
Diese Untersuchungen sind fur das Verstandnis der phy- 
sikochemischen Umwandlungen, denen die DNS bei der 
Zellteilung unterliegt, von Bedeutung. Die beschriebenen 
Wechselwirkungen zwischen Polynucleotid-Ketten konnen 
ebenso eine Rolle im biologischen Verhalten der RNS spie- 
len. Da es zuverlassige Anzeichen dafiir gibt, dalj die gene- 
tische Information von der DNS zuerst auf RNS iibertra- 
gen wird, nimmt man an, dalj DNS als Matrize fur  die 
RNS-Synthese wirkt. Dabei konnten Ribonucleotide im 
Hohlraum einer zwei-strangigen DNS-Molekel schrittweise 
zu einer Polynucleotid-Kette zusammengefiigt werden, so 
dalj schlieljlich eine drei-strangige Helix entsteht. Oder aus 
einer einstrangigen DNS-Matrize konnte sich eine zwei- 
strangige DNS-RNS-Helix bildens5-3'). 
36) G. Stenf ,  Advances in Virus Research 5, 138 [1958]. 
as) G. Zubay, Nature [London] 782, 1290 [1958]. 
37) A. Rich, Ann. N.Y. Acad. Sci. 81, 709 [1959]. 

___ 

Die Arbeiten Kornbergs und seiner Mitarbeiter38) haben 
uns einen tiefen Einblick in die Vorgange bei der DNS- 
Reduplikation gegeben, und vielleicht gelingt es in nicht 
allzu ferner Zukunft, genetisches Material im Reagensglas 
zu synthetisieren. Da RNS die genetische Substanz einiger 
Wren ist, konnen die hier beschriebenen Untersuchungen 
den Weg ebnen fur eine kiinstliche Synthese biologisch 
aktiver Virus-RNS und der Viren selbst. Viren stehen 
an der Schwelle des Lebens, und es scheint, dalj sie 
uns dazu verhelfen konnen, einige seiner wichtigsten 
Prinzipien besser zu verstehen. 
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Die biologische Synthese von Desoxy-ribonucleinsaure (DNS) 
Nobel-Vortrag am 11. Dezember 1959*) 

Von Prof. Dr. A R T H U R  K O R N B E R G  

Stanford University, School of Medicine, Stanford, California (USA) 

Die enzymatische Reduplikation von Desoxy-ribonucleinsaure (DNS) und die Eigenschaften eines aus 
Escherichio coli gewonnenen, DNS-synthetisierenden Enzyms werden beschrieben. Das Enzym kataly- 
siert  die  Bildung neuer DNS-Ketten, deren Zusammensetzung durch eine DNS-Matrize bestimmt 
wird. Dies geschieht, indem sich zwischen den Basen d e r  Matrize und den komplementaren Basen d e r  
als Substrate  dienenden Nucleosid-triphosphate Wasserstoff-Brucken bilden. Komplementare Basen- 
Paare  sind Adenin und Thymin sowie Guanin und Cytosin. Folgende Befunde bilden die experimen- 
telle Grundlage dieser Vorstellungen: 1. Eine ein-strangige Matrize fuhrt  zur  Bildung zwei-strangiger 
DNS. - 2. Nucleotide, die Analoga d e r  natijrlichen Purin- und Pyrimidin-Basen enthalten,  konnen nu r  
g a n z  bestimmte, naturliche Nucleotide ersetzen. - 3. Die chemische Zusammensetzung wird redupli- 
ziert. - 4. Die Dinucleotid-Sequenzen werden redupliziert, und es entstehen zwei DNS-Strange mit 
entgegengesetzter  Basen-Sequenz. -- 5. Die DNS-Synthese gelingt nur, wenn die Triphosphate aller 
vier Desoxy-nucleoside (Thymidin, Desoxy-adenosin, -guanosin und -cytidin) sowie e twas  DNS an- 

wesend sind. 

Die Kenntnisse, die wir in den letzten Jahren durch die 
Untersuchung der bakteriellen Transformation l) und der 
Virus-lnfektion von Bakterien-Zellen2) gewonnen haben, 
sprechen zusammen mit anderen Befundens) iiberzeu- 
gend dafiir, da13 Desoxy-ribonucleinsaure (DNS) die gene- 
tische Substanz ist. Wir wollen also annehmen, da6 DNS 
nicht nur  die Synthese der Proteine und die Entwicklung 
der Zelle lenkt, sondern dal3 sie auch diejenige Substanz ist, 
die identisch vervielfaltigt werden mu6, damit sich die 
Nachkommenschaft einer Zelle iiber viele Generationen 
wieder in gleicher Weise entwickelt. Wie eine Tonband- 
Aufnahme enthalt die DNS eine Botschaft mit ganz be- 
stimmten Anweisungen, welche Arbeiten getan werden 
sollen. Und wie von einer Tonband-Aufnahme konnen von 
den DNS-Molekeln exakte Kopien hergestellt werden, so 
dalj die in ihnen verborgene Information zu einer anderen 
Zeit und an einem anderen Ort wieder wirksam werden 
kann. 

*) Das liebenswurdige Entgegenkommen des Nobel-Komitees, 
Stockholm, hat es uns ermoglicht, diesen Nobel-Vortrag, der erst 
spater in den Veroffentiichungen des Nobel-Komitees erscheinen 
wird, schon jetzt zu bringen. 

1) 0. T. Avery,  C .  M. MacLeod u. M .  McCarty,  J .  exp. Medicine 79, 
137 [1944]; R. D .  Hotchkiss In W .  D .  McElroy u. B.  Glass: The 
Chemical Basis of Heredity. Johns Hopkins Press, Baltimore 
1957, S. 321. 

*) A. D. Hershey, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 78, 
135 [1953]. 

