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V o n H e f e n u c l e i n s ä u r e n v e r s c h i e d e n e n U r s p r u n g s w e r d e n die D i f f u s i o n s k o n -
s tanten und be i e i n i g e n auch die S e d i m e n t a t i o n s k o n s t a n t e n in der U l t r a z e n t r i f u g e 
g e m e s s e n . H i e r a u s w e r d e n die M o l e k u l a r g e w i c h t e u n d die F o r m k o n s t a n t e n d e r 
Nuc le insäuren ermittelt. 

U m die V e r k n ü p f u n g s a r t der M o n o n u c l e o t i d e in der H e f e n u c l e i n s ä u r e f e s t z u -
ste l len , w i r d H e f e n u c l e i n s ä u r e mit k r i s t a l l i s i e r t e r R i b o n u c l e a s e g e s p a l t e n . B e i 
m a x i m a l e r S p a l t u n g mi t d i e s e m E n z y m entsteht n u r e in f r e i e s S ä u r e ä q u i v a l e n t 
auf j e 4 P h o s p h o r a t o m e . W e r d e n die mit R ibonuc lease erhaltenen Spaltstücke mit 
„ N u c l e o p h o s p h a t a s e " aus D ü n n d a r m s c h l e i m h a u t behande l t , so w e r d e n d ie r es t -
l i chen 3 Säureäquivalente erfaßt, w a s einer vo l ls tändigen Spaltung in f re ie M o n o -
nucleot ide entsprechen würde . 

D i e D i f f u s i o n s k o n s t a n t e der mi t R i b o n u c l e a s e e r h a l t e n e n Spa l t s tücke w i r d g e -
messen . E s e r g i b t s i ch n i cht der f ü r e in T e t r a n u c l e o t i d e r w a r t e t e W e r t , s o n d e r n 
der e i n e s M o n o n u c l e o t i d s . D a s G e m i s c h der S p a l t s t ü c k e w i r d w e i t e r h i n e l e k t r o -
p h o r e t i s c h u n t e r s u c h t . 

Z u r D e u t u n g der g e w o n n e n e n E r g e b n i s s e w i r d a n g e n o m m e n , daß die V e r k n ü p f u n g 
der Mononuc leo t ide untere inander durch R ibonuc lease in g le icher W e i s e gespal ten , 
aber bei e inem T e i l der entstehenden Mononuc leo t ide die P h o s p h o r s ä u r e g r u p p e inner -
mo leku lar verestert wird . E n t g e g e n den b isher igen A n s c h a u u n g e n ergibt s i ch j eden-
fa l ls aus der Spal tung der H e f e n u c l e i n s ä u r e n mit R i b o n u c l e a s e kein H i n w e i s darau f , 
daß in ihr besondere Tetranuc leot ide vorgebi ldet sind. 

Nach den Untersuchungen von C a s p e r s -
s o n 2 darf man annehmen, daß die Nu-

cleinsäuren eine wesentliche Rolle bei der 
Eiweißvermehrung spielen. In Übereinstim-
mung hiermit enthalten alle bisher genauer 
untersuchten Virusproteine Polynucleotide, die 
einfachen Virusmoleküle definierter Zusammen-
setzung Ribonucleinsäure, die komplizierteren 
in der Hauptsache Desoxyribonucleinsäure. 
Um die Virusvermehrung chemisch verstehen 
und beeinflussen zu können, ist daher eine ge-
naue Kenntnis der Struktur der Polynucleotide, 
insbesondere der Ribonucleotide vom Typus der 
Hefenucleinsäure erforderlich. Im Rahmen un-
serer Untersuchung über die Nucleinsäuren der 
Virusarten wurden daher zunächst einige Vor-
versuche mit Hefenucleinsäure durchgeführt. 

Für die Strukturermittlung ist zunächst die 
einwandfreie Bestimmung des Molekularge-
wichtes von grundlegender Bedeutung. Für die 
Hefenucleinsäure wurde u. a. die Formel eines 

1 D i e A r b e i t w u r d e am 20. S e p t e m b e r 1 9 4 4 - b e i 
der Z e i t s c h r i f t f ü r p h y s i o l o g i s c h e C h e m i e e i n g e -
re i cht , ist aber d o r t n i cht m e h r e r s c h i e n e n . 

2 T . C a s p e r s s o n , N a t u r w i s s . 29, 33 [1941 ] . 

cyclischen Tetranucleotids und für bestimmte 
Fälle auch die eines offenen Tetranucleotids 
diskutiert. F . G . F i s c h e r und Mitarbeiter3-4 

nehmen hingegen auf Grund der von ihnen be-
stimmten Dialysenkonstanten an, daß die von 
ihnen untersuchten Präparate aus etwa 30 Mo-
nonucleotiden bestehen. Wegen der theoreti-
schen Bedenken, die gegen die Dialysenmethode 
bestehen, halten die Autoren allerdings eine 
Nachprüfung ihrer Ergebnisse mit einer ein-
wandfreien Methode für wünschenswert. Wir 
bestimmten nun das Molekulargewicht der Hefe-
nucleinsäure nach dem von S v e d b e r g ange-
gebenen Verfahren aus der Sedimentationskon-
stanten in der Ultrazentrifuge und der Diffu-
sionskonstanten, das unabhängig ist von allen 
Voraussetzungen über die Form und Hydra-
tation der Teilchen. 

Nach S v e d b e r g ist 

(M = M o l e k u l a r g e w i c h t , R = G a s k o n s t a n t e , T = ab-
so lute T e m p e r a t u r , S20 — S e d i m e n t a t i o n s k o n s t a n t e , 
D2O = Di f fus ionskonstante , V = spezi f . V o l u m e n der 
ge l ös ten Substanz , 9 = D i c h t e der L ö s u n g ) . 
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Es wurden zunächst die Diffusionskonstan-
ten verschiedener Hefenucleinsäurepräparate 
gemessen, die uns von der Firma B o e h r i n g e r 
& S ö h n e zur Verfügung gestellt wurden. Die 
Versuche wurden in einer Schieberzelle nach 
O . L a m m 5 durchgeführt, und zwar in der von 
G. B e r g o l d entwickelten Form5a . Die Dif-
fusion wurde refraktometrisch nach der 
L a mm sehen Skalenmethode verfolgt. Die für 
die verschiedenen Hefenucleinsäuren gefunde-
nen Diffusionskonstanten sind in Tab. 1 zu-
sammengestellt. 

Weiterhin sind hier die maximalen Mole-
kulargewichte angegeben, die sich aus der Dif-
fusionskonstanten berechnen lassen, wenn man 
annimmt, daß die Moleküle die Form starrer 

Das spezifische Volumen der als Natriumsalz 
gelösten Hefenucleinsäure wurde von uns zu 
0,594 bestimmt. 

