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Aus  i n t a k t e n  H f i h n e r f i b r o b l a s t e n  k 6 n n e n  die cy top l a sma t i -  
schen  l~ ibonucle ins / iuren  d u r c h  B e h a n d l u n g  m i t  Pheno l  u n d  
N a t r i n m l a u r y l s u l f a t  bei  2 ~ e x t r a h i e r t  werden.  W e r d e n  die 
Nucle ins / iuren  au f  40 ~ oder  dar f iber  h i n a u s  e r w g r m t  u n d  rasch  
abgekf ih l t ,  so ~ n d e r t  s ich  die S t r u k t u r  der  2 8 S - R i b o s o m e n - R N S  
de ra r t ,  d ab  sic be re i t s  bei e~wa 26S sed imen t i e r t ,  w/~hrend die 
S e d i m e n t a t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t e n  de r  18S-I~NS u n d  de r  4S-I~NS 
u n v e r s  b le iben .  Dar l ibe r  h i n a u s  sche in t  die 28S-RNS gegen- 
f iber S p a l t u n g  zu  k le ine ren  Molekfilen besonders  empf ind l i eh  
zu se in;  ein w e n n  a u c h  ger ingerer  A b b a u  f inde t  se lbs t  in  An-  
wesenhe i t  v o n  Di / i thy ] -pyr0Carbona t  s t a t t .  E ine  k le ine  Menge  
e iner  l~ibonucleins/~ure,  die bei  e~wa 41S sediment ier~,  w u r d e  
ebenfa l ls  d u r e h  l ~  bei  2 ~ freigesetzt .  Diese 
I~NS, die h 6 c h s t w a h r s e h e i n l i c h  m i t  der  im Nucleolus  bef ind-  
l ichen S t a m m - R N S ,  aus  de r  die 18S- u n d  28S-RNS hervor -  
gehen,  iden t i sch  ist, neigv ebenfa l l s  s t a r k  zu  F r a g r n e n t i e r u n g  
d u r c h  E r h i t z e n  au f  40 ~ u n d  d~r / iber  hinat is .  

The Thermal Stability o] Ribonucleic Acids ]rom Chick 
Embryo .Fibroblasts 

Cytop lasmic  r ibonuc le ic  acids c an  be e x t r a c t e d  f rom chick  
e m b r y o  cells w i t h  p h e n o l  a n d  sod ium dodecyl  su l fa te  a t  2 ~ I f  
these  r ibonuele ic  acids are  h e a t e d  to  40 ~ a n d  a b o v e  a n d  chilled, 
t h e  s t r u c t u r e  of t h e  28S r ibosomal  R N A  is c h a n g e d  so t h a t  i t  
s e d i m e n t s  a t  a b o u t  26S. T he  18S a n d  4S r ibonucle ie  acids are  
n o t  a l t e r ed  in s e d i m e n t a t i o n  b e h a v i o u r  b y  h e a t i n g  a n d  cooling. 
Moreove r  t h e  28S R N A  is also more  suscept ib le  to  b r e a k d o w n  to  
smal le r  molecules  e v e n  in  t h e  presence  of t h e  r ibonuc lease  
i n h i b i t o r  d i e thy l  p y r o c a r b o n a t e .  A smal l  a m o u n t  Of I~NA 
s e d i m e n t i n g  a t  a b o u t  41S, p r o b a b l y  r ibosomal  p recu r so r  1RNA, 
can  also be  e x t r a c t e d  a t  2 ~ St is also sub j ec t  to  change  in  

* l-Ierrn 1)rof. Dr .  Engelbert Broda z u m  60. G e b u r t s t a g  in f r eundscha f t -  
l ieher  V e r e h r u n g  gewidmet .  



1484 Lydia Sverak u.a.:  [Mh. Chem., Bd. 101 

sedimentation rate and to fragmentation when heated above 
40 ~ . 

