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Zur Konstitution der Hefenucleinsdure®

Von GERHARD SCHRAMM, GERNOT BERGOLD und HEINRICH FLAMMERSFELD
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Abteilung Virusforschung, Tiibingen
(Z. Naturforschg. 1, 328—336 [1946]; eingegangen am 4. September 1945)

Von Hefenucleinsiiuren verschiedenen Ursprungs werden die Diffusionskon-
stanten und bei einigen auch die Sedimentationskonstanten in der Ultrazentrifuge
gemessen. Hieraus werden die Molekulargewichte und die Formkonstanten der
Nucleinséuren ermittelt.

Um die Verkniipfungsart der Mononucleotide in der Hefenucleinsiure festzu-
stellen, wird Hefenucleinsdure mit kristallisierter Ribonuclease gespalten. Bei
maximaler Spaltung mit diesem Enzym entsteht nur ein freies Sdureiquivalent
auf je 4 Phosphoratome. Werden die mit Ribonuclease erhaltenen Spaltstiicke mit
,»Nucleophosphatase aus Diinndarmschleimhaut behandelt, so werden die rest-
lichen 3 Sauredquivalente erfalit, was einer vollstindigen Spaltung in freie Mono-
nucleotide entsprechen wiirde.

Die Diffusionskonstante der mit Ribonuclease erhaltenen Spaltstiicke wird ge-
messen. Es ergibt sich nicht der fiir ein Tetranucleotid erwartete Wert, sondern
der eines Mononucleotids. Das Gemisch der Spaltstiicke wird weiterhin elektro-
phoretisch untersucht.

Zur Deutung der gewonnenen Ergebnisse wird angenommen, dafl die Verkniipfung
der Mononucleotide untereinander durch Ribonuclease in gleicher Weise gespalten,
aber bei einem Teil der entstehenden Mononucleotide die Phosphorsiduregruppe inner-
molekular verestert wird. Entgegen den bisherigen Anschauungen ergibt sich jeden-
falls aus der Spaltung der Hefenucleinsduren mit Ribonuclease kein Hinweis darauf,
daB in ihr besondere Tetranucleotide vorgebildet sind.

Nach den Untersuchungen von Caspers-

son? darf man annehmen, dafl die Nu-
cleinsduren eine wesentliche Rolle bei der
Eiweilvermehrung spielen. In Ubereinstim-
mung hiermit enthalten alle bisher genauer
untersuchten Virusproteine Polynucleotide, die
einfachen Virusmolekiile definierter Zusammen-
setzung Ribonucleinsiure, die komplizierteren
in der Hauptsache Desoxyribonucleinsiure.
Um die Virusvermehrung chemisch verstehen
und beeinflussen zu konnen, ist daher eine ge-
naue Kenntnis der Struktur der Polynucleotide,
insbesondere der Ribonucleotide vom T'ypus der
Hefenucleinsiure erforderlich. Im Rahmen un-
serer Untersuchung iiber die Nucleinséuren der
Virusarten wurden daher zunichst einige Vor-
versuche mit Hefenucleinsdure durchgefiihrt.

Fiir die Strukturermittlung ist zunichst die

einwandfreie Bestimmung des Molekularge- -

wichtes von grundlegender Bedeutung. Fiir die
Hefenucleinsiure wurde u. a. die Formel eines

1 Die Arbeit wurde am 20. September 1944 -hei
der Zeitschrift fiir physiologische Chemie einge-
reicht, ist aber dort nicht mehr erschienen.

2 T. Caspersson, Naturwiss. 29, 33 [1941].

cyclischen Tetranucleotids und fiir bestimmte
Falle auch die eines offenen Tetranucleotids
diskutiert. F.G.Fischer und Mitarbeiter3+
nehmen hingegen auf Grund der von ihnen be-
stimmten Dialysenkonstanten an, daf die von
ihnen untersuchten Priparate aus etwa 30 Mo-
nonucleotiden bestehen. Wegen der theoreti-
schen Bedenken, die gegen die Dialysenmethode
bestehen, halten die Autoren allerdings eine
Nachpriifung ihrer Ergebnisse mit einer ein-
wandfreien Methode fiir wiinschenswert. Wir
bestimmten nun das Molekulargewicht der Hefe-
nucleinsiure nach dem von Svedberg ange-
gebenen Verfahren aus der Sedimentationskon-
stanten in der Ultrazentrifuge und der Diffu-
sionskonstanten, das unabhéngig ist von allen
Voraussetzungen iiber die Form und Hydra-
tation der Teilchen.

Nach Svedberg ist

R.T.sy
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1)
(M =DMolekulargewicht, R = Gaskonstante, T = ab-
solute Temperatur, s, = Sedimentationskonstante,
Dy = Diffusionskonstante, V = spezif. Volumen der
gelosten Substanz, ¢ = Dichte der Losung).
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Es wurden zunichst die Diffusionskonstan-
ten verschiedener Hefenucleinsiurepriaparate
gemessen, die uns vonder Firma Boehringer
& Sohne zur Verfiigung gestellt wurden. Die
Versuche wurden in einer Schieberzelle nach
O.Lamm? durchgefiihrt, und zwar in der von
G.Bergold entwickelten Formb52. Die Dif-
fusion wurde refraktometrisch nach der
Lammschen Skalenmethode verfolgt. Die fiir
die verschiedenen Hefenucleinséduren 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, dall die Molekiile die Form starrer
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Das spezifische Volumen der als Natriumsalz
gelosten Hefenucleinsdure wurde von uns zu
0,594 bestimmt.