Für die genaue Bestimmung des Molekular-
gewichtes nach (1) ist die Messung der Sedi-
mentationskonstanten notwendig, die allerdings 
wegen der geringen Größe von S20 schwierig ist. 
Nach 6-stdg. Zentrifugieren bei 40 000 Umdre-
hungen/min in unserer luftgetriebenen Ultra-
zentrifuge wurde jedoch eine deutliche Sedi-
mentation beobachtet, deren Geschwindigkeit 
nach der L a m m sehen Skalenmethode verfolgt 
werden konnte. Die für die drei Präparate mit 
dem höchsten Molekulargewicht gefundenen 
Werte sind in Tab. 1 wiedergegeben. Für die 
Nucleinsäure C und D ergibt sich somit ein 

Substanz 
Konz . 

% 
Lösungs-

mittel D2O md S20 Ms f / fo 

Nucleinsäure N 0,8 0,1-m. N a H C 0 3 27,0 2 090 — 

Nucleinsäure N . 0,8 0,01-m. NaCl 27,3 2 030 — — 

Nucleinsäure F (Natr. nucleinic.) . 0,8 0,1-m. NaHCOg 17,9 7 200 — — — 

Nucleinsäure A (Handelsware I ) . 0,8 0,1-m. NaHCOg 15,0 12 200 — — — 

Nucleinsäure B (Handelsware I I ) . 0,8 0,1-m. N a H C 0 3 13,6 16 400 — — — 

Nucleinsäure C (Handelsware I I I ) 0,8 0,1-m. NaHCOg 11,6 26 700 2,3 11 800 1,31 
Nucleinsäure D (aus Berg in -Hefe ) 0,8 0,1-m. NaHCOg 11,4 27 700 2,0 10 600 1,41 
Nucleinsäure D (aus Berg in -Hefe ) 0,4 0,1-m. NaHCOg 11,6 26 300 — — — 

Nucleinsäure E (aus Zel lstof fhefe) 0,8 0,1-m. NaHCOg 10,2 38 800 1,1 (6600 ) (1,81) 

D 2 0 = Diffusionskonstante in 10 ' cm 2 /sec . , reduziert auf Wasser als Lösungsmittel und 20° 
M d = Molekulargewicht , berechnet aus D 2 0 nach (3) 

s20 = Sedimentationskonstante in Svedberg ( 1 0 - 1 3 cm/sec dyn) 
M g = Molekulargewicht, berechnet aus D2 0 und s20 nach (1) 
f / f 0 = Reibungsverhältnis 

Tab. 1. M o l e k u l a r g e w i c h t e v e r s c h i e d e n e r H e f e n u c l e i n s ä u r e n . 

Kugeln haben. In diesem Falle kann aus der 
Reibung fs , die die Moleküle bei der Diffusion 
erfahren, nach dem Stokessehen Gesetz ihr 
Radius, hieraus das Volumen und schließlich 
mit Hilfe des spezif. Volumens auch das Mole-
kulargewicht berechnet werden: 

D„ 

M = 

R T R T 
fo 

4 N 71 
N 6 71 tj r 

R T 
3 V \6 71 vj N D„ 

(2) 

(3) 

( N = A v 0 g a d r 0 sehe Z a h l , r, = Z ä h i g k e i t des L ö -
s u n g s m i t t e l s , r = M o l e k ü l r a d i u s ) . 

3 F . G . F i s c h e r , J. B ö 11 g e r u. I I . L e h m a n n -
E c h t e r n a c h t , H o p p e - S e y l e r s Z . p h y s i o l . Chem. 
271, 246 [1914 ] , 

Molekulargewicht von etwa 11000. Das Prä-
parat E erwies sich als uneinheitlich, so daß 
die genaue Bestimmung der Sedimentations-
grenze schwierig ist, die für Ms und f / f0 ange-
gebenen Werte sind daher unsicher. Die höhe-
ren Diffusionskonstanten der anderen Präpa-
rate zeigen, daß diese zum Teil ein erheblich 
geringeres Molekulargewicht besitzen. Es ist 
anzunehmen, daß bei ihrer Herstellung ein 
mehr oder weniger weitgehender Abbau statt-
gefunden hat. 

4 F . G. F i s c h e r , N a t u r w i s s . 30, 377 [1942 ] . 
5 O. L a m m , N o v a A c t a Reg . Soc . Sei. U p s a -

l iensis , Ser. I V , 10, Nr . 6 ( [ 1 9 3 7 ] , 
V e r g l . G. B e r g o l d , ds. Z . 1, 100 [1946] . 



D a s ta t säch l i che M o l e k u l a r g e w i c h t M s ist b e d e u -
tend n i e d r i g e r als das aus der D i f f u s i o n s k o n s t a n t e 
b e r e c h n e t e m a x i m a l e G e w i c h t . D e r m o l a r e R e i -
b u n g s k o e f f i z i e n t f der N u c l e i n s ä u r e ist a l so g r ö ß e r 
als d ie R e i b u n g k u g e l f ö r m i g e r T e i l c h e n g l e i c h e n 
M o l e k u l a r g e w i c h t e s . D i e R e i b u n g s e r h ö h u n g kann 
d a r a u f z u r ü c k g e f ü h r t w e r d e n , daß das M o l e k ü l 
s tark h y d r a t i s i e r t ist o d e r aber e ine l ä n g l i c h e 
e l l ipsoide Gestalt besitzt. I m letzteren Fa l l w ü r d e 
s ich aus dem R e i b u n g s v e r h ä l t n i s f / f 0 = 1,4 e in 
maximales Achsenverhä l tn i s v o n 1 : 7 f ü r das ell ip-
s e n f ö r m i g e N u c l e i n s ä u r e m o l e k ü l e r g e b e n . D i e H e f e -
n u c l e i n s ä u r e ist a l so im V e r g l e i c h z u r T h y m o -
n u c l e i n s ä u r e , d ie e ine a u s g e s p r o c h e n f a d e n f ö r m i g e 
Ges ta l t mi t e i n e m M o l e k u l a r g e w i c h t v o n m e h r e r e n 
Mi l l i onen bes i tz t , ein v e r h ä l t n i s m ä ß i g k l e i n e s k o m -
p a k t e s M o l e k ü l . 

Bei der Schwierigkeit der Sedimentations-
messung kann über die Einheitlichkeit der 
untersuchten Präparate keine genaue Aussage 
gemacht werden. Es scheint jedoch bei den 
höchstmolekularen Präparaten C und D keine 
ausgesprochene Polydispersität vorzuliegen. 
Auffallend ist, daß die aus verschiedenem Aus-
gangsmateriaU gewonnenen Nucleinsäuren in 
ihrem Molekulargewicht miteinander überein-
stimmen und von der gleichen Größe sind wie 
das aus Tabakmosaikvirus isolierte Polyribo-
nucleotid, dem ein Molekulargewicht von 11000 
zukommen soll6. Es scheint demnach, daß diese 
Molekülgröße durch eine besondere Stabilität 
ausgezeichnet ist und möglicherweise dem 
Molekulargewicht der unveränderten, natürlich 
vorkommenden Polyribonucleotide entspricht. 

