
[4] Weitere Einzelheiten uber iPA:  H .  Fe/dinann, D. Diitfing u. 
If. G. Zacharr, noch unveroffentlicht. 
[5] Das Spektrum wurde mit einem CEC 21-1 10 Massenspektro- 
mcter durch direktes Verdampfen der Probe in die Ionenquelle 
aufgenommen. 10--20 pg iPA aus dem Fluat eines Papierelektro- 
pherogramms wurdcn verwendet; K. Rimarrn, P .  Bofnmer ti. 
Desiderio, Tetrahedron L.etters 1964, 1125. 
[6] K.  Biemann u. J .  A. McCloskey, J .  Amcr. chem. Soc. 84, 2005 
(1962). 
[7] Das Spektrum wurde rnit einem A-60 Varian-Spektrometer in 
Verbindung rnit dem C-1024 Time Averaging Computer mit 
ca. 300 pg iPA in D20 aufgenommen. 
[8] R. H .  Hall, M .  J .  Robins, L.  Srasirtk u. R. Thedford, J. Amer. 
chem. SOC., im Druck. 
[9] D. S. Lerliatn, J. S.  Shannon u. I.  R .  McDonald, Proc. chem. 
SOC. (London) 1964, 230. 
[lo] H. Q. Hamzi u. F. Skoog, Proc. nat. Acad. Sci. USA 51, 76 
(1964). 

Untersuchungen zur Sekundarstruktur 
loslicher Ribonucleinsauren 

Von Dip1.-Chem. H. Doepner, Dr. H. Seidel und 
Prof. Dr. F. Cramer 

Max-Planck-Tnstitut fur Experimentelle Medizin, Gottingen 

Die N-Oxidation von Adenosin-Einheiten in Polynucleotiden 
mit Perphthalsaure bei pH = 7,O wird durch Basenpaarung 
gehemmt, wodurch man Kenntnisse iiber die Sekundarstruk- 
tur von s-RNS[ll gewinnen kannr2J. Wir haben diese Me- 
thode auf RNS verschiedener Herkunft und Praparation an- 
gewendet. Es wurde von uns s-RNS aus Bierhefe (AMP 
19,8 %, UMP 24,5%, G M P  28,2 %, CMP 27,5 %, ter- 
minales A 41 %) und s-RNS aus E. coIi B (AMP 20,5 %, 
UMP 18,2%, G M P  30,2%, CMP 31,l %, terminales A 
34,O %) in ,,nativem" Zustand und nach Hitzedenaturierung 
und Abkiihlen untersucht. Die Versuchsreihen wurden wie 
friiher [2J ausgewertet. Als MaR fur den Oxidationsgrad 
diente der Quotient E232 my/E259 my. Mit Hilfe einer Eich- 
kurve wurde daraus auf den mittleren Gehalt oxidierter 
AMP-Einheiten im Molekiil und durch Addition der rest- 
lichen Basen im analytisch ermittelten Verhaltnis auf die 
mittlere Gesamtzahl der pro Molekiil in einstrangigen Be- 
reichen vorhandenen Nucleotide geschlossen. 

doppelstrangigen Bereichen befindlichen Nucleotide (und 
daraus die Zahl der Basenpaare) und tragt diese graphisch 
gegen die Hyperchromiewerte auf, so ergibt sich zwischen 
ca. 15 und 40% Hyperchromie eine nahezu lineare Ab- 
hangigkeit. 
Die friiher 121 unter anderen Bedingungen gewonnenen Daten 
iiber N-Oxidierbarkeit und Hyperchromie von s-RNS aus 
Backerhefe gehorchen innerhalb der Fehlergrenze dieser Ab- 
hlngigkeit. Damit laOt sich die Hyperchromie von s-RNS 
ganz allgemein in eine direkte Beziehung zum Basenpaarungs- 
grad setzen, der rnit Hilfe der N-Oxidation ermittelt wer- 
den kann. 
Vermutlich hat s-RNS eine variable Sekundarstruktur, die 
stark von der MgZ+-Konzentration und vielleicht noch von 
anderen Faktoren abhangt. Es bietet sich nunmehr die Mog- 
lichkeit, durch eine Hyperchromiemessung mit geringsten 
Substanzmengen unter zellahnlichen Bedingungen den Basen- 
paarungsgrad zu ermitteln. 

