
HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 58, Fasc. i (1975) . . Nr. 135-136 1253 

[ti] D .  $1. Wbijfen, Mol. Physics 6, 233 (1953). 
171 R.  W .  Eessenden & K. H .  Schuler, J. chern. Physics 3.9, 2147 (1963) ; A. H .  Schuler, G.  P. Layoff 

L8] F. Cersolz, J. Heinxer & E .  Vogel, Helv. 53, 95 (1970). 
[91 F. Cevson, ‘Radical Ions of Nonbtnzcnoid Aromatics’ in ‘Nonbcnzenoid Aromatics’ (5. P. 

& R. W .  Fessendm, J. phys, Chemistry 77, 450; (1973). 

Snyder Ed.), Vol. 11, Academic Press, New York 1971, pp. 145-149. 
[lo] A .  Crcrringtan, Quart. Rcviews I f ,  67 (1963). 
[ll] F. Gevson, “Ilochaufloscnde ESR.-Spcktroskopic, dargcstcllt anhand aromatischcr Radikal- 

Tonen”, Vcrlag-Chemic, Weinbeim, 1967, English Edition: “Iligh Hcsolution ESR.-Spectro- 
scopy”, Verlag-Chcmie, Weinhcim and J. Wiley and Sons, Ncw York 1970. a) Chaptcr 2.5. 
b) Chaptcr 2.4. 

[U] A .  W. Hanson, Acta crystzlllogr. 18, 599 (1965). 
11 31 F. Cevson, L:. Heilbrorzmr & B. Weidmann, Helv. 47, 1951 (1964). 
[14] M .  fwaizumi & T. Isobe, Bull. chem. SOC. Japan 38, 1547 (1965). 
[lS] Scc, e.g., A .  lludson & G. R. Luckhursb. Chcm. Ibv. 69, 191 (1969). 

136. Isolierung und Charakterisierung von nativer nuklearer 
Desoxyribonukteinsiiure aus Tabakblattern 

von A. Temperli, U. Kiinsch iind H. Turler 
Eidg. Forschungsanstalt, Scktion Riochemic, CH-8820 Wiidenswil 
und Departcment de Uiologie Molkulairo, Universitb dc Genhe, 

30 Quai Ernest hnsermct, C11-1211 CknBvc 
(4.111.75) 

.Suummavy. Tobacco nuclear DNA (nDNA) was isolatctl frorrl tobacco leaf nuclci which were 
prepared according to our previously published procedurc [S]. The nnNA was characterized by 
basc analysis, absorption spectrophotomctry, analytical CsCl dcririty gradient cquilibrium ccntri- 
iugation ant1 by its melting behaviour. The resiilts show that tho isolatcd tobacco n U ”  is native, 
high molecular weight DNA, .which i s  free of detectable amounts of chloroplast DNA, RNA, 
protein and polysaccharides. From its melting behaviour it was concluded that tobacco nllNA can 
be placed close to calf thymus DNA with rcspect to intramolccular hcterogcncity. Experiments on 
thc partial and corriylctc denaturation of tobacco nDNA and its ability to  rcnature arc also re- 
ported. 

Einleitung. - Die Untersuchung dcs geiictisclien Materials, der Uesoxyribonu- 
kleinsauren (DNS) hijherer Pflanzen wird dadurch erschwert, dass die DNS sowohl 
jm Zellkern (nuklcare DN S) als auch in Mitochondrien und Chloroplasten vorkommt. 
].lie Mitnchondrien-DNS und dic Chlornplasten-DNS unterscheiden sidi oft, aber 
nicht imrner von der nuklearen-DNS (nDNS). Dieser Refund und die Tat~ache, dass 
in den rneistcn Fallen nur grob angereicherte Zellkernfraktionen (sog. (nuclear pellets ))) 
zur Gewinnung von nDNS zur Verfiigung standen, rnogen die Grunde scin, dass bis- 
her iiber die Eigenschaften pflanzlicher nDNS rclativ wenige und zum Teil recht wi- 
derspriichliclic Untersuchungen vorlicgen i 1-71. 

Wir haben kurzlich ein Verfahren zur Gewinnung einer reinen Kernfraktion aus 
l.abakblattern verijffentlicht [8J. Nachsteliend beschreiben wir die Isolierung von 
reiner Tahak-nUN S sowie deren Charakterisierung. 

