schwingung fiir primire Alkohole groBer als die der sekun-
ddren und diese groBer als die der tertiiren Alkohole, je-
doch iiberschneiden sich die Frequenzbereiche in einzelnen
Fillen. AuBer n-Hexan und CCl, eignen sich besonders Tri-
dthylamin, Aceton und Acetonitril als Losungsmittel zur
Unterscheidung primirer, sekundérer und tertidrer Alkohole.

Die Dielektrizititskonstante der Losungsmittel hat keinen
EinfluB auf die Lage der OH-Bande. In polaren Losungs-
mitteln und solchen mit n-Systemen liegt die Bande bei
niedrigeren Frequenzen als in n-Hexan und CCl,. Diese Ver-
schiebung beruht auf der Bildung von Wasserstoffbriicken.
Der Betrag der Verschiebung ist ein MaB fiir die Linge der
Wasserstoff briicke [2].

Eingegangen am 15, Juli 1964 [Z 7871
{11 G. Habermehl, Angew, Chem. 76, 271 (1964); Angew. Chem.
internat. Edit. 3, 309 (1964).
[2]1 H. E. Hallam in M. Davies: Infrared Spectroscopy and Mole-
cular Structure. Elsevier, Amsterdam 1963, S. 413.

Explosion bei der Oxydation von Tetralin
mit Wasserstoffperoxyd in Aceton

Von Dr. H. Seidl
Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Miinchen

Zur Darstellung von o-Tetralon wurde Tetralin nach der
Vorschrift von W. Treibs und Mitarbb. [1] mit 30-proz. Was-
serstoffperoxyd oxydiert. Als beim anschlieBenden Einengen
des Reaktionsgemisches im Vakuum die letzten Reste des
Losungsmittels iibergingen, explodierte der Destillations-
riickstand #uBerst heftig. Es entstand Personen- und Sach-
schaden. Da die Jodid-Probe auf freies Wasserstoffperoxyd
negativ ausgefallen war, vermuten wir als Ursache der Ex-
plosion die Bildung von Acetonperoxyden. Es sei vor der
Nacharbeitung gewarnt und auf andere Méoglichkeiten der
Darstellung von «-Tetralon hingewiesen [2].

Eingegangen am 13. Juli 1964 [Z 785]

[1]1 W.Treibs, G. Franke, G. Leichsenring u. H. Roeder, Chem.
Ber. 86, 616 (1953).
{2] E. L. Martin u. L. F. Fieser in: Organic Syntheses. Wiley,
New York 1943, Coll. Vol. II, S. 569; R. B. Wagner u. H. D.
Zook in: Synthetic Organic Chemistry, Ketones. Wiley, New
York 1953, S. 316fT.

Ein kristallisiertes Derivat des ,,Dewar-Benzols‘*

Von Prof. Dr. R. Criegee und Dipl.-Chem. F. Zanker

Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule
Karlsruhe

Zweitédgiges Riihren einer Losung von 3.4-Dijodtetramethyl-
cyclobuten (1) [1} und Dibrommaleinsiureanhydrid (2) in
Ather mit Quecksilber unter Stickstoff lieferte in 67-proz.
Ausbeute das tricyclische Anhydrid (3), das in den Dicarbon-
sdureester (4), Fp = 104 °C, verwandelt wurde. Die Brom-
Eliminierung aus (4) gelang mit verkupfertem Zinkstaub in
sicdendem Ather. Der halogenfreic Tetramethyl-,,Dewar-
Phthalsiaure-Ester (5), Fp = 32—-33°C, entstand dabei in
92-proz. Ausbeute; Mengen von 10 g lassen sich leicht her-
stellen. Im NMR-Spektrum [*] (in o-Dichlorbenzol) finden
sich drei scharfe Singletts gleicher Fliche mit T-Werten von
9,06 (Methyl am Briickenkopf), 8,72 (Methyl an der Doppel-
bindung) und 6,64 (Ester-Methyl). Kurzes Erhitzen auf 130 °C
liefert quantitativ Tetramethylphthalsiure-dimethylester (6)
[31, Fp = 127°C (NMR-Spektrum in o-Dichlorbenzol: 3
Singletts gleicher Fliche bei t-Werten von 8,26, 8,08 und
6,06). Dic Halbwertszeit der Valenzisomerisierung (5) — (6)
in o-Dichlorbenzol betrigt nach NMR-Messungen bei
90,1 °C 4,7 Std. (5) ist somit erheblich stabiler als das un-
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substituierte ,,Dewar-Benzol” vonvanr Tanelen und Pappas [4],
fiir das eine Halbwertszeit von 2 Tagen bei 20 °C angegeben
wird. Auch der (5) entsprechende Halbester (Fp = 111 bis
112°C) wurde in reiner Form dargestelit.
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[1] Erhalten aus dem Diol [2] mit Jodwasserstoff; vgl. auch R.
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3297 (1963).