Fiir die genaue Bestimmung des Molekular-
gewichtes nach (1) ist die Messung der Sedi-
mentationskonstanten notwendig, die allerdings
wegen der geringen Grolle von sz 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 Lammschen Skalenmethode verfolgt
werden konnte. Die fiir die drei Praparate mit
dem hochsten Molekulargewicht gefundenen
Werte sind in Tab.1 wiedergegeben. Fiir die
Nucleinsdure C und D ergibt sich somit ein

- Substanz K:;;:Z- s Dy | M, | s | M, £,
Nucleinsdure N. . ... ... ... 0,8 0,1-m. NaHCO, 27,0 2090 — — —
Nucleinsiure N. ... ....... 0,8 | 0,01-m. NaCl 27,3 2030 — — —
Nucleinséure F (Natr.nucleinic.) . | 0,8 0,1-m. NaHCO, 17,9 7 200 — — —
Nucleinsiure A (Handelsware I) .| 0,8 0,1-m. NaHCO, 15,0 | 12200 — — —
Nucleinsdure B (Handelsware II). | 0,8 0,1-m. NaHCO, 13,6 | 16400 — — —
Nucleinsdure C (Handelsware III) | 0,8 0,1-m. NaHCO, 11,6 | 26 700 2,3 11 800 1,31
Nucleinsdure D (aus Bergin-Hefe) | 0,8 0,1-m. NaHCO, 11,4 | 27700 2,0 | 10600 1,41
Nucleinsdure D (aus Bergin-Hefe) | 0,4 0,1-m. NaHCO, 11,6 | 26 300 — — —
Nucleinsidure E (aus Zellstofthefe) | 0,8 0,1-m. NaHCO, 10,2 | 38800 1,1 (6 600) (1,81)

D,, = Diffusionskonstante in 10" cm?/sec., reduziert auf Wasser als Lsungsmittel und 20°

M, = Molekulargewicht, berechnet aus D,, nach (3)

850 — Sedimentationskonstante in Svedberg (107" em/sec dyn)
M. = Molekulargewicht, berechnet aus D,, und s,, nach (1)

s
f/f, = Reibungsverhiltnis

Tab. 1. Molekulargewichte verschiedener Hefenucleinsiduren.

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

RT RT
Dy=""-"=__"- 2
20 ty Né6anr @
Mo N 7 ' BE ¥ ®)
3V 6 7N D,,

(N=Avogadrosche Zahl, = Zihigkeit des Lo-
sungsmittels, r = Molekiilradius).
3 F.G.Fischer, J.Bottger u. HLehmann-

Echternacht, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem.
271, 246 [1914].

Molekulargewicht von etwa 11000. Das Pri-
parat E erwies sich als uneinheitlich, so daf
die genaue Bestimmung der Sedimentations-
grenze schwierig ist, die fiir My und f/f, ange-
gebenen Werte sind daher unsicher. Die hohe-
ren Diffusionskonstanten der anderen Prépa-
rate zeigen, daB diese zum Teil ein erheblich
geringeres Molekulargewicht besitzen. Es ist
anzunehmen, dal bei ihrer Herstellung ein
mehr oder weniger weitgehender Abbau statt-
gefunden hat.

* F. G. Fischer, Naturwiss. 30, 377 [1942].

5 0. Lamm, Nova Acta Reg. Soc. Sci. Upsa-
liensis, Ser. 1V, 10, Nr. 6 ([1937].

52 Vergl. G.Bergold, ds. Z. 1, 100 [1946].
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Das tatsiichliche Molekulargewicht My ist bedeu-
tend niedriger als das aus der Diffusionskonstante
berechnete maximale Gewicht. Der molare Rei-
bungskoeffizient f der Nucleinsédure ist also grofier
als die Reibung kugelformiger Teilchen gleichen
Molekulargewichtes. Die Reibungserhohung kann
darauf zuriickgefiihrt werden, daf das Molekiil
stark hydratisiert ist oder aber eine ldngliche
ellipsoide Gestalt besitzt. Im letzteren Fall wiirde
sich aus dem Reibungsverhéltnis {/f, =14 ein
maximales Achsenverhéltnis von 1:7 fiir das ellip-
senformige Nucleinsduremolekiil ergeben. Die Hefe-
nucleinséiure ist also im Vergleich zur Thymo-
nucleinsiure, die eine ausgesprochen fadenférmige
Gestalt mit einem Molekulargewicht von mehreren
Millionen besitzt, ein verhiltnismdfig kleines kom-
paktes Molekiil.

Bei der Schwierigkeit der Sedimentations-
messung kann iiber die Einheitlichkeit der
untersuchten Priparate keine'genaue Aussage
gemacht werden. Es scheint jedoch hei den
hiochstmolekularen Priaparaten C und D keine

ausgesprochene Polydispersitdt vorzuliegen:

Auffallend ist, daB die aus verschiedenem Aus-
gangsmaterial~ gewonnenen Nucleinsduren in
ihrem Molekulargewicht miteinander iiberein-
stimmen und von der gleichen Grofle sind wie
das aus Tabakmosaikvirus isolierte Polyribo-
nucleotid, dem ein Molekulargewicht von 11000
zukommen soll®. Es scheint demnach, daf} diese
MolekiilgroBe durch eine besondere Stabilitit
ausgezeichnet ist und moglicherweise dem
Molekulargewicht der unverénderten, natiirlich
vorkommenden Polyribonucleotide entspricht.

