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)
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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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soviel Aminosiure ein wie das auf den Aminosiure-Adapta-
tionsschritt beschrinkte System [2,5). Die vermutlich ent-
standenen Peptide sollen in weiteren Untersuchungen nach-
gewiesen werden,

Eingegangen am 4, August 1964 [Z 793]
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Chemische Informationsspeicherung und -verarbeitung in biologischen Systemen

Die Gesellschaft fiir Physikalische Biologie veranstaltete ge-
meinsam mit der Neuroscience Research Foundation am 5.
und 6. Mai im Schlof§ Berlepsch bei Gottingen eine Tagung
iiber,,Chemische Mdglichkeiten der Informationsspeicherung
und -verarbeitung in biologischen Systemen‘‘. Etwa 90 Teil-
nehmer, davon rund ein Drittel aus dem Ausland, diskutier-
ten iiber die vier Themen ,,Molekulare Wechselwirkungen,
,,Antigen- Antikérper - Reaktionen®, ,,RNS-Reduplikation*
und ,,Beziehungen zum psychischen Gedéchtnis*. Unterbro-
chen wurden die sehr intensiven Gespriche durch eine von
den Tagungsteilnehmern selbst improvisierte abendliche
Kammermusik mit Werken barocker Komponisten.

Molekulare Wechselwirkungen

M. Eigen (Gottingen) er6ffnete die Tagung mit einer Einfiih-
rung in die Probleme der molekularen Wechselwirkungen.
Wihrend man iiber Wechselwirkungen zwischen einfachen
anorganischen Ionen verhiltnism#Big gut Bescheid weif}, sind
die Wechselwirkungen zwischen groBen organischen Ionen
und Molekillen noch weitgehend unerforscht. Gerade diese
aber sind fiir biologische Systeme von Bedeutung.

Ionale Wechselwirkungen sind normalerweise unspezifisch,
d. h. ein freies Ion befindet sich mit ungefihr gleicher Wahr-
scheinlichkeit an einer Stelle x oder x + Ax. Wasserstoff-
briicken sind zwar riumlich fixiert, aber gleichfalls strukturell
nicht spezifisch, und hydrophobe Wechselwirkungen haben
als solche auch keine nennenswerte Spezifitit. In biologischen
Systemen fithrt jedoch das Zusammenwirken dieser drei
Wechselwirkungen dank einer rdumlichen Fixierung der
Wechselwirkungspartner zu betrdchtlicher Spezifitat. Bei-
spiele dafiir sind die Tertidrstruktur der Proteine, Antigen-
Antikorper-Reaktionen sowie enzymatische Prozesse.

Hydrophobe Wechselwirkungen, beispielsweise zwischen un
geladenen Seitenketten eines Proteins oder zwischen den
heterocyclischen Basen der Nucleinsduren, sind vor allem in
polaren Losungsmitteln, insbesondere also in wiaBriger Lo-
sung, fiir die Molekiilstruktur von Bedeutung. Sie bewirken,
daB die Struktur des Lésungsmittels zwischen hydrophoben
Oberflichen verschwindet. Der damit verbundene Gewinn
an freier Energie filhrt — zusammen mit anderen Effekten,
besonders m--Wechselwirkungen — zur Stabilisierung.

In zahlreichen biologisch wichtigen Molekiilstrukturen sind
die beschriebenen Wechselwirkungen kooperativ, d. h. eine
Wechselwirkung erleichtet das Auftreten einer weiteren Wech-
selwirkung gleicher Art. Das hat zur Folge, daB nach Errei-
chen eines kritischen Wertes eine verhiltnismiBig geringe
Anderung der duBeren Bedingungen zu einer starken Ande-
rung der Struktur fithren kann. So ist beispielsweise der pH-
oder Temperatur-Bereich, innerhalb dessen sich eine Nuclein-
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sdure-Doppelhelix in zwei verkniuelte Stringe umwandelt,
viel enger, als man erwarten wiirde, wenn sich die bekannten
Wechselwirkungen lediglich summierten. Systeme mit ko-
operativen Wechselwirkungen kénnen daher auf duflere Ein-
fitisse mit alles-oder-nichts-Reaktionen antworten.

Alle molekularen Wechselwirkungen, seien sie ionaler, hydro-
philer oder hydrophober Art, eignen sich auf Grund ihrer
kurzen Halbwertszeiten nur zur voriibergehenden Aufnahme
von Informationen. Um Informationen permanent zu spei-
chern, d. h. etwa fiir die Dauer eines menschlichen Lebens,
diirften Reaktionen mit einer Aktivierungsenergie von minde-
stens 25 kcal/Mol notwendig sein, d. h. Umsetzungen, die
zur Bildung kovalenter Bindungen fithren.

Der Vortrag basierte im iibrigen auf einem zuvor den Teil-
nehmern der Tagung zugesandten Manuskript [*], in dem
der Versuch der Neudefinition einer der Psychologie entlehn-
ten, jedoch auf Molekularvorginge anwendbaren Begriff-
skala unternommen wurde. Diese reicht von der einfachen
,,Wechselwirkung auf Grund eines Kraftgesetzes iiber die
,,Unterscheidung®, ,,Erkennung’* bis zur ,,Erinnerung* und
umfaBt Funktionen wie ,,Speichern®, ,,Ubertragen* und
,,Herauslesen** von Information, bis zum ,,Adaptieren‘ und
,,Lernen*. Molekularvorginge der Unterscheidung sowie der
Speicherung, Ubertragung und Erkennung von Information
sind uns in der Enzymologie und Molekulargenetik durchaus
gelaufig. Dagegen sind Lern- und Erinnerungsfunktionen, die
iber eine bloBe Adaptation hinausgehen, erst auf zellularer
Ebene bekannt.

In der von L. Onsager (New Haven, Conn.) geleiteten Dis-
kussion berichtete J. Kendrew (Cambridge) iiber die Struktur
des Myoglobins. 70 % des Molekiils haben Helix-Struktur.
Zwischen den so geordneten Bereichen gibt es sieben ver-
haltnismiBig kurze Abschnitte, die nicht helixformig sind.
Der lingste dieser Abschnitte besteht aus 8 Aminosduren.
Aus der Aminosiuresequenz (das Myoglobin-Molekiil hat
insgesamt 153 Aminosiurereste) 1Bt sich mit den heutigen
Kenntnissen die Frage nicht beantworten, warum ein Helix-
Bereich anfingt und abbricht. Eine Rolle spielen offenbar
die vier Prolin-Reste des Molekiils, die sterisch mit einer
«-Helix nicht vertriglich sind, sowie die sechs Serin- und
fiinf Threonin-Reste, deren Seitenketten mit der H-Briicken-
struktur der Helix interferieren. Einen EinfluB auf das Ende
eines helixformigen Bereiches haben sicher auch Wasserstofi-
briicken zwischen den freien Carboxylgruppen von Aspara-
ginsidure-Resten und Amid-NH-Gruppen in der Hauptkette,
denn solche Wechselwirkungen sind nur dort moglich, wo
ein helixférmiger Bereich aufhort.

Myoglobin stimmt mit den &- und B-Ketten des Hamoglobins
hinsichtlich der Tertidrstruktur weitgehend iiberein. Die
Homologien in der Aminosiduresequenz, d. h. in der Primér-
struktur der drei Proteinketten, sind verglichen mit dieser

[*] Veroffentlichung in Vorbereitung.
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