[*] Wir danken Herrn Dr. H. A. Brune fiir Aufnahme und Dis-
kussion der NMR-Spektren.

Bestimmung der Sequenz eines Code-Tripletts

Von Prof. Dr. F. Cramer, Dr. H. Kiintzel
und Dr. J. H. Matthaei [*]

Medizinische Forschungsanstalt
der Max-Planck-Gesellschaft, Gottingen

Fiir die Entzifferung des genetischen Codes standen bisher
nur Polyribonucleotide mit statistischer Basenverteilung zur
Verfiigung, so daB lediglich die Brutto-Zusammensetzung
zahlreicher Code-Tripletts bestimmt werden konnte [1,2].
Moglichkeiten zur weiteren Analyse des Codes mit Oligo-
nucleotiden und Polynucleotiden definierter Sequenz haben
wir kiirzlich aufgewiesen [3].

Wir erhielten auf enzymatischem Wege codierende Poly-
nucleotide mit definierter 3’-terminaler Basensequenz. Diese
bewirken — wie erwartet [4] — in einem wesentlich verein-
fachten zellfreien System aus E. coli [4] eine spezifische Ad-
sorption von Aminoacy!-RNS an Ribosomen. Damit konnte
erstmals die Basensequenz eines codierenden Tripletts ge-
klart werden. Gleichzeitig zeigt dieser Befund an, daB die
RNS-Matrize vom 3’-terminalen Ende her abgelesen wird.

Mit einer teilweise gereinigten Polynucleotid-Phosphorylase
aus Micrococcus lysodeikticus [51 wurden folgende Poly-
nucleotide dargestellt: Poly-pApC 50:1 (1), Poly-pApU 50:1
(2), Poly-pApG 100:1 (3}, Poly-pUpG 100:1 (4) und Poly-
pCpG 100:1 (5). Die Polynucleotide (/) und (2) wurden mit
pyrimidin-spezifischer Pankreas-Ribonuclease, (3), (4) und
(5) mit guanin-spezifischer Takadiastase-Ribonuclease T
gespalten; mit Bakterien-Alkaliphosphatase wurden die 3'-
Phosphatgruppen der Spaltprodukte entfernt.

Am Beispiel des so aus (/) entstehenden Polynucleotids
Ap---ApApC mit einer durchschnittlichen Kettenlinge von
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50 Nucleotiden wurde das 3’-terminale Nucleotid folgender-
maBen nachgewiesen: Von dem am Cytosin mit Tritium
markierten Ap--ApApC wurde durch Perjodat-Oxydation
und Behandlung mit Cyclohexylamin [6] 3H-Cytosin abge-
spalten. Gleichgewichtsdialyse (6 Stunden gegen Wasser) er-
gab, daB die gesamte Radioaktivitatin Form dialysierbarer
Nucleobase freigesetzt worden war, der Rest des UV-absor-
bierenden Materials aber nicht dialysierte. Also waren durch
RNase im urspriinglichen Copolymeren (1) alle dem Cyto-
sin benachbarten Phosphodiester-Bindungen und nur diese
hydrolysiert worden. Papierchromatographische Analyse der
Produkte aus der Perjodat- und Amin-Behandlung ergab
Cytosin und kein Adenin.

