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Makromolekulares Kolloquium der Universitat Freiburg i. Br. 

Das Makromolekulare Kolloquium fand vom 11. bis 13. 
Marz 1965 in Freiburg/Brsg. statt und wurde vom Institut 
fur Makromolekulare Chemie der Universitat Freiburg/Brsg. 
veranstaltet. 

Chemische Synthese und  Biosynthese von  codierenden 
Nucleinsauren 

F. Garner,  Gottingen 

Durch Kondensation von Thyniidyl- und Adenylsaure 
mit Pikrylchlorid, N.N - Dimethylformamid - dichlorid, 
(CH&NCHC12, oder Dicyclohexyl-carbodiimid lassen sich 
Oligothymidylsauren und Oligoadenylsauren darstellen, die 
bis zu 20Kettenglieder enthalten. Dinucleotide und Trinucleo- 
tide der Desoxyreihe konnen zu Oligo-Dubletts bzw. Oligo- 
Tripletts kondensiert werden. Auf diesem Wege wurden er- 
halten: (pCpT), und (pGpApT),. Ein Teil der dargestellten 
Oligonucleotide kann codierend wirken, d. h. im enzyniati- 
schen Test als Matrize fur die Synthese von kopierter Desoxy- 
ribonucleinsaure oder von messenger-Ribonucleinsaure die- 
nen. 
Bei Verwendung von Schutzgruppen kann man Ribooligo- 
nucleotide synthetisieren ; das langste bisher dargestellte ist 
ein Trinucleosid-diphosphat, UpUpC. Mit Hilfe des Enzyms 
Polynucleotid-Phosphorylase wurden gemischte Polynucleo- 
tide hergestellt, z. B. -(U),o-G-(U),,-G-(U),o-G. Durch TI- 
Ribonuclease wird diese Ribonucleinsaure ausschlienlich ne- 
ben der Guanylsaure gespalten. Dabei entsteht (U)go-G, d. h. 
ein Polynucleotid rnit dem terminalen Triplett UUG. Wenn 
dieses als Messenger fur die Proteinsynthese verwendet wird, 
codiert es die Aminosaure Leucin. Damit ist bewiesen, 
daR UUG das Code-Wort fur Leucin ist. Zudern lieR sich 
so erstmalig zeigen, da8 der Messenger vom 3'-Ende her ab- 
gelesen wird. 

Zur  Chemie der  Rekombination von  Insulinketten 
zu biologisch aktivem Insulin 

H. Zahn, B. Gutte [*I und 0. Brinkhoff, Aachen 

Kristallisiertes Rinderinsulin wurde in Harnstofflosung mit 
Mercaptoathanol bei pH-5 reduziert. Das Gemisch der SH- 
Ketten wurde bei pH=9 und 4-8 OC mit Luft oxydiert und di- 
alysiert. Gelfiltration an Bio-Gel P 150 in Ammoniumhydro- 
gencarbonat-Puffer vom pH=8,15 lieferte in 50-proz. Aus- 
beute eine Fraktion rnit einem Molgewicht von ca. 140000. In 
dieser Fraktion betragt der Anteil an B-Ketten 70% (Amino- 
saureanalyse, amperometrische Disulfidanalyse und Lysin- 
analyse rnit der FDNB-Methode [l]). An der Stelle des nati- 
ven Insulins befinden sich nur 5 % des Rekombinationspro- 
duktes. In der Ietzten Fraktion ist der Gehalt an A-Ketten er- 
hbht. Der Hauptgrund fur die niedrigen Ausbeuten bei der 
Rekombination von reduzierter A- und B-Kette scheint die 
Bildung yon Polydisulfiden aus R- und A-Ketten zu sein. 
Du, Jiang und Tsou [2] erhielten bei der Resynthese Ausbeuten 
von 50% Insulin. Vermutlich verhindert d x  hohe pH-Wert 
10,6 die Bildung der Polymeren, da  nach Fredericg [31 lnsulin 
bei pH=10,6 nicht rnehr aggregiert. 

