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Idiosynkrasien der DNA-Struktur (Nobel-Vortrag)**

1958 erwies sich die Summe des Wissens iiber die ge-
netische Struktur der Phagenpartikeln als Paradoxon.
Einerseits ergaben genetische Kreuzungsversuche
die Existenz eines einzigen zusammenhingenden
Genoms 1], andererseits jedoch lieBen physikalische
Ergebnisse vermuten, dafl Phagenpartikeln mehr als
ein DNA-Molekiil und moglicherweise sogar mehr
als eine Spezies von DNA-Molekiilen enthalten. Wir
brauchen hier nicht bei dem Paradoxon zu verweilen,
denn es ergab sich spater, daB die physikalischen Er-
gebnisse nicht richtig waren. -Phagenpartikeln ent-
halten jeweils nur ein einziges DNA-Molekiil, und
dieses ist spezies-spezifisch.

Beim Versuch, das Paradoxon von 1958 zu beseitigen,
mufiten meine Kollegen und ich damit beginnen, die
Extraktion, die Reinigung und die Charakterisierung
von DNA-Molekiilen zu erlernen. Unsere Unerfah-
renheit war kein ernstes Handicap, weil die damals
bekannten Techniken noch ziemlich primitiv waren.
Sie waren primitiv aus einem guten Grund: Bevor
man in der Lage war, Viruspartikeln auseinanderzu-
nehmen, hatte noch niemand eine Lésung einheit-
licher DNA-Molekiile gesehen. Ohne es zu wissen,
traten wir in eine jener gliicklichen Perioden ein,
in denen jeder technische Fortschritt zu neuen Er-
kenntnissen fihrt.

Joseph Mandell und ich versuchten zunichst, eine
Chromatographie der DNA in Gang zu bringen [2],
Dies gelang uns, wie manchen Chromatographen vor
uns, mehr mit Hilfe der Fingerfertigkeit als mit Hilfe
der Theorie 3). Elizabeth Burgi und ich erhielten bei

[*] Prof. Dr. A. D. Hershey

Genetics Research Unit,

Carnegie Institution of Washington,

Cold Spring Harbor, New York (USA)
[**] Copyright © The Nobel Foundation 1970, — Wir danken
der Nobel-Stiftung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum
Druck dieser Ubersetzung.
[1] A. D. Kaiser, Virology 1, 424 (1955); G. Streisinger u. V.
Bruce, Genetics 45, 1289 (1960).
[2] J. D. Mandell u. A. D. Hershey, Anal. Biochem. I, 66
(1960).
[3] Ich erinnere mich an ein entmutigendes Gesprich mit Paul
Doty, in dem er (unter meiner Zustimmung) darauf hinwies, dafl
man bei groBen DNA-Molekiilen kaum eine Gleichgewichtsein-
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der ersten Anwendung unserer Methode folgende
Ergebnisse [41:

1. Aus dem Phagen T2 extrahierte DNA erwies sich
als chromatographisch homogen.

2. Bei einer kritischen Riihrgeschwindigkeit ging die
DNA in einem EinstufenprozeB in eine zweite chro-
matographische Spezies iiber. Die zweite Spezies er-
gab eine Bande, die chromatographisch nicht homo-
gen war. Wir vermuteten, daBl sie aus Fragmenten
der halben Linge bestand, die durch Briiche vorzugs-
weise im mittleren Bereich des urspriinglichen Mole-
kiils entstanden waren,

3. Eine chromatographisch isolierte Fraktion der
Halb-Fragmente ging bei hoherer kritischer Riihrge-
schwindigkeit in einem Schritt in eine dritte chroma-
tographische Spezies iiber, die wir Viertel-Fragmente
nannten.

4. Unfraktionierte Halb-Fragmente konnten durch
Riihren graduell, nicht schrittweise, verindert wer-
den, vermutlich weil die Fragmente verschiedener
Linge bei verschiedenen charakteristischen Riihrge-
schwindigkeiten zerbrachen.

