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Aus intakten Hiithnerfibroblasten kénnen die cytoplasmati-
schen Ribonucleinsduren durch Behandlung mit Phenol und
Natriumlaurylsulfat bei 2° extrahiert werden. Werden die
Nucleinsduren auf 40° oder dartiber hinaus erwérmt und rasch
abgekiihlt, so dndert sich die Struktur der 283-Ribosomen-RNS
derart, daB sie bereits bei etwa 268 sedimentiert, wihrend die
Sedimentationsgeschwindigkeiten der 188-RNS und der 48-RNS
unverdndert bleiben. Dartiber hinaus scheint die 288-RNS gegen-
iiber Spaltung zu kleineren Molekiilen besonders empfindlich
zu sein; ein wenn auch geringerer Abbau findet selbst in An-
wesenheit von Didthyl-pyrocarbonat statt. Eine kleine Menge
einer Ribonucleinsdure, die bei etwa 418 sedimentiert, wurde
ebenfalls durch Phenol-Extraktion bei 2° freigesetzt. Diese
RNS, die hochstwahrscheinlich mit der im Nuecleolus befind-
lichen Stamm-RNS, aus der die 18S- und. 28S-RNS hervor-
gehen, identisch ist, neigt ebenfalls stark zu Fragmentierung
durch Erhitzen auf 40° und dartber hinaus.

The Thermal Stability of R@bonuclew Acids from Chick
Embryo Fibroblasts

Cytoplasmic ribonucleic acids can be extracted from chick
embryo cells with phenol and sodium dodecyl sulfate at 2°. If
these ribonucleic acids are heated to 40° and above and chilled,
the structure of the 28S ribosomal RNA is changed so that it
sediments at about 268. The 188 and 48 ribonucleic acids are
not altered in sedimentation behaviour by heating and cooling.
Moreover the 288 RNA is also more susceptible to breakdown to
smaller molecules even in the presence of the ribonuclease
inhibitor diethyl pyrocarbonate. A small amount of RNA
sedimenting at about 418, probably ribosomal precursor RNA,
can also be extracted at 2°. Tt is also subjeet to change in
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sedimentation rate and to fragmentation when heated above
40°.

Einleitung

Eine verhaltnismaBig haufig angewandte Methode zur Gewinnung
der gesamten in der Zelle enthaltenen Ribonucleinssiuren (EVS) ist die
bei erhohten Temperaturen durchgefiihrte Extraktion mit Phenoll.
AuBerdem ist es moglich, einzelne RNS-Arten getrennt zu gewinnen,
wenn die Phenol-Extraktion bei verschiedenen Temperaturen vor-
genommen wird 2. Oft wird auch bei der Extraktion der RNS aus isolier-
ten Zellorganellen Erwirmen auf etwa 60° verwendet® 4. Die Anwendung
solcher verhaltmsmaﬁlg hoher Temperaturen fithrt zur Frage nach der
Thermostabilitit von RNS. In dlteren Untersuchungen wurden haupt-
sichlich die beim Erwarmen auftretenden Anderungen der Sedimen-
tationskonstante, der Viskositét, der optischen Aktivitit und des
UV-Spekirums bestimmt?® ¢, Die erhaltenen Ergebnisse fithrten zur
Vorstellung, daB hochmolekulare Ribonueleinsduren aus Untereinheiten
bestehen, die durch Wasserstoffbriicken miteinander verbunden sind?®.
Wenig spater hat jedoch Spirin® die Vermutung ausgesprochen, daf es
sich héchstwahrscheinlich um eine enzymatische Spaltung handelte,
und die Notwendigkeit der Integritit der gesamten Kette fiir die biologi-
sche Aktivitdt von Ribonucleinsduren postuliert. Diese Schluifolgerung,
die ausschlieBlich kovalente Bindungen- voraussetzt, wurde durch
mehrere spitere Arbeiten bestatigt? 8. Die bei Erwérmen auftretenden
Verinderungen  betreffen demnach nur die sekundire und tertidre
Struktar der RNS und sind vollkommen reversibel®.

