
AbschlieDende Bemerkungen auf den Cold Spring Harbor Symposien uber quanti- 
tative Biologie 1963 und 1966 zu verweisen, um die 
Weite dieses Gebietes und das AusmaD der heute ver- 

Der genetische Code ist heute im wesentlichen ent- 
ziffert. k h  hatte das Gliick, im Laufe unserer Arbeiten 
viele begeisterte Mitarbeiter zu haben. Den Jahren der 

fugbaren Informationen zU &en. Zus&tzliche An- 
gaben konnen den neu erschienenen Biichern von 
Woese [91 und J&es [841 entnommen werden. 

Muhe und den wichtigen Beitragen von Mitarbeitern 
und zahllosen Kollegen uberall auf der Welt Rech- 
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nung zu tragen, iSt in der verfugbaren Zeit unmoglich. 
Man braucht nur auf die zusammenfassenden Berichte 
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Nucleimiiure-Synthese als Werkzeug fiir das Studium des genetischen Codes 
(Nobel-Vortrag)[**l 

Von H. G. Khorana[*] 

I. Einfiihrung 

Der neuerliche Fortschritt im Verstandnis des geneti- 
schen Codes ist der Erfolg der Anstrengungen zahl- 
reicher Forscher, die eine Vielfalt wissenschaftlicher 
Disziplinen vertreten. Es scheint mir deswegen ange- 
bracht, einen kurzen uberblick uber die wichtigsten 
Schritte bei der Entwicklung des genetischen Codes 
zu geben, bevor ich meinen Beitrag diskutiere, der 
stets zum grol3en Teil auf den Anstrengungen einer 
ganzen Gruppe basierte. Ich mochte auch in Ihr Ge- 
dachtnis zuruckrufen, daD Crick einen uberblick uber 
das Problem des genetischen Codes bis 1962 in seinem 
Nobelvortrag gegeben hat. 
Es ist immer schwierig, vielleicht unmoglich, den Aus- 
gangspunkt eines wissenschaftlichen Gebietes zu de- 
terminieren oder klar zu definieren; die Idee, daD 
Gene Proteine herstellen, war aber auf jeden Fall ein 
wichtiger Schritt, und dieses Konzept wurde besonders 
durch die Ein-Gen-ein-Protein-Hypothese von Beadle 
und Taturn 121 in den Brennpunkt des Interesses geruckt. 
Damit war die biochemische Genetik geboren. Der 
niichste Schritt war getan, als feststand, daR Gene 
Nucleinsauren sind. Die Transformationsversuche von 
Avery und Mitarbeitern [3J und danach die Bakterio- 
phagen-Experimente von Hershey und Chase 141 sicher- 
ten dies fur die DNA, die Arbeit mit der Tabakmosaik 
virus-RNA einige Jahre spater auch fur die RNA [5,6J. 
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Anfang der funfziger Jahre stand damit fest, daJ3 
Gene Nucleinduren sind, und daI3 Nucleinsauren 
die Protein-Synthese steuern, wobei die direkte Be- 
teiligung der RNA an diesem ProzeD in den friihen 
Arbeiten von Caspersson 171 sowie Bruchet [81 vermutet 
wurde. Auf dieser Stufe war es wichtig, mehr uber die 
Chemie der Nucleinduren zu wissen, und tatdchlich 
waren die nun immer schneller aufeinanderfolgenden 
Entdeckungen weitgehend eine Folge der Arbeit an 
den Nucleinsauren auf biochernischer und chemischer 
Ebene. 
Die Strukturchemie der Nucleinluren, die sich wlh- 
rend etwa 70 Jahren in vielen Landern entwickelte, 
ging Schritt fiir Schritt von der Chemie der Bestand- 
teile aus: von Purinen, Pyrimidinen und Zuckern zu 
den Nucleosiden und schlieDlich den Nucleotiden. Ein 
Hohepunkt war 1952 mit der Aufklarung der Inter- 
nucleotidbindung in Nucleinsauren durch Brown und 
Todd und ihre MitarbeiterB] erreicht. (Es war ein 
groDes Gluck fur mich, Mitarbeiter von Professor, 
jetzt Lord Todd vor dem Beginn meiner Arbeit auf 
dem Nucleotidgebiet gewesen zu sein.) Kurz danach 
wurde die Watson-Crick-Struktur (101 fur DNA vorge- 
schlagen, die die Aufmerksamkeit besonders auf die 
biologische Bedeutung ihrer physikalischen Struktur 
lenkte. 
Etwa um diese Zeit entstand die Hypothese, daD eine 
lineare Sequenz von Nucleotiden in der DNA die li- 
neare Sequenz von Aminosauren und Proteinen be- 
stimmt. Einige Jahre spatiter kam die Enzymologie der 
DNA durch die Arbeiten von Kornberg und Mitarbei- 
tern in Gang: Ihre Entdeckung und Charakterisie- 
rung des Enzyms DNA-Polymerase war ein Triumph 
der modernen Enzymologie, und die Methoden, die 
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damals ausgearbeitet worden sind, halfen einige Jahre 
spater bei der Charakterisierung der DNA-abhangigen 
RNA-Polymerase [12-161. Die Entdeckung dieses En- 
zyms machte klar, wie die Information der DNA in 
die einer RNA, die wir heute als Messenger-RNA be- 
zeichnen, transkribiert wird 117-211. Der letzte bioche- 
mische Meilenstein, der hier genannt werden muI3, 
war die Entwicklung eines zellfreien aminosaureein- 
bauenden Systems. Die Arbeit daran galt zunachst der 
Biosynthese der Peptidbindung. Dieses Gebiet hat 
eine laage Geschichte; die entscheidenden Fortschritte 
begannen Anfang der fiinfziger Jahre. Man denkt da- 
bei besonders an die Pionierarbeit von Zamecnik und 
Hoagland[221, Lipmann [231 sowie Berg 1241 und in be- 
zug auf das bakterielle System an die Arbeiten von 
Watsons Laboratorium 1251, von Berg und an die 
wichtige Verfeinerung, die 1961 durch Matthaei und 
Nirenberg [*71 dazukam. 
Angesichts der chemischen Struktur der Nucleinsau- 
ren sah sich der Chemiker zwei Hauptfragen gegen- 
uber: der Synthese und der Sequenzanalyse. Die che- 
mische Synthese kurzkettiger Oligonucleotide bekam 
Vorrang in meinem Laboratorium. Es traten dabei 
mehrere Probleme auf: 1. Die Aktivierung der Phos- 
phomonoestergruppe eines Mononucleotids, so dal3 es 
eine Hydroxygruppe eines anderen Nucleosids oder 
Nucleotids phosphorylieren kann; 2. die Auswahl ge- 
eigneter Schutzgruppen fiir die funktionellen Gruppen 
(primare und sekundiire Hydroxygruppen der Zucker- 
ringe, Aminogruppen der Purin- und Pyrimidinringe 
sowie der Verhinderung der Phosphoryl-Dissoziation 
in der Phosphomonoestergruppe; 3. die Ausarbeitung 
von Methoden fur die Polymerisation von Mono- 
nucleotiden und fiir die Trennung und Charakteri- 
sierung der entstehenden Polynucleotide; und 4. das 
Auffinden von Wegen fiir die schrittweise Synthese 
von Polynucleotiden rnit bestimmten Sequenzen. 
Wahrend auch jetzt noch die organisch-chemischen 
Methoden weiterer Forschung und Verfeinerung be- 
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diirfen, so wurde doch die Synthese kurzkettiger Des- 
oxyribopolynucleotide mit vorher bestimmten und 
vollstandig kontrollierten Sequenzen bereits Anfang 
der sechziger Jahre moglich. Zusatzlich gelang die ein- 
deutige Synthese kurzer Ri booligonucleotide rnit aus- 
schlieDlich 3’ --t 5’-Internucleotidbindungen. Die che- 
mischen Aspekte dieser Probleme konnen in diesem 
Vortrag nicht diskutiert werden; dafiir sollten andere 
Ubersichtsaufsatze [2*-331 herangezogen werden. 
Der folgende uberblick wird sich auf den Teil der 
synthetischen Arbeit beschranken, der sich rnit den 
Problemen des genetischen Codes beschaftigt. Die 
Aufmerksamkeit sol1 in der Hauptsache auf die bio- 
chemischen Experimente gerichtet werden, die durch 
synthetische Polynucleotide erst moglich geworden 
sind. 

II. Polynucleotid-Synthee und genetischer Code 

Einige wenige Worte iiber die experimentelle Ent- 
wicklung des Code-Problems sind jetzt angebracht. 
Anfang der fiinfziger Jahre erweckten mogliche Ge- 
setze fur den genetischen Code die Aufmerksamkeit 
vieler Theoretiker; Gamow [341 war der erste, der iiber 
eine mogliche Beziehung zwischen DNA- und Protein- 
struktur spekulierte. Bis 1961 war experimentell aller- 
dings nur der direkte Vergleich der Sequenz einer 
Nucleindure mit der des von ihr bestimmten Proteins 
moglich. Man hoffte, dies entweder chemisch tun zu 
konnen, z. B. durch Untersuchungen des Hiillproteins 
eines Virus und seiner RNA, oder rnit der Mutanten- 
technik. Eine geniale Anwendung der ,,frameshift 
mutation“ gelang Crick und Mitarbeitern, die einige 
fundamentale Eigenschaften des genetischen Codes 
korrekt abgeleitet haben [I]. Diese Moglichkeiten er- 
offneten allerdings wenig Hoffnung auf einen un- 
mittelbaren Zugang zum Codeproblem. 
Die Entdeckung, die einen direkten experimentellen 
Angriff auf den genetischen Code einleitete, stammte 
von Matthaei und Nirenberg “271, die beobachteten, dal3 
Polyuridylat die Synthese von Polyphenylalanin im 
bakteriellen zellfreien aminosaureeinbauenden System 
steuerte. Das Ziel war es nun, synthetische Poly- 
nucleotide definierter Zusammensetzung in vitro als 
Messenger zu benutzen. Tatsachlich haben zwischen 
1961 und 1963 sowohl Ochoar351 als auch Niren- 
berg [361 und ihre Mitarbeiter sehr vie1 uber die Brutto- 
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Nucleotidzusammensetzung der Code-Einheiten unter 
Verwendung von Polynucleotiden festgestellt, die rnit 
dem Enzym Polynucleotid-Phosphorylase gewonnen 
worden waren. 

