . . . 
Phospholipide (P. 25) 
Nukleinsaure . . . 
Restprotein . . . . 

C. A u f a r b e i t u n g  d e r  Mikrosomen. 
a) E n t f e t t u n g  u n d  F r a k t i o n i e r u n g  d e r  Mikrosomen (s. Seite 509). 
b) Chemische Zusammense tzung d e r  Mikrosomen. Fur die Phosphatver- 

teilung wurden praktisch die gleichen Werte wie bei den Mitochondrien gefunden. Der 
Stickstoffgehalt der Mikrosomen betrug im Durchschnitt 8 3 % .  

Tahcllt! 4. 

172,4 

101,O 
71 
46,5 

93,O 
7,95 

2780 

930 
1860 

100 

58,5 
41,5 
27,O 
4,6 

54,O 

100 

33,5 
67,O 

16,1 

9,2 
26,2 
40,O 
92,O 

2 J  

- 
Praparat 

HClO,-Ba-Extrakte . . . 0,98 1,11 
0,99 1,16 

HClO,-Ba-Extrakte . . . I 

I 

1,13 1,28 
1,12 1,33 

1,26 

0,51 
0,575 
0,614 
0,63 

*) Aus der Bcstimmung der Ribose nach Mejbaum (vgl. Seite 507) und der Extink- 
tion bei 260 m p  berechnet (S. 504). 

c) E x t r a k t i o n  u n d  A n a l y s e  d e r  Ribosenukle insaure .  Wegen des sparlichen 
'Busgangsmaterials wurde nur die Extraktionsmethode mit kalter Perchlorsaure ver- 
nendet. Die Resultate der Bausteinanalyse sind in Tab. 5 zusammengestellt. 

Tabclle 5. 
Mitochondrien.  

U = Guanin A -- Adenin C = Cytidylsaure U = Uridylsaure P u  = Purine 
P y  = Pyrimidine. 

1 
1 
1 
1 

Praparat 

HClO,-Extrakte Ba-1 . . 
HCXO,-Extrakte Ba-2 . . 
HCIO,-Extrakte Ba-3 . . 
Ba-1 anDowex-1 . . . . 
NaC1-Extrakte . . . . . 

Harnstoffextrakte . . . . 
T 

1 . . . . . .  
Harnstoffextraltte . . . 

1 1 . .  . . . . 

- 
' U / P Y  
__ 

1,18 
1,33 
0,92 
1,15 
1,5 
1,67 
137 
1,53 
1,15 
1,22 - 

- 
G 

1,31 
1,12 
0,855 
1,21 
1,24 
1,28 
I ,36 
137  
1,20 
1,28 

- 

- 

- 
A 

0,656 
0,915 
0,59 
0,65 
1,125 
l , l 6  
1,05 
1,03 
0$1 
0,96 

__ 

- 
Mikrosomen.  

- 
C 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

- 

- 

-- 
U 

0,656 
0,54 
0,556 
0,60 
0,57 
0,55 
0,545 
0,574 
0,823 
0,83 

__ 

-- 
-- 

U 

0,662 
0,75 
0,675 
0,75 - 

- 
GIA 

2,Ol 
1,22 
1,45 
1,87 
131 
1,11 
1,3 
134  
1,32 
1,33 

___ 

- 
- 
G/A 

2,19 
2,03 
2,08 
2,12 

- 

- 

0,77 
0,77 
0,91 
0,84 - 

- 
G/U 

1,99 
2,08 
1,54 
2,02 
2 3  
2,32 
2,49 
2,39 
1,46 
1,54 - 
- 
G/U -_ 
1,68 
1,56 
1,89 
1,78 - 
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11. Teil: Untersuehungen uber dcn Lipidnnteil der Lcbermitochondrien. 