E i n l e i t u n g  

Eine verhs h/~ufig angewandte Methode zur Gewinnung 
der gesamten in der Zelle enthaltenen Ribonueleins~uren ( R N S )  ist die 
bei erh5hten Temperaturen durehgeffihrte Extraktion mit Phenol 1. 
AuBerdem ist es  mSglich, einze]ne RNS-Arten getrennt zu gewinnen, 
wenn die Phen0l-Extraktion bei versehiedenen Temperaturen vor- 
genommen wird 2. Oft wird auch bei der Extraktion der RNS aus isolier- 
ten Zellorganellen Erw~rmen auf etwa 60 ~ verwendet 3, 4. Die Anwendung 
soleher verla&ltnism~Big h0her Temperaturen ffihrt zur Frage naeh der 
Thermostabilit&t yon RNS. In s Untersuchungen wurden haupt- 
s/~ehlich die beim Erwi~rmen auftretenden Jknderungen der Sedimen- 
tationskonstante, der  Viskosit&t, der optisehen Al~tivit~t und des 
UV-Spektrums bes~immt 5, 6. :Die erhaltenen Ergebnisse fiihrten zur 
Vorstel!ung, dab hochmolekulare Ribonucleins&uren aus Untereinheiten 
bestehen, die du tch  Wasserstoffbriieken miteinander verbunden sind 5. 
Wenig sp&ter hat jedoch S p i r i n  6 die Vermutung ausgesproehen,~ dab es 
sich h6ehstwahrsclaeinlieh um eine enzymatische Spaltung handelte, 
und die Notwendigkeit der Integri~gt der gesamten Ket te  fiir die biologi- 
sehe Aktivit~t yon Ribonucleins/iuren postuliert ,. Diese Sehlul]folgerung, 
die ausschlieBlich kovalente Bindungen ~r wurde durch 
mehrere sp/~tere Arbeiten bestgtigt ~, s, Die bei Erw&rmen auftretenden 
Ver/~nderungen betreffen demnach nur die sekundgre und terti~re 
Struktur der RNS und sind vollkommen reversibel ~. 

Eigene Versuehe, :die sieh unter anderem mit der gesonderten Ge- 
winnung yon eytoplasmatisehen und  yon Kern:RNS aus Hiihnerfibro- 
blasten befaBten, lieBen vermuten, dab sieh die Struktur mancher RNS 
bereits bei kurzfristigem Erw&rmen auf 40 ~ Ver/~ndert: Die im Dichte- 
gradienten der 28S,Position en~spreehende, bei 40 ~ extrahierte RNS 
war n/~mlich gegeniiber der bei 2 ~ extrahierten, eytoplasmatischen RNS 
immer um etwa 2 Fraktionen verschoben, wghrend die 18S-RNS stets 
gut fibereinstimmten 9. 

1 K .  Seherrer und J.  E.  Darnell, Biochem. Biophys, l~es. Comm. 7, 486 
(1962). 

G. P .  Georgiev, Progr. :Nucleic Acid 1%es. Mol. Biol. 6, 259 (1967). 
3 S. Penman,  J. Mol. Biol. 17, 117 (1966). 
4 S. Penman,  C. Vesco und M .  Penman,  ft. Mol. Biol. 34, 49 (1968): 
5 B .  D.  Hall  und P. Doty, J. Mol. Biol. I, 111 (1959). 

A.  S. Spir in ,  Progr. Nucleic Acid Res. I, 301 (1963). 
W. M .  Stanley und  R .  M .  Bocl~, Biochem. 4, 1302 (1965). 

s G. Bruening und R.  M .  Boelc, Biochim. Biophys. Acta 149, 377 (1967). 
9 L .  Sverak, R .  A .  Bonar, A .  J .  Langlois und J .  W.  Beard, Biochim. 