Eingegangen am 2. Mai 1966 [Z 2181 

[l] Abkiirzungen: A = Adenosin. - s-RNS = Iosliche Ribo- 
nucleinsaure. - AMP = Adenosinmonophosphat. - UMP = 
Uridinmonophosphat. - CMP = Cytidinrnonophosphat. - 
GMP = Guanosinmonophosphat. - Tm-Wert = Temperatur 
beim halben Extinktionsanstieg. - E = Extinktion. 
[2] H. Seidel u. F. Cramer, Biochim. biophysica Acta 108, 361 
(1965). 
[3] Unter Hyperchromie versteht man den Extinktionsanstieg 
bei der thermischen Auflosung geordneter Strukturen. 
[4] G. L.  Browri u. G.  Zubay, J .  molecular Biol. 2, 287 (1960); 
J.  E. A4. Midgley, Biochim. biophysica Acta 108, 340 (1965); 
T. Linclahl, B. B. Henley u. J.  R .  Fresco, J. Amer. chem. SOC. 87, 
4961 (1965). 

Proteinsynthese in Rattenleber-Chromatin 
und Chromatin-Fraktionen [*I 

Von Doz. C. E. Sekeris, W. Schmid, Dr. D. Gallwitz und 
Dr. I. Lukacs 

Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Marburg 

Neben der ,,klassischen" Protein-Biosynthese an messenger- 
RNS und Ribosomen, die auch im Zellkern nachgewiesen 
wurde [21, gibt es in7 Zellkern offenbar noch eine anders verlau- 
fende Proteinsynthese. Wir fanden, daB isoliertes Chromatin 

Endoxidationsgrad (E232/E~59) 

Oxidierte AMP-Einheiten 
(Mittel D r o  Molekul) 

Nucleotideinheiten in einstrangigen 
Bereichen (Mittel pro Molekul) 

Mittlere Nucleotidzahl Dco Molekul 

Basenpaarungen (Mittel pro Molekiil) 

Hyperchromie der unbehandelten s-RNS 
(0,4 M Phosphat; 0,Ol M Mg2+) 

s-RNS aus 
Bierhefe E .  coli B 

nativ 1 erhitzt und 1 nativ 1 erhitzt und 
abgekuhlt abgekuhlt 

0,825 1 1.080 I 0.910 I 1.025 

Die geringere Oxidierbarkeit von s-RNS aus Bierhefe im 
Vergleich zur s-RNS aus E. coli diirfte auf den hoheren 
UMP-Gehalt zuriickzufiihren sein und steht in Uberein- 
stimmung rnit der hoheren Hyperchromie [JJ. Erhitzt man 
s-RNS Iangere Zeit iiber den Tm-Wert[lJ und kiihlt dann 
Iangsam ab, so steigt die Oxidierbarkeit in beiden FBllen 
betrachtlich, gleichzeitig sinkt die Hyperchromie. 
Bestimmt man durch Subtraktion der im Mittel pro Molekiil 
in einstrangigen Bereichen vorhandenen Nucleotideinheiten 
von der mittleren GesamtnucleotidzahI 141 die Zahl der in 

aus Ratteiileber-Zellkernen [14C]-Leucin in Protein einbaut. 
Das neue Protein synthetisierende System zeigt folgende 
Eigenschaften (Tabelle) : 
1.  Der Einbau von radioaktiv markierter Aminosaure in 
Protein ist gegen Ribonuclease resistent. 

2. Die Proteinsynthese ist von der Zugabe aminosaure-akti- 
vierender Enzyme unabhangig. 

3. Die Proteinsynthese wird durch messenger-RNS nicht 
stiniuliert. 
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4. Bei der Inkubation rnit Desoxyribonuclease verliert das 
System an Aktivitat. 