[*I B. Gutte, Diplomarbeit,Technische Hochschule Aachen, 1964. 
[ I ]  FDNB ~ Fluordinitrobenzol. 
[ 2 ]  Y . 4 .  Du, R.-Q. Jiang u. C.-L.Tsotr, Scientia Sinica (Peking) 
14, 229 (1965). 
[3] E. Fredericq, Nature (London) 17/ ,  570 (1953). 
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Auf einem anderen Wege wurden ebenfalls Insulinausbeuten 
bis zu 44 ~t 14 % erzielt (bestimmt anhand der Glucoseoxyda- 
tion im Rattenfettgewebe). Hierzu wurde reduzierte A-Kette 
a k i n  bei pH=8,8 rnit Luft so lange oxydiert, bis die nachtrag- 
liche Vereinigung rnit der reduzierten B-Kette eine optimale 
Ausbeute an biologisch aktivem Insulin ergab. I n  einem Ver- 
such wurde das Optimum der regenerierten Aktivitat nach 
einer Voroxydationszeit der A-Kette von 60 Minuten erreicht, 
bei einem anderen Versuch nach 100 Minuten. 
Diese Resyntheseprodukte liefern bei der Gel-Filtration an 
Sephadex-G-75 an der Stelle des nativen Insulins eine deut- 
liche Fraktion. Auch 1aBt sich das Insulin nach der Methode 
von Duet al. [4] rnit saurem sek.Butano1 extrahieren. Die Aus- 
beute an Insulinkristallen betrug etwa 20 bis 25 % der gesam- 
ten Aktivitat. 

Oligomerisierung von  Peptiden unter enzymatischer 
Katalyse 

H. Determunn, Frankfiirt/Main 

Bei der Riickreaktion der peptischen Proteolyse entstehen nur 
relativ niedermolekulare Kondensationsprodukte, wenn de- 
finierte Oligopeptide zur ,,Plastein-Reaktion" 

Pepsin 
Oligopeptid --+ Polypeptid 

eingesetzt werden. DreiBig solche Monomere -- meist Penta- 
peptide - mit saurem, basischem oder neutralem Charakter, 
rnit sehrguter undweniger guter Loslichkeit sowie mitverschie- 
denen Aminosauren in der Kette und an den Enden lieferten - 
wenn sie sich iiberhaupt kondensieren IieRen - ein Gemisch 
der homologen Oligomeren. Fruher jedoch war die Bildung 
von proteinahnlichen Makrornolekulen aus komplex zusani- 
mengesetzten Proteinhydrolysaten beschrieben worden. Wir 
haben jetzt solche Hydrolysate an Sephadex G-25 nach dem 
Molekulargewicht getrennt und erhielten aus den niedermole- 
kularen Fraktionen durch Pepsineinwirkung ebenfalls nur nie- 
dermolekularePlasteine. Wahrscheinlich sind die in der alteren 
Literatur angegebenen - und auch dort umstrittenen - hohen 
Molekulargewichte durch groBe Bruchstucke im eingesetzten 
Peptidgemisch oder auch durch Assoziationen zu erklaren. - 
Die Spezifitat des Pepsins fur Hydrolyse und Kondensation 
ist bezuglich der beteiligten Carboxylgruppe identisch. Auf- 
grund von thermodynamischen Uberlegungen und anhand 
einer Annahme uber den Mechanismus der Pepsinkatalyse 
wird versucht, den fruhzeiligen Stillstand der Kondensations- 
reaktion zu erklaren. 

Stand der Erforschung der spezifischen Polysaccharide 
von Enterobacteriaceen 

0. Wesrphul, 0. Liiderifz, B[irhnra Junn und K.  J a m ,  
Frei burg/Brsg. 

Vergleichende Analysen der Zellwand-Lipopolysaccharide der 
S-Formen von mehr als hundert Salmonella- und ebenso vie- 
len E. coli-Stammen ergaben, daR diese Bakterien cine grolJe 
Zahl von Zuckerbausteinen - darunter bislang unbekannte 
Desoxy- und Aminohexosen - synthetisieren und in ihre hoch- 
verzweigten Polysaccharide einbauen konnen. Alle diese Poly- 
saccharide sind nach dem gleichen Prinzip aufgebaut: an eine 
Grundkette von Polyheptosephosphat sind lange Seitenketten 
gebunden, die ihrerseits weiterhin verzweigt sein konnen. Sie 