Unsere Molekulargewichtsbestimmungen ent-
halten keine Voraussetzungen, die experimen-
tell nicht priifbar sind; sie bestétigen den von
F.G. Fischer und Mitarb.® angenomme-
nen Polymerisationsgrad von etwa 30 fiir die
hochstmolekularen Préparate der Hefenuclein-
sdure. Die Formel eines offenen oder cyclischen
Tetranucleotids ist fiir diese somit mit Sicher-
heit ausgeschlossen.

Es bleibt nun die Frage zu kldren, wie die
einzelnen Mononucleotide in der Hefenuclein-
sdure miteinander verkniipft sind. Die Konsti-
tution der vier Mononucleotide, aus denen sich
die Hefenucleinsdure in dquimolekularem Ver-

6 Zitiert nach Cohen wu. Stanley, J. biol.
Chemistry 140, 833 [1941].
7 Zusammenfassung bei H.Bredereck, Fort-

schr. d. Chem. organ. Naturstoffe I, 121 [1938].
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hiltnis zusammensetzt, ist durch die Arbeiten
von Bredereck? und Levene vollig aufge-
klart. Sie sind alle am Cs der Ribose mit Phos-
phorsidure verestert, der Zusammentritt zum
Polyribonucleotid erfolgt wahrscheinlich der-
art, daB eines der noch freien Hydroxyle der
Phosphorsdure mit dem Hydroxyl am Cs oder
C: 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 Bre-
dereck und Mitarb.® wenig wahrscheinlich.

‘Wenn auch die Art der Bindung im einzelnen
noch nicht feststeht, so kann doch die Frage
experimentell gepriift werden, ob die Verkniip-
fung der Mononucleotide in der Hefenuclein-
sdure untereinander stets in gleicher Weise er-
folgt, oder ob verschiedene Bindungsarten mit-
einander abwechseln. Es wird vielfach ver-
mutet, dafl jeweils 4 Nucleotide untereinander
gleichartig zu einem Tetranucleotid verkniipft
sind, hingegen die Bindung der Tetranucleotide
untereinander von anderer Art ist. Hierdurch
wiirde das dquimolare Verhéltnis der vier ver-
schiedenen Nucleotide eine sehr einfache Er-
klarung finden. Die stirkste Stiitze fiir die an-
genommene Tetranucleotidstruktur bilden je-
doch die enzymatischen Abbauversuche von
F. W. Allen und J. J. Eiler®, die an der
Hefenucleinsdure mit kristallisierter Ribo-
nuclease durchgefiihrt wurden. Bei der elektro-
metrischen Titration der Spaltstiicke fanden
sie, dall bei der Spaltung auf jeweils vier vor-
handene S&uregruppen ein neues Sduredquiva-
lent auftritt. Sie deuteten diesen Befund als
Ringoffnung eines cyclischen Tetranucleotids
oder als Spaltung eines héheren Polynucleotids
zu einem offenen Tetranucleotid entsprechend
dem Ubergang von I nach II. Die erste Moglich-
keit wird bereits durch die von uns durchge-
fiihrte Molekulargewichtsbestimmung der Hefe-

‘nucleinsdure ausgeschlossen. Unsere im folgen-

den beschriebenen Versuche zeigen, dafl auch
die zweite Deutung nicht zutrifft.

8 HBredereck, E.Berger u. F.Richter,
Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 338 [1941].

9 F.W.Allen u. J. J. Eiler, J. biol. Chemi-
stry 137, 757 [1941].
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Sdurezuwachs bei der

Spaltung eines Polyribonucleotids

3 H H
0 0 (0]
HOPO—R, HOPO—R, HOPO—R,
(0] / 0 / 0
0 0 oH
HOPO—R, HOPO-R, "HOPO—R,
0 / 0 / 0
0 0 ot
HOPO—R, HOPO—R, I[OgO—Rs
0 / 0 /
0 0 o
HOPO—R, HOPO—R, HOPO—-R,
(0} ,,»" 0 0
I II II1
Polyribo- Tetra- 4 Mono-
nucleotid nucleotid nucleotide
4 Siuredquival. 5 Sduredquival. 8 Sduredquival.
4 Mol P 4 Mol P 4 Mol P
H
0
HOPO—R,
(0]
OH
HOPO—R,
0
o
HOPO—R,
(9]
o
HOPO-R,
0
v

2 Mononucleotide und 2 Mononucleotid-anhydride
5 Séduredquival.

bei p, 8 1Mol P

bei py 9,5 —4 Mol P

In fritheren Versuchen, die unabhéingig von
den amerikanischen Autoren durchgefiihrt wur-
den, fanden wir ebenfalls, dafl bei der Einwir-
kung von kristallisierter Ribonuclease auf
Hefenucleinsédure auf vier Phosphoratome nur
ein zusétzliches Sduredquivalent auftritt. Ab-
weichend von den amerikanischen Autoren, die
nur die Endprodukte der Spaltung untersuch-
ten, bestimmten wir den Sdurezuwachs wiih-
rend der Spaltung, indem wir zu Beginn des
Versuches das Reaktionsgemisch gegen Phenol-
phthalein neutralisierten und dann in bestimm-
ten Zeitabstéinden die frei gewordene Sdure mit
Natronlauge zuriicktitrierten. Einige derartige