Unsere Molekulargewichtsbestimmungen ent-
halten keine Voraussetzungen, die experimen-
tell nicht prüfbar sind; sie bestätigen den von 
F.G. F i s c h e r und Mitarb.3 angenomme-
nen Polymerisationsgrad von etwa 30 für die 
höchstmolekularen Präparate der Hefenuclein-
säure. Die Formel eines offenen oder cyclischen 
Tetranucleotids ist für diese somit mit Sicher-
heit ausgeschlossen. 

Es bleibt nun die Frage zu klären, wie die 
einzelnen Mononucleotide in der Hefenuclein-
säure miteinander verknüpft sind. Die Konsti-
tution der vier Mononucleotide, aus denen sich 
die Hefenucleinsäure in äquimolekularem Ver-

6 Zit iert nach C o h e n u. S t a n l e y , J. b io l . 
C h e m i s t r y 140, 833 [1941 ] . 

7 Z u s a m m e n f a s s u n g be i H. B r e d e r e c k , F o r t -
schr . d. Chem. o r g a n . N a t u r s t o f f e I , 121 [1938 ] . 

hältnis zusammensetzt, ist durch die Arbeiten 
von B r e d e r e c k 7 und L e v e n e völlig aufge-
klärt. Sie sind alle am Ca der Ribose mit Phos-
phorsäure verestert, der Zusammentritt zum 
Polyribonucleotid erfolgt wahrscheinlich der-
art, daß eines der noch freien Hydroxyle der 
Phosphorsäure mit dem Hydroxyl am Cs oder 
C2 der Ribose des Nachbarnucleotids verestert 
ist. Die Bindung an ein Hydroxyl des benach-
barten Purin- oder Pyrimidinringes ist unwahr-
scheinlicher, eine Phosphamid-Bindung mit 
einer Aminogruppe' dieser basischen Reste ist 
nach den Desaminierungsversuchen von B r e -
d e r e c k und Mitarb.8 wenig wahrscheinlich. 

Wenn auch die Art der Bindung im einzelnen 
noch nicht feststeht, so kann doch die Frage 
experimentell geprüft werden, ob die Verknüp-
fung der Mononucleotide in der Hefenuclein-
säure untereinander stets in gleicher Weise er-
folgt, oder ob verschiedene Bindungsarten mit-
einander abwechseln. Es wird vielfach ver-
mutet, daß jeweils 4 Nucleotide untereinander 
gleichartig zu einem Tetranucleotid verknüpft 
sind, hingegen die Bindung der Tetranucleotide 
untereinander von anderer Art ist. Hierdurch 
würde das äquimolare Verhältnis der vier ver-
schiedenen Nucleotide eine sehr einfache Er-
klärung finden. Die stärkste Stütze für die an-
genommene Tetranucleotidstruktur bilden je-
doch die enzymatischen Abbauversuche von 
F. W. A l l e n und J. J. E i l e r 9 , die an der 
Hefenucleinsäure mit kristallisierter Ribo-
nuclease durchgeführt wurden. Bei der elektro-
metrischen Titration der Spaltstücke fanden 
sie, daß bei der Spaltung auf jeweils vier vor-
handene Säuregruppen ein neues Säureäquiva-
lent auftritt. Sie deuteten diesen Befund als 
Ringöffnung eines cyclischen Tetranucleotids 
oder als Spaltung eines höheren Polynucleotids 
zu einem offenen Tetranucleotid entsprechend 
dem Übergang von I nach II. Die erste Möglich-
keit wird bereits durch die von uns durchge-
führte Molekulargewichtsbestimmung der Hefe-
nucleinsäure ausgeschlossen. Unsere im folgen-
den beschriebenen Versuche zeigen, daß auch 
die zweite Deutung nicht zutrifft. 

8 H. B r e d e r e c k , E. B e r g e r u. F . R i c h t e r , 
B e r . dtsch. chem. Ges . 74, 338 [1941 ] . 

9 F . W . A l l e n u. J. J. E i l e r , J. b io l . C h e m i -
s t r y 137, 757 [1941 ] . 



Z U R K O N S T I T U T I O N I 

S ä u r e z u w a c h s b e i d e r 
S p a ] 1 t u n g e i n e s P o l y r i b o n u c l e 0 t i d s 

H H 
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2 M o n o n u c l e o t i d e und 2 M o n o n u c l e o t i d - a n h y d r i d e 
5 Säureäquival . 6 Säureäquival . 

b e i Ph 8 4 M o l P b e i pH 9 ' 5 4 M o l P 

In früheren Versuchen, die unabhängig von 
den amerikanischen Autoren durchgeführt wur-
den, fanden wir ebenfalls, daß bei der Einwir-
kung von kristallisierter Ribonuclease auf 
Hefenucleinsäure auf vier Phosphoratome nur 
ein zusätzliches Säureäquivalent auftritt. Ab-
weichend von den amerikanischen Autoren, die 
nur die Endprodukte der Spaltung untersuch-
ten, bestimmten wir den Säurezuwachs wäh-
rend der Spaltung, indem wir zu Beginn des 
Versuches das Reaktionsgemisch gegen Phenol-
phthalein neutralisierten und dann in bestimm-
ten Zeitabständen die frei gewordene Säure mit 
Natronlauge zurücktitrierten. Einige derartige 

•§_ 50 100 '50 200 750 300 
Enzymmenge inf 

A b b . 2. E n d w e r t e d e r S p a l t u n g v o n H e f e n u c l e i n -
s ä u r e m i t R i b o n u c l e a s e . 

sind in Abb. 1 graphisch dargestellt. Es zeigt 
sich, daß bei Anwendung von genügend gro-
ßen Enzymmengen tatsächlich ein Endwert er-
reicht wird, der einem Säureäquivalent je vier 
Phosphoratome entspricht. Dies wird beson-
ders deutlich, wenn man die erreichten End-
w êrte gegen die angewandten Enzymmengen 
aufträgt (Abb. 2). Weitere Versuche mit wech-
selnden Mengen von Nucleinsäure, die im Ver-
suchsteil näher beschrieben sind, führten zu 
dem gleichen Ergebnis. In Übereinstimmung 
mit K u n i t z 1 0 fanden wrir weiter, daß bei der 

10 M . K u n i t z , J . gen . P h y s i o l . 24, 15 [ 1 9 4 0 ] . 

Spaltungsversuche, die mit verschiedenen Men-
gen von Ribonuclease durchgeführt wurden, 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Zeit in Stunden 

A b b . 1. V e r l a u f der S p a l t u n g der H e f e n u c l e i n s ä u r e 
m i t v e r s c h i e d e n e n M e n g e n R i b o n u c l e a s e . 



Spaltung keine freie Phosphorsäure entsteht. 
Gegenüber Thymonucleinsäure erwies sich die 
Ribonuclease als völlig unwirksam. 