[4] Y.-C. Du, Y . 4 .  Zhang, Z.-X.  Lu u. C.-L. Tsou, Scientia 
Sinica (Peking) 10, 84 (1961). 
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sind Trager der immunologischen Spccies-Spezifitiit (Sero- 
typen). Die Struktur der Seitenketten wurde mit chemischen, 
immunchemischen und biochemischen Verfahren aufgeklart, 
wobei Untersuchungen an Verlustmutanten (R-Formen) mit 
Enzymblocks (von Synthetasen oder Transferasen) in der Po- 
lysaccharid-Biosynthese sehr aufschluDreich waren. Die sero- 
logische und chemische Analyse von R-Formen ergab, da13 
alle Polysaccharide von SulnioneNu-S-Fornien (Wildformen) 
ein gemeinsames Grundgerust haben (basales Polysaccharid), 
in welchem kurze oligosaccharidische Ketten ails Glucose, 
Galaktose und Glucosamin an Polyheptosephosphat gebun- 
den sind. An die terminale Glucosamin-Einheit (typisch fur 
RIr-Mutanten) sind in S-Formen die sich wiederholenden 
Einheiten der langen 0-spczifischen Seitenketten ankonden- 
siert. 
Eine chemische und genetische Klassifizierung der Salmo- 
nellen und anderer enterobakterieller Genera wird in Zukunft 
aufgrund der Struktur der sich wiederholenden Oligosaccha- 
rid-Einheiten und ihrer strukturellen Variation moglich sein. 
Bei der Einwirkung von Phagen konnen verschiedene Struk- 
turen in andere ubergehen (lysogene Konversionen). Auf 
diese Weise wird die serologische Klassifizierung (Kauff- 
mann-White-Schema) durch eine biochemisch-genetische 
Klassifizierung erganzt. 
Viele E. coli-Keime bilden aul3er dem Zellwand-(Lipo)poly- 
saccharid (0-Antigen) noch ein Kapsel- Antigen (K-Antigen), 
welches an der Zellwand dern 0-Antigen aufgelagert ist. Viele, 
aber nicht alle K-Antigene erwiesen sich als uronsaure-haltige, 
sehr langkettige Polysaccharide. Das Bauprinzip einiger K- 
Antigene und die Struktur der determinanten Gruppe(n) 
wurden ermittelt. -- Aufier 0- und K-Antigenen bilden mu- 
coide Coli-Stamme noch eine Schleimsubstanz (M-Antigen ; 
Colanic Acid von W. F. Goebel), welche cbenfalls ein saures 
Polysaccharid darstellt. Mit Hilfe des Phenol/Wasser-Ver- 
fahrens kann man aus den Bakterien alle Polysaccharide ex- 
trahieren und anschliefiend mit @Cetavlon [51 in die gereinig- 
ten K- und M- (saure Polysaccharide) sowie 0-Antigene 
(Lipopolysaccharide) trennen. Am Aufbau des K-, M- und 
0-spezifischen Polysa.ccharids des gleichen Keims konnen sehr 
verschiedene Zuckerbausteine beteiligt sein. 

Eine enzymatische Methode zur  kinetischen Unter- 
suchung von  Endohydrolasen : 
Aktivitatsbestimmung von  a-Amylase 

R. Werner und C. Keilich, Freiburg/Brsg. 

Die Kinetik des Abbaus von Polysacchariden durch Endo- 
hydrolasen, die das Makromolekiil innerhalb der Kette spal- 
ten, la& sich nur dann exakt untersuchen, wenn man die An- 
deruiig des Molekulargewichts verfolgt. Die Bestimmung des 
Molekulargewichts (Zahlenmittel) ist mil Hilfe einer Exo- 
hydrolase, die monomere Kettenglieder von eineni Ende des 
Polymeren her abspaltet, moglich, da ihre Reaktionsgeschwin- 
digkeit von der Zahl der Endgruppen abhlngt. Da durch die 
Endohydrolase neue Endgruppen gebildet werden, nimmt die 
Geschwindigkeit der Exohydrolase-Reaktion zu; ihre An- 
derung ist also ein quantitatives MaR fur die Aktivitat der 
Endohydrolase. 
Diese neue Methode zur Aktivitatsbestimmung von Endo- 
hydrolasen wird am Beispiel der cr-Amylase erlautert. AIs Exo- 
hydrolase wird eine Polysaccharid-phosphorylase verwendet, 
deren Reaktionsgeschwindigkeit sich durch Bestimmung des 
gebildeten Glucose-I-phosphats rnit Hilfe von Phospho- 
glucomutase und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase im op- 
tisch-enzymatischen Test Ieicht messen 1aBt. Die Aktivitit 
der a-Amylase wird dabei direkt in international definier- 
ten Einheiten - pMol gespaltene glucosidische Bindungen pro 
Minute - angegeben. Die Methode laBt sich grundsatzlich 
bei allen Endohydrolasen anwenden, fur deren Substrat spe- 
zifische Exohydrolasen bekannt sind. 