In Gegenwart der liblichen Puffersalze [7] wurden etwa
150 upMol Ribosomen [8] mit 300 Mol Polynucleotid und
| mgMol Aminoacyl-RNS in 350 ul Wasser 60 sec bei 36 °C
inkubiert. Die Aminoacyl-RNS war mit jeweils einer markier-
ten und 19 nicht markierten Aminosiuren beladen, d. h. alle
20 Aminosduren, die normalerweise in Proteinen vorkommen,
wurden gepriift. Der Ansatz wurde anschlieflend mit 30 Vo-
Jumina einer eiskalten Losung von 0,01 M Tris-HCI (pH ==
7,2) und 0,01 M Magnesiumacetat verdiinnt, 60 min bei
150000 g zentrifugiert, der Niederschlag in 0,1 M Tridthyl-
ammoniumbicarbonat (pH = 7,6) aufgenommen und zur
Fliissigkeitsscintillations-Zahlung auf Glasfaserpapier (What-
man GFA) getrocknet.

Durch Vergleich der Codierungsfihigkeit von Poly-Up:--
UpUpG mit der von Poly-Up---UpU ergibt sich UpUpG als
codierende Sequenz fiir Leucin. Valin und Cystein, fiir die
ebenfalls Codons aus einem G und zwei U festgestellt wor-
den waren [2], werden durch diese Sequenz nicht codiert
(Tabelle, Werte-Mittel aus zwei Experimenten).

nuMol gebundene Aminoacyl-RNS
Aminosdure | hne mit mit

Polynucleotid Poly-Up---UpU | Poly-Up---UpUpG

14C-Val 139 125 350
358-Cys 482 465 480
3H-Leu 780 788 716
3H-Phe 64 174 70

Durch Hydrolyse der abzentrifugierten Komplexe aus Ribo-
somen, Polynucleotid und Aminoacyl-RNS bei pH = 9 und
Hochspannungselektrophorese (2 M Essigsiure, Papier) lie
sich zeigen, dall die markierte Aminosdure im Komplex
nicht peptidisch gebunden ist. Elektronenmikroskopische
Studien [9] mit fraktionierter Polyuridylsdure (Kettenlinge
um 750 A) haben gezeigt, daB sich 30-S- und 50-S-Unterein-
heiten der Ribosomen mehr als 12-mal so stark an ein Ende
dieser Nucleinsidure anlagern wie an den Rest der Kette.
Es diirfte sich nach obigen Beobachtungen um das 3’-ter-
minale Ende handeln.

Eingegangen am 31, Juli 1964 [Z 792)

{*1 Wir danken Frl. E. Girtner, K. Eckert und G. Keller fiir
wertvolle Mitarbeit.
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Codierung mit Mono- und Poly-trinucleotiden

Von Dr. J. H. Matthaei, Dr. H. Kleinkauf und
Prof. Dr. G. Schramm [*]

Medizinische Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesell-
schaft, Gottingen, Botanisches Institut der Technischen
Hochschule Braunschweig und Max-Planck-Institut fiir Virus-

forschung, Tiibingen

Poly-trinucleotide sollten die Biosynthese von Poly-amino-
sduren codieren [1], wihrend Trinucleotide selbst nur zu einer
mehr oder weniger spezifischen Bindung von Aminoacyl-
RNS an Ribosomen fiithren [1-3]. Trinucleotide, die mit sich
selbst polymerisiert infolge der Tertidrstruktur der Polymeren
inaktiv wéren, kénnten im Copolymerisat mit einem zweiten
Trinucleotid aktiv sein [1]. Wir haben daher mit der chemi-
schen Synthese von Homo-polytrinucleotiden begonnen und
ihre Codierungsfihigkeit gepriift. Es haben sich die Codie-
rungseinheiten ApGpC und ApGpU fiir Asparagin ergeben.