Läßt man auf die mit Ribonuclease erhal-
tenen Spaltstücke der Hefenucleinsäure ein von 
K l e i n 1 1 als „Nucleophosphatase" bezeich-
netes Enzymgemisch aus Dünndarmschleim-
haut einwirken, so kann man auch die rest-
lichen drei Säureäquivalente auf vier Phos-
phoratome erfassen, die einer vollständigen 
Spaltung der Hefenucleinsäure entsprechen (s. 
Formel II u. III ) . Aus unvorbehandelter Hefe-
nucleinsäure macht die Nucleophosphatase 
unter Abspaltung .von freier Phosphorsäure 
annähernd vier Säureäquivalente je vier Phos-
phoratome frei. Die Spaltung der unveränderten 
und der mit Ribonuclease behandelten Hefe-
nucleinsäure durch die Nucleophosphatase ist 
in Abb. 3 graphisch dargestellt. Weitere Ver-
suche, die zur Bestätigung durchgeführt wur-
den, sind weiter unten beschrieben. Das Auf-
treten neuer Säureäquivalente bei der Spaltung 
der mit Ribonuclease erhaltenen Abbaupro-
dukte durch die Nucleophosphatase beweist, 
daß diese noch zweifach veresterte Phosphor-
säure enthalten. 

4 

3 CL 
S 
N 

2 4 6 8 24 
Zeit in Stunden 

A b b . 3. H y d r o l y s e der u n v o r b e h a n d e l t e n und der 
mi t R i b o n u c l e a s e g e s p a l t e n e n H e f e n u c l e i n s ä u r e 

d u r c h N u c l e o p h o s p h a t a s e . 
x — x u n v o r b e h a n d e l t 
o — o mi t R i b o n u c l e a s e g e s p a l t e n 

11 W . K l e i n , H o p p e - S e y l e r s Z . p h y s i o l . Chem. 
207, 125 [1932 ] , 

Dies konnte zunächst als Bestätigung der 
von A l l e n und E i l e r 9 angenommenen Tetra-
nucleotidstruktur angesehen werden. Es war 
daher für uns sehr überraschend, als sich bei 
der Messung der Diffusionsgeschwindigkeit der 
mit Ribonuclease erhaltenen Spaltprodukte her-
ausstellte, daß es sich hierbei keinesfalls uro 
ein Tetranucleotid oder um ein Gemisch ver-
schiedener Oligonucleotide mit dem mittleren 
Molekulargewicht eines Tetranucleotids han-
deln konnte. Die genaue Analyse der nach der 
L a m m sehen Skalenmethode gemessenen Dif-
fusionskurve zeigte vielmehr, daß die Spalt-
stücke eine nahezu einheitliche Molekülgröße 
aufweisen und eine Diffusionskonstante be-
sitzen, die dem eines Mononucleotids entspricht, 
wie der Vergleich mit der ebenfalls gemessenen 
Diffusionskonstante der Hefeadenylsäure ein-
wandfrei zeigt (Tab. 2). 

Präparat Lösungsmittel D2O 

Hefeadenylsäure . . . 0 ,1-m. N a H C O j 39,1 
Spaltprodukt aus 

Hefenucleinsäure D 0,1-m. N a H C 0 3 37,5 
Spaltprodukt aus 

Hefenucleinsäure D 0,1-m. N a H C 0 3 35,9 

Tab . 2. D i f f u s i o n s k o n s t a n t e n der H e f e a d e n y l s ä u r e 
und der mi t R i b o n u c l e a s e aus H e f e n u c l e i n s ä u r e 

g e w o n n e n e n S p a l t s t ü c k e . 

Zur Aufklärung dieses überraschenden Be-
fundes wurde das mit Ribonuclease erhaltene 
Gemisch der Spaltstücke im Elektrophorese-
apparat nach T i s e l i u s auf ihr Verhalten im 
elektrischen Feld untersucht. Hierbei zeigte 
sich, daß durch die Spaltung mit Ribonuclease 
aus der vorher einheitlich zur Anode wan-
dernden Hefenucleinsäure zwei verschiedene 
Fraktionen entstehen. Etw^a die Hälfte des Spal-
tungsgemisches ist bei ph 7 unbeweglich und 
besitzt bei pn 9,5 nur eine so geringe Wan-
derungsgeschwindigkeit, daß eine quantitative 
Bestimmung unmöglich war. Diese Fraktion 
muß demnach sehr schwache Säuren umfassen. 
Die andere Hälfte der Spaltungsprodukte besitzt 
eine Beweglichkeit in Richtung zur Anode, die 
etwa der des Ausgangsmaterials entspricht, 
aber doch deutlich vermindert ist (Tab. 3) . 



Präparat Pu f f e r Pn 

Beweglichkeit 
— 1 

cm sec. 

V cm 
Hefenucleinsäure D m/50 - Glykokoll 9,60 - 21,1 
Spaltprodukt aus 
Hefenucleinsäure D m/50 - Glykokoll 9,50 — 14,3 
Hefeadenylsäure . . m/50 - Glykokoll 9,59 — 13,9 
Hefenucleinsäure D m/100 -

Phosphat 7,13 — 17,7 
Hefenucleinsäure N m/100 -

Phosphat 6,95 — 15,7 
Spaltprodukt aus m/100 -
Hefenucleinsäure N Phosphat 7,30 — 13,5 

T a b . 3. E l e k t r o p h o r e t i s c h e B e w e g l i c h k e i t v e r -
sch iedener H e f e n u c l e i n s ä u r e n und ihrer Spalt -

p r o d u k t e . 

Während z. B. die hochpolymere Nuclein-
säure I) (Molekulargewicht ca. 11000) bei 
PH 9,6 eine Beweglichkeit von —21,1 cm2/Volt/ 
sek besitzt, zeigt das Spaltprodukt aus dieser 
Hefenucleinsäure bei etwa dem gleichen pn eine 
Wanderungsgeschwindigkeit von —14,3. Diese 
Beweglichkeit stimmt mit der der Hefeadenvl-
säure von —13,9 überein. Die Spaltung der 
Nucleinsäure N, die einen niederen Polymeri-
sationsgrad und eine etwas geringere Beweg-
lichkeit als die Nucleinsäure D besitzt, führte 
zu dem gleichen Ergebnis, indem bei pn 7 wie-
der eine neutrale Fraktion und eine Fraktion 
mit der Wanderungsgeschwindigkeit der Ade-
nylsäure auftraten. 