Biophys. Acta, im Druek. 
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E i n e  ahnl iche Beobach tung  wurde  an  HeLa-Zel len  gemach t  10, wobei  
gefunden wurde,  dal~ Erwi i rmen  auf 50 - -60  ~ zur  A bspa l t ung  eines 
Bruchs t i ickes  yon  e twa  7S yon  der  28S-RNS zur  Folge  ha t te .  Diese 
Eigensehaf t  d e r  28S-Ribosomen-RNS seheint  n ich t  species-spezifisch zu 
s e i n ,  da  sie auch bei  anderen  Zel la r ten  beobach te t  wurde.  Die da raus  
resul t ie rende  Verminderung  des Molekulargewichtes  war  aber  zu gering- 
fiigig, u m  das  Sed imen ta t ionsve rha l t en  merkl ich  zu  ver~ndern.  

Vorl iegende A r b e i t  befal~t sich mi t  dem Verha l t en  im Dichte-  
g rad ien ten  der  aus I - I i ihnerf ibroblasten isol ier ten l~ibosomen-l~NS nach  
Erws  auf verschiedene Tempera tu ren .  Un te r  den  ve rwende ten  
Versuchsbedingungen k o n n t e n  nur  i r revers ible  ve r / tnde rungen  erfai~t 
werden.  

M e t h o d e n  

Die in vorliegender Arbei t  verwendete Mebhode zur getrennten Gewin- 
nung von cytoplasmatischen und nuclearen I%NS wurde andernorts  aus- 
fiihrlich beschriebeng; hier sollen nut  die wichtigsten Schritte angefiihrt 
werden. A]s Zellmaterial  dienten Hiihnerfibroblas~en, die in Polystyrol-  
Petrischalen geziichtet wurden 11. Ffir die beschriebenen Experimente  wur- 
den die Kul turen ~ - 6  Stdn. mit  5-aH-Uridin, beziehungsweise m i t  2A4C: 
Uridin inkubier~. Anschliel3end wurden d i e  Zellen durch Trypsinieren yon 
den Kulturgef/~i~en ]osgelSst, abzentrifugiert,  mehrmals mit  isotonischer, 
gepufferter ~aC1-L5sung zentrifugierend gewaschen und schliei~lich i n  
CO2--Athano] eingefroren. Die sedimentier~en gefrorenen Zellen wurden 
zweimal je 8 Min. mit  gleichen Volumina wasserges~ttigtem Phenol und 
, , l~atriumacetat-l~LS"-Puffer (0,1M,CH3COONa mit  0,5~/o Natr lumlauryl -  
sulfat, p H  5,1 5,2) bei etwu 2 - -4  ~ extrahier~. Die abgetrennten,  vereinigten 
w/~13r. Phasen enthielten die gesamten cytoplasmatischen RNS 9. Anschliel]end 
wurden die Pheno l -und  Interphase 4 Min. mit  frischem Puffer bei 40 ~ 
extrahiert ,  :wodurch die IKern-RNS isolier~ wurden. Aus den entsprechenden 
w&i~r. Phasen ~vurden die l%ibonucleins&uren mit  _Athanol gef~ll~ und for 
etwa 2 Stdn. bei - -  20 ~ belassen. Danaeh wurden die l~l~TS sedimentie1% in 
0,1M Acetatpuffer,  p H  5,0, aufgen0mmen und durch mehrmalige Alkohol- 
~iillung gereinigt. 

Die gereinigten sedimentierten l~ibonucleinsauren wurden im 0 ,5ml  
CHaCOONa-Puffer aufgenommen nnd fiir die I4itzebehandlung in ein 
Wasserbad yon entspreehender Temperatur  gebraeht, lkTach 10 Min. wurden 
die L6sungen p]Stzlich in einem Eisbad abgekiihlt. In  den beschriebenen 
Versuehen wurden die mi~ 3H-Uridin markierten RNS erhitzt,  wogegen die 
mi t  ~4C-Uridin markierten,  die als I4ontrollen dienten, w/~hrend der Ver- 
suchsdauer in einem Eisbad belassen wurden. Die hitzebehandelten RhTS 
wurden mit  den entspreehenden (~4C-markierten) Kontrollen vereinig~ und 
anschlieBend mit  Athanol  gefiillt. Nach etwa 2 Stdn., bei - -  20 ~ wurden die 
)~ucieins/~uren sedimentiert,  in 0, ! ml Tris-Puffer (0,025M NaC1, 0,005~r 

lo j .  j .  Pene, E. Knight und J. E. Darnell, J.  Mol. Biol. 33, 609 (1968). 
11 A. J.  ~Langlois, D. P. Bolognesi, R. B. Fritz und J. W. Beard, Prec. 