1. Kurzkettige Desoxyribopolynucleotide mit sich 
wiederholenden NucleotidsequenzenI*] 

Wir hofften, Ribopolynucleotid-Messenger rnit voll- 
stlndig definierter Nucleotidsequenz synthetisieren zu 
konnen. Damals jedoch erlaubten die chemischen Me- 
thoden lediglich die Synthese von Oligonucleotiden 
rnit einigen wenigen Ribonucleotid-Einheiten (s. u. bei 
Trinucleotid-Synthese). In der Desoxynucleotid-Reihe 
war die Chemie ein biBchen weiter, und die Synthese 
von langeren - aber immer noch kurzen - Ketten mit 
10 bis 15 Nucleotiden war moglich. Deswegen ent- 
schlossen wir uns, das RNA-transkribierende Enzym 
zu studieren, und hofften, daD es chemisch syntheti- 
sierte kurze Desoxyribopolynucleotide in der gleichen 
Art wie biologisch aktive DNA als Matrizen benutzen 
wiirde. 
Unsere ersten Experimente rnit der RNA-Polyme- 
rase1371 schlossen sich an die Beobachtung von Hur- 
witz und Mitarbeitern [3*1 an, daB eine Mischung che- 
misch synthetisierter Thymidin-Oligonucleotide als 
Matrize fur die Synthese von Ribopolyadenylat wirk- 
te. Unser Ziel war es, ein Ribopolynucleotid-Produkt 
zu erhalten, das an Kettenlange dem als Matrize be- 
nutzten Desoxyribopolynucleotid gleichkam. Statt- 
dessen zeigte die Analyse, dal3 das RNA-Produkt un- 
abhangig von der Lange der kurzen Desoxypoly- 
nucleotid-Matrize immer sehr vie1 langer war; es ent- 
hielt in allen Fdlen mehr als 100 Nucleotideinheiten. 
Auf den ersten Blick schienen die Ergebnisse insofern 
entmutigend, als wir anscheinend die Kontrolle uber 
die exakte GroBe des Produktes verloren hatten, ob- 
wohl wir die GroBe der Oligothymidyl-Matrize sorg- 
raltig iiberwacht hatten. Aber es wurde auch bald deut- 
lich, daD dieses ,,slipping" oder wiederholte Kopieren 
durch das Enzym eine vortreffliche Moglichkeit zur 
Vermehrung der Information sein konnte, die in den 
kurzen, chemisch synthesierten Polynucleotiden ent- 
halten war. In den weiteren Arbeiten bemuhten wir 

[*I Abkiirzungen: Die Buchstaben A, C, G, T und U bedeuten 
die Nucleoside oder Nucleotide von Adenin, Cytosin, Guanin, 
Thymin bzw. Uracil. Die Priifixe d und r bezeichnen die Desoxy- 
ribose- bzw. Ribosereihe der Polynucleotide. Alle in diesem 
Aufsatz genannten Polynucleotide, die mehr als eine Sorte Nu- 
cleotide enthalten, bestehen aus streng sich wiederholenden 
Nucleotidsequenzen. Die sich wiederholende Einheit ist ange- 
geben. Zum Beispiel: Poly-r-UG und Poly-r-UAG bedeuten 
Polymere, in denen sich die Dinucleotidsequenz UG bzw. die 
Trinucleotidsequenz UAG wiederholen. Polythymidylat rnit elf 
Nucleotideinheiten in der Kette wird mit dT11, das Hepta-des- 
oxyadenylat mit dA7 abgekiirzt. tRNA oder sRNA bedeutet 
Transfer-RNA; Met-tRNAMct bezeichnet die nichtformylier- 
bare Spezies der methioninspezifischen tRNA, die mit der Ami- 
noshre beladen ist; Pmet-tRNAPmet bedeutet die formylier- 
bare Spezies der methioninspezifischen tRNA, die mit formy- 
liertem Methionin beladen ist. 
[37] A. Falaschi, J .  Adler u. H. C.  Khorana, J. biol. Chemistry 
238, 3080 (1963). 
1381 J. .Hurwitr, J .  J .  Furth, M .  Anders u. A. Evans, J. biol. 
Chemistry 237, 3752 (1962). 

uns, die Bedingungen fur diese ,,Vermehrung" ein biD- 
chen besser kennenzulernen [391. 

Einige Monate splter suchte ich Kornbergs Laborato- 
rium auf (eine meiner vielen Wallfahrten zu diesem 
bedeutenden Laboratorium) und begann einige Ex- 
perimente mit der DNA-Polymerase. Und auch hier 
veranla5ten sehr kurne synthetische Oligonucleotide, 
die abwechselnd A- und T-Einheiten enthielten, das 
Enzym zu ausgiebiger Synthese des vorher bereits 
charakterisierten hochmolekularen d-AT-Polyme- 
ren "1. Diese ermutigenden Resultate lieBen uns ein 
allgemeines Schema (Schema 1) fur in-vitro-Studien 

Kurze Polydesoxynuc- 
leotide bekannter 
Sequenz 

Langkettige Polydesoxy- 
nucleotide bekannter 
Sequenz 

\ / 

'' RNA-Polymerase I RN A-Polymerase 
Langkettige Polyribo- 
nucleotide bekannter 
Sequenz 

pro teinsynthetisierendes 
in-vitro-System 

Polypeptide bekannter 
Sequenz 

Schema 1 .  Vorgeschlagenc Rtaktionsfolge fGr die Darstellung hoch- 
molekularcr RNA-Messenger und die anschlicBcnde in-vitro-Synthcse 
von Polypeptidcn bckanntcr Aminoslure-Sequenz. 

des Code-Problems konzipieren. Damals stellten wir 
uns die ,,Vermehrung" bei der DNA- oder RNA- 
Produktion als allgemeine Eigenschaft der Poly- 
merasen in dem Fall vor, daD die chemisch syntheti- 
sierten Desoxypolynucleotid-Matrizen sich wieder- 
holende Einheiten von Nucleotidsequenzen enthielten 
(Homopolynucleotide, sich wiederholende Di- oder 
Trinucleotide). Von da ab ging alles bemerkenswert 
gut, und zwischen Friihjahr 1963 und Ende 1967 lag 
wirklich eine Zeit fast ununterbrochenen Erfolges bei 
der Arbeit iiber den genetischen Code. 
Die Entscheidung fur die Synthese von Desoxyribo- 
nucleotiden mit sich wiederholenden Sequenzen war 
auch aus anderen Grunden gliicklich. Das zellfreie 
proteinsynthetisierende System, das ja nur ein roher 
Bakterienextrakt war, enthielt zweifellos sehr aktive 
Nucleasen und Peptidasen. Bei der Benutzung von 
Messengern rnit vollstandig definierter, aber sich 
strikt wiederholender Nucleotidsequenz konnte man 
unzweideutige Antworten erwarten, und zwar unab- 
hiingig von Beschadigungen 1. der synthetischen 
Messenger durch Exo- und/oder Endonucleasen und 
2. der Polypeptide durch die gegen sie gerichteten 
proteolytischen Enzyme. 

[39] E. D. Mehrofra u. H. C.  Khorana, J. biol. Chemistry 240, 
1750 (1965). 
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Die tatsachliche Auswahl der Nucleotid-Kombina- 
tionen in den zu synthetisierenden Desoxyribonucleo- 
tiden ging von der damaligen Vorstellung aus, daD - 
mindestens in einem zellfreien proteinsynthetisieren- 
den System - die Messenger-RNA in einzelstrangiger 
Konfiguration benutzt zu werden scheint. Tatsachlich 
war die einzige DNA, die mehr als eine Nucleotid-Spe- 
zies enthielt und deren Sequenz vollstandig bekannt 
war, die oben erwiihnte Poly-d-AT. Die RNA-Poly- 
merase synthetisiert an diesem Polynucleotid sehr 
schon die erwartete Poly-r-AU mit strikt alternieren- 
der Sequenz der beiden Basen, doch hat Poly-r-AU 
wegen seiner Selbstkomplementaritat eine feste dop- 
pelstrangige Struktur und ruft keine Wirkung auf die 
Ribosomen des zellfreien Systems hervor. Damit 
stand fest, daD man Kombinationen von Nucleotiden, 
die zu Polynucleotiden mit derart starker Basenpaa- 
rung fiihren, vermeiden mu13 [30-321. 

Ale unsere chemischen Synthesen, die fiir den gene- 
tischen Code wichtig waren, sind in Tabelle 1 gezeigt. 

griinde fur die Auswahl der Nucleotidsequenzen in 
den beiden letzten Serien sind: 1. enthalten sie an 
jeder vierten Stelle die Kettenabbruch-Codons, und 2, 
kann diese Klasse von Polymeren benutzt werden. 
um die Ableserichtung der Messenger-RNS zu bewei- 

Es sol1 noch auf zwei allgemeine Punkte bei allen in 
Tabelle 1 gezeigten synthetischen Polynucleotiden hin- 
gewiesen werden. Der erste Punkt ist, da13 jede Serie 
zwei Polynucleotide enthalt, die antiparallel komple- 
mentar im Sinne der Watson-Crick-Basenpaarung 
sind. Ein parallel komplementares Paar von Poly- 
meren mit sich wiederholenden Trinucleotiden erwies 
sich als ungeeignet fur die DNA-Polymerase [5*1. Der 
zweite Punkt ist, daD es tatsachlich notig war, Seg- 
mente zu synthetisieren, die beiden Strangen des er- 
wiinschten DNA-Polymeren entsprachen (s. u.). Die 
DNA-Polymerase lost keine Polymerisation aus, 
wenn man ihr nur eines der beiden Segmente als 
Matrize gibt. 

sen 149-511. 