E s ist überraschend , daß das M o n o n u c l e o t i d e ine 
g e r i n g e r e B e w e g l i c h k e i t bes i t z t als d ie h o c h p o l y -
m e r e H e f e n u c l e i n s ä u r e , denn es bes i t z t j e G r u n d -
e inhei t z w e i n e g a t i v e L a d u n g e n , w ä h r e n d das 
P o l y n u c l e o t i d nur e ine je G r u n d e i n h e i t a u f w e i s t . 
D a f ü r die B e w e g l i c h k e i t das V e r h ä l t n i s L a d u n g : 
R e i b u n g m a ß g e b l i c h ist, m u ß a n g e n o m m e n w e r d e n , 
daß durch die mit der S p a l t u n g v e r b u n d e n e Ober -
f l ä c h e n v e r g r ö ß e r u n g die R e i b u n g so s t a r k erhöht 
w i rd , daß h ie rdurch der L a d u n g s z u w a c h s ü b e r k o m -
pens i e r t w i rd . F ü r den hohen R e i b u n g s k o e f f i z i e n t 
der M o n o n u c l e o t i d e s p r i c h t auch die in T a b . 2 w i e -
d e r g e g e b e n e v e r h ä l t n i s m ä ß i g g e r i n g e D i f f u s i o n s -
konstante . D i e s e r V o r s t e l l u n g e n t s p r e c h e n d n immt 
die H e f e n u c l e i n s ä u r e N w e g e n ihres mi t t l e ren P o l y -
m e r i s a t i o n s g r a d e s auch h ins i cht l i ch ihrer e l ek t ro -
phore t i s chen B e w e g l i c h k e i t e ine M i t t e l s t e l l u n g z w i -
schen der h o c h p o l y m e r e n H e f e n u c l e i n s ä u r e D und 
dem Mononuc l eo t id ein. 

Aus den elektrophoretischen Versuchen geht 
also hervor, daß bei der Einwirkung der Ribo-
nuclease auf Hefenucleinsäure neben Spalt-

stücken die in ihrer Beweglichkeit und Mole-
külgröße Mononucleotiden entsprechen, auch 
Teilchen entstehen, die zwar nach den Diffu-
sionsmessungen das gleiche Molekulargewicht 
wie die Mononucleotide besitzen, aber im Gegen-
satz zu diesen nur sehr schwache Säuren sind. 
Das Vorhandensein dieser bei pn 7 undissozi-
ierten Nucleotide wurde noch weiter gesichert, 
indem in einem besonderen Versuch elektro-
phoretisch eine kleine Menge der „neutralen 
Fraktion" abgetrennt wurde und in ihr das 
Vorhandensein von Nucleotiden mit Hilfe des 
charakteristischen Ultraviolettspektrums qua-
litativ nachgewiesen wurde. 

Wie sind nun diese verschiedenen enzymati-
schen und physikalisch-chemischen Befunde 
zusammenfassend zu deuten? Diffusionsmes-
sungen und das elektrophoretische Verhalten 
des Spaltungsgemisches zeigen, daß nur Spalt-
stücke von der Größe von Mononucleotiden 
entstehen. Jedoch kann nicht bei allen Produk-
ten die primäre und sekundäre Säuregruppe 
der Phosphorsäure in freier Form vorliegen, da 
sonst bei der Spaltung mit Ribonuclease auf je 
vier Phosphoratome vier zusätzliche Säure-
äquivalente auftreten müssen (s. Formel III ) . 
Da nur ein Zuwachs von einem Säureäqui-
valent gefunden wird, müssen drei Äquivalente 
bei der Spaltung verschwunden sein. Die wahr-
scheinlichste Deutung erscheint uns, daß bei je 
zwei der entstehenden vier Nucleotide (ent-
weder den Purin- oder Pyrimidinverbindun-
gen) eine innermolekulare Veresterung der 
Phosphorsäure erfolgt ist, wodurch die Dis-
soziationskonstante der noch frei gebliebenen 
primären Säuregruppe der Phosphorsäure bei 
diesen innermolekularen Estern soweit herab-
gesetzt wird, daß diese Ester selbst bei pn 9,5 
nur eine geringe elektrophoretische Beweglich-
keit besitzen, und die frei gebliebene Säure-
gruppe bei der Titration gegen Phenolphthalein 
(Umschlagspunkt pn 8) jeweils nur zur Hälfte 
erfaßt wird (Formel IV). Hierdurch erfährt 
das Defizit von zweimal IV2 Säureäquivalenten 
gegenüber dem Endwert, der bei der Spaltung 
in freie Mononucleotide zu erwarten wäre, eine 
befriedigende Erklärung. Diese fehlenden drei 
Säureäquivalente treten erst in Erscheinung, 
wenn durch die Einwirkung der Nucleophos-
phatase auf das Spaltungsgemisch die gesamte 
Phosphorsäure aus den Nucleotiden abgespal-



ten wird. Auch die von A l l e n und E i l e r 9 

veröffentlichte Titrationskurve steht mit un-
serer Vorstellung in Übereinstimmung; aus die-
ser ist zu erkennen, daß bei der Spaltung tat-
sächlich zwei und nicht ein zusätzliches Säure-
äquivalent zu beobachten ist, wenn man als 
Titrationspunkt nicht pn 7,9, sondern pn 9,5 
wählt. Eine endgültige Entscheidung über die 
Richtigkeit unserer Vorstellung wird sich aber 
erst nach der chemischen Reindarstellung der 
Spaltstücke treffen lassen. Dies ist jedoch zur 
Zeit nicht durchführbar, da die Herstellung ge-
nügender Mengen von kristallisierter Ribo-
nuclease aus äußeren Umständen auf Schwie-
rigkeiten stößt. 

Nach Abschluß dieser Untersuchungen wurde 
uns eine Arbeit von L o r i n g und C a r p e n -
ter1 2 zugänglich, aus der hervorgeht, daß 
diese Autoren aus dem mit Ribonuclease erhal-
tenen Spaltungsgemisch der Hefenucleinsäure 
kleine Mengen der vier verschiedenen Mono-
nucleotide isolieren konnten. Hierdurch erfah-
ren unsere Versuchsergebnisse eine wertvolle 
Stütze. Es gelang den Autoren jedoch nicht, 
eine befriedigende Deutung dieses Ergebnisses 

• zu finden. Um den geringen Säurezuwachs bei 
der enzymatischen Hydrolyse zu erklären, neh-
men sie an, daß eine unvollständige Spaltung 
der Hefenucleinsäure zu einem Nucleotidge-
misch verschiedenen Polymerisationsgrades 
stattgefunden hat. Diese Möglichkeit ist jedoch 
nach unseren Versuchen ausgeschlossen. 

Aus unseren auf verschiedene Weise gewon-
nenen Ergebnissen geht übereinstimmend her-
vor, daß bei der Spaltung der Hefenucleinsäure 
durch Ribonuclease nur Teilchen von der 
Größe von Mononucleotiden entstehen. Es muß 
demnach angenommen werden, daß alle Ver-
knüpfungen der Mononucleotide untereinander 
durch das Enzym in gleicher Weise gespalten 
werden. Im Gegensatz zu der bisherigen Vor-
stellung ergibt also der Abbau mit Ribonuclease 
keinerlei Hinweis darauf, daß in der Hefe-
nucleinsäure besondere Tetranucleotide vorge-
bildet sind. Dies Ergebnis stimmt mit den Be-
funden von F . G . F i s c h e r 1 8 überein, der aus 
dem Verhalten der Hefenucleinsäure bei der 
Hydrolyse mit Säure oder Alkali ebenfalls auf 
eine Gleichartigkeit der Verknüpfung der Mono-

12 H. S. L o r i n g u. F . H. C a r p e n t e r , J. b io l . 
C h e m i s t r y 150, 381 [1943 ] . 

nucleotide untereinander schließt. Die Struktur 
der Hefenucleinsäure entspricht also der an-
derer hochpolymerer Naturstoffe, wie z. B. der 
Cellulose und Stärke, bei denen ebenfalls eine 
große Anzahl gleichartiger Bausteine durch 
gleiche Bindungen untereinander verknüpft 
sind. 