8) G. W .  Beadle in W .  D .  McElroy u. B. Glass: The Chemical Basis. 
of Heredity. Johns Hopkins Press, Baltimore 1957, S. 3. 

Sind diese beiden Funktionen - Realisierung der geneti- 
schen Information (Protein-Synthese) und ihre Verviel- 
faltigung (Erhaltung der Rasse) - eng miteinander ver- 
kniipft oder lassen sie sich trennen? Aus unseren Arbeiten 
wahrend der letzten funf Jahre geht hervor, dalj man die 
Reduplikation der DNS untersuchen und durch Zerlegung 
in enzymatisch katalysierte Reaktions-Schritte wenigstens 
teilweise verstehen kann, obwohl das Geheimnis der DNS- 
gesteuerten Protein-Synthese Doch in der Zelle verschlossen 
liegt. 

DNS-St ru kt ur 

Zunachst seien einige Merkmale der DNS-Struktur be- 
schrieben, die fu r  unsere weiteren uberlegungen wichtig 
sind. Analysen von DNS-Proben aus den verschiedensten 
Quellen und in vielen L a b ~ r a t o r i e n ~ )  hatten das bemer- 
kenswerte Ergebnis, da8  der Purin-Gehalt stets gleich dem 
Pyrimidin-Gehalt ist. Unter den Purinen kann das Ver- 
haltnis Adenin: Guanin betrachtlich variieren, ebenso un- 
ter  den Pyrimidinen das Verhaltnis Thymin: Cytosin. Aber 
die Zahl der Basen rnit einer Amino-Gruppe in Stellung 6 
des Ringes (Adenin, Cytosin) entspricht der Zahl der Ba- 
sen mit einer Keto-Gruppe in 6-Stellung (Guanin, Thy- 
min). Watson und Crick5) leiteten aus diesen Befunden ihre 
meisterhafte Hypothese uber die DNS-Struktur ab. Wie 

') E .  Chargaff in E. Chargaff u. J .  N .  Davidson: Nucleic Acids, 
Academic Press, New York 1955, Bd. I ,  S. 307-371. 

5 ,  J .  D .  Watson u. F .  H .  C .  Crick, Nature [London] 777, 737 [1953]; 
Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 78, 123 [1953]. 
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Abb. 1 zeigt, schlugen sie vor, dal3 die 6-Amino-Gruppe des die Pyrimidin- iind Purin-Basen der komplementaren 
Adenins bzw. Guanins durch eine Wasserstoff-Brucke mit Kette gebunden. Nach der Rontgenstrukturanalyse ist der 
der 6-Keto-Gruppe des Thymins bzw. Cytosins verkniipft Abstand zwischen den beiden Ketten gerade so grot3 wie 
ist, und erklarten so die Aquivalenz der Purin- und Py- die berechnete Lange einer Wasserstoff-Brucke zwischen 

einem Purin- und einem Pyri- 
midin-Derivat : er ist fur zwei H. - jY Thymin 

Abb. 1 .  Wasserstoff-Briicken zwischen Purin- und Pyrimidin-Basen rn 

Purine zu grofi; fur zwei Pyri- 
midine zu klein. Fur den Bio- 
logen ist es von grO5temWert, 
darj diese Struktur zugleich 
ein Modell fur  die zellulare 
Reduplikation der DNS her- 
gibt. Nimmt man namlich 
an, dal3 sich die beiden Ket- 
ten trennen und daB sich zu 

rimidin-Gehalte. Auf Grund dieser Uberlegungen und jeder >ine neuc, komplementare Kette bildet, so erhalt 
nach der von Wilk ins  und Mitarbeiterna) veroffentlichten man zwei Kctten-Paare, die sowohl untereinander alS 
Rontgenstrukturanalyse nahmen Waison und Crick fur  auch niit der ursprunglichen zwei-strangigen Spirale iden- 
DNS eine Struktur an, in der zwei lange, kettenformige 
Molekeln spiralig umeinander gewunden sind. Abb. 2 stellt 
schematisch einen etwa 10 Nucleotid-Einheiten langen Ab- 
schnitt einer solchen DNS-Helix dar. Aus physikalischen 
Messungen ergab sich, daI3 die durchschnittliche Lange der 
DNS-Ketten 10000 Nucleotid-Einheiten betragt. Man er- 
kennt aus Abb. 2, darj die Desoxyribose-Ringe, durch Phos- 
phat-Reste miteinander verknupft, das Ruckgrat der 
Ketten bilden; die Purin- und Pyrimidin-Ringe sind ebene 
Strukturen, die irn rechten Winkel zur Achse der Spirale 
stehen. Abb. 3 zeigt ein detaillierteres Modell?) und ver- 
mittelt eine bessere Vorstellung von der Anordnung der 
Atome. Die Purin- und Pyrimidin-Basen der einen Kette 
sind durch die in Abb. 1 gezeigten Wasserstoff-Briicken an 

tisch sind. 
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Abb. 3. Molekiii-Modell der DNS nach Feughelrnan et al.’) 

Enzymatische DNS-Reduplikation 

Die von Wtztson und Crick vorgeschlagene DNS-Struktur 
gibt nu r  ein mechanisches Modell der Reduplikation, und 
wir mussen daher die Frage stellen, wie der chemische Auf- 
bau dieses Riesenmolekuls in der Zelle vor sich geht. Vor 
etwa 60 Jahren gait die alkoholische Garung noch als ein 
Vorgang, der von der lebenden Zelle nicht zu trennen ist. 
Durch die Entdeckung E. Buchners, daB auch Hefe- 
E x t r a k t e  Zucker vergaren konnen, und durch die Ent- 
wicklung der Enzymologie wahrend der ersten Halfte 
dieses Jahrhunderts ist die Garung schliel3lich als eine Auf- 
einanderfolge chemischer Reaktionen erkannt worden. Es 
ist n u r  funf Jahre her, da5  man gelegentlich auch die DNS- 
Synthese fur  einen nur  der lebenden Zelle moglichen Vor- 

Oxydations-Reaktionkn beschaftigen, aber es galt man- 

LA24.21 
Abb. 2. Doppel-strangige’Helix-Struktur der;DNS 

(Modell von Watson und Crick) 

@ )  M .  H .  F .  Wilkins, Biochem. SOC. Symposia 7.1, 13 [1957]. 
’) M. Feughelrnan, R. Langrfdge, w. E. Seeds, A. R. Stokes, H .  gang hielf. Biochemiker sollten sich zwar mit biologischen Wilson, C .  W .  Hooper, M. H .  F .  Wi lk ins ,  R .  K .  Barclay u. L .  D. 