Ein Gemisch von Trinucleotiden wurde durch vollstindigen
Abbau von kiuflicher Hefe-RNS mit pankreatischer Ribo-
nuclease (RNase), fiilnfmalige Phenol-Extraktion, dreimaliges
Ausithern und Lyophilisieren gewonnen. 6,5 g dieser Abbau-
produkte wurden in vier hintereinandergeschalteten Sdulen
(je 6 cm Durchmesser, 2 m Linge) an DEAE-Sephadex
(A-25 coarse) in die einzelnen Mono-~ bis Trinucleotide ge-
trennt. Von unten in die Sdulen eindringende bewegliche
Kolben mit Fritte hielten das Sephadex auch beim Schrump-
fen fest zusammen. Eluiert wurde entgegen der Schwer-
kraft mit Hilfe von 4x2 Kanilen einer Durrum-Schlauch-
pumpe, die in sechs Tagen 165 1 Ammoniumcarbonat-Lésung
(pH = 8,7, Konzentration linear von 0,1 auf 1,0 M steigend)
jeweils von einer Siule in die nidchste weiterpumpte. Die
Trinucleotid-Fraktionen enthielten 100 bis 300 mg. Sie wur-
den in vier Stufen durch Sorbieren aus zehnfach verdiinnter
Losung an DEAE-Cellulose-Filter von abnehmendem
Durchmesser und je 4 cm Hohe und Desorbieren mit etwa
1 M Ammoniumbicarbonat-Lésung (pH = 7,8) gereinigt
und entsalzt. Die konzentrierte Oligonucleotid-Lésung wurde
mit Cellulosephosphat (P-cellulose p.a. der Firma Serva,
Heidelberg) angesiuert, filtriert, zentrifugiert und lyophili-
siert. Die Sequenz der Trinucleotide wurde nach Hydrolyse
der Produkte bei 37°C mit 0,5 N KOH oder T;-RNase
durch Hochspannungs-Elektrophorese festgestellt.

75 mg ApGpCp (oder 60 mg ApGpUp) wurden unter Ultra-
schall in 1,1 (0,9) g Tetrametaphosphorsdure-dthylester [4a]
und 0,125 (0,1) ml HO-freiem Tris-dimethylaminophosphat
geldst und unter Drehen und Luftabschlufl in 48 Stunden bei
60 °C polymerisiert [4b]. Die Dialyse der Produkte iiber Nacht
ergab einen Verlust von 44 (45) 9%, des UV-absorbierenden
Materials. Die im Dialysierschlauch verbliebene Losung
wurde eingeengt und an einer Sdule von Sephadex G-75
(3 cm Durchmesser, 150 cm Linge) in Fraktionen verschiede-
ner Kettenldngen getrennt.

Die Codierungsfihigkeit von Fraktionen mit einer Ketten-
linge um 18 Nucleotide wurde nach der vorbeschriebenen
Methode [5] untersucht, jedoch wurde zum Zweck der Pep-
tid-Synthese ein komplettes Proteinsynthese-System [6] ein-
schlieBlich des 100000-g-Uberstandes aus moglichst R Nase-
armen E.coli-Extrakten verwendet. Inkubiert wurde 3 min
bei 0°C und anschlieBend 7 min bei 36 °C. In den meisten
Experimenten mit Poly-ApGpUp und Poly-ApGpCp zeigte
sich eine recht spezifische Erhhung des Einbaus von Aspa-
ragin. In einigen Versuchen mit Poly-ApGpUp wurde auch
Methionin eingebaut, was vermutlich auf eine Abspaltung
des endstindigen Nucleotids zuriickzufiihren ist. Diesen
Befunden entspricht, daf die vom terminalen Phosphat be-
freiten Trinucleotide ApGpC und ApGpU nach der in der
vorangehenden Mitteilung [5] beschriebenen Methode spe-
zifisch die Bindung von Asparaginyl-RNS an Ribosomen
vermitteln.

Das komplette Protein-Synthese-System baute in Abhingig-
keit von den zugesetzten Polynucleotiden etwa zwanzigmal
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