Eigene Versuche, die sich unter anderem. mit der gesonderten Ge-
winnung von cytoplasmatischen und von Kern-RNS aus Hiihnerfibro-
blasten befaBten, lieBen vermuten, daB sich die Struktur mancher RNS
bereits bei kurzfristigem Erwirmen auf 40° verindert: Die im Dichte-
gradienten der 28S-Position entsprechende, bei 40° extrahierte RNS
war namlich gegeniiber der bei 2° extrahierten, cytoplasmatischen RNS
immer um etwa 2 Fraktionen verschoben, wihrend die 18S-RNS stets
gut tibereinstimmten?.
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Eine dhnliche Beobachtung wurde an HeLa-Zellen gemacht!%, wobei
gefunden wurde, daB Erwirmen auf 50—60° zur Abspaltung eines
Bruchstiickes von etwa 7S von der 28S-RNS zur Folge hatte. Diese
Eigenschaft der 28S-Ribosomen-RNS scheint nicht species-spezifisch zu
sein, da sie auch bei anderen Zellarten beobachtet wurde. Die daraus
resultierende Verminderung des Molekulargewichtes war aber zu gering-
fitgig, um das Sedimentationsverhalten merklich zu verandern.

Vorliegende Arbeit befafBit sich mit dem Verhalten im Dichte-
gradienten der aus Hiihnerfibroblasten isolierten Ribosomen-RNS nach
Erwirmen auf verschiedene Temperaturen. Unter den verwendeten
Versuchsbedingungen konnten nur irreversible Verinderungen erfaBt
werden.

Methoden

Die in vorliegender Arbeit verwendete Methode zur getrennten Gewin-
nung von cytoplasmatischen und nuclearen RNS wurde andernorts aus-
fahrlich beschrieben?; hier sollen nur die wichtigsten Schritte angefithrt
werden. Als Zellmaterial dienten Hithnerfibroblasten, die in Polystyrol-
Petrischalen geziichtet wurden™. Fiir die beschriebenen Experimente wur-
den die Kulturen 4—6 Stdn. mit 5-8H-Uridin, beziehungsweise mit 2-14C-
Uridin. inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Trypsinieren von
den KulturgefaBen losgelost, abzentrifugiert, mehrmals mit isotonischer,
gepufferter NaCl-Losung zentrifugierend gewaschen und schlieflich in-
002 —Athanol eingefroren. Die sedimentierten gefrorenen Zellen wurden
zweimal je 8 Min. mit gleichen Volumina wassergesittigtern Phenol und
. Natriumacetat-NLS“-Puffer (0,1 -CH3COONa mit 0,5%, Natriumlauryl-
sulfat, pH 5,1-—5,2) bei etwa 2—4° extrahiert. Die abgetrennten, vereinigten
wéafr. Phasen enthielten die gesamten cytoplasmatischen RNS 2. AnschlieBend
wurden die Phenol- und Interphase 4 Min. mit frischem Puffer bei 40°

. extrahiert, wodurch die Kern-RNS isoliert wurden. Aus den entsprechenden
wir.- Phasen’ wurden die Ribonuecleinsduren mit Athanol gefdllt und fiir
etwa 2 Stdn. bei — 20° belassen. Danach wurden die RNS sedimentiert, in
0,1M Acetatpuffer, pH 5,0, aufgenommen und durch mehrmalige Alkohol-
fallung gereinigt. .

Die gereinigten sedimentierten Ribonucleinsguren wurden in 0,5 ml
CH3COONa.-Puffer aufgenommen wund fir die Hitzebehandlung in ein
‘Wasserbad von entsprechender Temperatur gebracht. Nach 10 Min. wurden
die Losungen plotzlich in einem Eisbad abgekiithlt. In den beschriebenen
Versuchen wurden die mit 3H-Uridin markierten RNS erhitzt, wogegen die
mit 14C-Uridin markierten, die als Kontrollen dienten, wihrend der Ver-
suchsdauer in einem Eisbad belassen wurden. Die hitzebehandelten RNS
wurden mit den entsprechenden (14C-markierten) Kontrollen vereinigt und
anschlieBend mit Athanol gefallt. Nach etwa 2 Stdn., bei — 20°, wurden die
Nucleinséuren sedimentiert, in 0,1 ml Tris-Puffer (0,025M NaCl, 0,005

