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If we plot the values of log kg versus log
[Ht], a straight line is obtained having
the slope approximately equal to one.
The values of constant kg, calculated from
the experimental data of Larsson, confirm
scheme II, obeying eqn. (2).
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Spaltung eines Desoxyribo-nuklein-

siure-Priparates nach Abscheid-

ung niedrig-molekularer Bestand-
teile durch Sephadex

HANS v. EULER und HANS HASSELQUIST

Institut fiir organisch-chemische Forschung,
Universitit, Stockholm, Schweden

Das Ziel der hier mitzuteilenden Versuche
war, ein reines Ausgangsprodukt fir
die Untersuchung der Desoxyribo-nuklein-
sdure-Spaltung zu gewinnen. Wie R.K.
Zahn! in einer Arbeit aus dem Institut
von K. Felix betont, sind von DNS in
der biochemischen Literatur stets nur
Teilanalysen veroffentlicht worden, so dass
die Beziehung zwischen Reinheit und
Eigenschaften dieser Stoffklasse ’’etwas
wage’’ ist. Ausgangspunkte unserer Ver-
suche iiber die enzymatischen Spaltungen
der Desoxyribo-nukleinsduren (DNS) liegen
in den Ergebnissen, die wir iiber die
Spaltung unseres urspriinglichen DNS-
Sperma-Préiparates von Nutritional Bio-
chemicals Corporation, Cleveland, Ohio,
gewonnen haben.

An verschiedenen Gelséiulen und mit
verschiedenen Eluierungsfliissigkeiten fan-
den wir, dass unser DNS-préparat niedrig-
molekulare Fraktionen von der gleichen
Absorption wie freies Adenin enthélt, so
dass es schwierig ist, durch direkte Able-
sung der mit UVICORD erhaltenen Kurven
zu entscheiden, ob eine wirkliche Spaltung
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vorliegt. Es erschien deswegen notwendig,
unser von NBC, Cleveland, bezogenes
DNS-Priparat vor dem néchsten Spal-
tungsversuch zu reinigen und moglichst
alle niedrig-molekularen Reste aus diesem
Priiparat zu entfernen, dessen Absorption
im UV mit der Absorption der in der
Gelséiule gefundenen Basen, Adenin, Thy-
min, Cytosin und Guanin, iibereinstimmt.

Eine schnelle Entfernung der niedrig-
molekularen Teile des Préparates wurde
erreicht durch Filtration der Gelsdule
SE-Sephadex (C-25 (Sulfo-éthyl-édther-De-
rivat von Sephadex, Kationaustauscher).

Ausfithrung. SE-Sephadex C-25 liess
man 2 St. bei Raumtemp. in Wasser
quellen; die iberstehende triibe Ldsung
wurde abdekantiert und der Rickstand
mit dem 20-fachen Volumen Wasser unter
Unmriihren versetzt und zur Sedimentierung
gestellt. Dieses Verfahren wurde wieder-
holt bis die uberstehende Losung keine
festen Partikelchen mehr enthielt. Hierauf
wurde das Gel in einen Filtertrichter iiber-
fuhrt und darin gewaschen, und zwar
zuerst mit 0,5 M NaOH, sodann mit
Wasser, hierauf mit 0,5 M HCI und schliess-
lich mit Wasser bis das Waschwasser sich
frei von HCI erwies. Das so behandelte Gel
wurde in eine S#dule von 14 X 300 mm
ubergefiibrt. Die Gelséule wurde mit dem
Detektor, UVICORD 4701 A LKB, UV-
abs. 2537 A, sowie mit dem Schreiber und
dem Fraktionssammler in Verbindung
gosetzt.

Die DNS-Losung enthielt 100 mg DNS
NBC, Cleveland in 2,5 ml Wasser gelost
und wurde mit einer Gesédttigten Soda-
Losung bis pH 7 versetzt.

Diese Losung wurde auf die Gelsdule
gegossen, die zuerst mit dest. Wasser
eluiert wurde, wobei die erste Spitze (siehe
Spitze I) gesammelt wurde (20 ml Lésung,
kriftig sauer); ihr Gehalt an Trocken-
substanz DNS wurde ermittelt. Dzese 20 ml
enthielten 90 mg DNS, war somit die
Hauptfraktion mit schwach gelbem
Farbton.