Tabellc 1. Synthetische Desoxyribopolynucleotide mit sich wiederholenden Nucleotidsequenzen. 

sich wiederholende sich wiederholende sich wiederholende 
Dinucleotidoequenz Trinucleotidsequenz Tetranucleotidsequenz 

J d(TC)s 1 
-- - I 

Jd(CCTh-s I d(CCAh-s I J d(TTAC), d(TCTA), 
'd(TG)6) \d(GGA),-sf {iKzi:I:} {d(GOT)I-s, \ d(GTAA)r 1 { d(TAGA)* \ d(AG)s 1 d(A0.5 

j d(CGAh-s 
\ d(CGV3-s 1 ~~~~~~~:~ 

Zuerst haben wir die beiden links gezeigten Serien von 
Polynucleotiden hergestellt, die sich wiederholende 
Dinucleotidsequenzen enthalten. Eine Serie enthalt 
das Hexamere des Dinucleotids rnit sich abwechseln- 
den Thymidylat- und Guanylatresten sowie das Hexa- 
mere des Dinucleotids mit abwechselnden Adenylat- 
und Cytidylatresten. Die zweite Serie besteht aus dem 
Hexameren des Dinucleotids rnit abwechselnden Thy- 
midylat- und Cytidylatresten und dem Hexameren des 
Dinucleotids rnit abwechselnden Adenylat- und 
Guanylatresten [41J. Diese Arbeiten wurden auf Poly- 
nucleotide rnit sich wiederholenden Trinucleotidse- 
quenzen ausgedehnt. Es gibt ein theoretisches Maxi- 
mum von zehn solcher Serien, die mehr als eine Nu- 
cleotidbase enthalten, und wir synthetisierten sieben 
davon [42-461. In Tabelle 1 sind auDerdem zwei Serien 
von Polymeren rnit sich wiederholenden Tetranucleo- 
tidsequenzen 147.481 gezeigt. Zwei zusatzliche Beweg- 
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[46] S. A. Narang, T.  M .  Jacob u. H. G. Khorana, J. Amer. chem. 
SOC. 89, 2167 (1967). 
[47] H. Kcissel, H .  Biichi u. H. G .  Khorana, J. Amer. chem. SOC. 
89, 2185 (1967). 
[48] E. Oktsuka u. H. G.  Khorana. J. Amer. chem. SOC. 89,2195 
(1967). 

2. Doppelstrangige DNA-ahnliche Polymere mit sich 
wiederholenden Nucleotidsequenzen 

In einem Teil der friiheren Arbeit wurden kurzkettige 
Desoxyribopolynucleotide rnit sich wiederholenden 
Sequenzen, z.B. ( T T Q  und (TC)s, direkt als Matrizen 
fur die RNA-Polymerase aus E. coli benutzt. Obwohl 
diese Experimente erfolgreich waren [31 531, zeigte die 
weitere Arbeit bald, daD als ,,Verstarker" die DNA- 
Polymerase bei weitem vorzuziehen war. Deswegen 
untersuchten wir nach der chemischen Synthese der 
Matrizen zunachst die DNA-Polymerase und charak- 
terisierten die DNA-ahnlichen Produkte, die sie rnit 
den kurzkettigen Matrizen produziert. 
In Schema 2 sind die vier Reaktionstypen der DNA- 
Polymerase aufgefiihrt, einschlieDlich der Reaktionen 
unter Verwendung kurzer Homopolynucleotide. Laut 
Reaktion (1) bewirkt ein Gemisch von dT11 und dA7 
eine ausgedehnte Polymerisation von dATP und dTTP 
zu einem DNA-Zhnlichen Polymeren mit Polyadenylat 
und Polythymidylat in den beiden Strangen. In Reak- 
tion (2) steuert ein Gemisch der beiden kurzkettigen 
Polynucleotide mit sich wiederholenden Dinucleotid- 
sequenzen die Synthese von langkettigem DNA-ahn- 

I491 H. G.  Khorana, H.  Buchi, T. M. Jacob, H.  Kbssel, S .  A .  
Narang u. E. Ohisuka, J. Amer. chem. SOC. 89, 2154 (1967). 
1501 H. Kossel, A .  R. Morgan u. H. G. Khorana, J. molecular 
Biol. 26, 449 (1967). 
[51] H. Kossel, Biochim. biophysica Acta 157, 91 (1968). 
[52] R .  D .  Wells, T .  M .  Jacob, S .  A .  Narang u. H .  G .  Khorana, 
J. molecular Biol. 27, 237 (1967). 
[53] S. Nishimura, T. M .  Jacob u. H. G.  Khorana, Prqc. nat. 
Acad. Sci. USA 52,1494 (1964). 
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dTl l+  dA7 + {:gF} + Poly-dA:dT 

sich wiederholende 
Dinucleotid- 
sequenzen 

Poly-rUG 
Poly-rAC 
Poly-r UC 
Pol y-rAG 

dOTC)4 + d(AAG)s + IdATP( + Poly-dTTC:dGAA (3) 

I:A 

sich wiederholende sich wiederholende 
Trinucleotid- Tetranucleotid- 
sequenzen sequenzen 

Poly-rUAC Poly-r UAAG 
Poly-rGUA Pol y-rUAGA 
Poly-rAUC Poly-r UCUA 
Poly-rGAU Poly-rUUAC 
Poly-rUUG 
Poly-rCAA 
Poly-rUUC 
Poly-rGAA 

d(TATC)3 + dUAGA)z + + Poly-dTATC:dGATA (4) 

[dGTPl 
Schema 2. Typen von Reaktionen, die von der DNA-Polymerase kata- 
lysiert werden. Bei allen DNA-'ihnlichen Polymeren ist zwischen die 
beiden komplementtiren Strange ein Doppelpunkt gesetrt. Die komple- 
mcnt'iren Sequenzen der einzelnen StrUnge sind so geschrieben, daO die 
antiparallele Basenpaarung deutlich wird. 

lichem Polymerem mit exakt den gleichen Sequenzen 
wie in den kurzkettigen Matrizen 154,551. In weiteren 
Versuchen wurden ahnliche Reaktionen mit kurz- 
kettigen Matrizen, die sich wiederholende Tri- und 
Tetranucleotide [52,561 enthielten, demonstriert. Die 
hochmolekularen DNA-ahnlichen Polymeren wur- 
den u. a. durch Nachbargruppenanalyse, Elektronen- 
mikroskopie (vgl. [551), Sedimentationsgeschwindig- 
keit und Bandenbildung in alkalischen Casiumchlorid- 
Dichtegradienten 1571 charakterisiert. 
Einige der von der DNA-Polymerase katalysierten 
Reaktionen sind bemerkenswert: 1. zeigt das Enzym 
in allen untersuchten Reaktionen (Schema 2) voll- 
stlndige Zuverlassigkeit in der Reproduktion der Se- 
quenzen; 2. ist die Synthese extensiv, 50- bis 200-fach, 
und die Produkte haben ein hohes Molekulargewicht 
(300000 bis uber lOOO000); 3. vermehrt das Enzym 
die durch chemische Synthese geschaffene Information, 
und 4. ist es schlieI3lich vom Standpunkt des Organi- 
kers der befriedigendste Aspekt, daD die so erhaltenen 
DNA-Polymeren wiederholt fur die weitere Produk- 
tion der gleichen Polymeren benutzt werden konnen. 
Es ist nicht notig, auf die zeitraubende chemische 
Synthese zuriickzugreifen, urn die Matrizen erneut zu 
gewinnen. Die DNA-Polymerase sichert die Kontinui- 
tat dieser Sequenzen. 
Tabelle 2 fiihrt die Arten von Polymeren auf, die bis- 
her synthetisiert und charakterisiert worden sind. Es 
ergaben sich drei Klassen von Polymeren: Zwei dop- 

Tabelle 2. DNA-Bhnliche Polymere mit sich wiederholenden Nucleotid- 
Sequenzen. 

sich wiederholende 
Dinucleotidsequenz 

Poly-d-TC: GA 
Poly-d-TG: CA 

sich wiederholende 
Trinucleotidsequenz 

Poly-d-TTC: GAA 
Poly-d-TTG: CAA 

Poly-d-ATC. GAT 
Poly-d-TAC: GTA 

sich wiederholende 
Tetranucleotidsequenz 

Poly-d-TTAC: QTAA 
Poly-d-TATC: GATA 

154) C. Byrd, E. Ohtsuka, M .  W. Moon u. H. G.  Khorana, Proc. 
nat. Acad. Sci. USA 53, 79 (1965). 
[SS]  R. D.  Wells, E. Ohtsuka u. H. G.  Khorana. J. molecular Biol. 
14, 221 (1965). 
[56] R. D. Wells, H. Buchi, H.  Kdssel, E.  Ohtsuka u.  H. G .  
Khorana, J. molecular Biol. 27, 265 (1967). 
[57] R. D.  Wells u. J.  E. Blair, J. molecular Biol. 27, 273 (1967). 

pelstrangige Polymere mit sich wiederholenden Di- 
nucleotidsequenzen, vier Polymere mit sich wieder- 
holenden Trinucleotidsequenzen und zwei Polymere 
mit sich wiederholenden Tetranucleotidsequenzen. 

3. Einzelstrangige Ribopolynucleotide mit sich 
wiederholenden Nucleotidsequenzen 

Der nachste Schritt war die Transkription der DNA- 
iihnlichen Polymeren rnit Hilfe von RNA-Polymerase 
in einzelstrangige Ribopolynucleotide. Das durchweg 
benutzte Prinzip ist in Schema 3 gezeigt. Alle DNA-Bhn- 
lichen Polymeren enthalten zwei oder maximal drei 

u.FAA?!?T!+ poly-GUA 
Poly-d-TAC: GTA - .- - - - ( RNA-Polymerase 

UTP+ATP+GTP - Poly-GAUA 
Poly-d-TATC: GATA 

UTP+ATP+CTP + Poly-UAUC 
Schema 3. Darstellung einzelstringigcr Ribonucleotide ilber DNA- 
ahnliche Polymere mit sich wiederholenden Nucleotidsequenzen. 