10 J. J. Pene, E. Knight und J. E. Darnell, J. Mol. Biol. 33, 609 (1968).
11 A. J. Langlois, D. P. Bolognesi, B. B. Fritz und J. W. Beard, Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 131, 138 (1969).
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Tris-HCl, 0,001.M EDTA pH 17,0) aufgenommen, tiber einen linearen Dichte-
gradienten von 5—~20% Saccharose, gelost im gleichen Puffer, geschichtet,
und bei 22 500 UPM in einem Spinco Rotor SW 40 17 Stdn. zentmfuglert
Die Fraktionen wurden vom Boden des Zentrlfugenrohrchens in einem
Fraktionskollektor aufgefangen. Die Radioaktivitit wurde in einem Tri-
Carb Flissigkeit-Szintillations-Spektrometer, Modell 3310, bestimmt. Die
Sedimentationskonstanten der Ribonucleinsduren wurden durch Vergleich
ihrer Positionen im Dichtegradienten® mit den Positionen der nicht er-
hitzten cytoplasmatischen 48-, 183- und 28S-RNS bestimmt?.

Ergebnisse

Eine regelmafiige Beobachtung war, wie bereits in der Einleitung
erwahnt, daf die bei 40° extrahierte ,,285°-RNS im Rohrzucker-
gradienten langsamer sedimentierte als die entsprechende, bei 2° extra-
hierte cytoplasmatische RNS. Dies bedeutet, da8 entweder infolge
Erwarmung die Struktur der 288 verdndert worden war, oder daB es sich
moglicherweise um eine verschiedenartige Nucleinsiure handelte. Zur
Klirung dieser Frage wurden Fibroblastenkulturen mit 5-3H-Uridin
beziehungsweise mit 2-14C-Uridin markiert, und die RNS bei 2—4°
isoliert. Die 3H-markierte RNS wurde, in Anwesenheit von NLS und
Phenol, 4 Min. in einem Wasserbad von 40° erwirmt, mit der 14C-mar-
kierten RNS vereinigt und wie beschrieben analysiert. Das Ergebnis ist
in Abb. 1 (A) dargestellt. Wie ersichtlich, ist die Lage der wéirme-
behandelten 283-RNS gegeniiber der unbehandelten um etwa 2 Frak-
tionen verschoben, wihrend die 18S- und die 4S-RNS vollkommen
iibereinstimmen. In Abb. 1 (B) ist die Verteilung der Radioaktivitit auf
die bei 2° und bei 40° extrahierten Ribonucleinsduren wiedergegeben.
Diesmal ist die Kern-288-RNS (,,40°-RNS*) gegeniiber der unbehandel-
ten, bei 2° extrahierten, um etwa 3 Fraktionen verschoben, was moglicher-
weise dadurch bedingt ist, daBl die Kern-RNS durch zweimalige Extrak- .
tion bei 40° gewonnen wurde. Wieder stimmen die Positionen der 18S-
und 48-RNS vollkommen iiberein. In Abb. 1 (B) ist eine Radioaktivitit
auch im 458—32S-Gebiet der ,,40°-RNS‘ bemerkenswert.

In Abb. 2 ist das Verhalten gereinigter, bei 2° extrahierter RNS nach
Erhitzen auf verschiedene Temperaturen dargestellt. Die gereinigten
RNS wurden in 2 ml 0,1 -Natriumacetat-puffer (pH 5,0) aufgenommen,
auf 4 Teile aufgeteilt und die SH-markierten RNS 10 Min. den' ange-
gebenen Temperaturen ausgesetzt, wihrend die 14C-markierten in einem
Eisbad belassen wurden. Danach wurden die erwdrmten Losungen
plotzlich abgekiihlt, mit den 14C-markierten RNS vereinigt, mit Athanol
gefallt und, wie beschrieben, analysiert.