Beschreibung der Versuche 

1. V e r s u c h e m i t R i b o n u c l e a s e 

D i e kristal l is ierte R i b o n u c l e a s e w u r d e nach der 
V o r s c h r i f t v o n K u n i t z aus R i n d e r p a n k r e a s her -
geste l l t . D a s E n z y m w u r d e e n t w e d e r in ha lb -
t r o c k e n e m a m m o n s u l f a t h a l t i g e m Z u s t a n d oder in 
n /100 -Sa lzsäure a u f b e w a h r t . In d i e s e r L ö s u n g ist 
das E n z y m be i 0° u n v e r ä n d e r t ha l tbar . 

Versuchsansatz: D i e n e u t r a l e H e f e n u c l e i n s ä u r e -
l ö s u n g w u r d e mi t der E n z y m l ö s u n g v e r s e t z t und 
nach Z u g a b e v o n e i n e m T r o p f e n a l k o h o l i s c h e r P h e -
n o l p h t h a l e i n l ö s u n g m i t n / 1 0 0 - N a t r o n l a u g e b is z u r 
s c h w a c h e n R o s a f ä r b u n g v e r s e t z t . D a s E n d v o l u m e n 
des A n s a t z e s b e t r u g 3 c cm. D i e S p a l t u n g w u r d e 
be i 37° d u r c h g e f ü h r t . In b e s t i m m t e n Z e i t a b s t ä n d e n 
w u r d e z u n ä c h s t d i e K o n t r o l l e au f s c h w a c h rosa , 
und dann der V e r s u c h s a n s a t z au f d e n g l e i c h e n 
F a r b t o n w i e d ie K o n t r o l l e t i t r i e r t . D e r g e r i n g e 
E i g e n v e r b r a u c h der H e f e n u c l e i n s ä u r e ohne E n z y m 
ist b e i den im f o l g e n d e n a n g e f ü h r t e n W e r t e n b e -
re i t s in A b z u g g e b r a c h t . D a s E n z y m a l l e in v e r -
b r a u c h t e k e i n e N a t r o n l a u g e . 

E s w u r d e n z u n ä c h s t e i n i g e V e r s u c h e mi t 30 m g 
H e f e n u c l e i n s ä u r e N, d ie n i cht w e i t e r g e r e i n i g t 
w u r d e , d u r c h g e f ü h r t . D e r V e r l a u f d e r S p a l t u n g 
mi t v e r s c h i e d e n e n E n z y m m e n g e n s o w i e d ie h i e rbe i 
erzielten E n d w e r t e s ind in A b b . 1 u n d 2 graphisch 
darges te l l t . E s ist a u f f a l l e n d , daß m i t g e r i n g e n 
E n z y m m e n g e n d ie S p a l t u n g sehr u n v o l l s t ä n d i g ist . 
W o r a u f d ies b e r u h t , ist n o c h u n g e k l ä r t , es s che int 
s ich j e d o c h n i cht u m e ine H e m m u n g d u r c h die b e i 
der S p a l t u n g e n t s t a n d e n e n N u c l e o t i d e zu hande ln , 
da ein v o r der S p a l t u n g z u g e f ü g t e s G e m i s c h v e r -
s ch iedener N u c l e o t i d e ohne E i n f l u ß au f den V e r -
lauf der S p a l t u n g w a r . 

In der T a b . 4 s ind d ie S p a l t u n g s e n d w e r t e a n g e -
geben , d ie mi t v e r s c h i e d e n e n M e n g e n der h o c h -
m o l e k u l a r e n H e f e n u c l e i n s ä u r e D s o w i e mi t k u r z -
f r i s t i g und l a n g e d i a l y s i e r t e r H e f e n u c l e i n s ä u r e N 
d u r c h g e f ü h r t w u r d e . D i e V e r s u c h e z e i g e n , d a ß 
mit a l len P r ä p a r a t e n a n n ä h e r n d der g l e i c h e E n d -
w e r t e r r e i c h t w i r d , indem e t w a e in Mol . S ä u r e 
auf je vier Mol. P h o s p h o r bei der Spal tung entsteht. 
E s z e i g t s ich, daß auch k l e i n e H e f e n u c l e i n s ä u r e -
m e n g e n u n t e r den V e r s u c h s b e d i n g u n g e n v o l l s t ä n -
d i g g e s p a l t e n w e r d e n . D a s h o c h m o l e k u l a r e P r o -
d u k t e r g i b t , w i e t h e o r e t i s c h zu e r w a r t e n , e t w a s 
höhere Endwerte als die k u r z d ia lys ierte He fe -
n u c l e i n s ä u r e N. WTird d iese aber l ä n g e r e Z e i t d ia -
l y s i e r t , so w e r d e n e t w a d i e s e l b e n E n d w e r t e w i e 

13 F . G . F i s c h e r , C h e m i e 56, 329 [ 1 9 4 3 ] ; V o r -
t r a g s r e f e r a t . 



be i d e m h o c h m o l e k u l a r e n P r ä p a r a t g e f u n d e n . B e i 
der D i a l y s e g e h e n e t w a 3 /4 des n i e d e r m o l e k u l a r e n 
P r ä p a r a t e s v e r l o r e n . E s ist w o h l a n z u n e h m e n , daß 
der h ö h e r e S p a l t u n g s g r a d nach der D i a l y s e au f 
e iner A n r e i c h e r u n g an h o c h p o l y m e r e r H e f e n u c l e i n -
s ä u r e beruht . 

v e r s c h i e d e n e r M e n g e n v o n H e f e n u c l e i n s ä u r e m i t 
der P h o s p h a t a s e z e i g t Tab . 5. 
D i e S p a l t u n g v e r l ä u f t be i g e r i n g e r e r N u c l e i n -
s ä u r e k o n z e n t r a t i o n u n v o l l s t ä n d i g e r als be i h ö h e r e r , 
w e n n auch d ie V e r s u c h s z e i t e n e n t s p r e c h e n d zu-
nehmen. D e r höchs te e r r e i c h t e E n d w e r t b e t r ä g t 

Vers. 
Nr. 

Präparat Vorbehand lung 
A n g e w . 

Menge m g 
Zeitdauer der 
Spaltung Std. 