5. Diese Resultate zeigten, daB das chromatogra-
phische Verhalten und die Zerlegbarkeit durch
Scherung von der Linge der Molekiile abhingen und
daB unser Ausgangsmaterial nach beiden Kriterien
im Bezug auf die Linge einheitlich war.

Burgi und ich stiitzten unsere Ergebnisse durch Sedi-
mentationsanalysen und gaben uns Miihe, prizise
Halb- und Viertel-Molekiile zu isolieren (51,

An diesem Punkt waren wir davon iiberzeugt, cha-

rakteristische DNA-Molekiile in der Hand zu haben,

kannten aber keine Methode, sie zu wiagen oder zu
messen. Gliicklicherweise verfiigten Irwin Rubenstein

stellung mit der Sdulenfiillung wihrend des Passierens der Siule
erwarten konne. Aber wenigstens hatten es Mandell und ich mit
ionischen Wechselwirkungen zu tun. Einige Jahre spiter
muliten Doty, Marmur und ihre Kollegen einer wirklichen
theoretischen Krise ins Auge blicken: Wie sollte man nun,
nachdem sie die Renaturierung der DNA entdeckt hatten, die
beachtliche Geschwindigkeit dieses Vorgangs erklidren?

[4] A. D. Hershey u. E. Burgi, J. Mol. Biol. 2, 143 (1960).
(5] E. Burgi u. A. D. Hershey, J. Mol. Biol. 3, 458 (1961).
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und C. A. Thomas jr. liber eine MeBmethode, aber
sie hatten Schwierigkeiten beim Priparieren des
Materials. In gemeinsamer Anstrengung konnten wir
durch radiographische Methoden den Phosphorge-
halt der T2-DNA-Molekiile sowie ihrer Hilften und
Viertel messen 61, Wir fanden ein Molekulargewicht
von 130 Millionen fiir die intakte DNA. Ja mehr
noch, da das DNA-Molekiil und die Phagenpartikel
gleich viel Phosphor enthielten, konnte es nur ein
Molekiil pro Partikel geben. Demnach besal3 also der
Phage T2 ein unimolekulares Chromosom.

Da uns nun das aus dem Phagen T2 gewonnene Ma-
terial als Standard zur Verfiigung stand, arbeiteten
Burgi und ich Bedingungen aus, unter denen die
Sedimentationsgeschwindigkeit in Rohrzuckerlosung
als Ma@ fiir das Molekulargewicht genutzt werden
konnte [71, Wir fanden die niitzliche Beziehung

Dy/Dy = (Mz/My)0-35 63

Darin bedeutet D die Distanz, um die ein Molekiil
sedimentiert ist, M das Molekulargewicht, und die
Indices beziehen sich auf verschiedene DNA-Spezies.
Die Beziehung ermoglicht es, das Molekulargewicht
einer unbekannten DNA mit dem einer bekannten
DNA zu vergleichen, wenn man die beiden gemein-
sam sedimentieren 14B8t. Nach dieser Methode ergibt
sich z.B. fiir die DNA des Phagen A ein Molekular-
gewicht von 31 Millionen.

Natiirlich gilt Gl. (1) nur flir typische bihelicale
DNA-Molekiile. Als Test auf Vergleichbarkeit der
Strukturen haben wir die Zerbrechlichkeit unter
hydrodynamischer Scherung gemessen, die sowohl
vom Molekulargewicht als auch von der Molekiil-
struktur abhingt [81,

Wihrend es gelang, die Prinzipien der T2-DNA-Struk-
tur wie beschrieben auszuarbeiten, fiihrte die gene-
tische Analyse des Chromosoms zu einem eigenen
Paradoxon. Damals hatte der Phage T4 den Phagen
T2 fiir experimentelle Zwecke weitgehend ersetzt,
aber die beiden Phagen sind so eng miteinander
verwandt, daB an einem von ihnen gewonnene Er-
kenntnisse gewohnlich fiir beide zutreffen.