Experimenteller Teil. - 1. Isolierung und 12einigzcng dsr Tubak-nDNS. Als Ausgangsmate- 
rial fur die Isolierung der nDNS dienten nach iinserem Veriahrcn gewonnene Zellkernc aus jungen 
Tabakblattcrn [XI. Aus 10 g Rliittern lieseen sich etwa 4 x  10’ Kerno isolieren, die eincn DNS- 
Gehalt von ca. 4 mg aufwiesen. Dic Kerne wurden cntweder direkt wcitervcrarheitct oiler bis zur 
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Aufarbeitung bei - 70" gclagert (2-3 Monate). Pro Ansatr wurdcn 4 X 10s Zellkerne in 3.0 ml 
0,05aa Tria-HC1-Puffer pH 7,6 enthaltend 0 , l ~  Saccharose und 0 , 0 0 2 ~  MgCI, suspendiert und an- 
schliessend withrend 10 Min. bei 1000 x g und 4" ahzcntrifugiert. Dcr Rfickstand wurde in 10 ml 
des oben bcschriebcnen Puffers suspcndiert, und nach Zugabe von 10 mg F'ronase (CaZbiochem, B- 
Grade, nuklcasefrei) wiihrend 20-25 Min. bei 41° inkubiert. Zunachst entstand einc hochviskosc 
Suspension mit schleimigen Verklumpungen, wclche sich aber im Laufe der Inhbation allmahlich 
aufl&ten; besonders nach Zugabe einer Suspension von Pankreas-a-Amylase (500 pg, Boehringm), 
und Inkubiercn wghrcnd weiteren 5 Min. Anschliessend wurdea 2,O ml ciner wtisserigcn 10% (g/u) 
NatriumlauFylsulfatlung zugegeben und unter gelegcntlichem Umriihren wiihrend 10 Min. bei 
57" inkubiert. Nach dem Abknhlen auf Raurntemperatur (RT.) wurdc die Wsung mit 10 ml Phenol, 
geeatti@ mit 0 . 0 5 ~  Tris-HC1-Puffer pH 7.6, unter leichtem Schutteln (1 Min., Vortex Mixer) vor- 
sichtig extrahiert. Die wiisserige Phasc wurde abgeheert, noch 2mal mit ges. Phenol extrahiert, 
und wiihread 20 Min. bei 30000 g und RT. tentrifugiett. Nach Zugabe von 2 Volumenteilea 
&ha1101 (- 20") zum nberstand liess sich bcim Umriihren dic ausfallende nDNS mit einem Glas- 
stab aufwickeln. Die nDNS wurde zu 4 ml SSC ( 0 3 ~  NaCl in 0,015~ fiinatriumcitrat, pH 7,O) 
gegeben, wo sie sich bei 4" innerhalb von 2-3 Tagen auflbste, und anschliessend wiihrcnd 48 Std. 
bei 4" gegcn SSC dialysid. Diese LGsung mit ciner DNS-Konzcntration von 300 bis 500 pg/ml 
wurde bis zur Weiterverwendung bei - 25" aufbcwahrt. 

Die weitore Reinigung der DNS erfolgte durch Zentrifugierung in einem neutralen CsC1-Gra- 
dienten: 3,75 g CsCl (MercR, p.a.) wurdcn in eincm dickwandigen Polypropylenr6hrchen mit 1 ml 
DNS-Usung (400 pg) versetzt und mit SSC zum Endgewicht von 6,8 g aufgcfltllt. Nach refrakto- 
metrischer Kontrolle dcr Dichte und Einstcllung auf 1.706 grnl-l, sowie uberschichtung mit Paraf- 
finol, wurde in einem Winkelrator wiihrend 60 Std. bei 40000 U/Min, und 25" zentrifugiert (MSE 
TC 50). Die Fraktionierung der Gradienten erfolgtc durch Ansteclbcn der Rohrchen (10 Tropfen 
pro Frakkion). Nach UV.-Spektrophotometrie wurdcn die Fraktionen rnit den htichsten DNSKon- 
zentrationen vereinigt und 2mal je 12 Std. gegen das 5Mlfache Volumcn SSC bei 4" dialysiert. Fur 
die naehfolgenden Untersuchungen diente ausschliesslich irn CsCI-Gradienten gercinigte DNS. 