Abb. 2 (A) demonstriert die ausgezeichnete Ubereinstimmung des Se-
dimentationsverhaltens der in der Kilte extrahierten cytoplasmatischen

12 R. G. Martin und B. N. Ames, J. Biol. Chem. 236, 1372 (1961).
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Ribonucleinséduren. Wie aus Abb. 2 (B) zu entnehmen ist, sedimentierte die
erhitzte 288- wieder langsamer, wihrend die 18S- und die 45-RNS unver-
andert blieben. Erwéirmen auf 60° verursachte eine weitere Verringerung
der Sedimentationskonstante der 288-RNS.[Abb. 2 (C)]. Dariiber hinaus
war auch die wiedergewonnene Menge dieser RNS wesentlich geringer.
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Abb. 1. Sedimentationseigenschaften der Ribosomen-RNS nach Erwirmen.
A. Die Gewebekulturen wurden mit 5-3H-Uridin bzw. mit" 2-14C-Uridin
markiert und die Nucleinsduren bei 2° mit ,,Natriumacetat-NLS“-Puffer
und Phenol extrahiert. Die 3H-markierten RNS wurden auf 40° erwirmt,
abgekiihlt, mit den 4C-markierten in Kilte aufbewahrten RNS vereinigt,
gemeinsam gereinigt und analysiert. B. Vergleich der bei 2° extrahierten RNS,
14C-markierten RNS mit den aus der Phenol- und Interphase bei 40° extra-
hierten 3H-markierten Ribonucleinséuren, @- - - - - o=1C; A— A =3H

Auch die Menge der wiedergewinnbaren 18S-RNS scheint geringfiigig
abgenommen zu haben, obwohl das Sedimentationsverhalten unver-
andert blieb. Erwirmt man die cytoplasmatischen RNS auf 80°, so
werden die bereits bei 60° beobachteten Veranderungen verstarkt, wobei
wesentlich geringere Mengen aller Ribonucleinsduren in Gradienten
wiedergefunden wurden. ;
Es wurde vermutet, dall der Verlust an RNS auf einen durch Spuren
noch vorhandenen RNasen verursachten enzymatischen Abbau zuriick-
zufiihren ist, weshalb der in Abb. 3 dargestellte Versuch durchgefiihrt
wurde. Als Schutz gegen RNase wurde Didthyl-pyrocarbonat verwendet 13,

13 1. Fedoresdk und L. Ehrenberg, Acta Chem. Scand. 20, 107 (1966).
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und zwar in einer Konzentration von 0,5%, bei der Extraktion und
Reinigung. der Ribonucleinsduren und 0,2%, bei der Temperatur-
behandlung. Wie Abb. 3'zeigt, ergab sich bei der Thermobehandlung der
cytoplasmatischen RNS in Anwesenheit von Didthyl-pyrocarbonat ein
ganz anderes Bild. Die Verschiebung in der 28S-Position der erwirmten
RNS war auch in diesem Falle deutlich erkennbar und betrug etwa
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Abb. 2. Analyse der cytoplasmatischen Ribonucleinsduren mm Rohrzucker-
gradienten nach Erwirmen auf verschiedene Temperaturen. Die in der Kélte
extrahierten, durch mehrmalige Alkoholféllung gereinigten RNS wurden in
0,1M-Acetatpuffer gelost. Wihrend die mit 3H-Uridin markierten RNS
10 Min. lang den angegebenen Temperaturen ausgesetzt wurden, wurden die
mit 14C-markierten in einem Eisbad belassen. A. Verteilung nicht behandelter
RNS im Dichtegradienten (Kontrolle). B. Vergleich nicht behandelter RNS
(14C) mit den auf 40° erwarmten (3H). C. und D. Ergebnis der Erwarmung auf
~60° bzw. 80°. o =1C, A A =3H

2 Fraktionen nach Erhitzen auf 40° [Abb. 3 (B)] und etwa 3 Fraktionen
fiir die ,,60°- und 80°-RNS*. Im Gegensatz zu den in Abb. 2 dargestellten
Ergebnissen ist aber eine nennenswerte Abnahme der Menge der 28S-
RNS erst bei Erhitzen auf 80° feststellbar. Die scheinbare Zunahme der
18S-RNS in Abb. 3 (C) und 3 (D) kann vielleicht auf die viel héhéren
Werte der Radioaktivitét in den entsprechenden Kurvenminima zwischen
den beiden Ribosomen-RNS zuriickgefithrt werden. Vermutlich handelt
es sich hierbei nicht um ein Artefakt, da_die genannten Minima mit
Erhéhung der’ Temperatur weiter ansteigen. Die 48-RNS bleibt eben-
falls im wesentlichen unverandert.