6 Sauredquival.

Spaltungsversuche, die mit verschiedenen Men-
.+ gen von Ribonuclease durchgefiihrt wurden,

0 T T - T T T

Séureaquivalente /4 Mol.P
S
<

2
Zeit in Stunden

Abb. 1. Verlauf der Spaltung der Hefenucleinséure
mit verschiedenen Mengen Ribonuclease.
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Abb. 2. Endwerte der Spaltung von Hefenuclein-
sdure mit Ribonuclease.

sind in Abb.1 graphisch dargestellt. Es zeigt
sich, daBl bei Anwendung von geniigend gro-
fen Enzymmengen tatséchlich ein Endwert er-
reicht wird, der einem Sduredquivalent je vier
Phosphoratome entspricht. Dies wird beson-
ders deutlich, wenn man die erreichten End-
werte gegen die angewandten Enzymmengen
auftriagt (Abb.2). Weitere Versuche mit wech- .
selnden Mengen von Nucleinsdure, die im Ver-
suchsteil naher beschrieben sind, fiihrten zu
dem gleichen Ergebnis. In Ubereinstimmung
mit Kunitz* fanden wir weiter, daB bei der

10 M.Kunitz, J. gen. Physiol. 24, 15 [1940].
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Spaltung keine freie Phosphorsiure entsteht.
Gegeniiber Thymonucleinsiure erwies sich die
Ribonuclease als vollig unwirksam.

Laft man auf die mit Ribonuclease erhal-
tenen Spaltstiicke der Hefenucleinséure ein von
Klein® als ,Nucleophosphatase® bezeich-
netes Enzymgemisch aus  Diinndarmschleim-
haut einwirken, so kann man auch die rest-
lichen drei Sduredquivalente auf vier Phos-
phoratome erfassen, die einer vollstindigen
Spaltung der Hefenucleinsédure entsprechen (s.
Formel IT u. ITT). Aus unvorbehandelter Hefe-
nucleinsdure macht die Nucleophosphatase
unter Abspaltung von freier Phosphorsidure
annihernd vier Sduredquivalente je vier Phos-
phoratome frei. Die Spaltung der unverénderten
und der mit Ribonuclease behandelten Hefe-
nucleinsiure durch die Nucleophosphatase ist
in Abb.3 graphisch dargestellt. Weitere Ver-
suche, die zur Bestitigung durchgefiihrt wur-
den, sind weiter unten beschrieben. Das Auf-
treten neuer Saureiquivalente bei der Spaltung
der mit Ribonuclease erhaltenen Abbaupro-
dukte durch die Nucleophosphatase beweist,
daBl diese noch zweifach veresterte Phosphor-
séure enthalten.
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Abb. 3. Hydrolyse der unvorbehandelten und der
mit Ribonuclease gespaltenen Hefenucleinsiure
durch Nucleophosphatase.

x—x unvorbehandelt
0---o mit Ribonuclease gespalten

1 W.Klein, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem.
207, 125 [1932].
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Dies konnte zunéchst als Bestitigung der
von Allen und Eiler? angenommenen Tetra-
nucleotidstruktur angesehen werden. Es war
daher fiir uns sehr iiberraschend, als sich bei
der Messung der Diffusionsgeschwindigkeit der
mit Ribonuclease erhaltenen Spaltprodukte her-
ausstellte, dall es sich hierbei keinesfalls um
ein Tetranucleotid oder um ein Gemisch ver-
schiedener Oligonucleotide mit dem mittleren
Molekulargewicht eines Tetranucleotids han-
deln konnte. Die genaue Analyse der nach der
Lammschen Skalenmethode gemessenen Dif-
fusionskurve zeigte vielmehr, daBl die Spalt-
stiicke eine nahezu einheitliche Molekiilgrofe
aufweisen und eine Diffusionskonstante he-
sitzen, die dem eines Mononucleotids entspricht,
wie der Vergleich mit der ebenfalls gemessenen
Diffusionskonstante der Hefeadenylsiure ein-
wandfrei zeigt (Tab.2).

Priparat Losungsmittel Dy,
Hefeadenylsdure . 0,1-m. NaHCO, 39,1
Spaltprodukt aus

Hefenucleinséure D 0,1-m. NaHCO, 37,5
Spaltprodukt aus
Hefenucleinsiure D 0,1-m. NaHCO, 35,9

Tab. 2. Diffusionskonstanten der Hefeadenylsdure
und der mit Ribonuclease aus Hefenucleinsdure
gewonnenen Spaltstiicke.

Zur Aufklirung dieses iiberraschenden Be-
fundes wurde das mit Ribonuclease erhaltene
Gemisch der Spaltstiicke im Elektrophorese-
apparat nach Tiselius auf ihr Verhalten im
elektrischen Feld untersucht. Hierbei zeigte
sich, daf durch die Spaltung mit Ribonuclease
aus der vorher einheitlich zur Anode wan-
dernden Hefenucleinsdure zwei verschiedene
Fraktionen entstehen. Etwa die Hilfte des Spal-
tungsgemisches ist bei py 7 unbeweglich und
besitzt bei pg 9,5 nur eine so geringe Wan-
derungsgeschwindigkeit, dal eine quantitative
Bestimmung unmoglich war. Diese Fraktion
mull demnach sehr schwache Siuren umfassen.
Die andere Hélfte der Spaltungsprodukte besitzt
eine Beweglichkeit in Richtung zur Anode, die
etwa der des Ausgangsmaterials entspricht,
aber doch deutlich vermindert ist (Tab. 3).
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Beweglichkeit
Préparat Puffer Py | 105™ sec.”
Vem !
Hefenucleinsdure D |m/50 - Glykokoll[Q,GO — 21,1
Spaltprodukt aus
Hefenucleinsidure D {m/50 - Glykokoll 9,50 — 14,3
Hefeadenylsdure . . |m/50 - Glykokoll|9,59 — 13,9
Hefenucleinséure D | 7/100 -
Phosphat 7,13 — 17,7
Hefenucleinsdure N | /100 -
Phosphat 6,95 — 15,7
Spaltprodukt aus | 7/100 -
Hefenucleinsdure N | Phosphat 7,30 — 18,5
B
Tab. 3. Elektrophoretische Beweglichkeit ver-