Arten von Basen in jedem Strang. Es ist deshalb durch 
Zugabe der nur fur die Kopie eines Stranges notigen 
Nucleosidtriphosphate moglich, die Aktivitat der 
RNA-Polymerase auf diesen Strang zu beschranken. 
Dies ist bei allen Polymeren in Schema 3 der Fall. Die 
Analyse der Nachbargruppenhaufigkeit aller RNA- 
Produkte zeigt wieder, daI3 sie streng sich wiederho- 
lende Nucleotidsequenzen enthalten 158-601. Die bis- 
her dargestellten RNA-ahnlichen Polymeren sind in 
Tabelle 3 aufgefiihrt. 

Tabelle 3. Synthetische Ribopolynucleotide rnit sich wiederholenden 
Nucleotidsequenzen. 

Die bisher beschriebene Arbeit kann wie folgt zusam- 
mengefdt werden: Durch Kombination rein chemi- 
scher Methoden, die notig sind, urn neue und spezi- 
fische Information zu produzieren, und durch Weiter- 
gabe dieser Information an die beiden Enzyme DNA- 
Polymerase und RNA-Polymerase, die wundervoll 

~~ 

[58) S. Nishimura, D. S.  Jones u. H. G.  Khorana, J. molecular 
Biol. 13, 302 (1965). 
[59] H. G .  Khorana: Genetic Elements. Federation of European 
Societies for Biological Chemists, April 1966. S. 209. 
[60] A .  R .  Morgan, unveroffentlicht. 
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priizise Kopiermaschinen sind, haben wir eine Vielfalt 
hochmolekularer Ribopolynucleotide bekannter Se- 
quenz zur Verfugung. Fehler - wenn sie uberhaupt 
auftreten - sind zu vernachlassigen. 

4. Chemische Synthese der 64 moglichen 
Ribotrinucleotide 

Ungefahr zu der Zeit, als die genannten Methoden fur 
die Synthese langkettiger Ribopolynucleotide voll- 
standig definierter Nucleotidsequenz entwickelt wor- 
den waren, verwendeten Nirenberg und Leder (s. u.) 
erstmals Ribotrinucleotide zur Bestimmung der Nu- 
cleotidsequenz innerhalb der Codons fur die 20 Ami- 
nosauren (s. u.). Wie oben erwahnt, hatten chemische 
Methoden auf dem Ribonucleotidgebiet, die in unse- 
rem Laboratorium entwickelt worden waren, zu allge- 
meinen Synthesemethoden fur Ribonucleotide ge- 

3 1  

ten solche Polymere den Einbau von zwei Amino- 
sauren in streng alternierender Sequenz dirigieren. 
Polymere rnit sich wiederholenden Trinucleotiden, 
(ABC)n, enthalten drei sich wiederholende Tripletts, 
in Abhangigkeit vom Startpunkt, namlich ABC, BCA 
und CAB. Hier wiirde man voraussagen, daR auf ein- 
ma1 nur eine Aminosaure unter Bildung einer Homo- 
polypeptidkette eingebaut werden sollte, und daR 
maximal drei solche Ketten entstehen sollten. Ahn- 
liche uberlegungen fur Polynucleotide rnit sich wieder- 
holenden Tetranucleotidsequenzen (ABCD)n zeigen, 
daR bei der in-vitro-Polypeptidsynthese Produkte mit 
sich wiederholenden Tetrapeptidsequenzen entstehen 
sollten, unabhangig vom Startpunkt der Messenger- 
Ablesung. Alle diese Voraussagen sind ohne Ausnahme 
experimentell bestatigt worden. Die Resultate rnit den 
drei Klassen von Polymeren seien wie folgt zusammen- 
gefaRt. 

,b-b 

,o,o-o-o 
-0 

I /  

3r 

0 10 20 30 0 10 20 30 
1112811 tlrninl - tlmrnl -+ 
Abb. 1 .  Einbau von 14C-Serin und IT-Leucin in Polypeptide in Gegenwart von Poly-UC. 0 :  + Poly- 
U C  + Ser bzw. Leu; 0: + Poly-UC - Ser bzw. Leu; 0: - Poly-UC + Ser bzw. Leu. 

fuhrt. In Anbetracht der Wichtigkeit dieser Oligo- 
nucleotide fur die Arbeit am genetischen Code wurden 
alle 64 Trinucleotide, die sich aus den vier iiblichen 
Ribonucleotiden A, C, U und G ergeben, eindeutig 
synthetisiert und charakterisiert. Einzelheiten der da- 
bei angewendeten chemischen Prinzipien konnen 
einem speziellen Aufsatz [611 entnommen werden. 
uber die Verwendung der Trinucleotide fur die Zuord- 
nung der Codons zu den Aminosauren wird unten be- 
richtet. 

III. Polypeptid-Synthese in vitro und 
genetischer Code 

1. Zellfreie Polypeptid-Synthese unter Verwendung von 
Polynucleotiden mit sich wiederholenden Sequenzen 

Polymere rnit sich wiederholender Dinucleotidsequenz, 
(AB)n, enthalten abwechselnd zwei Tripletts, ABA 
und BAB. Nimmt man an, der Code sei nicht iiber- 
lappend und ein Codon habe drei Buchstaben, so soll- 

[61] R .  Lohrmann, D .  S d l ,  H.  Hayatsu, E. Ohtsuka u. H. G. 
Khorana, J. Amer. chem. SOC. 88, 819 (1966). 

Abbildung 1 gibt ein Beispiel fur die Art der Resul- 
tate, die rnit Ribopolynucleotiden rnit zwei Nucleo- 
tiden in alternierender Sequenz erhalten worden sind. 
Drei Charakteristika dieses Aminosaureeinbaus, die 
fur alle Messenger dieser Klasse gelten, sind: 1. es wird 
der Einbau von nur zwei Aminosauren beobachtet; 
2. der Einbau der einen Aminosaure hangt von der 
Anwesenheit der anderen Aminosaure ab, und 3. der 
Einbau der beiden Aminosauren ist aquimolekular. 
Diese Charakteristika lassen vermuten, d a R  Copoly- 
peptide mit zwei Aminosauren in alternierender Se- 
quenz produziert worden sind. Dies ist durch griind- 
liche Analyse aller vier Serien von Polypeptiden, die 
in Tabelle 4 aufgefuhrt sind, gezeigt worden c58.621. 

Tabelle 4. Zallfreic Copolypeptid-Synthese untcr Verwendung von 
Masengern mit sich wiederholenden Dinucleotid-Sequenzcn (System: 
E. coli B). 

Copolypcptide mit zwei Aminoslluren 
in alternierender Sequenz Polynucleotid I 

Poly-uc  (Ser-Leu), 
Poly-AG 
Poly-UG (Val-Cys), 
Pol y-AC (Thr-His), 

[62] D. S. Jones, S. Nishimura u. H. G. Khorana, J. molecular 
Biol. 16, 454 (1966). 
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In Tabelle 5 sind die Ergebnisse an Polymeren rnit sich 
wiederholenden Trinucleotidsequenzen zusammenge- 
stellt. Demnach geben diese Polymere als Regel drei 
Homopolypeptide “53,641, und es sol1 hier ausdrucklich 

Tabellc 5. Zellfreie Homopolypeptid-Synthese unter Verwendung von 
Messengern mit sich wiederholenden Trinucleotid-Sequenzn (System: 
E. eoli B). 

Poly-uuc 
Pol y-AAG 
Poly-UUG 
Po~Y-CAA 
Poly-GUA 
Poly-UAC 

Poly-GAU 
Poly-AUC 

Phe, Ser. Leu 
Lys, Glu, Arg 
Cys, Leu, Val 
Gln, Thr, Asn 
Val, Ser (Kettmabbruch) 
Tyr. Thr, Leu 
Ilc, Ser. His 
Met. Asp (Kettenabbruch) 

bemerkt werden, daD dies der Fall war, weil bei allen 
Arbeiten rnit dem zellfreien System eine unphysiolo- 
gisch hohe Magnesiumionen-Konzentration vorhan- 
den war und deshalb die Polypeptid-Synthese ohne das 
entsprechende Signal einsetzen konnte. Zwei Poly- 
mere, Poly-r-UAG und Poly-r-AUG, waren insofern 
Ausnahmen, als sie den Einbau von nur zwei Amino- 
sauren dirigierten 1641. Diese Polymeren enthalten je- 
weils ein Kettenabbruch-Triplett; UAG ist dasJgut 
bekannte ,Amber‘-Triplett, und UGA ist jetzt eben- 
falls als Kettenabbruch-Triplett bekannt. 
SchlieDlich dirigieren, wie Tabelle 6 zeigt, Polymere 
mit sich wiederholenden Tetranucleotidsequenzen den 
Aminosiiureeinbau zu Produkten rnit sich wiederho- 
lenden Tetrapeptidsequenzen, es sei denn, daB Ketten- 

Tabclle 6. Zellfreie Polypeptid-Synthue unter Verwendung yon Mes- 
sengern mit sich wiederholenden Tetranucleotid-Sequen2en (System: 
E. coli B). 

Polynucleotid I Polypeptid 
I 

Poly-UAUC 
Poly-UUAC 
Poly-GUAA 
Poly-AUAG 

(Tyr-Leu-Ser-Ile), 
(Leu-Leu-Thr-Tyr),, 
Di- und Tri-peptide 
Di- und Tri-peptide 

abbruch-Tripletts anwesend sind. Dies wurde durch 
Analyse der beiden in Tabelle 6 gezeigten Produkte 
festgestellt [SO], und diese Analyse beweist unabhangig, 
daR der Messenger in der Richtung vom 5‘- zum 3’- 
Ende abgelesen wird. Andere Laboratorien erhielten 
das gleiche Ergebnis [65,661. Die letzten beiden gezeig- 
ten Polynucleotide haben an jeder vierten Stelle die 
Kettenabbruch-Tripletts UAG und UAA; aus diesem 
Grunde kann hier kein langeres Peptid entstehen, 
aber es ist die Bildung von Tripeptiden demonstriert 
worden 1511. 