Da die Phenol-Extraktion bei etwa 2° nur geringe Mengen nucleolarer
Ribonucleinsiduren aus intakten Zellen freisetzt, sind in Abb. 4 die der
41S-RNS entsprechende Gebiete der Abb. 3. vergrofert dargestellt.
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Abb. 3. Wirkung der in Anwesenheit von Didthyl-pyrocarbonat durch-
gefilhrten Hitzebehandlung auf das Sedimentationsverhalten der RNS. Die
Ribonucleinséuren wurden, wie in. Abb. 2 beschrieben, isoliert und gereinigt,
auBer da Didthyl-pyrocarbonat als Schutz gegen RNasen verwendet wurde,
und zwar in einer Konzentration von 0,59, bei der Extraktion und Reinigung
der RNS und 0,29, bei der Thermobehandlung. e e = 14C-markierte,
nicht behandelte RNS. A--—-- A = 3H-markierte wirmebehandelte RNS
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Abb. 4. VergréBerte Darstellung der den 458-328 entsprechenden Gebiete

_ der Dichtegradienten. aus Abb. 3. e o = 4C-markierte, in Kailte

belassene RNS. A----— A = 3H-markierte, den angegebenen Temperaturen.
unterworfene RNS

Abb. 4 (A) zeigt die iibereinstimmende Sedimentationskonstante der in
Kilte extrahierten 418-RNS. Jedoch bereits Erwarmen auf 40° bewirkt
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eine merkliche Abnahme der Menge der 41S-RNS und eine Verminde-
rung der Sedimentationskonstante [Abb. 4 (B)]. Erhitzen auf 60° ver-
starkt die beobachteten Effekte in deutlichem MaBe [Abb. 4 (C)] und
Behandlung bei 80° scheint die 41S-RNS fast vollig zu zerstoren
[Abb. 4 (D)].

Diskussion

Die in vorliegender Arbeit beschriebenen Versuche geben Aufschluf
iiber die Thermostabilitit der aus Hiihnerfibroblasten gewonnenen
16slichen. RNS, der Ribosomen-RNS und der 41S-RNS. Das in Abb. 1
angefithrte Experiment ergab, daBl die geringere Sedimentations-
geschwindigkeit der bei 40° extrahierten Kern-,,288“-RNS in Wirklich-
keit auf eine durch Erwirmen hervorgerufene Veriinderung des 28S-
Molekiils zuriickzufiithren ist. Diese Verdnderung war nach 10 Min.
Erhitzen auf 40° nur teilweise vollzogen, doch ganzlich abgeschlossen
nach Behandlung bei 60°. Erwérmen auf 80° bewirkte keine weitere Ver-
ringerung der Sedimentationskonstante. Im Gegensatz zur 28S-RNS
blieben die Sedimentationseigenschaften der 188- und der 48-RNS véllig
unverindert (Abb. 2 und 3). Eine shnliche Beobachtung wurde beim
Erwarmen der aus HeLa-Zellen isolierten Ribosomen-RNS gemacht .
-Die Erniedrigung der Sedimentationskonstante der 288-RNS, die auf die
Verdnderung der rdumlichen Struktur-zuriickzufithren ist, war von der
Abspaltung einer Polynucleotid-Kette von etwa 7S begleitet. Kein
solches Bruchstiick konnte von der 16S8-RNS und der 458 Kern-RNS
freigesetzt werden10.

Der beachtliche Verlust an RNS wihrend der Hitzebehandlung
(Abb. 2) war offensichtlich auf Abbau durch verunreinigende RNasen
zuriickzufithren und konnte durch die Verwendung von Diéthyl-pyro-
carbonat fast vollig verhindert werden. Der trotz der Anwesenheit des
Inhibitors eintretende Verlust an 28S-RNS bei Erwirmen auf 80°
beweist die wesentlich hohere Thermolabilitit dieser Ribosomen-RNS-
Species. Die gleiche Beobachtung wurde auch an Rattenleber-RNS
gemacht4, wobei die Hitze-Empfindlichkeit der 288-RNS dahingehend
gedeutet wurde, daB die Polynucleotidkette moglicherweise ,,versteckte®,
durch frithere Nuclease-Wirkung hervorgerufene Bruchstellen aufweist,
die erst beim Erwirmen offenbar werden. Eine andere Erklérung wire,
daB manche Phosphodiester-Bindungen besonders leicht hydrolysiert
werden konnen.