schiedener Hefenucleinsduren und ihrer Spalt-
produkte.

Wihrend z. B. die hochpolymere Nuclein-
sdure D (Molekulargewicht ca. 11000) bei
pu 9,6 eine Beweglichkeit von —21,1 cm?* Volt/
sek besitzt, zeigt das Spaltprodukt aus dieser
Hefenucleinsédure bei etwa dem gleichen py eine
Wanderungsgeschwindigkeit von —14,3. Diese
Beweglichkeit stimmt mit der der Hefeadenyl-
sdure von —13,9 iiberein. Die Spaltung der
Nucleinsiiure N, die einen niederen Polymeri-
sationsgrad und eine etwas geringere Beweg-
lichkeit als die Nucleinsdure D besitzt, fithrte
zu dem gleichen Ergebnis, indem bei py 7 wie-
der eine neutrale Fraktion und eine Fraktion
mit der Wanderungsgeschwindigkeit der Ade-
nylsdure auftraten.

Es ist iiberraschend, dal das Mononucleotid eine
geringere Beweglichkeit besitzt als die hochpoly-
mere Hefenucleinsiiure, denn es besitzt je Grund-
einheit zwei negative Ladungen, wihrend das
Polynucleotid nur eine je Grundeinheit aufweist.
Da fiir die Beweglichkeit das Verhiltnis Ladung :
Reibung mafligeblich ist, mufl angenommen werden,
dafl durch die mit der Spaltung verbundene Ober-
flachenvergrioflerung die Reibung so stark erhoht
wird, dal hierdurch der Ladungszuwachs iiberkom-
pensiert wird. Fiir den hohen Reibungskoeffizient
der Mononucleotide spricht auch die in Tab. 2 wie-
dergegebene verhiltnismélig geringe Diffusions-
konstante. Dieser Vorstellung entsprechend nimmt
die Hefenucleinsédure N wegen ihres mittleren Poly-
merisationsgrades auch hinsichtlich ihrer elektro-
phoretischen Beweglichkeit eine Mittelstellung zwi-
schen der hochpolymeren Hefenucleinsiure D und
dem Mononucleotid ein.

Aus den elektrophoretischen Versuchen geht
also hervor, dafl bei der Einwirkung der Ribo-
nuclease auf Hefenucleinsiure neben Spalt-
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stiicken die in ihrer Beweglichkeit und Mole-
kiilgrofe 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 Séuren sind.
Das Vorhandensein dieser bei py 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 Spaltungszemisches zeigen, dafl nur Spalt-
stiicke von der Grofle von Mononucleotiden
entstehen. Jedoch kann nicht bei allen Produk-
ten die primére und sekundire Siduregruppe
der Phosphorsiure in freier Form vorliegen, da
sonst bei der Spaltung mit Ribonuclease auf je
vier Phosphoratome vier zusitzliche Siure-
#quivalente auftreten miissen (s. Formel III).
Da nur ein Zuwachs von einem Sdureiqui-
valent gefunden wird, miissen drei Aquivalente
bei der Spaltung verschwunden sein. Die wahr-
scheinlichste Deutung erscheint uns, daB bei je
zwei der entstehenden vier Nucleotide (ent-
weder den Purin- oder Pyrimidinverbindun-
gen) eine innermolekulare Veresterung der
Phosphorsiure erfolgt ist, wodurch die Dis-
soziationskonstante der noch frei gebliebenen
primiren Sduregruppe der Phosphorsidure bei
diesen innermolekularen Estern soweit herab-
gesetzt wird, dal diese Ester selbst bei pg 9,5
nur eine geringe elektrophoretische Beweglich-
keit besitzen, und die frei gebliebene Siure-
gruppe bei der Titration gegen Phenolphthalein
(Umschlagspunkt pg 8) jeweils nur zur Hilfte
erfallt wird (Formel 1V). Hierdurch erfidhrt
das Defizit von zweimal 1'/; Sduredquivalenten
gegeniiber dem Endwert, der bei der Spaltung
in freie Mononucleotide zu erwarten wiire, eine
befriedigende Erklirung. Diese fehlenden drei
Sduredquivalente treten erst in Erscheinung,
wenn durch die Einwirkung der Nucleophos-
phatase auf das Spaltungsgemisch die gesamte
Phosphorsdure aus den Nucleotiden abgespal-
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ten wird. Auch die von Allen und Eiler®
veroffentlichte Titrationskurve steht mit un-
serer Vorstellung in Ubereinstimmung; aus die-
ser ist zu erkennen, daB bei der Spaltung tat-
séchlich zwei und nicht ein zusétzliches Saure-
dquivalent zu beobachten ist, wenn man als
Titrationspunkt nicht pg 7,9, sondern pg 9,5
wéahlt. Eine endgiiltige Entscheidung iiber die
Richtigkeit unserer Vorstellung wird sich aber
erst nach der chemischen Reindarstellung der
Spaltstiicke treffen lassen. Dies ist jedoch zur
Zeit nicht durchfiihrbar, da die Herstellung ge-
niigender Mengen von kristallisierter Ribo-
nuclease aus dufleren Umstéinden auf Schwie-
rigkeiten stoft.