Soc. Exp.  Biol. Med. 131, 138 (1969). 
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Tris-HC1, 0,001M . E D T A  pI-I 7,0) aufgenommen, fiber einen linearen Diehte- 
gradienten yon 5--20% Sacchar0se, gel6st im gleiehen Puffer, gesehichtet, 
und bei 22 500 UPM in einem Spinco l~obor SW 40 17 Stdn. zenCrifugier~. 
Die Fraktionen wurden yore Boden des Zen$rifugenr6hrchens in einem 
Fraktionsko]lek~or aufgefangen. E)ie l~adioaktivit/it wurde in einem Tri- 
Carb Flfissigkeit-Szintillations-Spek%rome~er, Modell 3310, bestimmt. Die 
Sedimentationskonstanten der Ribonueleins~uren wurden dutch Vergleieh 
ihrer Positionen im Diehtegradienten ~z mit den Positionen der nieht, er- 
hitzten ey%oplasmatisehen 4S-, 18S- und 28S-1~NS bes~immt ~. 

E r g e b n i s s e  

Eine regelm~Bige Beobachtung war, wie bereits in der Einteitung 
erwi~hnt, dab die bei 40 ~ extrahierte ,,28S"-RNS im Rohrzucker- 
gradienten langsamer sedimentierte als die entsprechende, bei 2 ~ extra- 
hierte cytoplasmatische RNS. Dies bedeutet, dab entweder infolge 
Erw~rmung die Struktur ;ler 28S ver~ndert worden war, oder dab es sich 
m6glicherweise um eine verschiedenartige Nucleinss handelte. Zur 
Kli~rung dieser Frage wurden Fibroblastenkulturen mit  5-3H-Uridin 
beziehungsweise mit  2AdC-Uridin markiert ,  und die RNS bei 2 - -4  ~ 
isoliert. Die 3H-markierte RNS wurde, in Anwesenheit yon NLS und 
Phenol, 4 Min. in einem Wasserbad yon 40 o erw~rmt, 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 w~rme- 
behandelten 28S-RNS gegeniiber der unbehandelten um etwa 2 Frak- 
tionen versehoben , w~hrend die 18S- und die 4S-RNS vollkommen 
fibereinstimmen. In  Abb. 1 (B) ist die Verteilung der Radioaktivi t~t  auf 
die bei 2 ~ und bei 40 ~ extrahierten Ribonucleinsiiuren wiedergegeben. 
Diesmal ist die Kern-28S-RNS (,,40~ ' ') gegeniiber der unbehandel- 
ten, bei 2 ~ extr~hierten, um etwa 3 ~raktionen verschoben, was mSglieher- 
weise dadurch bedingt ist, dab die Kern-RNS durch zweimalige Extrak-  
tion bei 40 ~ gewonnen wurde. Wieder st immen die Positionen der ]8S- 
und 4S-RNS vollkommen iiberein. In  Abb. 1 (B) ist eine Radioaktivit~t  
aueh im 45S--32S-Gebiet der ,,40~ ' '  bemerkenswert. 