Die oben zusammengefaDten Ergebnisse fuhren zu 
folgenden allgemeinen Schlussen: 1. Die DNA din- 

[63] S.  Nishimura, D. S.  Jones, E. Ohtsuka, H.  Hayatsu, T.  M .  
Jacob u. H. G.  Khorana, J. molecular Biol. 13,283 (1965). 
[64] A. R.  Morgan, R .  D.  Wells u. H. G. Khorana, Roc. nat. 
Acad. Sci. USA 56, 1899 (1966). 
[65] Niiheres siehe: The Genetic Code. Cold Spring Harbor 
Sympos. quantitat. Biology, Bd. XXXI, 1966. 
[66] H. Luantfrom, C. 5’. McLaughlin u. A .  Sarabhai, J. molecular 
Biol. 22, 359 (1966). 
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giert tatsachlich die Aminosauresequenz in Proteinen, 
und diese Information wird uber eine RNA weiterge- 
reicht. (Hier wurde erstmals der direkte Zusammen- 
hang zwischen der Sequenz der DNA und der eines 
Proteins verifiziert.) 2. Alle diese Resultate beweisen 
einen Code aus drei Buchstaben, der nicht uberlappt. 
3. SchlieDlich konnen auch Informationen uber die 
Codon-Zuordnungen aus diesen Ergebnissen abge- 
leitet werden. 

2. Codon-Zuordnungen. Die Struktur des Codes 

Die beschriebenen Experimente allein erlauben keine 
eindeutigen Codon-Zuordnungen, es sei denn, man 
fuhrte auBerst viele Polypeptid-Synthesen aus. Bei den 
Codons UCU und CUC, die Serin und Leucin be- 
deuten, ist es z.B. nach diesen Experimenten nicht zu 
entscheiden, welches Codon welche Aminosaure be- 
deutet. Nun ist aber der Code tatsachlich durch Kom- 
bination der Ergebnisse, die Nirenberg und Leder 1671 

mit ihrer Bindungstechnik erzielten, und den Ergeb- 
nissen der oben erwiihnten Arbeiten rnit Polymeren 
sich wiederholender Sequenzen abgeleitet wurden. In 
Nirenbergs Technik kommt es auf die Stimulation der 
Bindung verschiedener Aminoacyl-tRNAs an Ribo- 
somen in Gegenwart spezifischer Trinucleotide an. 
Abbildung 2 zeigt ein Beispiel, bei dem die Frage, 
welches der drei Sequenzisomeren AAG, AGA und 
GAA das Codon fur Lysin ist, gepriift wird. Man miDt 
die Bindung von W-Lysyl-tRNA an Ribosomen in 
Gegenwart steigender Mengen dieser Trinucleotide. 
Wie man in Abbildung 2 sieht, wird die Bindung spe- 
zifisch durch AAG induziert. Ein anderes Trinucleo- 
tid, das ebenfalls eine feste Bindung bewirkt, ist AAA; 
das Experiment rnit AAA ist ebenfalls in Abbildung 2 
aufgenommen. Die Trinucleotide AAG und AAA sind 
demnach die Codons fur Lysin. Diese Technik ist in 

2000 r 
0 

0 5 10 15 20 
(172821 Basen-Aeste Inmoll- 

Abb. 2. Stirnulierung der Bindung von *‘C-Lysyl-tRNA an Ribosomcn 
durch Trinucleotide. 

[67] M .  W. Nirenberg u. P. Leder, Science 145, 1399 (1964). 
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Nirenbergs Laboratorium ausgiebig angewendet wor- 
den, und meine Kollegen haben ebenfalls alle 64 syn- 
thetischen Trinucleotide in dieser Art Analyse ge- 
testet. Wenn diese Technik auch auBerordentlich 
brauchbar ist, so hat sie sich doch nicht als vollstandig 
zuverlassig erwiesen. Oft sind die Effekte sehr klein, 
und es gibt Falle, in denen bestimmte Trinucleotide 
die Bindung unerwarteter tRNAs stimulieren. Umge- 
kehrt gibt es Falle, in denen authentische Trinucleo- 
tide keinerlei Bindung ergeben. Wie schon erwahnt, 
ist der groBte Teil des Codes in der Tat mit dieser 
Technik kombiniert rnit den Ergebnissen unter Ver- 
wendung von Polymeren mit sich wiederholenden Se- 
quenzen und auch oft rnit Hinweisen aus in-vivo- 
Experimenten entziffert worden. 
Die so erarbeitete Struktur des Codes ist in Tabelle 7 
gezeigt. Diese Art der Darstellung ist inzwischen nicht 
mehr ungewohnlich 1651: 

I .  Buch- 2. Buchstabe 3.  Buch- 

C 

A 

G 

In der linken Spalte ist ein Feld fur jede Base als ersten 
Buchstaben. In jedes Feld in der rechten Spalte ist eine 
der vier Basen als dritter Buchstabe gesetzt. In der 
Mitte sind vier Spalten, jede fur eine Base als zweiten 
Buchstaben (zum Gebrauch der Tabelle siehe Legende). 
Nur einige allgemeine Beobachtungen sollen herausge- 
stellt werden: 7 .  Der gezeigte Code gilt fur den Mikro- 
organismus E. coli B, aber wahrscheinlich gilt er im 
wesentlichen auch fur andere Organismen; eine de- 
taillierte und systematische hufung in anderen Syste- 
men (Pllanzen und Tieren) steht noch aus. 2. Es sind 
alle 64 Trinucleotide eingetragen (es gibt keinen abso- 
luten ,,Unsinn"). Der Code ist in semisystematischer 
Art hochgradig degeneriert. Die Degeneration betrifft 
meist den dritten Buchstaben, bei dem alle vier Basen 
die gleiche Aminosaure bedeuten konnen, oder bei 
dem die beiden Purinbasen fiir eine und die beiden 
Pyrimidinbasen fur eine andere Aminosaure stehen 

LCU Pro His A r g  C 
LCU Pro Gln A r g  A 

Pro Gln Arg G L C U  

Ile Thr Asn Ser U 
Ile Thr Asn Ser C 
Ile Thr Lys A r g  A 
Met(C.1.) Thr Lys A r g  G 
Val Ala Asp Gly U 
Val Ala Asp Gly C 
Val Ala Glu Gly A 
Val (C.1,) Ala Glu Gly G 

-~~ 

-~~ 

konnen. Eine Ausnahme ist das Feld rnit dem ersten 
Buchstaben A und dem zweiten Buchstaben U. Hier 
repraisentieren AUU, AUC und AUA Isoleucin, wah- 
rend das vierte Codon, AUG, fur Methionin steht. 
Drei Aminosaure-Codons zeigen in anderen Positio- 
nen als dem dritten Buchstaben zusatzliche Degenera- 
tion. Demnach sind die Codons fur Leucin und Ar- 
ginin im ersten Buchstaben degeneriert, wahrend das 
Codon fur Serin als einziges im ersten urtd im zwei- 
ten Buchstaberi degeneriert ist. 3. Wenn man jetzt 
auch den Code allgemein fur weitgehend universal 
halt, sollte man doch nicht schlieRen, daD alle Orga- 
nismen die gleichen Codons fur die Protein-Synthese 
verwenden. Universalitat bedeutet hier, daB ein Tri- 
nucleotid-Codon seine Bedeutung nicht von einem 
Organismus zum nachsten andert. Nach allem, was 
wir wissen, ist die DNA verschiedener Organismen 
sehr unterschiedlich zusammengesetzt, und deshalb 
verwenden diese moglicherweise in wechselndem Aus- 
maD verschiedene Codons fur die gleiche Amino- 
saure. 4. Die Codons AUG und GUG, die Methionin 
bzw. Valin bedeuten, dienen gleichzeitig als Signale 
fur den Start der Polypeptid-Synthese (Start der Pro- 
tein-Synthese s. u.). 5. Es gibt drei Trinucleotide, 
UAA, UAG und UGA, die den Abbruch einer Poly- 
peptidkette verursachen. Es ist unklar, welche davon 
in der Natur benutzt werden und unter welchen Um- 
standen ein bestimmtes benutzt wird. Neuere Arbeiten 
(siehe die vorstehende Arbeit von M. Nirenberg) zei- 
gen, daR es Proteinfaktoren geben mag, die spezifisch 
fur eines der Abbruch-Codons sind. 
SchlieDlich sollte ausdrucklich bemerkt werden, daD 
groDe Teile des Codes in ausdauernden und intensiven 
Studien von Yanofsky und Mitarbeitern, von Streisin- 
ger und Mitarbeitern, von Whitmann und von Tsugita 
sowie anderen abgeleitet oder bestatigt worden sind 
(zusammenfassende Darstellung dieser Arbeiten s. [as]). 