Bekanntlich sind die Mitochondrien, wie bereits in der Einleitung 
vom I. Teil erwahnt wurde, sehr reich an  Lipiden (etwa 25% des 
Troekengewichtes). fJwans0.n & Artoml) fanden bei der Analyse von 
Rattenlebermitochondrien folgende Lipidfraktionen: Gesamtfett- 
sauren 64," yo; Neutralfettfettsauren 13 yo; Gesamtcholesterin 4,4 yo, 
wovon 2,4 yo in freier Form; Gesamtphospholipide 78,7 yo; Lecithin 
-15 yo; Sphingomyelin 8 yo; Phospholipide, die kein Cholin enthalten, 
43 yo, wovon 23 yo Phosphatidyl-athanolamin. 

Von besonderem Interesse ist die Frage, ob in den Mitochondrien 
eventuell auch Wirkstoffe aus der Gruppe der Sterine vorkommen. 
Die Leber ist eines der wichtigsten Erfolgsorgane der Nebennieren- 
rindenhormone. Es ware daher durchaus denkbar, dass sich solche 
Hormone oder deren Abbauprodukte in den Lipiden der Leber nach- 
weisen lassen. Wir haben deshalb einige orientierende Versuche in 
dieser Richtung ausgefuhrt. . 

Es sind in der letzten Zeit leistungsfahige Methoden zur papier- 
chromatographischen Trennung der Rindensteroide entwickelt worden 
(Zuffaroni et al.2)3)4)). 
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Fur den Nachweis der Steroide auf dem Papierchromatogramm sind verschiedene 
Reagenzien vorgeschlagen worden. Fur reduzierende Corticosteroide: Ammoniakalische 
Losungen von Silbernitrat (Zajfaroni2)), oder Triphenyltetrazoliumchlorid (Zafjaroni4), 
Bassil & Boscott6) und Hofmann & StaudingerG)). Fur cc,B-ungesattigte Ketone wird die 
Absorption im UV. bei 230-240 mp gemessen oder das Chromatogramm mit Osmium- 
tetroxyd entwickelt (Morato Manaro & Zygmunto~ icz~) ) .  

Weitere Steroidreaktionen : Erhitzen mit verdunnter Phosphorsaure (Neher & Wett- 
steins)), mit Antimontrichlorid in Chloroform (Neher & Wettsteins), Levine & Richmane), 
Pincuslo)), mit Dinitrophenylhydrazin in salzsaurem Methanol (Bassil & BoscotP)), rnit 
Anisaldehyd-Eisessig-Schwefelssure (Miescherll), Neher & Wettsteins)). Ausserdem konnen 
die extrahierten Steroide 2 Std. mit konzentrierter Schwefelsaure stehengelassen und 
dann die charakteristischen Spektren aufgenommen werden (Zaffuronil2)). 

Fur Cortison (compound E )  scheint eine Blaafarbung nach Entwicklung rnit Jod- 
jodkalium ziemlich spezifisch zu sein (Zaffaroni et  al.2)4), BassiZ& BoscotP)). Urn eine erste 
fibersicht iiber die Natur der vorhandenen Sterine zu erhalten, ist die Methode von Neher 
& Wettskins), bei welcher die verschiedenen RJndenhormone zum Tei I typische Fluores- 
zenzfarben im UV. zeigen, besonders gut brauchbar. 

l )  M .  A. Szuanson & C.  Artom, J. Biol. Chem. 187, 281 (1951). 
2)  A. Zaffaroni, R. B. Burton & E. H .  Keutmann, Science I I I, 6 (1950). 
3, R. B. Burton, A.  Zajfaroni & E. H. Keutmunn, J. Biol. Chem. 177, 109 (1949). 
*) R. B. Burton, A. Zaffaroni & E. H .  Keu tmnn ,  J. Biol. Chem. 188, 763 (1951). 
5) G. T .  Bassil& R. J .  Boscott, Biochem. J. 48, XLVIII (1951). 
6) H. Hofmunn & H .  Staudinger, Naturwiss. 38, 213 (1951). 
7) J .  Morato Manaro & A. Zygmuntowicz, Endocrinology 48, 114 (1951). 
8)  R. Neher & A. Wettstein, Helv. 34, 2278 (1951). 
9) V. E. Levine & E. Richman, J. Biol. Chem. 101, 373 (1933). 