Bei fortgesetzter Eluierung der Séule
mit Wasser konnte man noch weitere
Fraktionen sammeln, die eine Absorption
bei 2537 A gaben, die aber weniger als 1 mg
Substanz je Fraktion enthielten. Nach
220 ml Wasser-Eluierung ging man zu
0,5 M NaOH-Lésung iber, wobei noch
weitere 5 Fraktionen erhalten wurden.
Kein Anzeichen fiir die Gegenwart von
DNS. Abb. 1.

Die Hauptfraktion, 20 ml mit 90 mg
DNS wurde nun kontrollgespalten und
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Abb. 1. Reinigung von DNS auf SE-Sephadex

C-25. Spitze I = hochmolekulare Haupt-

fraktion. Die tibrigen Spitzen enthalten nur
niedrigmolekulare Teile.

zwar in der Gelsdule Sephadex G-75, die
bei der Spaltung der Enzym-behandelten
DNS zur Anwendung kommt.

Awusfithrung. Man liess Sephadex G-75
1 Tag in Wasser quellen; nach Umriihren
und Sedimentieren wurde die iiberstehende
Flussigkeit, die die langsam sedimentie-
renden Partikeln enthielt, abdekantiert.
Dieses Verfahren wurde wiederholt bis
die iiberstehende Fliissigkeit klar war.
Nun wurde zur Elution eine Losung auf
die Sédule von 11 X 350 mm gegossen, die
sodann mit dem Detektor verbunden
wurde.

0,3 ml der DNS-Hauptfraktion wurde
nun auf die Séule gegossen und mit Wasser
eluiert. Dabei wurde nur 1 Spitze der
Absorptionskurve bei 2537 A erhalten, was
andeutet, dass diese DNS-Fraktion von
niedrig-molekularen Substanzen befreit war.

Die kontrollierte DNS-Fraktion wird
nun dazu verwendet, DNS mittels Enzym-
Priparaten zu spalten.

Spaltungsversuche an einem Tumor-Ace-
ton-Trockenprdparat. 22,5 mg DNS (gerei-
nigt durch Behandlung mit SE-Sephadex
C-25; Hauptfraktions-Losung, siehe oben)
gelost in 5 ml Wasser 4+ 50 mg wasser-
freier Na,CO,. (a) Von obiger DNS -
Soda-Losung wurde 1 ml als 0-Probe ver-
wendet. (b) Die iibrigen 4 ml wurden mit
8 mg feingepulvertem Tumor-Trocken-
préparat (Jensen-Sarkom der BD I-Ratten
erhalten von Herrn Prof. H. Druckrey,

Abb. 2. Trennung der Lésungen (a), (b) und (c)
mit Sephadex G-75. (a) Eigenspaltung von
DNS. (b) Spaltung von DNS mittels Tumor-
extrakt. (c) Absorption aus dem Tumorextrakt.

Freiburg) versetzt. (¢) 8 mg Tumor-
Trockenpréaparat gelost in 4 ml Wasser
+ 40 mg wasserfreier Soda.

Ausfuhrung des Versuches: Die Losungen
(@), (b) und (c) blieben bei 37°C 3 1; Stunden
im Thermostaten stehen und wurden dann
mit HAc bis auf pH = 7 neutralisiert. Die
neutralen Lisungen wurden hierauf einzeln
in der Gelsdule mit Sephadex G-75 und
Wasser als Eluierungsmittel behandelt.
Absorptionskurven der einzelnen Lésungen
sieche Abb. 2.

Ergebnis. Die Losung (c¢) enthélt so
geringe Mengen von UV-absorbierender
Substanz, dass diese keine erhebliche
additive Wirkung auf die Kurven der
Loésungen (@) und (b) ausiiben konnte.
Die Kurve der Losung (a) (0-Probe) zeigt,
dass eine gewisse Kigenspaltung ohne
Enzymwirkung eingetreten ist. In der
Kurve der Losung (b) tritt eine deutliche
Enzymwirkung hervor, wobei die Spitze II
stark erhoht war.

Ein Vergleich des Tumor-Trockenpré-
parates mit den Trockenpréparaten von
Milz, Niere, Leber und Darm zeigt eine
erhohte Spaltungswirkung des Tumor-Prd-
parates. Weitere Isolierungsversuche bezgl.
der DNS-Spaltprodukte an Tumor-Pripa-
raten sollen ausgefithrt werden.
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