Nach Abschlufl dieser Untersuchungen wurde
uns eine Arbeit von Loring und Carpen-
ter®? zuginglich, aus der hervorgeht, dafl
diese Autoren aus dem mit Ribonuclease erhal-
tenen Spaltungsgemisch der Hefenucleinsédure
kleine Mengen der vier verschiedenen Mono-
nucleotide isolieren konnten. Hierdurch erfah-
ren unsere Versuchsergebnisse eine wertvolle
Stiitze. Es gelang den Autoren jedoch nicht,
eine befriedigende Deutung dieses Ergebnisses

-zu finden. Um den geringen Sdurezuwachs bei
der enzymatischen Hydrolyse zu erkldren, neh-

men sie an, dal eine unvollstindige Spaltung -
der Hefenucleinsdure zu einem Nucleotidge--

misch verschiedenen Polymerisationsgrades
stattgefunden hat. Diese Moglichkeit ist jedoch
nach unseren Versuchen ausgeschlossen.

Aus unseren auf verschiedene Weise gewon-

renen Ergebnissen geht iibereinstimmend her-
vor, dal} bei der Spaltung der Hefenucleinséure
durch Ribonuclease nur Teilchen von der
Grole von Mononucleotiden entstehen. Es mull
demnach angenommen werden, dal} alle Ver-
kniipfungen 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, dafl in der Hefe-

nucleinsdure besondere Tetranucleotide vorge-

bildet sind. Dies Ergebnis stimmt mit den Be-
funden von F.G.Fischer?® iiberein, der aus
dem Verhalten der Hefenucleinsiure bei der
Hydrolyse mit Sdure oder Alkali ebenfalls auf
eine Gleichartigkeit der Verkniipfung der Mono-

2 H.S.Loring u. F. H. Carpenter, J. biol.
Chemistry 150, 381 [1943].
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nucleotide untereinander schliefit. Die Struktur
der Hefenucleinsidure entspricht also der an-
derer hochpolymerer Naturstoffe, wie z. B. der
Cellulose und Stirke, bei denen ebenfalls eine
groBe Anzahl gleichartiger Bausteine durch
gleiche Bindungen untereinander verkniipft
sind.
Beschreibung der Versuche

1. Versuche mit Ribonuelease

Die kristallisierte Ribonuclease wurde nach der
Vorschrift von Kunitz aus Rinderpankreas her-
gestellt. Das Enzym wurde entweder in halb-
trockenem ammonsulfathaltigem Zustand oder in
n/100-Salzsiure aufbewahrt. In dieser Losung ist
das Enzym bei 0° unverandert haltbar.

Versuchsansatz: Die neutrale Hefenucleinsédure-
losung wurde mit der Enzymlosung versetzt und
nach Zugabe von einem Tropfen alkoholischer Phe-
nolphthaleinlosung mit n/100-Natronlauge bis zur
schwachen Rosafirbung versetzt. Das Endvolumen
des Ansatzes betrug 3 ccm. Die Spaltung wurde
bei 37° durchgefiihrt. In bestimmten Zeitabstdnden
wurde zunichst die Kontrolle auf schwach rosa,
und dann der Versuchsansatz auf den gleichen
Farbton wie die Kontrolle titriert. Der geringe
Eigenverbrauch der Hefenucleinsdure ohne Enzym
ist bei den im folgenden angefiihrten Werten be-
reits in Abzug gebracht. Das Enzym allein ver-
brauchte keine Natronlauge.

Es wurden zunichst einige Versuche mit 30 mg
Hefenucleinséiure N, die nicht weiter gereinigt
wurde, durchgefiithrt. Der Verlauf der Spaltung
mit verschiedenen Enzymmengen sowie die hierbei
erzielten Endwerte sind in Abb. 1 und 2 graphisch
dargestellt. Es ist auffallend, dal mit geringen
Enzymmengen die Spaltung sehr unvollstindig ist.
Worauf dies beruht, ist noch ungeklirt, es scheint
sich jedoch nicht um eine Hemmung durch die bei
der Spaltung entstandenen Nucleotide zu handeln,
da ein vor der Spaltung zugefiigtes Gemisch ver-
schiedener Nucleotide ohne Einfluf auf den Ver-
lauf der Spaltung war.

