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Eine Methg,de far, ‘+n .diPekten: ]j)lqchvy@s :yyn De~o~~~i~~~tikleasen, 
‘. 

: ‘,nach:,,Elek~~~phoFese ,iti’.‘Ag&$el : : ” ‘, : ,’ - 
‘. I’, ‘, .“. : :. .,’ ., .’ 

,’ ., ‘,,I “.‘_. ._ (, 

Zur Priifung der. Eigenschaften “%n ,EngymprPpar&en w&d’ immer: haufiger die 
Elektrophorese eingeset~t. ,D,esonder,e I$edeu$ung.. getinnt, si&,::bei der _, Untersuchung 
von multiplen ,Enqmen (Isoenzyme),, obgleich$‘die’ darr&erhaltenen’R&ultate nicht 
ohne ander&Analysendaten~bewertet werden-jdiirfenl.. ,‘. ,. : ‘, ;’ . . 

Unter den Nukleasen sind multiple’ Fotien bei den Streptokokken gefunden 
worden:’ ,Es handelt sich urn d_rei Desoxyribonukleasen, die’ vcn Streptokokken der 
Gruppe’: .A in das .\T$ihrmedium abgegeberi -‘w&den/_ Zu .‘ilirem ,Nach\;veis nach elek- 
trophdretischer Auftreniumg in St&rke ‘zerlegte” ‘WANNABXAKER~ ‘den St&keblock 
in Fraktionen; eluierte diese und bestimmte in deli Eluaten ‘die Fermentaktivitat. 
Ein einfacherer Nachweis, der die gleichzeitige Untersuchung vielcr Proben ohne 
grossen’ Aufwand ermaglicht, wird hier beschrieben. Er diirfte sich ganz allgemein 
nicht nur fur den Na.chweis von Desoxyribonukleasen sondern dartiberhinaus such 
fiir Ribonukleasen eignen. 

Prirtzi~; Die Elektrophorese erfolgt in Agargel, Nach beendeter Trennung wird 
parallel zur Wanderungsrichtung ein Agarstreifen’ ausgestanzt und in’ eine Schale 
tibertragen, wo or mit einem Gemisch aus Agar und Desoxyribonukleinsaure umgeben 
wird. Nach Bebriitung bei 37” wird der Agar mit Salzs&ure iiberschichtet. An den 
Stellen, wo im Elektropherograrnrn eine Desoxyribonuklease v&lag, ist der Streifen 
von einer Verdauungszone umgeben, wtirend die unverdaute Desoxyribonukle- 
insHure in fidig-flodkiger Form ausf&llt: 

,., . . 

Die Anwendung der Methode sol1 am Beispiel des Nachiveises der erwahnten 
extrazelhllQen Desoxyribonukleasen von Stre~!~tococcz~s syogenes erkiutert werden : 

Glasplatten von 4.5 x 23 cm werden in einer S,chale mit einer ca. 3 mm hohen 
Schicht von x.5 yO Agar in 0~05 M Glycin-NaCl-Puffer, pII g-0, bedeckt. Aus dem 
erstarrten Agar wird ein Loch von 2 x r5 mm so ausgestanzt, dass als, Wanderungs- 
strecke in Richtung der Anode zwei Drittel ‘der gesamten Streifenl&nge verbleiben. 
Dieses. Loch wird mit einem Gemisch aus gleichen Teilen 3 %igem Agar (abgektihlt 
auf 45”) und dialysierter Enzymlijsung geftillt. Die Elektrophorese.der Proben erfolgt 
mit gleichem Puffer bei einer Spannung von 150 V im 1cauf.e von ca. r6 Std. Dabei 
liegen die Glasplatten auf &em mit fliessendem Wasser gektihlten Metallbehalter. 
Nach beendeter Auftrennung wird aus dem Agar parallel zur Wanderungsrichtung 
ein Streifen von 5 x ~40 mm herausgestanzt und auf eine Glasplatte von 15 x 15 cm 
tibertragen. Bis zu sechs solcher Streifen kijnnen auf eine Platte gebracht werden, 
wobei jedoch zwischen ihnen ein Abstand von etwa 2 cm bleiben muss. Nachdem 
auf die Platte ein Plexiglasralunen van, r .5 cm Hijhe aufgesetzt wurde, fullt .man auf 
dem nivellierten Giesstisch in die Zwisch&&iume der Agarstreifen’ 40 ml eines 
Gemisches aus gleichen Teilen verfltissigtem’ 4 %igen Wasseragar und 0.6 yO Desoxy- 
ribonukleinsaure (hergestellt aus ICalbsthymus3) in 0.028 m Veronal-Azetatpuffer . 
(Mge+-Endkonzentration 0.03 JJ) ein., Nach r6-24stiindigem Bebrtiten’ der’ abge- 
deckten ‘Platten bei 37” iiberschichtet man denAgar mit’0.5 ZV-Salzsaure und sptilt 
nach 15 Min mit Wasser nach. Die Lage’ ;der auftketenden. Verdauungszonen kann 
durch Fotografie bei Dunkelfeldbeleuchtung oder such durch einfaches Durchpausen 
auf der Rtickseite der Glasplatte festgehalten werden. ,,, ,: I. 

Fig. T zeigt die extrazellul~ren’Desoxyribonukleasen des Streptokokkenstammes 

J. Chromatog., rg (rg64) 107-x08 



10s NOTES 

S 84 (Typ 3). Dieser St am& entkisst in ’ das NZhrmedium vier verschiedene Desoxy- 
ribonukleasen, welche sich nicht nur elektrophoretisch sondern such in anderen 
Eigenschaften unterscheiden. Drei von ihnen kiinnen mit den von WANNAMAKER” 

beschriebenen Enzymen A, I3 und C identifiziert werden. Das vierte entspricht 
wahrscheinlich dem von AYOUB END WANNAMAICBR* erwahnten Enzym und sol1 
deshalb Enzym D genannt werden. 

Mit dem Rest des Elektrophoresestreifens kann man zu&i.tzliche Untersuchungen 
anstellen (z.13. Bestimmung des pH-Optimums und anderer Fermenteigenschaften). 
Hierzu wird der. Streifen in zentimeterbreite Fraktionen zerlegt .und diese tiefge- 
froren. Die nach dem Auftauen abgeschiedene Fhissigkeit (evtl. Zugabe eines kleinen 
Volumens Puffer) enthalt das Ferment. 
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The analysis, of straight-chsiin 
., 

(n421-CL), carboxylic acids by a 
thin-layer chromatographic method . . . 

Straight ,chain carboxylic acids of low molecular weight are frequently encountered 
as by-products of biological and chemical processes. The identification of individual 
acids of this type can be difficult; particularly as they often occur, or are recovered, 
in dilute aqueous solution. Straight, chain carbosylic acids have, been atialysed by 
paper chromatography l--8. A thinlayer chromatographic method has been described8 
for which it is shown that for the carboxylic acids of even carbon numbers 4 to 18 and 
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