In  Abb. 2 ist dasVerhaIten gereinigter, bei 2 ~ extrahierter RNS nach 
Erhitzen auf verschiedene Temperaturen dargestellt. Die gereinigten 
I~NS wurden in 2 ml 0,1M-Natriumacetat-puffer (pi t  5,0) aufgenommen, 
auf 4 Tefle aufgeteilt und die aH-markierten RNS 10 Min. den  ange- 
gebenen Temperaturen ausgesetzt, wi~hrend die i4C-markierten in einem 
Eisbad belassen wurden. Danaeh wurden die erwiirmten LSsungen 

plStzlich abgekiihlt, mi~ den 14C-markierten RNS vereinig~, mit  Athanol 
gef~llt und, wie besehrieben, analysiert. 

Abb. 2 (A) demonstriert die ~usgezeichnete lJbereinstimmung des Se. 
dimentationsverhaltens der in der K~lte extrahierten eytoplasmatischen 

1~ R.  G. Mar t in  und B. _N. Ames,  J. Biol. Chem. 236, 1372 (1961). 
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Ribonucle ins~uren.  Wie  aus  A b b .  2 (B)z  u en tnehmen  ist ,  sed iment ie r te  die 
e rh i tz te  28S- wieder  langsamer ,  w/~hrend d ie  18S- und  die 4S-RNS unver-  
/~ndert bl ieben.  Erw/ i rmen auf  60 ~ verursach te  eine wei tere  Verr ingerung 
der  Sed imen ta t ionskons t an t e  der  28S-RNS [Abb. 2 (C)]. Dar i ibe r  h inaus  
war  auch die wiedergewonnene Menge dieser R N S  wesent l ich geringer.  

r2a ? ] A i i  
6 0  ~ ~ I0 

b b 

,,.~ - - 4  

I~ i ?; ~ 2 

,'o 2o 3o 4'o ~o ~o ~o 
Froklionsnummer 

B 41s 2~ 18s 4s 
& & & & 

I0 20 30 40 50 60 70 Frokfionsnummer 
Abb. 1. Sedimentationseigenschaften der l~ibosomen-l%l~S naeh Erw/irmen. 
A. Die Gewebekul turen  wurden mit  5-aH-Uridin bzw. mit  2-14C-Uridin 
markier t  und die Nucleins/~uren bei 2 ~ mit  , , l~atr iumacetat-NLS"-Puffer  
und Phenol extrahiert .  Die 8H-markierten 1R.NS wurden auf 400 erw~rmt, 
abgekiihlt ,  mit  den 14C-markierten in K/~lte aufbewahrten RYeS vereinigt, 
gemeinsam gereinigt und analysiert.  B. Vergleieh der bei 2 ~ extrahierten RNS, 
14C-markierten RI~S mit  den aus der Phenol- und Interphase bei 40 ~ extra- 
hierten 3H-markierten Ribonucleins/~uren, �9 . . . . .  �9 = 14C; �9 - - � 9  = 3H 

Auch  die Menge der  wiedergewinnbaren  18S-RNS scheint  geringfiigig 
abgenommen  zu haben,  obwohl  das  Sed imen ta t ionsve rha l t en  unver-  
/~ndert blieb. Erw/ i rmt  m a n  die cy top lasmat i schen  R N S  auf  80 ~ so 
werden  die bere i ts  bei  60 ~ beobach te t en  Ver / inderungen verst/~rkt, wobei  
wesent l ich geringere Mengen aller Ribonucle ins / iuren in Grad ien ten  
wiedergefunden wurden,  

Es  wurde  ve rmute t ,  dal~ der  Ver!ust  an  R~NS auf einen durch  Spuren  
noch  vo rhandenen  R N a s e n  ve ru r sach ten  enzyma, t i schen A b b a u  zuri ick- 
zuf i ihren ist ,  weshalb der  in Abb.  3 darges te l l te  Versuch durchgef i ihr t  
wurde.  Als Schutz  gegen R N a s e  wurde  Di /~thyl -pyrocarbonat  ve rwende t  1,~ 