Endwert in 
Mol . H / 4 M o l . P 

1 Hefenucleinsäure D nicht dialysiert 20 7 0,85 
2 Hefenucleinsäure D nicht dialysiert 10 7 0,94 
3 Hefenucleinsäure D nicht dialysiert 5 7 1,39 
4 Hefenucle insäure N 4 Tage dialysiert 20 8 0,77 
5 Hefenucleinsäure N 4 T a g e dialysiert 10 8 0,77 
6 Hefenucleinsäure N 4 T a g e dialysiert 5 8 0,75 
7 Hefenucleinsäure N 4 Tage dialysiert 2,5 8 0,99 
8 Hefenucleinsäure N 12 T a g e dialysiert 20 8 1,20 
9 Hefenucleinsäure N 12 Tage dialysiert 10 8 0,97 

10 Hefenucleinsäure N 12 Tage dialysiert 5 8 0,92 
11 Hefenucle insäure N 12 T a g e dialysiert 3,5 8 1,0 

Tab . 4. S ä u r e z u w a c h s be i der S p a l t u n g v o n H e f e n u c l e i n s ä u r e mit R i b o n u c l e a s e . 

2. V e r s u c h e m i t N u c l e o p h o s p h a t a s e 

D a s E n z y m g e m i s c h w u r d e nach der V o r s c h r i f t 
v o n W . K l e i n 1 1 d u r c h E x t r a k t i o n v o n K ä l b e r -
d ü n n d a r m mit G l y c e r i n g e w o n n e n . E s w u r d e ohne 
w e i t e r e R e i n i g u n g f ü r d ie V e r s u c h e v e r w e n d e t . 

a ) V e r s u c h e m i t u n v o r b e h a n d e 11 e r 
H e f e n u c l e i n s ä u r e N 

Versuchsansatz: D i e d i a l y s i e r t e H e f e n u c l e i n -
s ä u r e l ö s u n g w u r d e mi t 0,5 c cm der G l y c e r i n l ö s u n g 
der N u c l e o p h o s p h a t a s e , e i n e m T r o p f e n T o l u o l und 
Phenolphthale in und w i e oben mit n /100-Natronlauge 
b i s zur s c h w a c h e n R o s a f ä r b u n g v e r s e t z t . D a s A n -
f a n g s v Q l u m e n des A n s a t z e s b e t r u g 3 ccm, d ie T e m -
p e r a t u r 37°. Z u r K o n t r o l l e w u r d e e ine g l e i c h e L ö -
s u n g ohne Subs t ra t und e ine z w e i t e K o n t r o l l e n u r 
mit der E n z y m l ö s u n g angese tz t . D e r E i g e n v e r -
b r a u c h der H e f e n u c l e i n s ä u r e und der E n z y m l ö s u n g 
ist b e i den in T a b . 5 a n g e f ü h r t e n W e r t e n b e r e i t s in 
A b z u g gebracht . W 7 egen der E i g e n f ä r b u n g der 
E n z y m l ö s u n g l ä ß t s i ch d ie T i t r a t i o n n i cht so g e n a u 
a u s f ü h r e n w i e bei den V e r s u c h e n mit der k i i s ta l -
l i s i e r ten R i b o n u c l e a s e . D e n V e r l a u f der S p a l t u n g 

3,7 Säureäquivalente je 4 Mol . P h o s p h o r . D e r Spal -
t u n g s v e r l a u f ist mit 10 m g H e f e n u c l e i n s ä u r e in 
Abb . 3 g r a p h i s c h darges te l l t . D i e K u r v e b e s i t z t 
e ine charakter i s t i s che , nach u n t e n d u r c h g e b o g e n e 
F o r m , d ie be i a l len V e r s u c h e n m i t N u c l e o p h o s p h a -
tase b e o b a c h t e t w u r d e . E s f o l g t h i e raus , daß d ie 
S p a l t u n g s g e s c h w i n d i g k e i t w ä h r e n d des V e r s u c h e s 
zunächst zun immt . D i e s ist w a h r s c h e i n l i c h so zu 
e r k l ä r e n , daß die Z w i s c h e n p r o d u k t e s c h n e l l e r v o n 
dem E n z y m g e m i s c h g e s p a l t e n w e r d e n als der A u s -
g a n g s s t o f f , w a s durchaus v e r s t ä n d l i c h ist, da h i e r 
w o h l m e h r e r e E n z y m e n a c h e i n a n d e r z u r W i r k u n g 
k o m m e n . 

b ) H y d r o l y s e d e r m i t R i b o n u c l e a s e g e -
s p a l t e n e n H e f e n u c l e i n s ä u r e d u r c h 

N u c l e o p h o s p h a t a s e 

D i e V e r s u c h e w u r d e n in g l e i c h e r W e i s e w i e 
unter a ) d u r c h g e f ü h r t . A l s Subs t ra t w u r d e n d ie 
E n d p r o d u k t e der mit R i b o n u c l e a s e g e s p a l t e n e n 
H e f e n u c l e i n s ä u r e N aus V e r s u c h 4 — 6 der T a b . 4 
benutzt . D a s E r g e b n i s der S p a l t u n g ist aus T a b . 6 
ers i cht l i ch . 

Angewandte 
M e n g e 

m g 

Säurezuwachs in Mol H / 4 M o l P nach Angewandte 
M e n g e 

m g 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h 7 h 8 h 24,5 h 

2,44 
4,88 
9,76 

0,345 
0,226 
0,113 

1,22 
0,875 
0,398 

1,88 
1,42 
0,702 

3,02 
2,24 
1,14 

3,13 
2,78 
1,52 

3,13 
3,23 
1,93 

3,13 
3,42 
2,23 

3,13 
3,47 
2,52 

8 ,13 
3,47 
3 ,74 

Tab . 5. S p a l t u n g v o n H e f e n u c l e i n s ä u r e N (9 T a g e d i a l y s i e r t ) mit Nuc leophosphatase . 



Angewandte 
M e n g e 

mg 

Säurezuwachs in M o l H / 4 M o l P nach Angewandte 
M e n g e 

mg l h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h 7 h 8 h 

5 0,434 1,04 1,65 1,99 2,12 2,19 2,19 2 ,19 

10 0,317 0,732 1,260 1,700 2,10 2,31 2,42 2,53 

Tab . 6. S p a l t u n g v o n mi t 300 y R i b o n u c l e a s e v o r b e h a n d e l t e r H e f e n u c l e i n s ä u r e (12 T a g e d i a l y s i e r t ) 
mit N u c l e o p h o s p h a t a s e . 

D i e d u r c h R i b o n u c l e a s e g e s p a l t e n e N u c l e i n s ä u r e 
w i r d a lso d u r c h die N u c l e o p h o s p h a t a s e w e i t e r h i n 
hydro lys ier t . E r w a r t u n g s g e m ä ß liegt der Endwer t 
u m ein S ä u r e ä q u i v a l e n t j e 4 Mol . P h o s p h o r t i e f e r 
a ls be i der u n v o r b e h a n d e l t e n H e f e n u c l e i n s ä u r e . 
W i e aus A b b . 3 e rs i cht l i ch , ist auch be i der v o r b e -
h a n d e l t e n H e f e n u c l e i n s ä u r e der c h a r a k t e r i s t i s c h e 
V e r l a u f der S p a l t u n g s k u r v e erha l ten g e b l i e b e n , 
w e n n auch d ie S p a l t u n g s chne l l e r v e r l ä u f t als be i 
d e m u n v o r b e h a n d e l t e n P r o d u k t . D i e S u m m e der 
mit R i b o n u c l e a s e und N u c l e o p h o s p h a t a s e f r e i ge -
w o r d e n e n S ä u r e ä q u i v a l e n t e ist g l e i ch dem E n d -
w e r t der d i r e k t e n S p a l t u n g der u n v o r b e h a n d e l t e n 
H e f e n u c l e i n s ä u r e mi t N u c l e o p h o s p h a t a s e . 