In der Tab. 4 sind die Spaltungsendwerte ange-
geben, die mit verschiedenen Mengen der hoch-
molekularen Hefenucleinsdure D sowie mit kurz-
fristig und lange dialysierter Hefenucleinsiure N
durchgefiihrt wurde. Die Versuche zeigen, daf
mit allen Priparaten annidhernd der gleiche End-
wert erreicht wird, indem etwa ein Mol. Sdure
auf je vier Mol. Phosphor bei der Spaltung entsteht.
Es zeigt sich, dal auch kleine Hefenucleinsidure-
mengen unter den Versuchsbedingungen vollstén-
dig gespalten werden. Das hochmolekulare Pro-
dukt ergibt, wie theoretisch zu erwarten, etwas
hohere Endwerte als die kurz dialysierte Hefe-
nucleinsdure N. Wird diese aber lingere Zeit dia-
lysiert, so werden etwa dieselben Endwerte wie

13 F.G.Fischer, Chemie 56, 329 [1943]; Vor-
tragsreferat.
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bei dem hochmolekularen Priparat gefunden. Bei
der Dialyse gehen etwa 3/, des niedermolekularen
Praparates verloren. Es ist wohl anzunehmen, daf
der hohere Spaltungsgrad nach der Dialyse auf
einer Anreicherung an hochpolymerer Hefenuclein-
sdure beruht.
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verschiedener Mengen von Hefenucleinsiure mit
der Phosphatase zeigt Tab. 5.

Die Spaltung verlduft bei geringerer Nuclein-
siaurekonzentration unvollstindiger als bei héherer,
wenn auch die Versuchszeiten entsprechend zu-
nehmen. Der hochste erreichte Endwert betrigt

Vers. Priéiparat Vorbehandl Angew. |Zeitdauerder Endwert in
Nr. P SRS Menge mg |Spaltung Std.|, Mol. H/4 Mol. P
1 Hefenucleinsiiure D nicht dialysiert 20 7 0,85
2 Hefenucleinsdure D nicht dialysiert 10 7 0,94
3 Hefenucleinstiure D nicht dialysiert 5 7 1,39
4 Hefenucleinsdure N 4 Tage dialysiert 20 8 0,77
5 Hefenucleinsdure N 4 Tage dialysiert. 10 8 0,77
6 Hefenucleinsiure N 4 Tage dialysiert 5 8 0,75
7 Hefenucleinsiure N 4 Tage dialysiert 2,5 8 0,99
8 Hefenucleinsdure N 12 Tage dialysiert 20 8 1,20
9 Hefenucleinsdure N 12 Tage dialysiert 10 8 0,97
10 Hefenucleinsiure N 12 Tage dialysiert 5 8 0,92
11 | Hefenucleinsiure N 12 Tage dialysiert 3,5 8 1,0

Tab. 4. Siurezuwachs bei der Spaltung von Hefenucleinsdure mit Ribonuclease.

2. Versuche mit Nucleophosphatase

Das Enzymgemisch wurde nach der Vorschrift
von W. Klein! durch Extraktion von Kilber-
diinndarm mit Glycerin gewonnen. Es wurde ohne
weitere Reinigung fiir die Versuche verwendet.

a) Versuche mit unvorbehandelter
Hefenucleinsdure N

Versuchsansatz: Die dialysierte Hefenuclein-
siurelosung wurde mit 0,5 ccm der Glycerinlésung
der Nucleophosphatase, einem Tropfen Toluol und
Phenolphthalein und wie oben mit n/100-Natronlauge
bis zur schwachen Rosafirbung versetzt. Das An-
fangsvqlumen des Ansatzes betrug 3 ccm, die Tem-
peratur 37°. Zur Kontrolle wurde eine gleiche Lo-
sung ohne Substrat und eine zweite Kontrolle nur
mit der Enzymlosung angesetzt. Der Eigenver-
brauch der Hefenucleinséiure und der Enzymlésung
ist bei den in Tab. 5 angefiihrten Werten bereits in
Abzug gebracht. Wegen der Eigenfirbung der
Enzymlosung 140t sich die Titration nicht so genau
ausfiihren wie bei den Versuchen mit der kristal-
lisierten Ribonuclease. Den Verlauf der Spaltung

3,7 Sdureidquivalente je 4 Mol. Phosphor. Der Spal-
tungsverlauf ist mit 10 mg Hefenucleinsdure in
Abb.3 graphisch dargestellt. Die Kurve besitzt
eine charakteristische, nach unten durchgebogene
Form, die bei allen Versuchen mit Nucleophospha-’
tase beobachtet wurde. Es folgt hieraus, dal} die
Spaltungsgeschwindigkeit wihrend des Versuches
zunéchst zunimmt. Dies ist wahrscheinlich so zu
erkliren, dafl die Zwischenprodukte schneller von
dem Enzymgemisch gespalten werden als der Aus-
gangsstoff, was durchaus verstédndlich ist, da hier
wohl mehrere Enzyme nacheinander zur Wirkung
kommen.

b) Hydrolyse der mit Ribonuclease ge-
spaltenen Hefenucleinsdure durch
Nucleophosphatase

Die Versuche wurden in gleicher Weise wie
unter a) durchgefiihrt. Als Substrat wurden die
Endprodukte der mit Ribonuclease gespaltenen
Hefenucleinsdure N aus Versuch 4—6 der Tab. 4
benutzt. Das Ergebnis der Spaltung ist aus Tab.6
ersichtlich. :

Angewandte Sdurezuwachs in Mol H/4 Mol P nach
Menge 1 ‘ | =
mg lh | 2h | 3h 4h | 5h | 6h | 7h | 8h | 245h
| I ¥
|
2,44 0,345 J‘ 1,22 : 1,88 3,02 3,13 } 3,13 3,13 3,13 3,13
4,88 0,226 | 0875 | 142 2,24 2,78 3,23 3,42 347 | 3,47
9,76 0,113 ’ 0,398 | 0,702 1,14 1,52 ‘ 1,93 2,23 252 | 3,74

Tab. 5. Spaltung von Hefenucleinsdure N (9 Tage dialysiert) mit Nucleophosphatase.
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Angewandte Séurezuwachs in Mol H/4 Mol P nach
Menge
mg 1h 2h ‘ 3h 4h 5h ‘ 6h | 7h ’ 8h
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 2,42 253
|

Tab. 6. Spaltung von mit 300 y Ribonuclease vorbehandelter Hefenucleinsdure (12 Tage dialysiert)
mit Nucleophosphatase.