Hamilton, Nature [London] 775, 834 [1955]. 
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chem als sicher, da13 Experimente am genetischen Apparat 
nur Unordnung hervorbringen konnten. Solch diistere 
Voraussagen waren weder damals gerechtfertigt, noch sind 
sie es heute. 

Um das Problem der Nucleinsaure-Biosynthese erfolg- 
reich bearbeiten zu konnen, war es zunachst erfordei lich, 
die Biosynthese der einfachen Nucleotide und der Nu- 
cleotid-Coenzyme zu kennen und methodisch zu beherr- 
schen. Aus diesen Untersuchungen gewannen wir die 
uberzeugung, daB aktivierte Nucleosid-5’-phosphate die 
biosynt hetischen Bausteine der Nucleinsauren sinds) : Bei 
der Biosynthese der Purine und Pyrimidine bilden sich fast 
stets die Nucleosid-5‘-phosphates). Die freien Basen oder 
Nucleoside entstehen gewohnlich nicht, es sei denn unter 
unnatiirlichen Bedingungen. Die 2’- und 3’-lsomeren der 
Nucleotide kommen in der Zelle zwar vor, aber sie sind 
wahrscheinlich Abbauprodukte der Nucleinsauren. 

Nucleotid-Coenzyme sind die einfachsten Kondensations 
produkte der Nucleotide. Ihre BiosyntheseO) besteht in der 
Yondensation von ATP mit Nicotinamid-mononucleotid 
(Bildung von Diphospho-pyridin-nucleotid (DPN)), mit 
Riboflavin-phosphat (Bildung von Flavin-adenin-dinu- 
cleotid (FAD)) oder mit Panthetein-phosphat (Bildung 
einer Coenzym-A-Vorstufe) usw. Ahnliche Mechanismen 
spielen bei der Aktivierung von Fettsauren und Amino- 
sauren eine Rolle, und es lieB sich zeigen, daB auch Uridin-, 
Cytidin- und Guanosin-Coenzyme aus den Triphosphaten 
dieser Nucleoside entstehen. 0 0 0  

0: 1 

zym durch den nucleophilen 1 

Angriff lo) eines Nucleosid- 
monophosphates auf den pyro- 
phosphataktivierten Adenyl- Nucleosid-o-p-o- 

, 6-  0- 

0- (1 )  

saure-Rest des ATP bildet. k 
Unsere Hypothese war, daB die DNS-Biosynthese ganz 

ahnlich verlauft (Abb. 4). Bausteine sind Desoxynucleo- 
sid-5’-triphosphate, die von der 
3’-HydroxyLGruppe am wach- 
senden Ende einer Polynucleotid- 
Kette angegriffen werden. Dabei 

und die Yette wird urn ein Glied 
Ianger. Die Ergebnisse unserer 
Untersuchungen haben diese Hy- 

spaltet sich Pyrophosphat ab  

Q H  

H,C 0- pothese bestatigt. 

Eigenschaften der DNS- 
rvnthetirierenden Enzvms 

wird DNS, die man solchen Extrakten zusetzt, abgebaut 
und wir mufiten nach feineren Mitteln suchen, um eine 
gleichzeitig stattfindende DNS-Synthese nachzuweisen. 
Wir verwendeten ein 14C - markiertes Substrat hoher 
spezifischer Radioaktivitat und inkubierten es mit ATP 
und einem Extrakt aus E.  coli, einem Organismus, der 
alle 20 Minuten eine Zellteilung durchmacht. Das erste 
positive Ergebnis bestand in der Urnwandlung eines sehr 
kleinen Teiles (etwa 5/100000!) des saureloslichen Substrates 
in saure-unlosliches Material. Zwar entsprach dies einem 
Umsatz von n u r  wenigen Vpmol, aber es war immerhin 
etwas. In diesen winzigen Spalt versuchten wir, einen Keil 
zu treiben, und unser Hammer hieB: Reinigung des En- 
zyms13). Dies war und ist noch immer eine wesentliche 
Vorarbeit. Unsere besten Praparate sind u m  einen Faktor 
von mehreren Tausend armer an  Protein als die rohen 
Extrakte,  aber sie sind immer noch rnit einer oder mehreren 
der vielen in E .  coli enthaltenen Nucleasen und Diesterasen 
verunreinigt. Ahnliche DNS-synthetisierende Enzym-Sy- 
steme kommen in tierischen Zellen und in anderen Bak- 
terien-Arten vorlP). Man mu6 die Reinigung dieser En- 
zyme abwarten, ehe sie mit dem Praparat  aus Escherichia 
coli verglichen werden konnen. 