Das Paradoxon ergab sich aus der Arbeit von Doer-
mann und Boehner %), die fanden, dall T4-Hetero-
zygoten in der Tat ohne Segregation replizieren
konnten und eine irgendwie polarisierte Struktur hat-
ten. Diese Eigenschaften waren mit dem Heterodu-
plex-Modell fiir Heterozygoten unvereinbar und ver-
anlaBten deshalb Streisinger und seine Kollegen, zwei
sehr entscheidende Eigenschaften der T4-DNA-Struk-
tur zu postulieren: Die zirkulidre Permutation und die
terminale Repetition (101, Ich werde gleich auf diese
Eigenschaften zuriickkommen und mdchte hier nur

[6] I. Rubenstein, C. A. Thomas jr.u. A. D. Hershey, Proc. Nat.
Acad. Sci. U.S. 47, 1113 (1961).

[7] E. Burgi u. A. D. Hershey, Biophys. J. 3, 309 (1963).

(8] A. D. Hershey, E. Burgi u. L. Ingraham, Biophys. J. 2, 424
(1962).

[9]1 A. H. Doermann u. L. Boehner, Virotogy 21, 551 (1963).
[10] G. Streisinger, R. S. Edgar u. G. Harrar Denhardt, Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S. 51, 775 (1964).
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festhalten, daB beide durch physikalische Analysen
bestatigt worden sindi11i, Ich wende mich jetzt einer
recht andersartigen DNA zu, der des Phagen A.

Zunichst einmal erwiesen sich unsere A-DNA-Pripa-
rationen als widerspenstig. Sie weigerten sich, durch
unsere Chromatographiesidule zu laufen und ergaben
keine brauchbare Bande in der Ultrazentrifuge. Erst
als es uns gelang, hochaufgeldste Sedimentations-
profile in Rohrzuckerlosung zu erhalten, wurden
unsere Resultate sinnvoll [12], Wir konnten nun in ge-
eigneten Pridparationen vier Komponenten feststel-
len. Drei von ihnen sedimentierten mit Geschwindig-
keiten, die nach Gl. (1) fiir lineare Strukturen mit
den Langenverhiltnissen 1:2:3 zutrafen. Wir nann-
ten sie vorlidufig Monomere, Dimere und Trimere,
Die vierte Komponente sedimentierte schneller als
das Monomere, aber langsamer als das Dimere. Wit
nannten sie ein geschlossenes oder gefaltetes Mono-
meres.

Eine weitere Analyse wurde moglich, als wir fanden,
daB Erhitzen auf ungefihr 75 °C (noch nicht ausrei-
chend fiir Denaturierung) alle miteinander in lineare
Monomere umwandelte. Weiter konnten wir zeigen,
daB Monomere in verdiinnter Losung durch Er-
hitzen auf 55 °C vollstindig in die geschlossene Form
iberfilhrt werden. Umgekehrt lieferte das Erhitzen
konzentrierter Losungen auf 55 °C Dimere, Trimere
und groBere Aggregate. AuBerdem nahm die Zer-
brechlichkeit der Gebilde unter Scherung in der rich-
tigen Reihenfolge ab: Trimere, Dimere, geschlossene
Monomere, lineare Monomere. Schlieflich erwiesen
sich das Entstehen der geschlossenen Struktur und
die Aggregation deutlich als kompetitive Prozesse,
was vermuten lieB, daB jedes Molekiil zwei Bindungs-
stellen hat, die fiir beide Prozesse verantwortlich
sind.