IV. Transfer-RNA-Struktun : 
Anticodon und Codon-Erkennung 

Der Aufklarung der Nucleotidsequenz von Hefe- 
Alanin-tRNA durch HoIIey und Mitarbeiter 1681 folg- 
ten iihnliche Arbeiten an anderen tRNAs. Gegenwar- 
tig sind etwa sechs tRNAs aus Hefe, vier aus E. coli, 
eine aus Rattenleber und eine aus Weizenkeimen in 
der Sequenz aufgeklart, und wahrscheinlich wird man 
in naher Zukunft die Strukturen von vielen weiteren 
kennen. 
Dr. RajBhandary und Mitarbeiter 1691 haben die Pri- 
marstruktur der Hefe-Phenylalanin-tRNA aufgeklart. 
Ihre Struktur ist in Abbildung 3 wie ublich als Klee- 
blatt-Model1 gezeigt. An allen tRNAs, deren Primar- 
struktur bekannt ist, hat sich bisher nachweisen lassen, 

1681 R. W. Holley, J .  Apgar, G .  A. Everett. J .  T.  Madison, M .  
Marquisee, S .  H.  Merrill, J .  R .  Penswick u. A. Zamir, Science 
147, 1462 (1965). 
[69] U. L. RajBhandary, S .  H .  Chang, A. Stuart, R .  D .  Faulkner. 
R. M. Hoskinson u. H. G .  Khorana, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
57, 751 (1967). 
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Abb. 3. Kleeblatt-Modell fur die Sckundirstruktur der Here-Phenyl- 
alanin-tRNA. Die Modifikationen in den scltenen Bascn folgcn aus den 
Abkiirzungen, die bci ihnen stehcn. 6 bcdeutet Pscudouridin, Y, in der 
Nihe des angenommenen Anticodons, 0-A-A. ist noch nicht identi- 
fizicrt. I 

OMe 

Anticodom [a] 

(Et) 

dal3 sie diese Kleeblatt-Sekundarstruktur annehmen 
konnen. Wie RajBhandary und Mitarbeiter [691 sowie 
andere im Detail diskutierten, sind die tRNAs in Be- 
zug auf viele wichtige physikalische Eigenschaften be- 
merkenswert iihnlich. Es ist nicht meine Absicht, mich 

dons wirklich Nucleotid-Nucleotid-Wechselwirkungen 
kraft Basenpaarung einschliel3t ? Wenn diese Vorstel- 
lung richtig ist, dann sollte man erwarten, in der Pri- 
marstruktur einer aminosaurespezifischen tRNA drei 
benachbarte Nucleotideinheiten zu finden, ,,komple- 
mentk'' den gesicherten Codons fur die einzelne 
Aminosaure. In der Tat ist die ermutigendste gemein- 
same Eigenschaft aller tRNA-Molekule bekannter 
Primarstruktur, daI3 sie alle die gleiche, schleifenartig 
exponierte Region tragen, in der solche Trinucleotid- 
sequenzen vorhanden sind. In Tabelle 8 sind viele der 
bekannten Anticodons und die gesicherten Codons 
fur mehrere Aminosauren aufgefuhrt. Man kann se- 
hen, daB in jedem Fall die abgeleiteten Anticodons 
antiparallele Watson-Crick-Basenpaarung mit den Co- 
dons eingehen. Mehr noch, die Tatsache, daD 1. ein 
einfacher Nucleotidaustausch im Anticodon der E. 
coli-tRNATyr eine Anderung der Codeeigenschaften 
dieser tRNA hervorruft 1711 und daD 2. ein Oligonu- 
cleotid-Fragment aus E. Coli-tRNAFmCt, das die Anti- 
codonsequenz tragt, spezifisch als Antwort auf das 
Codon fur Formyl-methionin [7*J gebunden wird, gibt 
uns die Sicherheit, dal3 das Konzept von Anticodons 
aus drei benachbarten Nucleotiden in allen tRNA- 
Spezies richtig ist. 

Tabelle 8. Codon-Anticodon-Paarung [a]. abgelcitet aus den gesicherten Codons fiir bcstimmte Aminosiuren und aus der Primirstruktur der tRNA 
fGr die enwprechende AminosBurc. 

C 
A 
I 
I 
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C G  I 
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Hefe 

I I  
A Y  G 

--+ 
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U G[b  
--+ 

E. coli 

,.amber"- 
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A U C  
--f 
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Suppressor- 
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Phe 
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A A G-OMe 
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und 
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I 
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C A I  
----f 

HCfe 

SCr 

--+ 

u c u  
C 
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I 
I 
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A G I  
-+ 
Hcfe 
und 

Ratten- 
lcbcr 

Met 

+ 
A U G  

U A C [c] 
+ 

E. eoli 

[a] Die Codon-Anticodon-Paarng findct in antiparalleler Richtung statt. Dcmentsprechend sind die Anticodons in umgckchrtcr Richtung wie 
bci Oligonucleotiden iiblich geschriebeu. b] Die Struktur diases G-Dcrivats ist noch unbckannt. [c] Die Struktur dieses CDcrivats ist noch unbckannt. 

hier im einzelnen mit dem umfassenden und erregen- 
den Gegenstand der tRNA-Struktur und ihrer biolo- 
gischen Funktion im einzelnen zu beschaftigen. Die 
folgenden Abschnitte sind auf solche Aspekte be- 
schrankt, bei denen besonders wichtige Informationen 
von meinen Kollegen in Madison stammten. 

Die erste allgemeine Frage, die zu stellen ware, ist: 
Wie werden die Trinucleotid-Codons durch den pro- 
teinsynthetisierenden Apparat erkannt? Der erste 
wichtige Fortschritt war hier das Konzept eines Adap- 
termolekuls, das nach heutiger Ansicht ein tRNA- 
Molekul ist. Die Experimente von Benzer,  Lipmann 
und ihren Mitarbeitern [701 brachten eine elegante Be- 
statigung dieser Hypothese. Die nachste Frage lautet: 
Wodurch wird bewiesen, daI3 die Erkennung der Co- 

[70] F. Chapeville, F. Lipmann, G. von Ehrenstein. B. Weisblum, 
W. J. Ray sen. u. S. Benzer, h c .  nat. Acad. Sci. USA 48, 1086 
(1962). 

Ein weiterer wichtiger Aspekt der biologischen Funk- 
tion der tRNA verdient Beachtung. Kann ein tRNA- 
Molekul mehr als ein Codon erkennen? Zur Zeit glau- 
ben wir, daI3 dies beim dritten Buchstaben der Codons 
oft der Fall ist, und daI3 dies auf einer schnell wechseln- 
den Paarung mehrerer Basen im tRNA-Molekul be- 
ruht, so daD zusatzliche Basenpaarungen zu den 
Standard-Watson-Crick-Basenpaaren moglich wer- 
den L7J1, Ein solcher Fall von multipler Codon-Erken- 
nung durch eine tRNA ist bewiesen [741. So kann Phe- 
nylalanin-tRNA, die wir in reiner Form in unserem 
Laboratorium zur Verfugung haben und von der wir 
wissen, daD das Anticodon 2'-O-Methyl-GAA ist, so- 

[71] H. M .  Goodman, J .  Abelson, A. Lundy, S. Brenner u. I. D. 
Smith, Nature (London) 217, 1019 (1968). 
[72] B. F. C .  Clark, S .  K .  Dube u. K.  A. Marcker, Nature (Lon- 
don) 219,484 (1968). 
[73] F. H. C. Crick, J. molecular Biol. 19, 548 (1966). 
[74] D. Sdllu. U. L. RajBhandary, J. molecular Biol. 29,97(1967). 
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wohl UUU als auch UUC erkennen, die gesicherten 
Codons fur Phenylalanin. Dies wurde durch Poly- 
phenylalanin-Synthese unter Benutzung vorher bela- 
dener Phenylalanyl-tRNA und der beiden Polymeren 
Polyuridylat und Poly-UUC bewiesen, das eine sich 
wiederholende Trinucleotidsequenz enthalt (Abb. 4). 

Fortschritte auf diesem Gebiet waren nicht nur des- 
wegen aufregend, weil sie unser Verstandnis vom 
Ablauf der Protein-Synthese vertiefen wiirden, son- 
dern auch wegen der Moglichkeit, daD ein guter Teil 
der Evolution des genetischen Codes gleichbedeutend 
mit der Evolution der tRNA-Molekiile ist. 

n 
Ip1728- 

15 30 L 5  60 
t l m i n l  -+ 

Abb. 4. Polyphenylalanin-Bildung unter Verwendung des protein- 
synthetisierenden Systems aus €. coli und gereinigter Hefc-Phe-tRNA. 
Messenger sind Poly-U und Poly-UUC. 0: 4- Poly-UUC + Phe- 
tRNA; w 4- Poly-U . I  Phe-IRNA; 0 :  - tRNA + Poly-UUC + Phe: 
e: - tRNA + Poly-U + Phe; A: - Poly-UUC -I- Phe-tRNA: 
V: - Poly-U + Phe-tRNA. 

Es gibt noch andere Moglichkeiten fur die multiple 
Erkennung. Beispielsweise scheint Inosin in der ersten 
Position U, A und C 1731 erkennen zu konnen. Ergeb- 
nisse, die diese Art der multiplen Erkennung stutzen, 
sind ebenfalls veroffentlicht [75.761. Mogliche biolo- 
gische Implikationen der multiplen Codon-Erken- 
nung durch tRNA-Molekule sind an anderer Stelle 
diskutiert worden [751. 

Transfer-RNA-Molekule sind im Reiche der Biologie 
eine einzigartige Klasse. Offenbar miissen sie zahl- 
reiche Funktionen ausuben. Man hat viele Hinweise, 
daD diese Molekule zusatzlich zur ublichen Sekundar- 
struktur eine Tertiarstruktur haben [651. Weiterhin 
wurde ein sehr plausibles und attraktives Modell fur 
die Anticodonschleife entwickelt [771. Vor kurzem er- 
zielte Erfolge in mehreren Laboratorien c78-831 bei 
Versuchen, tRNA-Kristalle zu erhalten, bilden aller 
Wahrscheinlichkeit den Beginn einer neuen Ara fiir 
die Arbeit iiber Struktur und Funktion der tRNA. 

[75] D. Sdll, J. Cherayil, D .  S. Jones, R. D.  Faulkner, A .  Hampel, 
R. M .  Bock u. H.  G.  Khorana [65]. dort S .  51. 
[76) D. W I ,  J .  D. Cherayil u. R. M .  Bock, J. molecular Biol. 29, 
97 (1967). 