18 I . . F e d o r c s d k  und L .  Ehrenbe~'g, Ae~a Chem. Seand. 20, 107 (1966). 
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und zwar in einer Konzentration yon 0,5~o bei der Extraktion und 
Reinigung der Ribonucleins~uren und 0,2~o. bei der Temperatur- 
behandlung. Wie Abb. 3 zeigt, ergab sich bei der Thermobehandlung der 
cytoplasmatisohen RNS in Anwesenheit von Di~hyl-pyrocarbon~t ein 
ganz anderes Bild. Die Verschiebung in der 28S-Position der erw~rmten 
RNS war auch in diesem Falle deutlich erkennbar und betrug etwa 

A B C D 
~o ~ss 8s 4s :~ss 18s ~s ~'ss tss ~s '~ss 18s ,,,s 

i i 

_~ _ 

I() 2'0 50 40 50 IO 20 ~0 4'0 50 I0 20 50 40 50 Io 20 50 40 50 

4o 

..~ 
30 

FrQkfionsnummer 

Abb. 2. Analyse der cytoplasmatisehen Ribonucleins/s im Rohrzucker- 
gradienten nach Erw~rmen auf verschiedene Temperaturen. Die in der K/fl~e 
extrahierten, dutch mehrmalige A]koholf~llung gereinigten RNS wurden i~ 
0,1M-Acetatpuffer gel6st. W~hrend die mit ~H-Uridin markierten RNS 
10 Min. ]ang den angegebenen Temperaturen ausgesetzt wurden, wurden die 
mit laC-markierten in einem Eisbad belassen. A. Verteilung nicht behandel~er 
RNS im Diehtegradienten (Kontrolle). B. Vergleich nicht behandelter RNS 
{14C) mit den auf 40 ~ erw/~rmten (3H). C. und D. Ergebnis der Erw~rmung auf 

-60 ~ bzw. 80 ~ �9 �9 = 1~C, �9 �9 ~ 3H 

2 Fraktionen nach Erhitzen auf 40 ~ [Abb. 3 (B)] und etwa 3 Fraktlonen 
fiir die ,60 ~ und 80~ :'. 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 seheinbare Zunahme der 
18S-RNS in Abb. 3 (C) und 3 (D) kann vielleicht auf die viel h6heren 
Werte der Radioaktivits in den entsprechenden Kurvenminima zwischen 
den beiden Ribosomen-I~NS zuriickgefiihrt werden. Vermutlich handelt 
es sich hierbei nicht um ein Artefakt, d a  die genam~ten Minima mit 
ErhShung der b Temperatur weiter ansteigen. Die 4S-RNS bleibt eben- 
falls im wesentlichen unver~ndert. 

Da die Phenol-Extr~ktion bei etwa 2 ~ nur geringe Mengen nucleolarer 
Ribonucleinss aus intakten Zellen freisetzt, sind in Abb. 4 die der 
41S-RNS entsprechende Gebiete der Abb. 3 vergrSI~ert dargestellt. 
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A b b .  3. W i r k u n g  de r  in A n w e s e n h e i t  v o n  D i / i t h y l - p y r o c a r b o n a t  du rch -  
gef i ih r ten  I - I i t zebehandlung  auf  das  S e d i m e n t a t i o n s v e r h a l t e n  der  RNS.  Die  
l~ibonueleins/~uren w ur den ,  wie in  A b b .  2 besehr ieben ,  isoliert  u n d  gereinigt ,  
a u g e r  dal~ D i / i t h y l - p y r o e a r b o n a t  als Sehu tz  gegen l~Nasen  v e r w e n d e t  wurde ,  
u n d  zwar  in  e iner  K o n z e n t r a t i o n  y o n  0,5~o bei de r  E x t r a k t i o n  u n d  R e i n i g u n g  
de r  I~NS u n d  0,2 % bei  de r  T h e r m o b e h a n d l u n g .  �9 �9 = 14C-markier~e, 
n i c h t  b e h a n d e l t e  RNS.  �9 . . . . .  � 9  3H-mark ie r t e  w&rmebehande l t e  RNS  
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A b b .  4. VergrSl~erte D a r s t e l l ung  der  den  45S-32S en t sp rechender t  Gebie te  
de r  Dichtegradienlben aus  Abb .  3. �9 �9 = 14C-markierte,  in  K/i l te  
be lassene  EtNS. A . . . . .  �9 = 8H-mark ie r te ,  den  a n g e g e b e n e n  T e m p e r a t u r e n  

u n t e r w o r f e n e  I~NS 

A b b .  4 (A) ze ig t  d ie  i i b e r e i n s t i m m e n d e  S e d i m e n t a t i o n s k o n s t a n t e  d e r  i n  