Wir priiften unser Modell, indem wir uns die Mole-
kiilhdlften vornahmen, die entsprechend der Hypo-
these ja lediglich eine Bindungsstelle tragen und also
nur in der Lage sein sollten, sich zu Paaren zu ver-
einigen (Abb. 1). Dies erwies sich als korrekt: Durch

Oo— C
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Abb. 1. Reversible Vereinigung der Molekithdlften der A-DNA
(schematisch). Oben: Molekiilhdlfien. Unten: Vereinigung der Molekiils
halften iiber ihre terminalen Bindungsstellen.

thermische Behandlung konnten wir Molekiilhélften
reversibel in Strukturen umwandeln, die mit gleicher
Geschwindigkeit wie die nicht gebrochenen linearen
Molekiile sedimentierten. Mehr noch, die wiederver-
einigten Hilften wiesen eine Schwimmdichte auf, wie

[11] C. A. Thomas jr. u. I. Rubenstein, Biophys. J. 4, 94 (1964);
L. A. MacHattie, D. A. Ritchie, C. A. Thomas jr. u. C. C.
Richardson, J. Mol. Biol, 23, 355 (1967).

[12] A. D. Hershey, E. Burgi u. L. Ingraham, Proc. Nat. Acad.
Sci. U.S. 49, 748 (1963).
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sie fiir gepaarte rechte und linke Molekiilhdlften zu
erwarten ist, nicht aber fiir gepaarte rechte Hilften
oder gepaarte linke Hilften [131, Die Bindungsstellen
muflten also in ihrer Struktur komplementir und
nicht nur einfache unspezifische Klebestellen sein.
Unsere Resultate waren aullerdem mit der Annahme
terminaler Bindestellen in Einklang, was spiter elek-
tronenmikroskopisch belegt wurde. Die geschlossene
und die offene Form der A-DNA sind in Abbildung 2
schematisch wiedergegeben.

P

Abb. 2. Gegenseitige Umwandlung von offenen und geschlossenen
Formen der A-DNA. Das bihelicale DNA-Molekiil ist durch parallele
Linien entgegengesetzter Polaritit dargestellt.

Die Phagen T4 und 2 représentieren zwar nicht er-
schopfend alle Moglichkeiten der Phagen-DNA-
Struktur [14], aber sie bieten doch manches Prinzipi-
elle. Um zusammenzufassen, was wir von ihnen ge-
lernt haben, m6chte ich in Abbildung 3 drei Typen
idealisierter DNA-Molekiile zeigen.
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Abb. 3. Drei bihelicale DNA-Molekiile als Informationsdiagramme
dargestellt. Jeder groBe Buchstabe symbolisiert eine beliebige lange
Nucleotidsequenz, jeder kleine Buchstabe die komplementire Sequenz.

Struktur I gibt eine Watson-Crick-Doppelhelix in
ihrer einfachsten Form wieder. Tatsichlich aber ist
bisher nicht bekannt, daB Struktur I existiert, mog-
licherweise, weil die Replikation der Enden des
Molekiils mechanisch schwer vorstellbar ist.

Struktur II zeigt die besprochene lineare Form der
A-DNA. Man beachte, daB sie auf dem Papier von
Struktur I abgeleitet ist, ohne daB Nucleotide weg-
genommen oder hinzugefiigt worden sind. In der
Natur kann aber Struktur II nicht aus Struktur I
entstanden sein, weil sie die Sequenz za enthailt, die in

[13] A. D. Hershey u. E. Burgi, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 53,
325 (1965).

(14) C. A. Thomasjr.u. L. A. MacHattie, Annu. Rev. Biochem.
36, 485 (1967).
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I fehlt. In Struktur II kénnen A und a bindende Se-
quenzen genannt werden, und diese miissen nur lang
genug sein, um eine spezifische Basenpaarung zu er-
moglichen, In der A-DNA umfassen die bindenden
Sequenzen jeweils ungefihr 20 Nucleotide [15). Ver-
mutlich umgeht der Phage A die Schwierigkeit, die
Enden zu replizieren, indem er sie abschafft (Abb. 2).