Gleichung (2) 14a) zeigt, welche Voraussetzungen fur die 
DNS-Synthese mit dern gereinigten E. c0li-Enzym1~) er- 
fullt sein miissen: die Nucleotide aller vier Basen (Adenin, 
Thymin, Guanin und Cytosin) miissen anwesend sein, nur 
die Triphosphate und nur die Verbindungen mit Desoxy- 
ribose als Zuckerkomponente sind wirksam. AuBerdem ist 
DNS aus tierischem oder pflanzlichem Gewebe bzw. aus 
Bakterien oder Wren erforderlich. Die Herkunft dieser 
DNS ist offenbar gleichgiiltig, solange ihr Molekularge- 
wicht grol3 genug ist. DNS wird dann synthetisiert bis 
eines der Substrate aufgebraucht ist. Die Menge des Pro- 
duktes ist bis zu mehr als zwanzigmal groDer als die dem 
Ansatz zugefiigte DNS-Menge, d. h. das Produkt besteht 
zu 95% oder mehr aus den als Substrat verwendeten Nu- 
cleotiden. Das freiwerdende Pyrophosphat ist mit den um-  
gesetzten Nucleotiden aquimolar. 

n TPPP 
n dGPPP 

n dCPPP 

d A P P P  + DNS + DNS- d A P  i- 4(11) P P  (2) [::in 
LaBt man eines der in Gleichung (2) angegebenen Sub- 

strate fort, so ist der Umsatz urn mehr als den Faktor lo4 
geringer, und es bedarf besonderer Methoden, um nachzu- 
weisen, dal3 iiberhaupt eine Reaktion stattfindet. Fehlt 
eines der Desoxy-nucleotide, so werden ein paar Nucleotide 
an  die DNS angehangt 16), aber danach hort die Synthese 
auf. Unsere Untersuchungen lassen vermuten, da13 bei 
dieser ,,begrenzten Reaktion“ zwei-strangige DNS-Spira- 
len, in denen ein Strang kiirzer ist als der andere, ,,repa- 
riert“ werden, indem - gelenkt durch Wasserstoff-Briicken 
zwischen Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin - 
der kiirzere Strang durch Anhangen einiger Nucleotide 

Enthalt  ein Ansatz alle vier Nucleosid-triphosphate, 
nicht aber die notwendige DNS, so findet iiberhaupt keine 

biol. Chemistrv 233. 163 119581. 
1 8 )  I .  R. Lehman, M .  J .  Bessman, E .  S. Simms u. A. Kornberg, J. 

Wir wollen zunachst das En- 
zym und seine Entdeckung be- 
schreibens,ll,12). Mischt man die 

XTP Triphosphate der vier normaler- 
weise in DNS vorkommenden 
Desoxy - nucleoside mit einem 
Extrakt  aus Thymusdriisen, verlangert wird’ 
Knochenrnark oder Escherichia 
coli, so ist insgesamt keine DNS- 
Synthese Z U  bemerken. Vielmehr 

J 

HO H 
lA24.41 
Abb. 4. Mechanismus der Ver- 

langerung einer DNS-Kette 

A. Kornberg in W. D .  McElroy u. B. Glass: The Chemical Basis of 
Heredity. Johns Hopkins Press, Baltimore 1957, S. 579; Rev. 
mod. Physics 37, 200 119591. 

O) A. Kornberg in W. D .  McElroy u. B. Glass: Phosphorus Meta- 
bolism. Johns Hopkins Press, Baltimore 1951, S. 392; Advances 
in Enzymol. 78, 191 [1957]. 

lo )  D.  E .  Koshlandjr.  In W .  D. MeElroy u. B .  Glass: The Mechanism 
of Enzyme Action. Johns Hopkins Press, Baltimore 1954, S. 608. 

11) A. Kornberg, I .  R. Lehrnan u. E .  S .  Sirnms, Feder. Proc. 15, 291 
[1956]. 

I*) A. Kornberg, Harvey Lectures 53, 83 [1957--19581. 

14) F .  J .  Bollumdu. V. R. ‘PoftLr, J .  Amer. chem. SOC. 70, 3603 
[1957]; C .  G .  Harford u. A. Kornberg, Feder. Proc. 17, 515 
[1958]; F .  J .  Bollum, Feder. Proc. 77, 193 119581; 78, 194 [1959]. 

14a) Anm. des CJbers.: Folgende Abkurzungen werden verwendet: 
T = Thymidin, dG = Desoxy-guanosin, dA = Desoxy-adenosin, 
dC = Desoxy-cytidin. P steht fur einen Phosphat-Rest, ATP 
bedeutet Adenosin-triphosphat. 

16) M .  J .  Bessman, I .  R. Lehman, E .  S. Sirnms u. A. Kornberg, 
J. biol. Chemistry 233, 171 [1958]. 

1 6 )  J .  Adler, I .  R. Lehman, M. J. Bessrnan, E. S. Simmsu.  A. Korn- 
berg, Proc. nat. Acad. Sci. USA 14, 641 [1958]. 
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Reaktion s ta t t .  Warum? Wirkt die DNS als Starter ahn- 
lich wie Polysaccharide bei der Glykogen-Synthese oder 
steuert sie als Matrize die Synthese so, daB exakte Kopien 
von ihr entstehen? - Wir haben gute Grunde anzunehmen, 
dab letzteres der Fall ist, und offenbar ist es die Fahigkeit 
der DNS, durch Wasserstoff-Brucken die als Substrate 
dienenden Nucleotide in bestimmter Reihenfolge zu bin- 
den, die ihre Anwesenheit erforderlich macht. 

Das von uns untersuchte Enzym besitzt also die bisher 
einmalige Eigenschaft, eine Verbindung zu synthetisieren, 
deren Zusammensetzung von einer Matrize bestimmt wird. 
Es verbindet Purin- oder Pyrimidin-Derivate in der Reihen- 
folge, die durch Wasserstoffbrucken-Bindung rnit den 
komplementaren Basen der Matrize vorgegeben ist (Abb.5). 
Fiir diese These gibt es funf Beweise. 

l m l  
Abb. 5. Mechanismus der enzymatischen DNS-Reduplikation. 