2. Thevmische Deuatuvierultg. Liisungen von 15-20 pg Tabak-nDNS/rnl in SSC wurden auf 95" 
erwkmt uater gleichzeitiger Messung der Absorptionszunahme in einem rnodifizicrten Beckman- 
Spektralphotometer, Modell DU. Die durch die thermische Ausdchnung dcs Ltisungsmittels ver- 
unachten Konzentrations5nderungcn wurden bei der Ekrcchnung der Absorptionswerte bcrtick- 
sichtigt p]. 

3. Alkalisck Denatuvierung uud Rsnaturiewng. Eine Usung von 200 pg DNS in 2,O ml SSC; 
wurde rnit IN NaOH auf pH 12 eingestellt, w-end 15 Min. bci 22" inkubiert und rnit 0.5~ 
KHpPO, neutralisiert. Dic Halfte dcr denaturicrten DNS wurde 12 Std. bei 4 O  gegen das 5OOfache 
Volumen SSC dialysiert. Der Rest wurde fur dic Kenaturicrung zux&hst 60 Mia. gegen das 500- 
fache Volumcn 2 x SSC dialysiert, hierauf 2 Std. bei 70" inkubiert, und schliesslich wie obcn er- 
wghnt gegen SSC dialysiert. 

4. Andytische Ultraxentvifugisrng. Konzentrierte Msungen von nativer, alltalisch denaturier- 
tv sowie von renaturierter Tabak-nDNS (ca. 100 pg/rnl) wurden mit 0.1 x SSC auf eine Endkon- 
zentration von 2-3 pg/ml verdUnnt. Als Roferenz wurde DNS von Microoocclrs lysodeihticus (M,  
lys.), isoliert nach Murmur [lo], bis zu ciner Endkonzentrstion von 1-1.5 p g / d  zugefiigt und an- 
schliessend mit kristallinem CsCI (Mwck, suprafiur.) auf eine Dichte von 1,718 gml-1 eingestellt. 
& Vergleichslijsung in den Doppelsektorzellen dicnte eine Idsung von CsCl in 0,l X SSC der 
gleichen Dichte. 

Alle Proben wurden gleichzeitig in einern AnG-Titanrotnr bei 40000 U/Mh. und eincr Tem- 
pemtur von 2 5 O  wahrend 25 Std. in ciner Beckman-Ultrazentrifuge. Modell. E, ausgeriistet rnit 
UV.-Registriereinhcit und Multiplexzusatz, zentrifugied, Die Aufnahme der Absorptionskurvcn 
erfolgte bei 265 nm rnit mittlerer Rcgistriergeschwindigkeit und einem Papiervorschub von 5 mm/ 
Sek. Die Schwebedichtcn wurden nach Schildkraul el al. [ll] berechnet, wobei DNS von M. lys. 
von der Dichte 1.7310 gml-l als Referenz diente. 

5.  obrige Bestimmultgen. Phosphor wurdc nach nascx Veraschung kolorimetrisch bestimmt 
[12]. Fiir die quantitative Bestimmung von Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C), 5-Methylcytosin 
(MC) und Thymin (T) wurden die Basen nach Hydrolyse mit Ameieenstlure papierchromatogra- 
phiech aufgetrcant, eluiert und spektrophotometrisch ihre Yolvcrhiiltnisse bestimmt [13]. Dcr 
Proteingehalt lies sich durch Bcstirnrnnng dcr Aminosiiurcn in einem salzsauren t3ydrolysat er- 
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mitteln [14]. Der DNS-Gehalt in Tabakblattern und in Kcrnen wurde nach Hamdton el al. [8] 
bestimmt, die DNS-Konzcntrationen in Usungen cntwcdcr mit dcr Diphenylarninreaktion [15] 
oder durch dirckte Mcssung der Absorption bci 258 nm, wobci 10 ,ug DNS/ml eine Absorption von 
0,220 ergaben. Die direkte photometrischc Bestimmung tles A + T-Gchaltes erfolgtc durch Aus- 
wertung des nativen Spektrums nach der Methode von Hirschlnavln & Fetsenfdd [16]. 