Struktur III gilt fiir T4-DNA. Sie ist auf dem Papier
von Struktur I durch zyklische Permutation abge-
leitet, wobei zusidtzlich Sequenzwiederholungen an
einem Ende angefiigt sind. Man sagt, T4-DNA-
Molekiile seien zirkular permutiert und meint damit,
daB die 200000 mdoglichen zyklischen Permutationen
mit gleicher Haufigkeit vorkommen. Die terminalen
Wiederholungen in der T4-DNA sind relativ lang:
ungefihr 19, der Linge des Molekiils, und sie ent-
halten ungefihr zwei Gene. Das heiflt also, die T4-
DNA 16st das Problem der Replikation der Enden,
indem sie sie entbehrlich macht, Die gleiche Eigen-
schaft schiitzt die Genfunktion wihrend der Permu-
tation, weil die zerbrochenen Gene in einem bestimm-
ten DNA-Molekiil jeweils in einer zweiten, intakten
Kopie vorhanden sind.

Die Struktur IIT hat drei genetische Konsequenzen.
Zunichst sind durch Rekombination entstandene
Molekiile heterozygot fiir Genorte, die in den termi-
nalen Repetitionen liegen [16], Weiter scheinen solche
Heterozygoten so, als ob sie nur ein Ende hitten,
und konnen vor der Segregation replizieren 9l
SchlieBlich fiihrt die zirkulare Permutation zu einer
zirkularen Genkarte 101,

Der Phage T4 kann seine permutierten DNA-Mole-
kiile nicht dadurch erzeugen, daBl er spezifische Inter-
nucleotidbindungen spaltet, mul} sie also irgendwie
der GroBe nach zurechtschneiden. Im Prinzip konnte
er das tun, indem er entweder die Gesamtlinge oder
die Linge der terminalen Repetitionen miBt. Vor vie-
len Jahren suchten George Streisinger und ich nach
T4-DNA-Molekiilen, die als Folge genetischer Dele-
tionen verkiirzt sind. Wir fanden keine. Der Grund
ist, daB der Phage T4 sein Chromosom nach Messung
der Gesamtlinge schneidet. Demnach werden bei
Verkiirzung des Genoms die terminalen Repetitionen
verldngert [17],

Auch diefiir -DNA gezeigte Struktur IT hatihre gene-
tischen Konsequenzen. Hier miissen die Enden des
Chromosoms durch die Spaltung spezifischer Inter-
nucleotidbindungen entstanden sein; daraus folgt,
daB Deletionen notwendigerweise das DN A-Molekiil
verkiirzen [18], Die Bindungsstellen in der A-DNA
liefern zwar keinen AnlaB fiir eine zirkulare Gen-
karte, erweisen sich aber als Bindeglied in der Mitte
des Prophagen und fithren zu einer Genkarte des
A-Phagen mit zwei zyklischen Permutationen. Tat-

(15] R. Wuu. A. D. Kaiser, J. Mol. Biol. 35, 523 (1968).

[16] J. Séchaud, G. Streisinger, J. Emrich, J. Newton, H. Lan-
ford, H. Reinhold u. M. Morgan Stahl, Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S. 54, 1333 (1965).

[17] G. Streisinger, J. Emrich u. M. Morgan Stahl, Proc. Nat.
Acad. Sci. U.S. 57, 292 (1967).

[18] E. Burgi, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 49, 151 (1963).
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sdchlich hat Campbell 1191 die Notwendigkeit fiir eine
funktionelle Zirkularitit des A-Chromosoms zu einer
Zeit vorausgesehen, als die DNA nur als irgend etwas
hochst NebulGses beschrieben werden konnte.

Zusammenfassung

Die Arbeiten mit den beiden Phagen-Spezies fiihrten
zu drei Verallgemeinerungen, die wahrscheinlich fiir
alle Viren gelten.

1. Viruspartikeln enthalten ein einziges Molekiil
Nucleinséure.

2. Die Molekiile sind spezies-spezifisch und, aller-
dings mit interessanten Ausnahmen, in Virusparti-
keln einer bestimmten Spezies identisch.

3. Verschiedene Virusspezies enthalten Nuclein-
sduren, die nicht nur in Linge und Nucleotidsequenz
verschieden sind, sondern zusétzlich in mancher un-
erwarteten Weise. Ich habe nur zwei Beispiele be-
schrieben: A-DNA, als Beispiel fiir terminale binden-
de Sequenzen, und T4-DNA als Beispiel fiir zirkulare
Permutation und terminale Repetition von Nucleo-
tidsequenzen.