K/~lte e x t r a h i e r t e n  41S-I~NS.  J e d o c h  b e r e i t s  E r w g r m e n  a u f  40  ~ b e w i r k t  
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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- 
st/~rkt die beobachteten Effekte in dentliehem MaBe [Abb. 4 (C)] und 
Behandlung bei 80 ~ scheint die 41S-RNS fast vSllig zu zerstSren 
[Abb. 4 (D)]. 

D i s k u s s i o n  

Die in vorliegender Arbeit besehriebenen Versuche geben AufsehluB 
fiber die Thermostabilit/it der aus Hiihnerfibroblasten gewonnenen 
15sliehen RNS, der Ribosomen-RbTS und der 41S-RNS. Das in Abb. 1 
angefiihrte Experiment  ergab, da$ die geringere Sedimentations- 
gesehwindigkeit der bei 40 ~ extrahierten Kern-, ,28S"-RNS in Wirklich- 
keit auf eine dutch Erw/irmen hervorgerufene Ver/inderung des 28S- 
Molekiils zuriiekzufiihren ist. Diese Ver/inderung war naeh 10 Min 
Erhitzen auf 40 ~ nut  teilweise vollzogen, doeh g/~nzlich abgeschlossen 
nach Behandlung bei 60 ~ Erw/irmen auf 80 ~ bewirkte keine weitere Ver- 
ringerung der Sedimentationskonstante. I m  Gegensatz zur 28S-RNS 
blieben die Sedimentationseigenschaften tier 18S- und der 4S-I~NS vSllig 
unver/indert (Abb. 2 und 3). Eine /ihnliehe Beobachtung wurde beim 
Erw/irmen tier aus HeLa-Zellen isolierten Ribosomen-RNS gemacht 1~ 
Die Eraiedrigung der Sedimentationskonstan~e der 28S-1{NS, die auf die 
Ver/inderung der r/iumliehen Struktur  zuriickzufiihren ist, war yon der 
Abspaltung einer Polynucleotid-Kette yon etwa 7S begleitet. Kein 
solches Bruchstiiek konnte yon der 16S-RNS nnd der 45S Kern-l~NS 
freigesetzt werden 1~ 

Der beachtliehe Verlust an RNS w/ihrend der Hitzebehandlung 
(Abb. 2) war offensichtlich auf Abbau dutch verunreinigende RNasen 
zuriickzufiihren und konnte  durch die Verwendung yon Di/~thyl-pyro- 
earbonat fast  vSllig verhindert werden. Der trotz der Anwesenheit des 
Inhibitors eintretende Verlust an 28S-1~NS bei Erw/irmcn auf 80 ~ 
beweist die wesentlich hShere Thermolabilit/~t dieser l%ibosomen-l%SIS- 
Species. Die gleiche Beobachtung wurde aueh an Rattenleber-RNS 
gemacht 14, wobei die Hitze-Empfindliehkeit der 28S-RNS dahingehend 
gedeutet wurde, dab die Polynucleotidkette mSgheherweise ,,versteckte", 
durch friihere Nuclease-Wirkung hervorgerufene Bruchstellen aufweist, 
die erst beim Erw/irmen offenbar werdca. Eine andere Erkl/~rung w/ire, 
dab manehe Phosphodiester-Bindungen besonders leieht hydrolysiert 
werden kSnnen. 