Eine kleine Menge der bei 2° aus intakten Zellen extrahierten RNS
sedimentierte bei etwa 41S (Abb. 3 und 4), einer Sedimentations-

1 P V. Venkov und A. A. Hadjiolov, Biochem. J. 115, 91 (1969).
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geschwindigkeit, die dem Stamm-Molekiil der beiden Ribosomen-RNS
entspricht®. Erwirmen auf 40—60° bewirkte auBer einer Verminderung
dér Sedimentationskonstante eine merkliche Abnahme der Menge der
41S-RNS. Die Verbreiterung des Kurvenmaximums wiirde fiir eine
Fragmentierung zu mehreren ungleichen Molekiilen sprechen.

In diesem Zusammenhang soll erwihnt werden, daB bei der Extrak-
tion der Kern-RNS bei 40° des 6fteren eine im Vergleich zur 418- ver-
héltnismiBig groBe Menge 32S-RNS gefunden wurde?. Es kann durchaus
moglich sein, daf Wirmebehandlung zum Teil eine &hnliche Spaltung
des 41S-Molekiils hervorruft, wie sie im natiirlichen ProzeB bei der
Reifung der Ribosomen-RNS vorkommt. Daher konnte die Kiirze der
Extraktionszeit bei hohen Temperaturen fiir die Gewinnung der 418-RNS
in méglichst unversehrtem Zustand von entscheidender Bedeutung sein.

Die bisher auf Thermostabilitit untersuchten RNS waren aus einem
Einzelstrang bestehende, durch H-Briicken zu komplizierten réumlichen
Strukturen gefaltete Polyribonucleotide. Diese rdumlichen Strukturen
kénnen leicht durch Warmebehandlung zerstért werden, was auf die
Thermolabilitit von H-Bindungen zuriickzufiihren ist. Kiithlt man aber
die Ribonucleinsduren ab, so kehren sie auf ihre urspriingliche Form
zuriick 8. AuBerdem bewirkt Wirmebehandlung mindestens drei zusitz-
liche, durch Abkiihlen nicht umkehrbare Verdnderungen der 288-RNS:
A. Ein Bruchstiick von etwa 7S wird bei Erhitzen auf 40—60° von der
Nucleinsdure-Kette abgespalten®. B. Es tritt eine Erniedrigung der

. Sedimentationskonstante auf etwa 26S ein, was auf eine bleibende Ver-
anderung der rédumlichen Struktur schliefen 146t (Abb. 1, 2 und 3).
C. Offensichtlich tritt ein Abbau des Molekiils ein, der auch in Anwesen-
heit eines RNase-Inhibitors, Didthyl-pyrocarbonat, welcher anscheinend
die 188- und 4S-RNS gegen enzymatischen Angriff schiitzt, stattfindet
(Abb. 3). '

Anscheinend sind aber die genannten Eigenschaften der schwereren
Ribosomen-RNS nicht allgemein giiltig, da Erhitzen der 268-Hefe-RNS
keine Verringerung der Sedimentationsgeschwindigkeit hervorruft!®.
Auch konnten bei der E. Coli-rRNS keine schwachen Bindungen fest-
gestellt werden!®. In diesem Zusammenhange mag erwihnt werden,
daB sich die Ribosomen-Ribonucleinsiuren verschiedener Organismen
auch durch andere Eigenschaften, insbesondere in ihrer Gréfle, unter-
scheiden. Dies trifft vor allem fiir die schwerere Ribosomen-RNS-
Komponente zu'?.

15 (. Beck, J. P. Beck und J. P. Ebel, Bull. Soc. Chim. Biol. 50, 2315
(1968).

16 J. Yu. Mikhailova und A. A. Bogdanov, Dokl. Biochim. 184, 9 (1969).

17 U. E. Loening, J. Mol. Biol. 38, 355 (1968).
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