3. B e s t i m m u n g d e s s p e z i f i s c h e n 
V o l u m e n s d e r H e f e n u c l e i n s ä u r e 

D i e B e s t i m m u n g w u r d e p y k n o m e t r i s c h mi t der 
h o c h m o l e k u l a r e n H e f e n u c l e i n s ä u r e D a u s g e f ü h r t , 
d ie in der g e r a d e zur N e u t r a l i s a t i o n n o t w e n d i g e n 
Menge N a t r o n l a u g e gelöst wurde . In einer 7,5-proz. 
L ö s u n g , d ie mit 0,3 - n . N a t r o n l a u g e h e r g e s t e l l t 
w u r d e , e r g a b s ich ein p a r t i e l l e s spez i f . V o l u m e n 
f ü r das N a t r i u m s a l z der H e f e n u c l e i n s ä u r e v o n 
0,595, in e iner 3 -proz . L ö s u n g ( N a - K o n z e n t r a t i o n 
0,1-n.) e in s o l c h e s v o n 0,593. M i t t e l w e r t : 0,594 f ü r 
das spez i f . V o l u m e n b z w . 1,68. f ü r das spez i f . G e -
w i c h t . 

4. B e s t i m m u n g d e r D i f f u s i o n s k o n -
s t a n t e n 

Z u r B e s t i m m u n g der D i f f u s i o n s k o n s t a n t e n w u r -
den die H e f e n u c l e i n s ä u r e n in 0,1-n. N a t r i u m b i c a r -
b o n a t a u f g e l ö s t und in der D i f f u s i o n s z e l l e mit der 
g l e i c h e n S a l z l ö s u n g übers ch i ch te t . 

Z u r U n t e r s u c h u n g der S p a l t p r o d u k t e w u r d e f o l -
g e n d e r m a ß e n v e r f a h r e n : 10 m g H e f e n u c l e i n s ä u r e 
w u r d e mit R i b o n u c l e a s e be i 37° gespa l ten , w o b e i 
die L ö s u n g w i e oben in bestimmten Zeitabständen 
m i t nllOO-NaOH n e u t r a l i s i e r t w u r d e . Nachdem der 
E n d p u n k t der S p a l t u n g e r r e i c h t w a r , w u r d e mi t 
0,25 ccm 1-n. N a t r i u m b i c a r b o n a t l ö s u n g auf 2,5 c cm 

a u f g e f ü l l t . D i e D i f f u s i o n w u r d e dann g e g e n e ine 
B i c a r b o n a t l ö s u n g d u r c h g e f ü h r t , d e r e n N a - K o n z e n -
t ra t i on mi t d e m V e r s u c h s a n s a t z ü b e r e i n s t i m m t e 
und a u ß e r d e m w i e d i e ser e inen T r o p f e n P h e n o l -
phtha le in enthie l t . D u r c h E i n l e i t e n v o n C 0 2 w u r d e 
das p H des V e r s u c h s a n s a t z e s d e m der ü b e r s c h i c h -
teten L ö s u n g a n g e g l i c h e n . 

B e i e i n i g e n V o r v e r s u c h e n w u r d e d ie D i f f u s i o n 
g e g e n W a s s e r d u r c h g e f ü h r t . H i e r b e i e r g a b s ich 
f ü r d ie S p a l t p r o d u k t e aus H e f e n u c l e i n s ä u r e N und 
D e in W e r t v o n 46,8 und 42,7. D i e W e r t e s ind h ö h e r 
als d ie D i f f u s i o n s k o n s t a n t e v o n A d e n y l s ä u r e (D 2 0 

= 39,1) , w a s b e d e u t e n w ü r d e , daß die S p a l t p r o -
dukte e in k l e i n e r e s M o l e k u l a r g e w i c h t a ls d ie H e f e -
a d e n y l s ä u r e haben . D e r h ö h e r e W e r t d ü r f t e auf 
das D i f f u s i o n s p o t e n t i a l z u r ü c k z u f ü h r e n sein, das 
s ich in d i e s e m F a l l d u r c h d ie u n g l e i c h e N a - I o n e n -
K o n z e n t r a t i o n der b e i d e n L ö s u n g e n ausb i ldet . 1 

B e i u n v o l l s t ä n d i g e r S p a l t u n g mi t R i b o n u c l e a s e 
e r g i b t s i ch e r w a r t u n g s g e m ä ß f ü r das S p a l t u n g s -
g e m i s c h e ine D i f f u s i o n s k o n s t a n t e , d ie z w i s c h e n der 
des A u s g a n g s m a t e r i a l s und der der A d e n y l s ä u r e 
l i egt . K ü n s t l i c h e M i s c h u n g e n v o n N u c l e i n s ä u r e n 
mit v e r s c h i e d e n e m P o l y m e r i s a t i o n s g r a d e r g e b e n 
e b e n f a l l s e i n e m i t t l e r e D i f f u s i o n s k o n s t a n t e , w i e es 
auch be i M i s c h u n g e n v o n E i w e i ß s t o f f e n mit v e r -
schiedenem M o l e k u l a r g e w i c h t beobachtet wurde 1 4 . 

B e i v o l l s t ä n d i g e r S p a l t u n g e r g i b t d ie A n a l y s e 
der D i f f u s i o n s k u r v e n e ine n a h e z u e i n h e i t l i c h e D i f -
f u s i o n s k o n s t a n t e f ü r d ie g e s a m t e n S p a l t s t ü c k e . E s 
k a n n s i ch h i e r b e i n i cht u m die m i t t l e r e D i f f u s i o n s -
k o n s t a n t e e i n e s z u m T e i l aus h ö h e r e n P o l y n u c l e o -
t iden b e s t e h e n d e n G e m i s c h e s hande ln , da d ies zu 
der F o l g e r u n g f ü h r e n w ü r d e , daß auch S p a l t s t ü c k e 
entstehen, d ie k l e i n e r s ind als e in M o n o n u c l e o t i d . 
H i e r f ü r l i e g e n k e i n e r l e i A n h a l t s p u n k t e v o r . 

U b e r d ie A r t der B e r e c h n u n g v o n D 2 0 aus den 
gemessenen D i f f u s i o n s k u r v e n vergl . G. B e r g o l d 5 a , 
a. a. O. 

14 S. B r o h u l t , N o v a A c t a R e g . Soc . .Sei. U p s a -
l iens is , Ser . I V , 12, Nr. 4 [1940 ] , 