Resultate und Diskussion. - 1. EigewxhufteB der isolierten Tu6uR-nDNS. - 1.1. 
Bassnandyse. Tab. 1 zeigt die nach verschiedenen Mcthoden ermittelte Basenzu- 
sammensetzung von Tabak-nDNS sowie die zum Vergleich angeftihrten Literatur- 
werte von Tabak-Chloroplasten- und Kalbsthymus-DNS. Der Hauptunterschied 
zwischen Tabak-nDNS und Tabak-Chloroplasten-DNS besteht im Gehalt an 5- 
Methylcytosin, einer Base, die in pflanzlicher nDNS haufig vorkommt. Interessanter- 
weise unterscheiden sich die Anteile der restlichen Rasen in den drei angefuhrtcn 
Nukleinsaurenpraparaten - mit Ausnahrne des 5-Meth ylcytosins - nur geringfiigig. 
Die analytisch bestimmten Werte far G+C rcspektive A-IT sthnmen gut mit den aus 
der Schwebedichte und den aus dem nativen Absorptionsspektrum ermittclten Wer- 
ten iiberein. Aus der Schmelzkurve wurde ein ctwas hoherer GCC-Gehalt errechnct 
(vgl. Abschnitt 2.1 .) . 
Tabelle 1. Basenmsammnsatzuttg VO~L Tabak-rrD N S  iwt Vergleich mi# Latevatwwertm volt 7hbali- 

Chloidasten- und Kalbsthvmus-D NS 
Tabak-nDNS Tabak-Chloroplasten- Kalbuthymus- 

DNS r31 DNS ri71 
Adenin (A) 30.8 30.4 28,3 
Thymin (T) 29,6 29,O 28,3 
Guanin (G) 19.2 19,s 21,9 
cytosin (C)  15.1 21.1 21,s 

A+T 60,4 59.4 56,6 

A +  T/G+Ci-MC 1.53 1,46 1,30 

.- - 5-Methylcytosin (MC) 5,3 

G+C+MC 39.6 40,6 43.4 

G/C + MC 0 9  032 1.02 
G+ C1) 44,3 

C+C*) 38,7 
G+C2) 36,7 

Die Ronzentrationen der Basen sind ausgcdriickt in mo1/100 g Atome DNS-Phosphor. 
1) 
8)  

Berechnct aus Tm nach dcr Gleichung G+C = 2,44 - 69.3) [ls]. 
Berechnet aus der Schwcbedichte nach der Gleichung G+ C = (e - .1,660) x lOO/O,O9S [ll]. 
A + T  Gehalt berechnet am dsm UV.-Spektrum von nativer DNS r161. 

1.2. 09tisclse Eigelzschuften. Die molare Extinktion bezogen auf den P-Gehalt 
[qp)] 1171 ergibt einen Wert von 6400. Diese Grosse ist charakteristisch fur native, 
doppelstrangige DNS [17]. Das Absorptionsmaximum liegt bei 258, das Minimum bei 
230 nm. Aus dem Spektrum wurden die folgenden Verhaltnisse fur Aossnm/Aosonm = 
1,9; fiir Agsenm/Amnm = 2,4 berechnet. 

1.3. Adyt i sche  Uitrazentrijkgierwlzg. Native Tabak-nDNS zeigt irn CsC1-Gradien- 
ten ein symmetrisches Band mit einer Schwebedichte von 1,6960 g ml-1 bezogen auf 
die DNS von M. Zys. von der Dichte 1,7310 g ml-1 (Fig. 1A). Im ncutralen CsC1- 
Gradienten libst sich Tabak-Chloroplasten-DN S infolge des geringen Dichteunter- 
schiedes nicht von Tabak-nDNS unterscheiden [31. Zur Priifung auf verunreinigende 
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Chloroplasten-DN S muss das Prgyarat ciner alkalischcn Denaturierung und Rena- 
turierung unterworfcn werden. Da Chloroplasten-DNS infolge ihrer gosseren Horno- 
gcnitat vollsthdiger renaturiert als nl)NS, kommt es zu einem Dichteunterschicd 
und dadurch zu einer Auftrcnnung. 