[ 5 ]  Cetyl-trimethylammoniumbromid. 
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i fbe r  die Molekulargewichte nativer Dextrane 

K .  Ebert, Munchen 

Fur die Molekulargewichte nativer Dextrane hatte man, ge- 
stutzt auf Untersuchungen rnit der Ultrazentrifuge und rnit der 
Lichtstreuung, aufierordentlich hohe Werte von etwa 5 :.: 108 
angenommen. Nach molekularkinetischen Abschatzungen 
aufgrund der molekularen Wirksamkeit des Enzyms hatten 
sich so grol3e Molekule erst nach langeren Reaktionszeiten 
bilden durfen. 
Es wurdc eine Methode entwickelt, die es gestattet, das Zah- 
lenmittel der Molekulargewichte (M,) von nativen Dextranen 
zu bestimmen: die endstandige Saccharosegruppe wird enzy- 
matisch abgespalten und die resultierende aldehydische End- 
gruppe wird rnit tritiumhaltigem Lithiumborhydrid redu- 
ziert; die spezifische Radioaktivitit kann dann mit M, in Be- 
ziehung gesetzt werden. Dabei ergeben sich M,-Werte uni 
2 x 105 fur Dextrane, die bei niedrigen Substratkonzentra- 
tionen erhalten wurden. Diese Werte stimmen niit den Ergeb- 
nissen der Fraktionierung an einer Baker-Williams-Ko- 
lonne uberein. Die eingangs erwahnten hohen Werte werden 
Assoziaten zugeschrieben. 

Kinetische Untersuchungen zur Biosynthese der Cellulose 

M .  Murx-Figini, Mainz 

An den Samenhaaren verschieden lang gereifter Baumwoll- 
kapseln wurden die Menge synthetisierter Cellulose und deren 
Polymerisationsgrad in Abhangigkeit von der Reifezeit er- 
niittelt und initeinander in Beziehung gesetzt. 
Die Messungen zeigten, da13 die Biosynthese der Cellulose 
deutlich zwei aufeinanderfolgende Phasen aufweist. In der 
ersten Phase verlauft die Synthese langsam und liefert nur 
wenig Cellulose. Die Hauptmenge der Cellulose cntsteht wah- 
rend der zweiten Phase, die spontan einsetzt und in der die 
Synthese erheblich schneller vcrlauft. Die Zuordnung der zwei 
Reaktionsphasen zur Bildung der als PriniBr- und Sekundar- 
wand bezeichneten Zellwandschichten wird durch dieermittel- 
ten Polymerisationsgrade sowie durch das Quellungsverhalten 
der Samenhaare, das Langenwachstum und die Menge gebil- 
deter Nichtcelluloseanteile in den verschiedenen Reifestadien 
pesichert. 
Der Polynierisationsgrad nimmt beim Ubergang von der 
ersten zur zweiten Reaktionsphase sprunghaft um nahezu eine 
GroRenordnung zu und bleibt dann wahrend der gesamten 
Sekundlrwandsynthese konstant. Er ist unabhangig von Um- 
satz und Reaktionsgeschwindigkeit und so gut wie vollig ein- 
heitlich. Es mu13 daher der SchluR gezogcn werden, daR bei der 
Biosynthese der Cellulose in hoheren Pflanzen die Hcrstellung 
eines konstanten Polymerisationsgrades durch Matrizen ge- 
steuert wird. 

Modellvorstellungen zur Celluhsesynthese 
und zum Aufbau der pflanzlichen Zellwand 

G. V .  Schulz, Mainz 

Durch die von M. Mnrx-Figini mitgeteilten Untersuchungen 
(siehe vorangehendes Referat) wurde wahrscheinlich gemacht, 
daB die Biosynthese der Cellulose durch Matrizen gesteuert 
wird. Wir haben versucht, aufgrund der Eigenschaften der 
Cellulose und morphologischer Beobachtungen Vorstellungen 
uber die Struktur des synthetisierenden Systems zu entwik- 
keln. Zunachst ergibt sich aus dem Molekulargewicht, da8 die 
Matrize etwa 5 x 14000 8, = 7 p lang sein muR. 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Zellwanden 
(Fryv- Wysding, MuMelhaler, Preston) zeigen, dafi die Sekun- 
darwand aus Fibrillen unbestimmter LBnge rnit Durchmcssern 
\on 50 bis 150 8, besteht. Diese sind parallel in Lagen ange- 
ordnet, die sich unter bestimmten Winkeln kreuzen. Diese 
Struktur schliel3t aus, daR das an der Matrize synthetisierte 
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