[77] W. Fuller u. A. Hodgson, Nature (London) 215, 817 (1967). 
[78] B. F. C.  Clark, B. P .  Doctor, K .  C. Holmes, A .  Klug, K. A .  
Marcker, S. J .  Morris u. H .  H.  Paradies, Nature (London) 219, 
1222 (1968). 
[79] S. Kim u. A .  Rich. Science 162, 1381 (1968). 
1801 A .  Hampel, M .  Lobanauskas, P. G.  Connors, L .  Kirkegaard. 
U. L. RajBhandary, P.  B. Sigler u. R.  M .  Bock, Science 162,1384 
(1 968). 
[81] F. Cramer, F. v .  d.  Haar, W. Saenger u. E. Schlimme, Angew. 
Chem. 80, 969 (1968). 
[82] H .  H.  Paradies, FEBS Letters 2, 112 (1968). 
[83] J .  R. Fresco, R. D.  Blake u. R. Langridge, Nature (London) 
220, 1285 (1968). 

V. Weitere Aspekte des Codes und der 
Protein-Synthese 

1. Start der Protein-Synthese 

Die Entdeckung der Formylmethionyl-tRNA durch 
Marcker und Sanger 1651 hat eine Welle von Unter- 
suchungen uber den Start der Protein-Synthese in 
E. coli ausgelost. Es wird heute allgemein angenom- 
men, daD Formyl-methionin (Fmet), an eine bestimmte 
Spezies methioninspezifischer tRNA gebunden, das 
Startsignal zur Protein-Synthese ist. Wie oben erwahnt 
lag bei den Arbeiten an der Codon-Zuordnung unter 
Verwendung synt hetischer Polynucleotide als Messen- 
ger meist eine unphysiologisch hohe Magnesium- 
ionen-Konzentration vor. Unter diesen Bedingungen 
erubrigt sich ein spezifischer Startmechanismus fur die 
Polypeptidkette. 
Die Notwendigkeit eines Startmechanismus kann je- 
doch durch Erniedrigung der Magnesiumionen-Kon- 
zentration auf etwa 4-5 mmol/l (verglichen mit 10 bis 
7 5 mmol/l in den friiheren Arbeiten) demonstriert 
werden. Dann verursachen in einem zellfreien System 
nur diejenigen Messenger schnell eine Reaktion, die 
Codons enthalten, die von der Fmet-tRNAFmet er- 
kannt werden konnen. Die Peptid-Synthese beginnt 
dann mit Fmet am Aminoende. Wiederum erlaubt mir 
die Zeit keine vollstandige Wiirdigung der Arbeit an- 
derer Laboratorien auf diesem Gebiet. Ich will mich 
auf die Experimente meines Laboratoriums beschriin- 
ken, die 1. eine Ableitung der am Kettenstart beteilig- 
ten Codons in E. coli [841 gestatten und 2. einiges Licht 
auf die Rolle der Ribosomen-Untereinheiten bei der 
Protein-Synthese werfen [*51, 

Poly-r-AUG steuert die Polymethionin-Synthese, wie 
oben erwahnt. Fuhrt man das Experiment bei einer 
Magnesiumionen-Konzentration von 5 mmol/l aus, 
so erhalt man die in Abbildung 5 gezeigten Ergeb- 
nisse. Die Synthese beginnt also verzogert und recht 
langsam, wenn niir Met-tRNAMet vorhanden ist. 
Die Zugabe von Fmet-tRNAFmt fuhrt zu einer 
schlagartigen Beschleunigung. Daraus ist zu schlieben, 
dal3 Fmet-tRNAFm" fur den Start und Met-tRNAMe 
fur die Kettenverllngerung notig ist. 
In ahnlicher Weise benotigt die durch Poly-r-UG ge- 
steuerte Synthese des Val-Cys-Copolypeptids (Abb. 6) 
bei einer Magnesiumionen-Konzentration von 5 mmol/ 
I die Gegenwart von Fmet-tRNAFmet, und die Zu- 
gabe der Proteinfaktoren, die als ,,initiation factors" 

[84] H. P.  Ghosh, D. Sdllu. H. G .  Khorana, J .  molecular Biol. 25, 
275 (1967). 
[85] H. P. Ghosh u. H. C. Khorana, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
58, 2455 (1967). 
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Abb. 5 .  Polymethionin-Synthesc in Gegenwart von Poly-r-AUG und 
IdGMet-tRNAMM. Hier ist die Wirkung von Fmet-tRNAFmet und 
den ,,initiation factors" gezcigt. v: + Poly-r-AUG + Pmet-tRNA 
+ ,.initiation factor"; A: + Poly-r-AUG + Pmet-tRNA; 0: + Poly- 
I-AUG; 0 :  - Poly-r-AUG. 
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Abb. 6. Synthesc des Val-Cys-Copolypeptids, gcsteuert durch Poly-r- 
UG. Die Synthese wurde bei einer Magnesiumionen-Konzentration von 
5 mmol/l ausgcfiihrt. Hicr ist die Wirkung von Fmet-tRNAFmt und 
den ,,initiation factors" gezcigt. V: + Poly-r-UG i- Fmct + ,,initiation 
factor"; 0: + Poly-r-UG + ,,initiation factor''; A: + Poly-r-UG 
-:- Fmet; 0 :  -i- Poly-r-UG; 0 :  - Poly-PUG. 

bezeichnet werden, hat schlagende Wirkung [651. Die 
Analyse der terminalen Sequenz des gebildeten Poly- 
peptids zeigte, daR Fmet am Aminoende gebunden 
war und daR dann Cys und Val folgten. 
Aus den obigen Ergebnissen ist zu schlieben, daR AUG 
und GUG die Startcodons in E. coli sindL841. Hier 
verblufft die Degeneration im ersten Buchstaben. 
DaI3 die ribosomale 70-S-Partikel aus E. cofi in eine 
304- und eine 50-S-Untereinheit gespalten werden 
kann, war bereits Ende der funfziger Jahre bekannt. 
Die Bedeutung der beiden Untereinheiten fur die 
Protein-Synthese blieb allerdings bis in die jungste 
Zeit unklar. Kiirzlich wurde gefunden, daD man bei 
schonender Lyse von E. coli-Zellen hauptsiichlich die 
302% und die 50-S-Untereinheit erhalt. Dieses Er- 
gebnis lie13 eine Rolle fur das 5O-S-/3O-S-Paar bei der 
Protein-Synthese vermuten [861. Es sollte angemerkt 
werden, daD fruhere biochemische Ergebnisse fur 
mindestens zwei Bindungsstellen auf den 70-S-Ribo- 
somen sprechen. Kurzlich haben Nomura und Mit- 

1861 G. Mangiarorri u. D. Schlessinger, J. molecular Biol. 20, 123 
(1966); ibid. 29, 395 (1967); 0. Schlessinger, G. Mangiarorti u. 
D .  Apirion, Proc. nat. Acad. Sci. USA 58, 1782 (1967). 

arbeiter 1871 gezeigt, da13 Fmet-tRNAFmet in Gegen- 
wart von RNA aus f2-Viren spezifisch an 30-S-Parti- 
keln gebunden wird, wahrend die iibrigen (nichtiniti- 
ierenden) tRNAs nicht gebunden werden. 
Weitere Studien an der oben beschriebenen poly-r- 
AUG-gesteuerten Polymethionin-Synthese 1851 brach- 
ten folgende Ergebnisse: 1. Die 30-S-Partikeln binden 
Fmet-tRNAFmet in Gegenwart von Poly-r-AUG bei 
einer Magnesiumionen-Konzentration von 5 mmol/l. 
2. Die nichtinitiierende tRNA (Met-tRNAMa) wird 
erst nach Zugabe der 50-S-Partikeln zu den 30-S- 
Partikeln gebunden. 3. Es gelang, die Synthese des 
Dipeptids Formylmethionyl-methionin (Fmet-met) 
durch schrittweise Bildung des alle Komponenten 
enthaltenden Komplexes zu zeigen. Dabei wurde 
Fmet-tRNAFmet in Gegenwart von Poly-r-AUG und 
den ,,initiation factors" an die 30-S-Partikeln gebun- 
den. Der Komplex wurde durch Zentrifugieren iso- 
liert und mit 50-S-Partikeln, danach mit Met-tRNAMet 
versetzt. Der resultierende Komplex, der jetzt 30-S- 
Partikeln, Poly-r-AUG, Fmet-tRNAFmet, 50-S-Par- 
tikeln und Met-tRNAMet enthielt, wurde abermals 
durch Zentrifugieren isoliert. Als dieser Komplex rnit 
dem S-100-uberstand versetzt wurde, entstand das 
Dipeptid Fmet-met. Daraus geht hervor, daD sowohl 
Fmet-tRNAFmet als auch Met-tRNAMet gleich- 
zeitig an 30-S-/SO-S-Partikeln gebunden werden. 
Die Resultate beweisen das Vorhandensein von zwei 
tRNA-Bindungsstellen an den 70-S-Ribosomen. Dar- 
iiber hinaus ist aus diesen Ergebnissen die Rolle der 
ribosomalen Untereinheiten zu entnehmen: der erste 
Schritt beim Start der Protein-Synthese ist die Bin- 
dung der Initiator-tRNA an den 30-S-Ribosomen/ 
mRNA-Komplex. Der resultierende Initiator-Kom- 
plex vereinigt sich dann rnit der 50-S-Partikel und ist 
nun in der Lage, eine andere Aminoacyl-tRNA zu 
binden, so daD eine Peptidbindung gebildet werden 
kann. Nomura[g71 und Mitarbeiter zogen aus ihrer 
Arbeit den gleichen SchluS; die obigen Ergebnisse 
stutzen ihre Resultate. Mehrere andere Laboratorien 
haben danach ahnliche Ergebnisse erzielt. 
Wie erwahnt, kann man bestimmte Proteinfaktoren, 
die fur den Start der Protein-Synthese benotigt werden, 
von den Ribosomen ablosen. Diese Faktoren, die all- 
gemeine Chemie der Ribosomenproteine und die Ribo- 
somenuntereinheiten selbst werden derzeit in vielen 
Laboratorien untersucht. Vor sehr kurzer Zeit sind 
entscheidende Fortschritte bei der Rekonstitution der 
30-S-Untereinheiten im Arbeitskreis von Nomura ge- 
lungen. Diese und iihnliche Studien eroffnen neue Wege 
zu einem tieferen Verstgndnis der Protein-Synthese. 