Die alkalische Denaturierung bei pH 12 (15 Min., 22") fuhrt zu einem Anstieg der 
Schwebcdichte urn 0,0160 g ml-I (Fig. 1B). Dieser Wert entspxicht dem bei andern 
DNS-Priparaten gefundencn Ansticg fur den tfbergang von Doppclstrang- zur Ein- 
zelstrang-DNS 131. Inkubieren dcr alkali-denaturicrten Tabak-nDNS wahrend 2 Stun- 
den bei 70" in 2xSSC bewirkt eine particlle Ahnahme dcr Schwcbedichtc um 
-0,0057 g ml-1 (Fig, 1.C). Links davon (urn 1,70 g ml-l) lasst sich keine renaturierte 
Chloroplasten-DNS nachweisen. 

I 

I 1.6g60 I 
1.7310 

I 

I 
1.7120 

1 I 

Fig. 1. Anabsa von Tabak-nDNS durch Gle ichgEuvichtsze~tr~~~~erulzg  im CsCl Dichtegvadaefiten 
A: nativ; B: alkalisch denaturicrt; C: nach alkalischer Dcnaturieruag rcnaturiert. Als Refcscne 

dient DNS von M. Zys. von der Dichtc 1,7310 g ml-l. 

1.4. Reiaheit dev isolierten T a b a k - d N S .  Aus den ohen erwalmten Resultaten (Ab- 
schnitt 1.3.) lbst sich schliessen, dass die isolierte Tahak-nDNS keine nachweisbaren 
Mengen von Chloroplasten-DNS enthalt. Die Praparate sind ausserdcm frei von RNS 
(in den DNS Hydrolysaten ist payierchromatograph isch kein Uracil nachweisbar) und 
von Polysacchariden (negative Anthronreaktion). Der Proteingehalt betriigt wcniger 
als 1,4%. 

2. Untersachafigefi iiber die Sekiclzdiirstrzlktzlr der Tabalz-nDNS. - 2.1. Schmelzver- 
WN. Das Schmelzverhalten eher bestimmten DNS last sich durch 3 Parameter 
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charakterisieren: a) die Hyperchromie R I R :.:: Agssnm (tO)/&senm (a50)]l wobei K ein 
Mass fur die thermische Denaturierung darstellt und oft in % der totalen Hyper- 
chromie ausgcdruckt wird; b) die Schrnehtemperdtur Tm[Tm = T(0,6 a)] cntspricht 
dern sogenannten (r transition point D (Helix-Knaucl-IZbcrgang), bci dem die Hiilfte der 
Wasserstoffbrucken zwischen den kornylementiiren Hasen geliist sind. Dcr T,-Wert 
ist von der Basenzusammensetzung dcr betrcffendcn DNS sowie von der Salzkonzexi- 
tration der Losung abhangig; c) das Schmelzintervall ATyAT = T(o,aa R) T(O,IR R) I, 
das den Schrnelzbereich in "C zwischen 16 und 84% der totalen Hyperchromic urn- 
fasst. 

Die Schmelzkurve der Tabak-nUNS ist in Fig. Z A  wiedergegeben. Dcr aus der 
Schmclzkurve ermittcltc Wert fur die Hyperchromie ergibt 1,39. Dies entspricht dern 
fur native, doppelstrangige IINS allgemein cliaraktcristischcn Wcrt [:18:]. Die Schmelz- 
ternperatur in SSC betriigt 87,4". Aus dieser wurde nadi Murmur & Iloty dcr 
G f C  Gehalt zu 44,3% errechnet (Tab. 1). Die Diskrepanz zwisdien derri errechnctcn 
Wert aus T, und demjenigen aus der Rasenanalyse lasst sich dadurch erkliireri, dass 
die Gleichung von Marmar & Iloty [I81 strcng gcnommcn, nur fur DNS-Praparate 
ohne 5-Methylcytosin gilt. Das ermittelte Schmelzintervall betrigt 6,6". Fur cinc 
doppelstrangige DN S, die eine Normalvcrtcilung dcr Ilascn uber die ganze Molekel 
aufweist, ist die Schmelzkurve eine Sigmoide, die sich hei Umwaiidlung ins Normal- 
wahrschcinlichkeitsnetz it1 eine Gerade iiberfiiliren lisst. Aus dieser lasst sich nach 
K.nittel et al. [19] Tm und A T leicht erinittcln (Fig. 2H). 
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Fig. 2. Thevmische Denatzrrierung von Tabak-nDNS 

A: Schrnelzkurve (in SSC) ; R:  Schmelzkurve transformicrt ins Norrnalwa1irschcirili~~hk~~itsnc:tz. 