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

14 p .  V. Venkov und A.  A .  Hadjiolov, Biochem. J. 115, 91 (1969). 
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gesehwindigkeit, die dem Stamm-Molekfil der beiden RibosomemRNS 
eutsprieht% Erws auf 40--60 ~ bewirkte aul~er einer Verminderung 
der Sedimentationskonstante eine merkliche Abnahme der Menge der 
4iS-RNS. Die Verbreiterung des Kurvenmaximums wiirde fiir eine 
Fragmentierung zu mehreren ungleiehen Molekiilen sprechen. 

In  diesem Zusammenhang soll erwi~hnt werden, da~ bei der Extrak-  
tion der Kern-RNS bei 40 ~ des 5fteren eine im Vergleich zur 41S- ver- 
h~ltnismi~Big grol~e Menge 32S-RNS gefunden wurde 9. Es kann durchaus 
mSglieh sein, daI~ W~trmebehandlung zum Teil eine iihnliehe Spaltung 
des 41S-Molekiils hervorruft,  wie sie im natiirlichen Prozel~ bei der 
Reifung der Ribosomen-RNS vorkommt.  Daher k5nnte die Kiirze der 
Extraktionszeit  bei hohen Temperaturen fiir die Gewinnung der 41S-RNS 
in mSgliehst unversehrtem Zustand yon entscheidender Bedeutung sein. 

Die bisher auf Thermostabiliti~t untersuchten RNS waren aus einem 
Einzelstrang bestehende, durch H-Briicken zu komplizierten r~umliehen 
Strukturen gefaltete Polyribonucleotide. Diese r~umliehen Strukturen 
kSnnen leicht durch W~rmebehandlung zerstSrt werden, was auf die 
Thermolabiliti~t yon t t -Bindungen zurfickzufiihren ist. Kiihlt man aber 
die Ribonucleinsi~uren ab, so kehren sie auf ihre urspriingliehe Form 
zuriiek ~. Aul~erdem bewirkt Ws mindestens drei zusi~tz- 
liehe, durch Abkiihlen nicht umkehrbare  Ver~nderungen der 28S-RNS: 
A. Ein Bruehstiick yon etwa 7S wird bei Erhitzen auf 40 60 ~ yon der 
Nucleins~ure-Kette abgespalten l~ B. Es t r i t t  eine Erniedrigung der 
Sedimentationskonstante auf etwa 26S ein, was auf eine bleibende Ver- 
i~nderung der r~umlichen Struktur  schlieiten l~Bt (Abb. 1, 2 und 3). 
C. Offensiehtlich t r i t t  ein Abbau des Molekiils ein, der auch in Anwesen- 
heit eines R~ase-Inhibitors ,  Di~thyl-pyroearbonat,  welcher anscheinend 
die 18S- und 4S-RNS gegea enzymatischen Angriff schiitzt, stattf indet 
(Abb. 3). 

Anseheinend sind aber die genannten Eigensehaften der schwerereu 
Ribosomen-RNS nicht allgemein giiltig, da Erhitzen der 26S-ttefe-RNS 
keine Verringerung der Sedimentationsgeschwindigkeit hervorruft  i5. 
Auch konnten bei der E. Coli-rRNS keine schwaehen Bindungen ~est- 
gestellt werden 1G. In  diesem Zusammenhange mag erwi~hnt werden, 
dal3 sieh die Ribosomen-Ribonueleinsi~uren verschiedener Organismen 
auch durch andere Eigenschaften, insbesondere in ihrer GrSl~e, unter- 
seheiden. Dies trifft  vor allem fiir die schwerere Ribosomen-RNS- 
Komponente  zu 1T. 

i~ G. Beck,  J .  P .  Beclc und J .  !o. Ebel, Bull. Soc. Chim. Biol. 50, 2315 
(1968). 

1G I .  Y u .  Mikha i lova  und A .  A .  Bogdanov, Dokl. Biochim. 184, 9 (1969). 
i~ U. E .  Loening,  J .  Mol. Biol. 38, 355 (1968). 
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