Die durch Ribonuclease gespaltene Nucleinsdure
wird also durch die Nucleophosphatase weiterhin
hydrolysiert. Erwartungsgemil liegt der Endwert
um ein S#uredquivalent je 4 Mol. Phosphor tiefer
als bei der unvorbehandelten Hefenucleinsdure.
‘Wie aus Abb. 3 ersichtlich, ist auch bei der vorbe-
handelten Hefenucleinsaure der charakteristische
Verlauf der Spaltungskurve erhalten geblieben,
wenn auch die Spaltung schneller verlauft als bei
dem unvorbehandelten Produkt. Die Summe der
mit Ribonuclease und Nucleophosphatase frei ge-
wordenen Sduredquivalente ist gleich dem End-
wert der direkten Spaltung der unvorbehandelten
Hefenucleinsidure mit Nucleophosphatase.

3. Bestimmung des spezifischen
Volumens der Hefenucleinsidure

Die Bestimmung wurde pyknometrisch mit der
hochmolekularen Hefenucleinsdure D ausgefiihrt,
die in der gerade zur Neutralisation notwendigen
Menge Natronlauge gelost wurde. In einer 7,5-proz.
Losung, die mit 0,3-n. Natronlauge hergestellt
wurde, ergab sich ein partielles spezif. Volumen
fiir das Natriumsalz der Hefenucleinsdure von
0,595, in einer 3-proz. Losung (Na-Konzentration
0,1-n.) ein solches von 0,593. Mittelwert: 0,594 fiir
das spezif. Volumen bzw. 1,68 fiir das spezif. Ge-
wicht.

4. Bestimmung der Diffusionskon-
stanten

Zur Bestimmung der Diffusionskonstanten wur-
den die Hefenucleinsduren in 0,1-n. Natriumbicar-
bonat aufgelost und in der Diffusionszelle mit der
gleichen Salzlosung iiberschichtet.

Zur Untersuchung der Spaltprodukte wurde fol-
gendermalien verfahren: 10 mg Hefenucleinsidure
wurde mit Ribonuclease bei 37° gespalten, wobei
die Losung wie oben in bestimmten Zeitabstinden
mit n/100-NaOH neutralisiert wurde. Nachdem der
Endpunkt der Spaltung erreicht war, wurde mit
0,25 ccm 1-n. Natriumbicarbonatlosung auf 2,5 cem

aufgefiillt. Die Diffusion wurde dann gegen eine
Bicarbonatlosung durchgefiihrt. deren Na-Konzen-
tration mit dem Versuchsansatz iibereinstimmte
und aullerdem wie dieser einen Tropfen Phenol-
phthalein enthielt. Durch Einleiten von CO, wurde
das py des Versuchsansatzes dem der iiberschich-
teten Losung angeglichen.

Bei einigen Vorversuchen wurde die Diffusion
gegen Wasser durchgefiihrt. Hierbei ergab sich
fiir die Spaltprodukte aus Hefenucleinsdure N und
D ein Wert von 46,8 und 42,7. Die Werte sind hoher
als die Diffusionskonstante von Adenylséiure (Dago.
=39,1), was bedeuten wiirde, dal die Spaltpro-
dukte ein kleineres Molekulargewicht als die Hefe-
adenylsiure haben. Der hohere Wert diirfte auf
das Diffusionspotential zuriickzufiihren sein, das
sich in diesem Fall durch die ungleiche Na-Ionen-
Konzentration der beiden Losungen ausbildet.

Bei unvollstindiger Spaltung mit Ribonuclease
ergibt sich erwartungsgemill fiir das Spaltungs-
gemisch eine Diffusionskonstante, die zwischen der
des Ausgangsmaterials und der der Adenylsdure
liegt. Kiinstliche Mischungen von Nucleinsduren
mit verschiedenem Polymerisationsgrad ergeben
ebenfalls eine mittlere Diffusionskonstante, wie es
auch bei Mischungen von Eiweilistoffen mit ver-
schiedenem Molekulargewicht beobachtet wurde?1.

Bei vollstdndiger Spaltung ergibt die Analyse
der Diffusionskurven eine nahezu einheitliche Dif-
fusionskonstante fiir die gesamten Spaltstiicke. Es
kann sich hierbei nicht um die mittlere Diffusions-
konstante eines zum Teil aus hoheren Polynucleo-
tiden bestehenden Gemisches handeln, da dies zu
der Folgerung fiihren wiirde, dafl auch Spaltstiicke
entstehen, die kleiner sind als ein Mononucleotid.
Hierfiir liegen keinerlei Anhaltspunkte vor.

Uber die Art der Berechnung von Dy, aus den
gemessenen Diffusionskurven vergl. G. Bergold3a,
a.a. 0.

12 S Brohult, Nova Acta Reg. Soc. .Sci. Upsa-
liensis, Ser. IV, 12, Nr. 4 [1940].