Nach Doty et a/. [ZO] kann unter Heriicksichtigung des idealen Schmelzverhaltcns 
eincr Poly-A-1 T-DNS nach der in Tab. 2 angcgcbenen Gleichung u bercchnet werderr. 
Dicser Wert gibt die mittlere Abweichung der GI C-Verteilung vom G I C-(Aialt der 
DNS wieder und ist somit cin Mass fur die Hctcrogenitiit der DNS. Aus dcn in Tab. 2 
angefuhrten Wertcn ist ersichtlich, dass Tabak-nIjN S in bezug auf die intramoleku- 
lare Hetcrogenitat ahnlich derjenigeii von Kalbsthyrnus ist, Sich aber von E. coli- 
und Weizen-DNS unterscheidet. 
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Tabelle 2. Schmelsinterwalle ( AT) und Standardabweichmg (a) vom G+ C Gehalt verschisdsrrer DNS-  

Pyabarate 
Material A T  - 3 2 01) Literatur 

c!! 

Poly-A+ T-DNS 3.0 0 0 [201 
E .  C O Z ~  (K- 12) 5,2 2 2  5.5 r201 
Tabak-nDNS 6 6  3,6 390 
Kalbsthy mua ' 6,s 3,5 fL8 
Weieen 10,o 7,O 17,5 c71 

1) Die Standardabwcichung ist in mol-% G + C  ausgedrtlckt und wurde nach dcr Formel 20 = 
2.5 (AT - 3.0) bcstimmt [ZO]. 

2.2. Heterogenitat der tlcermischn Delzahrievzcng. Eine weitcre Mijglichkeit zur Er- 
fassung der intramolekularen Heterogenitat licfcrt die Dispersionskurve [21], bei dcr 
die Anderung der Schmelztemperatur als Funktion der Wellenlange aufgetragen wird 
[AT, = Tm(nmi) - Tm(~~,-,nm)]. Fig. 3 zeigt, dass Tabak-nDNS und Kalbsthymus-DNS 
fast identische Dispersionskurven ergeben, sich aber deutlich unterscheiden von der 
homogen schmelzenden DNS des Rakteriophagen T, von ahnlicher Basenzusammen- 
setzung [ZI]. Tabak-nDNS und Kdbsthymus-DNS sind sich sehr ahnlich in bezug 
auf die Heterogenitat der thermischen Denaturicrung und damit auch in bezug auf 
ihre intramolekulare Hetcrogenitat . 

t 

1 I 1 I I 1 I 

230 240 250 260 270 280 nm 
Fig. 3. HetsvogcnitdU dev thennischen DenatuuriefrunK ( ~ i s ~ ~ r s i o n s k u w e )  [21] 

Tab&-nDNS ( @) ; Kalbsthymus-DNS (0) ; DNS dcs Bakteriophagcn T, ( A).  