Es bedeuten: Ad= Adenin, Cy = Cytosin,Th=Thymin, G u  = Guanin 

I. Physikalische Eigenschaften enzymatisch 
synthetisierter DNS 

Es sei zunachst noch einmal daran erinnert, daB die 
enzymatisch synthetisierte DNS zu 90-95y0 aus den als 
Substrat  verwendeten Nucleotiden besteht. Zusammen rnit 
H .  K .  Schachman fanden wir, daB dieses enzymatische Pro- 
dukt von hochmolekularer, doppel-strangig gebauter, na- 
turlicher DNS nicht zu unterscheiden ist17). Seine Sedi- 
mentationskonstante betragt etwa 25 S, seine reduzierte 
Viscositat ist 40 dl/g. Auf Grund dieser Werte muB es die 
Gestalt eines langen, starren Stabes und ein Molekularge- 
wicht von etwa 6 Millionen haben. Beim Erhitzen wird aus 
dern Stab eine kompakte, wahllos geknauelte Struktur.  
Man darf annehmen, daB dabei die Wasserstoff-Brucken, 
welche die beiden Strange in der Helix zusammenhalten, 
,,schmelzen", und dies zeigt sich in den charakteristischen 
Anderungen der viscosimelrischen und optischen Eigen- 
schaften des Molekiils. Ahnliche Ergebnisse erhalt man bei 
der Spaltung des Molekuls rnit Pankreas-Desoxyribo- 
nuclease. In jedem Fall ist enzymatisch synthetisierte DNS 
von natiirlicher DNS nicht zu unterscheiden, und beide 
besitzen wahrscheinlich die gleiche, durch Wasserstoff- 
Briicken stabilisierte Struktur.  

Sollte man annehmen, daB die wirr verknauelten Ketten 
erhitzter DNS die DNS-Synthese starten konnen ? - Wohl 
nicht; ausgehend von taglicher Erfahrung (verknauelter 

l') H .  K. Schachman, 1. R. Lehman, M. J .  Bessman, J .  Adler,  E.  S .  
Simms u. A. Kornberg, Feder. Proc. 7 7 ,  304 [1958]. 

Bindfaden) wiirde man die Reduplikation einer solchen 
Matrize fur  zienilich hoffnungslos halten. Tatsachlich ist 
erhitzte DNS aber ein ausgezeichneter Starter, die ver- 
knauelte, nicht-viscose, ein-strangige Substanz fuhrt  zur 
Synthese hochviscoser, doppel-strangiger DNSls). Sins- 
heimrr isolierte aus dern sehr kleinen Virus @ X 174 DNS, 
die offenbar ein-strangig istlg). Sie erwies sich wie erhitzte 
DNS als ein vorzuglicher Starter, und wir verwenden sie 
zur ZeitZ0), um durch Sedimentationsversuche zu zeigen, 
daB sie wahrend der enzymatischen Synthese allmahlich in 
eine zwei-strangige Helix umgewandelt wird. 

Wir konnen die physikalischen Aspekte der DNS-Re- 
duplikation hier nicht in allen Einzelheiten diskutieren, 
aber es sei doch erwahnt, daB bei Verwendung von hoch- 
gereinigten Enzym-Praparaten ein-strangige DNS nicht 
nur  ein geeigneter Starter,  sondern uberhaupt die einzig 
aktive Form ist. Naturliche, doppel-strangige DNS ver- 
halt sich in solchen Fallen inert, es sei denn, man erhitzt 
sie oder behandelt sie etwas mit Desoxyribonuclease. Ahn- 
liche Beobachtungen ha t  Bollurn rnit einern gereinigten 
Enzym aus Yalbsthymus gemachtZ1). 

2. Verwendung unnatiirlicher Purine und Pyrimidine 
Aus den vielen Berichten uber den Einbau von Brom- 

uraci122), A ~ a - g u a n i n ~ ~ )  und anderen Analoga in die 
DNS von Bakterien und Viren IaDt sich schlieBen, daB 
die DNS-Struktur begrenzte Variationen in der Struktur  
der Purin- und Pyrimidin-Basen vertragt, so lange deren 
Fahigkeit, Wasserstoff-Brucken z u  bilden, nicht beein- 
trachtigt wird. So konnen Desoxyuridin-triphosphat und 
5-Brom-desoxyuridin-triphosphat als Ersatz fur Thymidin- 
triphosphat dienen, nicht aber als Ersatz fur Desoxy- 
adenosin-, Desoxyguanosin- oder Desoxycytidin-triphos- 
phat.  5-Methyl- und 5-Brom-cytosin konnen Cytosin spe- 
zifisch ersetzen 24), Hypoxanthin ist nur s t a t t  Guanin ver- 
wendbar. Alle diese Befunde lassen sich a m  besten durch 
die Bildung von Wasserstoff-Brucken erklaren, wie sie 
zwischen Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin 
bestehen. 

In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, daB man in 
der DNS von E. coli-Bakteriophagen der geradzahligen 
T-Serie Hydroxymethyl-cytosin a n  Stelle von Cytosin fin- 
det25). Jenes ist also ein natiirlich vorkommendes Cytosin- 
Analogon. Die DNS solcher Phagen enthalt aquivalente 
Mengen Hydroxymethyl-cytosin (HMC) und Guanin ne- 
ben ~ wie ublich - aquivalenten Mengen Adenin und 
Thymin. Interessant ist weiterhin, dab in der DNS der 
T2-, T4-  und T6-Phagen Glucose an die Hydroxymethyl- 
Gruppe des HMC gebunden ist, so da8  fur  jeden Phagen- 
T y p  ein charakteristisches Verhaltnis HMC: Glucose ent- 
steht26-28). Allerdings enthalten im T2-  und T6-Phagen 
nicht alle Hydroxymethylcytosin-Reste Glucose27). Die 
Synthese dieser DNS scheint mit der einfachen Hypothese 

I*) I .  R. Lehman, Ann. N . Y .  Acad. Sci. 81, 745 [1959]. 
Is) R. L. Sinsheimer, J. Mol. Biol. 1 ,  43  119591. 
20) I. R. Lehman, R. 1,. Sinsheimer u. A. Kornberg, unveroffentl. 
21) F. J .  Bollurn, J .  biol. Chemistry 234 ,  2733 [1959]. 
22) F. Weygand, A .  Wacker u. H .  Dellweg, 2. Naturforsch. 7b, 19 

[1952]; D .  B. Dunn u. J .  D .  Smith, Nature [London] 174 ,  305 
119541; S. Zamenhof u. G.  Griboff, Nature [London] 774, 306 
[1954]. 