10) G. Pincus, Endocrinology 32, 176 (1943). 
11)  K .  Miescher, Helv. 29, 743 (1946). 
1 2 )  A. Zaffaroni, Am. SOC. 72, 3828 (1950). 
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Wir haben die aus den Mitochondrien gewonnenen Lipide (nach 
Entfernung der Phosphatide) mit Wasser extrahiert. Die chromato- 
graphische Analyse des Extraktes nach den genannten Methoden 
tlcutet auf die Gegenwart von Sterinen hin. Wahrscheinlich handelt 
8s sich um Umwandlungsprodukte der Rindenhormone, die in den 
Lipiden der Leber angereichert sind. Da uber die Sterine der Mito- 
chondrien bisher nichts bekannt ist, mochten wir unsere vorliiufigen 
Resultate anhangsweise mitteilen ; die Versuche werden fortgesetzt. 

Die Untersuchungen wurdcn an Lebermitochondrien von Ratte, 
Kaiiinchen und Schwein mit dem g1t.ichc.n Brgebnis durchgefuhrt. 

E x p e r i m e n t e 11 e s . 
Die Mitochondrien aurden nach der ubllchen Methode hergestcllt urid dann in €'or- 

tioiirn von 5-6 g 4 Std. im Extraktionsapparat nach Hochstrasser rnit Tetrahydro-furan 
extrahicrt. R'ach Vordainpfen des Tetrahydro-furans im Vakuum wurcle der Lipidruck- 
s ta id  2 Std. unter Rdckfluss mit Aceton erwarnit. Die Losung wurde dann noch 2 Std. 
bci 4O ziir vollstpdigen Sedimentation der Phosphatide stehengelassen. Die Phosphatidc 
wiirden zentrifugiert und mit 10 om3 Aceton nachgcwaschen. Die vereiiiigtcrl Aceton- 
extraktr wurden nach Verdampfcn des Losimgsmittels im Vakuum 24 Std. mit 10 em? 
Mksser bei 38' stehengclassen. Dio entstandenc Emulsion aurde durch Zugabe von drei 
'I'ropfcn 0,25-m. B.wiumacetat geschieden. Nach dem Zentrifugieren des Niederschlages 
wurde dds Uberstchende im Vakuum zur Trockene cingeengt und der Ruckstand in 1 em3 
'Iceton aufgenomnien. Diese Acetonlosung wurde dann in Mengen von 10-50 inn13 zur 

l'al'ierfhromatographischen Analyse mit Toluol-Propylenglykol verwendet (Zuj\aront)l)z). 
P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e .  Die Chromatograrnme wurdcn 3-4 Std. mit l'ropy- 

lcriglykol-Toluol absteigend entwickelt. Als Kontrollsubstanzen u urden comp. F nach 
Kcndall iriid Substanz S nach Reichstein vervendet (Papier Schleicher & Schicll Nr. 597, 
eutrahiert). 

A b s o r p t i o n  in1 UV. (siehe Pig. 4A). Die starkste Absorption wurde be1 den nicht 
initgefuhrten Substanzen (I) festgestellt. Dicht darunter mar ncch ein sehwachcrer Fleck 
(11) sichtbar, dessen Rf-Wert aber inimer noch kleiner als derjcnige von conip. P war. 

compcundi 

€xlraki 

Sub5tanz S 

b" @ 
t 0 

campoundr 

Exirkt 

SubstanzS 
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E n t w i c k l u n g  ni i t  15-proz.  Phosphorsaure ' )  (siehe Fig. 4B). Bei dieser Ent- 
wicklungsmethode trat ein intensiv gelbfluoreszierender Fleck (111) auf, dessen Rf-Wert 
in der Mitte der Werte der Kontrollsubstanzen lag. Substanz 11 liess sich auf diese Art 
nicht nachweisen. Substanz I und 111 ergaben im Sichtbaren eine Braunfarbung. Ausser 
den drei beschriebenen Flecken war noch ein vierter vorhanden, der fast mit der Front 
wanderte und mit diescr Realrtion eine gelbgriine Fluoreszenz zeigte. 