72 
59 

87 

76 

Einbau von [14C]-Leucin 
in Protein 
[Imp./(minx mg Protein)] 

50-81 
56-58 

01 

01 

Chromatin allein [a] I 1840 

Chromatin + Ribonuclease 
(50 u/mU 

Chromatin + 105000-g-Uberstand 
(2 mg Protein) 

Chromatin + 50 y messenger-RNS 
(aus Rattenleher) 

1985 

1795 

1825 

Chromatin + Desoxyribonuclease 
(100 YlmO 

[a] Chromatin (1 mg Protein, Praparat nach Desoxycholatbehandlung, 
siehe unten), 7,5 y.Mol KCI. 3 pMol MgC12, 80 pMol Tris(2-amino- 
2-hydroxymethyl-1,3-propandiol), 0,15 pMol ATP, 150 [iMoI GTP, 
0,5 ~ M o l  Kreatinphosphat, 10 y Kreatinphosphokinase, je 0,025 pMol 
von 20 Aminosauren und 0,l  $C [14C]-Leucin (spezifische Aktivitat 
150 mC/mMol). Volumen: 0,5 ml. Inkubationszeit: 60 min bei 37 "C. 
Der Einbau wuurde wie in I31 beschrieben gemessen. 

Das Chromatin wurde aus Rattenleber-Zellkernen nach 
Weiss[41 isoliert. Das Praparat (,,aggregate enzyme" nach 
Weiss) baut Ribonucleosid-triphosphate in RNS ein und be- 
steht ausDNS/RNS/Protein imGew.-Verhaltnis 1 :2:10 bisl5. 
Durch Einwirkung von 0,2 % Na-Desoxycholat in 0,065 M 
Tris-Puffer (pH = 7,9) konnte das Praparat vom Hauptteil 
(ca. 90 %) der Proteine befreit werden. Das durch niedrig- 
tourige Zentrifugation gewonnene Sediment enthalt die volle 
Aktivitat und zeigt ein DNS/RNS/Protein-Verhaltnis von 
1:0,4:1,5. Es wurde in 0,065 M Tris-Puffer (pH = 7,9) sus- 
pendiert und rnit 100 yg/mI Desoxyribonuclease und MgC12 
(2 yM) 30 min bei 37 "C geschuttelt. Dabei verandert sich die 
glasig-klare Fadenstruktur des Praparats und man erhalt ein 
weiOes Pulver. Durch Zentrifugation wird ein weiOer Nieder- 
schlag und ein leicht getriibter Uberstand gewonnen. Der 
Niederschlag enthalt die gesamte Aktivitat ; der Uberstand, 
in dem freigesetzte Desoxyribonucleotide, RNS und Proteine 
nachweisbar sind, wirkt dagegen hemmend (die Natur des 
Hemmfaktors ist noch nicht bekannt; er ist hitzestabil ; 
Molekulargewicht zwischen 3000 und 15 000). Behandlung des 
Niederschlags mit Ribonuclease (100 pg/ml, 20 min, 37 "C) 
entfernt Proteine und RNS ohne Aktivitatsverlust. Das 
DNS/RNS/Protein-Verhaltnis betragt nach dieser Behand- 
lung 2: 1,5:6,5. Durch partielle Verdauung mit Trypsin wird 
ein Teil des Enzyms in aktivem Zustand in Losung gebracht 
und findet sich nach Zentrifugieren im uberstand. 

Die Protein-Synthese wird gehemmt dnrch Histone aus 
Rattenleber-Zellkernen (durch 1 mg/ml bis zu 90 x), durch 
Protamin-Sulfat (1 mg/ml bis ZLI 98 %) uiid durch Anti- 
biotika wie Chloromycetin (1 mg/ml + 98 % Hemmung) 
oder Puromycin (0,4 mg/ml +. 80 % Hemmung). Papier- 
chromatographisch (Fingerprint-Methode) lieI3 sich zeigen, 
daO das Leucin in Peptide eingebaut uird. 10-15 % der ein- 
gebauten Aktivitat sind in 0,2 N HCI Ioslich. Das neu syn- 
thetisierte Protein wird vom Enzymkomplex nicht freige- 
setzt. Von der mit HCI nicht extrahierten Aktivitiit lost sich 
ein geringer Teil in 8 M Harnstoff. 