3. U ~ e r s ~ ~ u n g e n  B b e r ~ ~ ~ a ~ y ~ ~ ~ n g  and Renatwierzcng. - 3.1. Denatlcrierzcng dzcrch 
SaZzentzug. Die Untersuchungen von Lin & Chargaff [22] zeigten, dass sich Kalbsthy- 
mus DNS durch Salzentzug (Dialyse gcgen Wasser) vollstandig denaturieren liess. 
Auf diese Weise denaturierte DNS konnte durch Salzzugabe ganz oder teilweise, je 
nach vorangegangencr Dialysedauer, renaturiert werden. Im Gegensatz zu diesen 
Egebnissen stellen wir bei der Tabak-nDNS keine oder hochstens nur sehr gerhg- 
fiigige Denaturierung durch Dialyse gegen Wasser fest. Nach 7tiigiger Dialyse von 
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Tabak-nDNS gegen Wasser bei 4", und thermischcr Denaturierung in Wasser kann 
keine Veranderung der Hyperchromie beobachtet werden. Hingegen erniedrigt sich 
die Schmelztemperatur um 25" und der Schrnclzbereich nimmt urn 9,4" zu (Fig. 4A, 
Kurve 1). Wird die gegen Wasser dialysierte nDNS zusatzlich 24 Stunden gegen SSC 
bei 4" dialysiert und anschliessend in SSC gesclimolzen, so wird das Schmelzverhalten 
von nativer DNS wieder gefunden: R = 1,39, Tm = 86", T = 6,6" (Fig. 4A, Kurve 2). 
Wir vermuten, dass divalente Kationen (Mgaf) bei der Zellkernisolierung an die DNS 
gebunden werden und entscheidend zur Stabilisierung cler Doppelhelixstruktur bei- 
tragen. Eine vollstandige und irreversible Denaturierung wird erst d a m  erreicht , 
wenn die Tabak-nDNS zuerst 24 Stunden gegen 0,Ol M EDTA, pH 7,O und anschlies- 
send 6 Tage gegen Wasser dialysiert wird (Fig. 4 R, Kurve 1). Anschliessende Dialyse 
gegen SSC vermag in diesem Fall das urspriinglidie Schmelzverhalten der nativen 
DNS nicht wieder herzustellen (Fig. 4I3, Kurve 2). 

I '  

I I I I I I I I I I I I 1 1 I '  
40 60 80 O C  40 60 80 *c  

Fig. 4. Rendwrierwng yon Tabak-nDNS duvch Sdzemtzug 
A (1) : dialysiert gegea Wasser (7 Tagc), gcschmolzcn in Wasser ( e). 

(2): dialysiert gegen Wasser (7 Tage), anschlicsscnd gcgen SSC (1 Tag), geschmolzen in SSC (0) .  
B (1): dialyaiert gegen 0 ,Ol l r s  EDTA, pH 7.0 (1 Tag), anschliessend gegen Wasser (6 Tage), gc- 

schmolzen in Wasser ( A ) .  
(2) : dialysiert wie B (l), zusatzlich aber noch gcgcn SSC (1 Tag), geschmolzen in SSC ( A ) .  

3.2. Renahriermg nwh 9artiCUer thermischer DeBatzlvievutg. Tabak-nDN S wird 
durch E r w h e n  entweder vollstandig oder partiell denaturiert. Die DNS-Losungen 
werden anschliessend innerhalb von 30 Min. auf 25" gekuhlt und nach 1Sstdg. Stehen- 
lassen erneut geschmolzen. Nach volistandiger Denaturierung (Fig. 5 A, Kurve 1) und 
Abkiihlen auf 25" betragt die Hyperchromie 1,l; beim Wiedererhitzen wird das typi- 
sche Schmelzverhaltcn der nativen UNS nicht mehr gefunden (Fig. 5A, Kurve 2). 
Kurve 1 in Fig. 5B zeigt die partielle Denaturierung von nativer DNS bis zu 78% 
der tatalen Hyperchromie. Beim Abkiihlen dieser Losung wird die ursprungliche Ab- 
sorption nur annahernd erreicht (R 1,04), doch kann beim nachfolgenden Erwar- 
men das typische Schmelzverhalten nativer DNS mi t praktisch unverandertem 
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Fig. 5. Renatwievung von Tabak-nDNS 4ach vollstdrdiger zlnd parlaellev thermischev DerrutuvisvunR 
A (1) : vollsthdige thermischc nenaturierung (0) .  

(2) : nach langsamem Abkilhlcn 'wietler geschmolzcn ( e). 
R (1): partielle thcrmische Denaturicrung his zu 78% kIy.pcrchromie ( A ) .  

(2) : nach Iangsamem Abkfihlcn wicder gescliiiiolzcn (A). 

Schmelzpunkt beobachtct werden (Fig. 511, Kurve 2). Dieser Befund weist a d  das 
bctrachtliche Kcnaturierungsvermogen von partiell denaturierter 'Iyabak-nDNS hin. 

Herrn 0. Jenni dankcn wir fur die sorgfaltigc Anfertigung der Vigurcn. 
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