2s) M. R. Heinrich, V. C .  Dewey, R. E. Parks j r .  u. G .  W .  Kidder,  
J. biol. Chemistry 797, 199 [1952]. 

24) M. J .  Bessman, I .  R. Lehman, J .  Adler,  S .  B .  Zimmerman, E. S. 
Simms u. A .  Kornberg, Proc. nat.  Acad. Sci. USA 44, 633 [1958]. 

*&) G. R. W y a t t  u. S .  S .  Cohen, Biochem. J. 55, 774 119531. 
") R. L .  Sinsheimer, Science [Washington] 120, 551 119541; E. Vol- 

kin ,  J. Amer. chem. SOC. 76, 5892 [1954]. 
?') R. L .  Sinsheimer, Proc. nat. Acad. Sci. USA 32, 502 119561; M. A. 

Jesaifis,  J. exp. Medicine 706, 233 119571; Feder. Proc. 17, 250 
[I 9581. 

2n) G.  Streisinger u.J. Weigle, Proc. nat. Acad. Sci. USA 42,504 [ 19561. 
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der Basen-Paarung unvereinbar zu sein. Insbesondere er- 
geben sich zwei Fragen. Erstens: wie wird der Einbau von 
Cytosin in die Phagen-DNS verhindert, da E. coli-Zellen 
unter normalen Bedingungen Desoxycytidin-triphosphat 
enthalten und es auch zur DNS-Synthese verwenden? 
Zweitens: wie hat man das konstante Glucose: HMC-Ver- 
haltnis zu erklaren, falls sowohl mit Glucose substituiertes 
als auch nicht-substituiertes Hydroxymethyl-cytosin als 
Substrat bei der DNS-Synthese dient? - Wir konnten 
kiirzlich zeigen, dal3 die Polymerase-Reaktion auch in den 
virus-infizierten Zellen durch die Basen-Paarung uber Was- 
serstoff-Brucken bestimmt wird, da13 aber die Synthese der 
spezifischen Phagen-DNS durch einige neue Enzyme unter- 
stutzt wird, welche die Zelle nach der lnfektion rnit dem 
Virus bildet29,30). Unter diesen neuen Enzymen ist eines, 
das Desoxycytidintriphosphat spaltet 'und damit fur die 
DNS-Synthese unbrauchbar macht3O). Ein anderes Enzym 
ubertragt Glucose von Uridin-diphosphat-glucose direkt 
und spezifisch auf bestimmte Hydroxymethyl-cytosin- 
Reste in der DNS30). 

Starter 1 0,65 1 0,66 M. phlei 
Produkt 0,66 0,65 

E. coli Starter 1,OO 0,97 
Produkt 1,04 1,oo 

Kalbsthymus Starter 1 1,14 1,05 
Produkt 1,12 1,08 

~ __ 

3. Chemische Zusammenretzung enzymotisch 
synthetisierter DNS 

Wir wollen zwei Fragen stellen: besteht im enzymatisch 
synthetisierten Produkt die gleiche Aquivalenz zwischen 
Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin, die fur na- 
tiirliche DNS so charakteristisch ist 3 Zweitens: beeinflufit 
und bestimmt die Zusammensetzung der als Starter ver- 
wendeten naturlichen DNS die Zusammensetzung des Pro- 
duktes ? 

Die Zahlen der Tabelle 1 beantworten beide Fragen31). 
Die verschiedenen Produkte wurden unter identischen Ver- 
suchsbedingungen erhalten, lediglich die als Starter die- 
nende DNS stammte jedesmal aus einer anderen Quelle. 
Aus der Tabelle geht hervor, daB synthetische DNS Adenin 

1,35 1,34 
1,34 ~ 1,37 

0,98 1,05 
0,97 0,98 

0,90 ~ 0,85 
, 0,85 0,85 

____ 

che. Es andert sich auch nicht, wenn man das molare Ver- 
haltnis der Substrate in weiten Grenzen variiert. In der 
letzten Zeile der Tabelle 1 ist eine neuartige ,,DNS" be- 
schrieben, die unter hier nicht naher zu erorternden Be- 
dingungen e n t ~ t e h t l ~ , ~ ~ ) .  Es genugt zu sagen, daB sich rnit 
sehr groBer Verzogerung ein Copolymer aus Desoxy-adenyl- 
saure und Thymidylsaure bildet, das die GroBe und physi- 
kalischen Eigenschaften naturlicher DNS aufweist und 
beide Nucleotide in streng abwechselnder Reihenfolge ent- 
halt. Verwendet man diese seltene Form eines DNS-ahn- 
lichen Polymeren als Starter, so beginnt sofort die Synthese 
eines neuen A-T-Polymeren, das - obwohl alle vier Nucle- 
osid-triphosphate als Substrate anwesend sind - keine 
Spur von Guanin oder Cytosin enthalt. Man kommt also 
um die Folgerung nicht herum, daB bei der enzymatischen 
DNS-Synthese die Basen-Zusammensetzung des Starter- 
Molekiils redupliziert wird und dal3 hierbei Wasserstoff- 
Brucken zwischen Adenin und Thymin bzw. Guanin und 
Cytosin die entscheidende Rolle spielen. 