Nachwort

Im Vorangehenden habe ich bewufit nur einen ein-
zigen roten Faden verfolgt, wihrend ich sowohl
Parallelentwicklungen in anderen Laboratorien als
auch Arbeiten, die in meinem Laboratorium ohne
meine direkte Mitwirkung geleistet worden sind, ver-
nachldssigt habe. Einige dieser Unterlassungen
mochte ich jetzt wieder gutmachen,.

Der Abbau von DNA-Molekiilen durch Scherkriafte
ist schon mehrfach vor uns untersucht worden.
Davison (201 hat zuerst die extreme Anfilligkeit sehr
langer DNA-Molekiile fiir Scherkrifte bemerkt und
mit Levinthal 1211 die Theorie der Molekiilbriiche ab-
geleitet. Immerhin konnten wir die stufenweisen

[19] A. Campbell, Advan. Genet. 11, 101 (1962).
[20] P. F. Davison, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 43, 1560 (1959).
[21] C. Levinthal u. P. F. Davison, J. Mol. Biol. 3, 674 (1961).
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Briiche bei kritischen Scherkriften als erste beob-
achten. Diese Beobachtung stiitzte die Theorie und
vervollstindigte unsere Beweise fiir die Homogenitat
der Molekiile.

Davison et al. 221 haben auch gezeigt, dafl Partikeln
des Phagen T2 einzelne DNA-Molekiile enthalten,
doch versuchten diese Forscher nicht, das Molekular-
gewicht direkt zu messen.

Physikalische Studien an der DNA waren natiirlich
schon einige Jahre im Gange, bevor die Analyse der
Viruspartikeln begann. Beispielsweise haben Doty,
McGill und Ricei23] e¢ine Beziehung abgeleitet, die
unserer Gl. (1) mit einem Exponenten von 0.37 ent-
spricht. Thre Daten iiberdeckten den Molekularge-
wichtsbereich unterhalb von 7 Millionen. Grofere
Molekiile waren zu dieser Zeit noch nicht bekannt
und hitten auch keinesfalls mit den damaligen Me-
thoden untersucht werden konnen.

Unsere Arbeiten iiber die Sedimentation der DNA
in Rohrzuckerlosungen wiren erheblich erleichtert
worden, wenn uns Martins und Ames’ 241 Arbeit
iiber die Sedimentation von Enzymen bekannt ge-
wesen ware.

Das erste Beispiel einer zirkularen DNA 251, und
auch der erste Beweis fiir die Existenz nur eines DNA-
Molekiils pro Phagenpartikel[26], war Sinsheimers
Arbeit mit dem Phagen ®X 174 zu entnehmen. Seine
DNA bildet Einzelstringe von nur 1.7 Millionen
Dalton Molekulargewicht und gestattet somit Licht-
streuungsmessungen.

Elizabeth Burgil18] hat verminderte Molekularge-
wichte fiir die DNA aus A-Phagen mit Deletionen
nachgewiesen, bei denen schon vorher G. Kellenberger
et al.[27] gezeigt hatten, daB eine Phagenpartikel
weniger DNA enthilt.

Eingegangen am 25. Februar 1970 [A 7871
Ubersetzt von Dr, Thomas Hopner, Heidelberg

[22) P. F. Davison, D. Freifelder, R. Hede u. C. Levinthal, Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S. 47, 1123 (1961).

[23] P. Doty, B. McGill u. S. Rice, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.
44, 432 (1958).

[24] R.G. Martin u. B.N. Ames, J. Biol. Chem. 236, 1372 (1961).
[25) W. Fiers u. R. L. Sinsheimer, J. Mol. Biol. 5, 408 (1962).
[26] R. L. Sinsheimer, J. Mol. Biol. 1, 43 (1959).
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3, 399 (1961).
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