Die biologische Bedeutung dieser RNS-unabhangigen Pro- 
tein-Synthese ist noch unbekannt. Ein Teil des gebildeten 
Proteins ist wahrscheinlich Strukturprotein des Chromatins, 
jedoch ist auch eine Regulator-Funktion in Betracht zu 
ziehen. Hierfur spricht, daI3 die Protein-Synthese am Chro- 
matin durch hormone11 aktive Steroide beeinflulit wird nnd 
daO sie nach partieller Hepatektomie ansteigt. WeitereLVer- 
suche hierzu sind im Gange. 

Eingegangen am 29. April 1966 [Z 2241 

[l] 2. Mitteilung zur Proteinsynthese im Zellkern. - 1. Mittei- 
lung: C. E. Selieris, W. Schmid, D. Gnllwitz u. I .  Lukacs, Lifc 
Sciences, im Druck. 

[ 2 ]  J .  H .  Frenster, V. G'. Allfrey u. A.  E. Mirsky, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 46, 432 (1960); T. Y. Wnng, Blochiin. biophysica 
Acta 49, 108 (1961). 
[3] N. Lang u. C. E. Sekeris, Hoppe-Seylers Z .  physiol. Chem. 
339, 238 (1965). 
[4] S.  B. Weiss, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 1020 (1960). 

Peptid- und Axapeptid-Synthesen mit 
N- [ 1-( 1,2,4-Triazolyl)-carbonyl]-aminosaureestern 

Von Dr. J. Gante[*] 

Institut fur Organische Chemie der Freien Universitat Berlin 

Aquimolare Gemische aus 1,2,4-Triazol und a-Isocyanato- 
fettsaure-athylestern ( I )  reagieren exotherm zu den bisher 
unbekannten N-[l-(1,2,4-Triazolyl)-carbonyl]-aminosaure- 
ithylestern (2). Bei der Reaktion mit den trigeren Iso- 
cyanaten ( Ic)  und ( Id)  wird 1 Std. auf 90 "C erhitzt. 

7 
O=C=N-CH-CO,C,HS + HC--N 

II II 

N 
N. X H  .1 H 

(1) 

H 
N=C, I ,N-C-NH-CH-CO,C,H, (2) 

H C = d  

R 

-H 
-CH, 

Ausb. 
[ % I  

84 
19 

95 

75 

Fp "C1 

109-1 1 1  
62 

103 

65-67 

opt. Drehung 

[4g ~= -15,o" 

~ ~ 1 6 5  = -6,i 0 

(c = 1 ,  Essigester) 

(c = 1 ,  Essigester) 

Die Verbindungen (2u)-(2d) sind farblose Substanzen, die 
a m  wasserfreiem Essigesler/Petrolither oder aus wasser- 
freiem Ather/Petrolather gut kristallisieren. Der Substitutions- 
ort am Triazolring ergibt sich aus den NMR-Spektren (auf- 
genommen in CC14) von (2b) und (2d) : In Ubereinstimmung 
rnit Untersuchungen von H. A.  Staub am N-Acetyl-1,2.4- 
triazol 121 beweisen jeweils zwei Protonensignale gleicher Inten- 
sitat bei 2,13 und 1,17 t bzw. 2,15 und 1,207 die unsymme- 
trische Struktur (2) mit ungleichwertigen Triazol Protonen. 
Die Verbindungen (2a)-(2d) eignen sich wie die entspre- 
chenden Imidazol-Derivate 131 zu Peptidsynthesen. So erhalt 
man durch Erhitzen (9-12 Std.) mit aquimolaren Mengen 
Carbobenzoxy-glycin (Cbo-gly) auf 90-1 10 "C unter COz- 
und Triazol-Abspaltung die Dipeptide (3a)-(3d), die sich 
durch Umfallen aus Athanol/Wasser reinigen lassen. 

P 
Cbo-NH-CH,-CO-NH-CH-CO,C,HS Gy (3 )  

B (2)  
R'-NH-NH-CO-NH-CH-CO,C2H, 

(4a). R: - H ,  R': -Cbo 

( Ib) ,  R: -CH,-CH(CH,),, R ' :  Cbo-NH-CH,-CO- 

13) R 

-H 
-CH3 

-CHz-CaHs 

-CHI-CH(CH~)I 
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