0,98 
1,Ol 

1,05 
1,02 

~ 

A+O A C T  1 A ~ ' ~ / T + C I  G T C  DNS 

0,97 
1,02 

1,25 
1,29 

4. Enzymatische Reduplikation 
der Nucleotid-Sequenz 

Es wurde bereits erwahnt, da5 DNS aller Wahrschein- 
lichkeit nach Trager der genetischen Informationen isi. Die 
vier Nucleotide bilden ein aus vier Buchstaben bestehendes 
Alphabet; ihre Reihenfolge bestimmt den lnhalt der Infor- 
mation. Diese Reihenfolge ist heute noch unbekannt. Was 
Sanger und anderen bei Proteinen bereits gelungen ist, 
bleibt bei den Nucleinsauren noch zu tun. Das Problem ist 
hier zwar schwieriger, aber es ist nicht unlosbar. 

Unsere Versuche, Nucleotid-Sequenzen zu b e ~ t i m r n e n ~ ~ ) ,  
werden in1 einzelnen anderswo veroffentlicht, hier sei nur 
eine Zusammenfassung gegeben. Wir synthetisierten DNS 
enzymatisch aus den vier Desoxynucleosid-triphosphaten, 
von denen eines mit 32P markiert war. Die radioaktiven 

0,99 1 0,48 0J49 

1- ~- ~___ ~ ___ 

Bakteriophage T 2 Starter 1 1,3! I 1,32 0,67 0,70 0,98 1,92 
Produkt 1 1,33 ~ 1,29 I 0,69 1 0,70 ~ 1,02 1 1,90 

-I---l- ~ ~ 

A-T-Copolymer ~ 1,99 1 1,93 1 <0,05 I <0,05 ~ 1,03 ~ >40 

Tabeiie 1. Chemische Zusammensetzung enzymatisch synthetisierter DNS 
In Abhangigkeit vom Starter 

und Thymin bzw. Guanin und Cytosin in aquivalenten 
Mengen enthalt, daD in jedem Fall Purin- und Pyrimidin- 
Gehalt identisch sind, d. h. (A+ G )  : (T+ C) = 1. Man er- 
kennt weiterhin, dal3 der Quotient (A+T) : (G+  C), der 
f u r  jede als Starter verwendete DNS-Sorte einen charak- 
teristischen Wert besitzt, im Synthese-Produkt sehr genau 
wiederkehrt, womit auch die zweite Frage positiv beant- 
wortet ist. Ob man diese Messungen mit Hilfe von Isotopen 
ausfuhrt, nachdem der DNS-Gehalt im Reaktionsgemisch 
um 1 yo gestiegen ist, oder ob man wartet, bis sich die DNS 
um 1 0 0 0 ~ o  vermehrt hat  - das Ergebnis ist stets das glei- 

es)  J .  G .  Flaks u. S .  S .  Cohen, J. biol. Chemistry 234, 150 [1959]; 
J.  G. Flaks, J. Lichtenstein u. S .  S .  Cohen, J. biol. Chemistry 234, 
1507 [1959]. 

10) A. Kornberg, S .  B .  Zimmerman, S .  R. Kornberg U. J.  Josse, Proc. 
nat. Acad. Sci. USA 45, 772 [1959]. 

81)  I ,  R .  Lehman, S .  B .  Zirnmerrnan, J .  Adler, M .  J ,  Bessrnan, E .  S. 
Sirnms u. A. Kornberg, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 1191 [19581. 

A La2461 
Abb. 6. Verfahren zur Bestimmung der Haufigkeit von Dinucleotid- 
Sequenzen in DNS. A: Synthese mit Polymerase, B:  Abbau mit 

Micrococcen-DNase und Milz-Diesterase 

Phosphat-Reste befanden sich direkt am C-Atom 5 der 
Desoxyribose und wurden daher zur Briicke zwischen den 
markierten Nucleotiden und den ihnen in der Polynucleotid- 
y e t t e  vorangehenden (Abb. 6 A). Nachdem sich etwa 10l8 
Diester-Bindungen gebildet hatten, isolierten wir die DNS 
und bauten sie enzymatisch quantitativ zu Desoxynucleo- 
sid-3'-phosphaten ab. Wie Abb. 6 B zeigt, befinden sich die 
32P-Phosphat-Reste jetzt an C-3' derjenigen Nucleotide, 
mit denen das markierte Substrat bei der Synthese reagiert 

va) C .  M .  Radding, J .  Adler u. H. K .  Sehachman, Feder. Proc. [1960], 

0 3 )  J .  Josse u. A .  Kornberg, Feder. Proc. [1960], im Druck. 
im Druck. 
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hat. Der 32 P-Gehalt der durch Papier-Elektrophorese iso- 
lierten Desoxynucleosid-3'-phosphate ist also ein MaO da- 
fur,  wie haufig das markierte Substrat mit jedem der vier 
Nucleotide wahrend der Synthese verkniipft worden ist. 
Wiederholt man dieses Verfahren dreimal und markiert 
jedesmal ein anderes Nucleotid, so erfahrt man die rela- 
tive Haufigkeit aller 16 moglichen Dinucleotid-Sequenzen 
in einer DNS-Yette. 

Wir haben diese Untersuchungen bisher rnit Starter-DNS 
aus sechs verschiedenen, natiirlichen Quellen durchgefuhrt. 
Die Ergebnisse sind: 
1. In jedem Fall enthalt das Produkt alle 16 moglichen 

Dinucleotid-Sequenzen. 
2. Das Haufigkeits-Verhaltnis dieser Nucleotid-Sequenzen 

hat in jedem Fall einen anderen, reproduzierbaren Wert 
und kann nicht aus der Basen-Zusammensetzung der 
DNS vorausberechnet werden. 