Substanz I11 muss, nach der Intensitat der Fluoreszeqz zu urteilen, in betracht- 
licher Menge vorliegen. Nach Saurehydrolyse (Bachman & Pettitz)) bleibt Substanz I11 
unverlndert. Es kann sich also nicht um ein konjugiertes Sterin handeln. 

Hydrolyse. Im speziellen Fall wurde 1 Std. mit I-n. HC1 in zugeschmolzenem Glas- 
rohr, unter Stickstoffatmosphiire, in kochendem Wasserbad hydrolysiert. 

A1 ka l i  s c h e  S i lb e r  d i a  m minlo s ung3). Substanz I reduziert sehr intensir und 
rasch (1-2 Min.) bei Zimmertemperatur, Substanz 111 dagegen erst nach 30 Min. und 
vie1 schwacher. Substanz I1 reduziert nicht. 

Anisa ld  e h y d - E i s e ssig - S c hw e f e l s a u r  e1)4). Substanz I ergab im sichtbareii 
Licht eine rotbraune Farbung, Substanz I1 eine violette (im UV. rotorange), Substanz I11 
einr schmutzig graugrune bis blauviolette (im UV. rotorange) Farbung. 

A n t  imon t r i  c h lor  id  i n  Chloroform*). Substnnz I erzeugt eine schwarzbraunr, 
Substanz III eine braunviolette (in1 UV. rotorange) Farbung. Substanz I1 reagiert nicht . 

Din i t r o p  hen  y l  h y d r a z i n  - Salzsaure-  Me t hano15). Substanz I und 111 rea- 
gieren schon bei Zimmertemperatur. Bei Substanz I1 f d l t  die Reaktion negativ Bus. 

J o d j o d k a l i u m  u n d  W a ~ s e r s t o f f s u p e r o x y d ~ ) .  Substanz I erqibt eine Blau- 
farbung, die andern Substanzen reagieren nicht. 

R e a k t i o n  m i t  Osmiumte t roxyd6) .  Dime Reaktion fie1 nach 45 Std. fur Sub- 
stanz I und I1 positiv aus. Substanz I11 reagierte nicht. 

E x t r n k t i o n  d e r  S u b s t a n z e n  u n d  R e a k t i o n  m i t  konz. Schwefelsaure').  
Die substanzhaltigen Stellen des Chromatogramms wurden ausgeschnittcn und 6 Std. 
bei 380 mit Wasser extrahiert. Die wasserige Losung wurde dann im Vakuum zur Trockenc 
eingedampft und dcr Ruckstand zuerst 2 Std. unter Zusatz von 4 ern3 konzentrierter 
Schwefelsaure stehengelassen. Das Spektrum zeigte fur Substanz I und 111 ein Maximum 
bei 290 mp, wahrend Substanz I1 kein dcutliches Maximum aufwics. Xach 20 Std. Farb- 
entwicklung zeigten alle drei Substanzen nur noch ein deutliches Maximum in der Gegencl 
von 265-270 mp. 

Da Substanz 111 bei 239 m,u keine nenncnswerte Absorption niehr 
besitzt und ausscrdem die Reaktion mit Osmiumtetroxyd negativ aus- 
fallt, scheint die a,p-ungesiittigt,e Ketogruppe, die bei allen wirksamen 
Corticosteroiden vorhanden ist, im Ring A zu fehlen. Es liegt wahr- 
scheinlich ein Pregnan-, oder allo-Pregnanderivat mit einer Oxygruppe 
in Stellung 3 vor. Vor kurzeni crschien cine Arbeit von Bchmeider*), i n  
der die Umwandlung des Desoxycorticosterons zu vier isomeren Allo- 
pregnanderivaten mit Hilfe yon Leberschnitten beschrieben wird. 

1) R. Neher & A.  TVPttstei?z, Helv. 34, 2278 (1951). 
z, C. Bachman & L). 8. Prttit, J. Biol. Chrm. 138, 689 (1941). 
3) A. Zajjaroni, R. B. Burton & E. H .  Keutmann, Science I I I, 6 (1950). 
") K. Miescher, Helv. 29, 743 (1946). 
5) G. T. Bassil & R. J .  Boscott, Biochem. <J. 48, XLVIII, (1951). 
6,  J .  Morato Manaro & A ,  Zygwzunfowicz, Endocrinology 48, 114 (1951). 
7) A.Zaffaroni, Am. SOC. 72, 3828 (1950). 
s, J. J. Schneider, J. Biol. Chem. 199, 235 (1952). 
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Sofern die gelbe Fluoreszenz nach Behandlung mit Phosphor- 
saure als genugend spezifisch betrachtet werden kann, so ist in Stellung 
1 1 eine Hydroxylgruppe vorhanden. 

Da Substanz I11 einerseits ein Dinitxophenylhydrazon bildet, 
underseits ammoniakalische Silbernitratlosung reduziert, so ist offen- 
bar an 0-17 die cr-Ketolseitenkette der hiologisch aktiven Rinden- 
hormone noch vorhanden. Es lasst sich auf Grund der cyualitativen 
Reaktionen nicht entseheiden, ob C'-17 eine OH-Gruppe tragt. Es 
kommen so als mogliche Steroide die Substanzen IT und C (Reichstein) 
in Frage, oder eventuell sauerstoffarmere Derivate, da die OH- 
Griippen in Stellung 11 und 1 7  nicht bewiesen werden konnten. 

Zn VergIeichszwecken wurden noch folgende Substanzen chromatographiert : 
Ostradiol, Androsteron, Pregnandiol, Progesteron, Testosteron, d4-Androsten-3, 17-dion, 
Ostron, comp. E und F (Kendall), Substanz S (Reichstein), Desoxycorticosteron, A4- 

Pregnen-11,17,!?, 20,2l-tetrol-3-on, Adrenosteron, allo-Pregnan-3,1 I, 17,20,21-pentol, d4- 
Pregnen-ll,17,!?,20,2l-tetrol-3-on. 

Wir danken Prof. T .  Reichstrin, Basel, und Dr. A .  Weftstein (Ciha), Rssel. fur die 
freundliche Uberlassung verschiedener Sterine. 

SUMMARY. 

1. Ribonucleic acid has been extracted from isolated rat liver 
mitochondria by different methods (extraction carried out in per- 
chloric acid, 10 yo sodium chloride or concentrated urea solution). The 
Patio of the bases was determined by chromatographic analysis after 
acid or alkaline hydrolysis of the nucleic acids. It is shown that the 
composition of the samples varies with the mode of extraction. Per- 
c*liloric acid extracts furnished samples similar in composition to those 
found by other authors using whole liver ribonucleic acids. The pre- 
parations obtained with sodium chloride or urea solution showed a 
greater content of adenine and uracil. The significance of these results 
in discussed. 

2. The steroids present in the lipid fraction of rat, rabbit and pig 
lirer mitochondria have been detected by paper chromatography. The 
amounts present were too small for isolation. We have characterized 
the steroids by different colour reactions. It appears that the com- 
pounds are pregnane or allopregnane derivatives similar to those ob- 
tained hy biological reduction of cortical steroids by rat  liver slices. 

Zurich, Physiologisch-chemisches Institut cler Universitgt. 