3. Bei der Synthese lagern sich die Basen Adenin und 
Thymin bzw. Guanin und Cytosin paarweise aneinander. 

4. Aus den Haufigkeits-Verhaltnissen geht aul3erdern her- 
vor, dab bei der enzymatischen Reduplikation zwei 
DNS-Strange mit entgegengesetzter Basen-Sequenz ent- 
stehen, wie dies nach dem von Watson und Crick vor- 
geschlagenen DNS-Modell zu erwarten ist. 

Durch eine Erweiterung solcher Untersuchungen sollte 
es moglich sein, in allen DNS-Proben, die sich enzyma- 

tisch reduplizieren lassen, das Haufigkeits-Verhaltnis der 
Dinucleotide festzustellen und so einige Anhaltspunkte 
zur Entzifferung des DNS-Code zu erhalten. Leider kann 
man so die Haufigkeit der moglichen Trinucleotide nicht 
ermitteln, aber wir hoffen, daO durch Verbesserung der 
enzymatischen Analyse-Methoden und der chromatogra- 
phischen Technik zur Isolierung der Abbauprodukte auch 
in dieser Richtung Fortschritte moglich sein werden. 

5. Alle vier Triphorphate und DNS sind zur 
DNS-Synthese notig 

Wir haben bereits erwahnt, daS alle vier Desoxynucleo- 
sid-triphosphate und DNS anwesend sein miissen, wenn 
eine DNS-Synthese stattfinden SOH. Wir konnen dieses Er- 
fordernis jetzt  als einen weiteren Beweis fur die Existenz 
von Wasserstoff-Briicken ansehen. Fehlt die DNS, so ist 
keine Matrize fur die Bildung von Wasserstoff-Briicken 
vorhanden. Fehlt eines der vier Nucleosid-triphosphate, so 
hort die Synthese friihzeitig und abrupt auf, weil es fur  eine 
Base der Matrize keinen Partner zur Bildung der Wasser- 
stoff-Briicke mehr gibt. 

An dieser Stelle mochte ich den Herren J .  Adler, M .  J .  
Bessman, J .  Josse, I .  R. Lehman und E.  S .  Simms und 
Frau S. Kornberg meinen herzlichsten Dank fur ihre Beilriige 
absfaiten. Obersetzt van Dr. H .  Griinewald, Heidelberg 
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Neuere Methoden der praparativen organischen 
Chemie I11 

2. Darstellung von Estern, Amiden und Anhydriden 
der Phosphorsaure 

Von Prof. Dr. F. C R A M E  R 
Institut fur Organische Chemie der Technischen Hochschule Darmstadt 

Es wird uber bekannte Phosphorylierungsrnethoden referiert. AuBerdern werden folgende neue 
Reaktionen beschrieben : Darstellung von Pyrophosphaten mit lsocyanat uber die Carbamylphos- 
phate;  Reaktionen von Ketenacylalen zu unsymrnetrischen Pyrophosphaten ; Trichloracetonitril als 
Veresterungsmittel fur Phosphorsouren und die Darstellung von Geranylphosphat und Farnesylphos- 

phat ;  Darstellung und Reaktionsweisen von lrnidazoliden der  Phosphorsaure. 

1. Einleitung 
2. Verwendung van Saurechloriden, klassisohe Verfahren 
3. Ester rnit geschiitzten Gruppen 
4. Selektive Entfernung sohiitzender Gruppen 
5 .  Phosphonester, Michaelis-Arbusow-Reaktion 
6. Enolphosphate, Perkow-Reaktion 
7. Amide und Guanidide der Phosphorsaure 
8. Probleme der Pyrophosphat- und Phosphorsaure- 

diester- Synthese 

1. Einleitung 

Die Chemie der organischen Phosphorverbindungen hat 
sich im letzten Jahrzehnt aul3erordentlich rasch entwickelt, 
die theoretische und praktische Bedeutung der Phosphory- 
lierungsmethoden ist erheblich gewachsen. Hierfiir gibt 
es mehrere Grunde: Viele wichtige Naturstoffe und Coen-  
z y m e  sind Ester oder Anhydride der Phosphorsaure. 
Die Synthese dieser empfindlichen Verbindungen erfor- 
dert sehr spezifische und schonende Phosphorylierungsme- 
thoden. Die N u c l e i n s a u r e  ist ein Polyester der Phos- 
phorsaure; Phosphorsaure-Derivate spielen bei biolo- 
gischen Synthesen und Energieumwandlungsvorgangen 
eine entscheidende Rolle. Viele Ester und Anhydride 

9. Carbodiimid-Methode 
10. Carbamylphosphate 
11. Reaktionen von Amidophosphorsauren 
12. Ketenacylale der Phosphorsaure 
13. Imidoylphosphate, Trichloracetonitril- 

14. Imidazolide der Phosphorsaure 
15. Arbeitsvorschriften 

Methode 

der Phosphorsaure sind iiberdies wirksame I n s e k t i z i d e .  
Die Zusammenfassung kann sich bei der Fiille des Ma- 
terials nur auf eine Auswahl aus den Arbeiten seit etwa 
1950 beziehen; die Monographien von Kosolapoffl) und 
Schraderz) konnen als Leitfaden durch die friihere Literatur 
dienen. Uber die physikalischen Grundlagen dieser Ver- 
bindungsklasse unterrichtet die Monographie von van 
Wazer3).  
I) G .  M. Kosolapoff: Organophosphorus Compounds, J. Wiley and 

Sons, New York 1950. 
%) G .  Schrader: Entwicklung neuer Insektizide auf Grundlage or- 

ganischer Fluor- und Phosphor-Verbindungen, Verlag Chemie, 
Wei n h ei rn / Bergstr. 1 952. 
J .  R .  van Wazer: Phosphorus, Bd. I ,  Interscience Publ. New 
York 1958. 
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