2. ,,Missen.se~c-Suppression : tRNA-Beteiligung 

Eine andere Anwendung der Ribopolynucleotid-Mes- 
senger mit sich wiederholenden Nucleotidsequenzen 
war die Untersuchung des Mechanismus der geneti- 
schen Suppression (,,missense''-+,,seme"). Aus den 

(871 M .  Nomura u. C. V. Lowry, Proc. nat. A d .  Sci. USA 58, 
946 (196n; M. Nomura, C. V. Lowry u. C. Guthrie, ibid. 58,1487 
(1967). 

.. __ 
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Arbeiten von Yanofsky und Mitarbeitern ist bekannt, 
daD viele E. coli-Mutanten nur ein defektes A-Protein 
der Tryptophan-Synthetase erzeugen konnen. In 
einem Fall (Mutante A-78) ist ein Glycin-Rest im A- 
Protein durch Cystein ersetzt. In einer Suppressor- 
Mutante (A-78-Su-78) ist in geringem AusmaD das 
ursprunglich vorhandene Glycin wieder an den Platz 
des Cysteins gesetzt. Bei Benutzung des zellfreien pro- 
teinsynthetisierenden Systems aus E. coli B ist gezeigt 
worden, daD das System 14C-Glycin in Gegenwart 
von Valin unter Poly-r-UG-Stimulation einbaut 
(Abb. 7), wenn es mit tRNA aus dem Stamm A-78- 
Su-78 versetzt ist 1881. 

0 1 2 3 
11\72871 t l h l  + 

Abb. 7. Einbau von 14C-Glycin in das Valin-Glycin-Copolypeptid, 
stimuliert durch Poly-r-UG in Gcgcnwart yon tRNA aus dem Stamm 
A-78-Su-78 yon E. coli. 8 :  + Poly-UG + tRNA + Val; 0:  + Poly- 
UG -k tRNA - Val; A :  - Poly-UG + tRNA + Val: 0: i Poly-UG 
- tRNA i Val. 

Wie oben berichtet, steuert das Polymere normaler- 
weise die Synthese des Valin-Cystein-Copolypeptids. 
Das Valin-Glycin-Copolypeptid, das spezifisch in 
Gegenwart der tRNA aus A-78-Su-78 gebildet worden 
war, wurde eingehend charakterisiert [881. In ahn- 
licher Weise zeigten Carbon, Berg und Yanofsky (891, 

daD ein anderer ,,missense"-Suppressor einer Glycin+ 
Arginin-Mutation im A-Protein ebenfalls auf der 
Ebene der tRNA agierte. Schon fruher wurde bewie- 
sen, daB die tRNA fur die Suppression eines ,,amber"- 
Codons in einer Bakteriophagen-RNA verantwort- 
lich ist [901911. 

[88] N .  K .  Cupta u. I€. C.  Khorana, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
56, 772 (1966). 
[89] J.  Carbon, P.  Berg u. C. Yanofsky, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA 56, 764 (1966). 
[90] M .  R .  Capecchi u. G .  N. Cussin, Science 149, 417 (1965). 
[91] D. L. Engelhardt, R .  Webster, R. C. Wilhelm u. N. D.  Zinder, 
Proc. nat. Acad. Sci. USA 54, 1791 (1965). 

Wie erwahnt lieR sich in einem Fall nachweisen, daD 
eine ,,amber"-Suppression auf einen einzigen Nucleo- 
tidaustausch im Anticodon einer tRNA zuruckgeht [711. 

3. Translation einzelstrangiger DNA-iihnlicher 
Polymerer 

Kurzlich wurde das eindrucksvolle Ergebnis veroffent- 
licht (921, daD denaturierte DNA in Gegenwart von 
Aminoglykosid-Antibiotika wie Neomycin B den Ein- 
bau von Aminosauren in einem bakteriellen zellfreien 
proteinsynthetisierenden System stimuliert. Weitere 
Studien unter Verwendung einzelstrangiger Desoxy- 
ribopolynucleotide mit definierter Nucleotid-Sequenz 
(Poly-d-TG, Poly-d-AC und Poly-d-T) erbrachten 
sehr ermutigende Ergebnisse (931. Die Reaktion auf die 
DNA-ahnlichen Polymeren war ausgezeichnet, und 
die Fehler waren uberraschenderweise sehr selten und 
klein. Zum Beispiel steuerte Poly-d-CA die Synthese 
des Thr-His-Copolypeptids, wobei keine andere 
Aminosiiure eingebaut wurde. Diese Ergebnisse bieten 
neue Moglichkeiten fur das Studium der Ribosomen- 
Funktion und konnten sich daruber hinaus in Zukunft 
praktisch verwenden lassen. 
Wie an anderer Stelle beschrieben [941, ist es nicht un- 
denkbar, daD die Synthese spezihcher Proteine im 
Laboratorium unter Benutzung von Nucleinsaure- 
Matrizen durchgefiihrt wird. Fiir diesen Zweck 
konnten geschutzte Trinucleotide als Codons in 
groDem MaDstab auf kommerzieller Basis hergestellt 
und fur die Synthese von Nucleinsaure-Matrizen fur 
Proteine verwendet werden. Dieser Weg wurde auf der 
Ebene der Matrize Flexibilitat und Selektivitat fiir 
Aminosaure-Substitutionen bieten. 

VI. SchluDbemerkungen 

Wahrend in einigen Einzelaspekten des genetischen 
Codes die letzte Klarheit noch fehlt, ist es auRerordent- 
lich befriedigend fur viele von uns, die an diesen 
Problemen gearbeitet haben, daB uber die allgemeine 
Struktur des genetischen Codes vollstandige Uberein- 
stimmung herrscht. Beweise, die aus einer Vielfalt von 
Techniken, genetischen und biochemischen, aus in- 
vivo- und in-vitro-Experimenten kommen, haben die 
oben erwahnten Codon-Zuordnungen ermoglicht. Es 
ist unwahrscheinlich, daD eine dieser Zuordnungen 
korrigiert werden muD. Trotzdem bleibt noch vie1 auf 
biochemischer und chemischer Ebene zu tun, um das 
sehr komplizierte proteinsynthetisierende System zu 
verstehen. Nichtsdestoweniger scheint das Problem 
des genetischen Codes mindestens im eindimensionalen 
Sinn gelost (lineare Entsprechung der Nucleotidse- 
quenz von Polynucleotiden mit der Aminosaure- 

[921 B. J. McCarthy u. J .  J .  Holland, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
54, 880 (1965). 
[93] A. R. Morgan, R .  D.  Wells u. H. G.  Khorana, J. molecular 
Biol. 26, 477 (1967). 
[94] A. Kumar u. H. G.  Khorana. J. h e r .  chem. SOC., im Druck. 
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sequenz von Polypeptiden). Wir konnen hoffen, dad 
diese Kenntnisse als Basis fur weitere Arbeit auf dem 
Gebiet der Molekular- und der Entwicklungsbiologie 
dienen. 

Dank 

Ich mochte noch einmal unterstreichen, wie sehr die 
Arbeit, die den Inhalt dieser Vorlesung bildet, ein Er- 
folg gemeinsamer Anstrengungen ist. Einer Vielzahl 
engagierter und hingebungsvoller Kollegen, Chemi- 
kern und Biochemikern, mit denen ich das Gliick einer 
guten Zusammenarbeit teilte, bin ich zu groDem Dank 
verptlichtet. 
Die Bemiihungen und der Fortschritt in der Wissen- 
schaft werden mehr und mehr voneinander abhangig. 
Dies trifft ganz sicherlich fur die Arbeit am geneti- 
schen Code zu. Viele der groden Wissenschaftler, die 
direkt oder indirekt die hier zusammengefadten Er- 
gebnisse beeinfludt haben, sind im Text erwahnt. Ich 

Die Arbeit an der Alanin-Transfer-RNA begann 
eigentlich 1956 im Laboratorium von James Bonner im 
California Institute of Technology. Ich hatte von der 
Geneva Experiment Station der Cornell University ein 
Jahr Forschungsurlaub und beschaftigte mich mit der 
Protein-Synthese. Gegen Ende meines Aufenthaltes 
unternahm ich Versuche, um den Acceptor aktivierter 
Aminosauren zu finden. 

Damals war es aus den Arbeiten von Hoagland, Keller 
und Zamecnik [*I, DeMoss, Genuth und Novelli [21 so- 
wie Berg und Newton [31 bereits bekannt, daD die Ami- 
nosauren enzymatisch unter Bildung enzymgebunde- 
ner Aminoacyladenylate (Enz-AA-AMP, Abb. 1) ak- 
tiviert werden. Wahrscheinlich wurden diese Amino- 
acyladenylate mit irgendeiner Substanz reagieren, die 
in Abbildung 1 mit ,,X' bezeichnet ist, und ein Produkt 
dieser Reaktion miiDte AMP (Adenosin4'-mono- 
phosphat) sein, wie es in GI. (2) formuliert ist. Eine 
solche Reaktion konnte moglicherweise reversibel 
sein, und wenn, so sollte es moglich sein, die Brutto- 

[*I Prof. Dr. R. W. Holley 
The Salk Institute, San Diego, Calif. 92112 
und Cornell University, Ithaca, N. Y. 14850 (USA) 

[**I Copyright 8 The Nobel Foundation 1969. - Wir danken 
der Nobel-Stiftung, Stockholm. fiir dieGenehmigung zumDruck 
dieser ubersetzung. 
[l] M .  B. Hoagland, Biochim. biophysica Acta 16, 288 (1955); 
M .  B. Hoagland, E. B. Keller u. P. C. Zamecnik. J. biol. Chem- 
istry 218, 345 (1956). 
[2] J.  A .  DeMoss, S. M .  Genuth u. G. D. Novelli, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 42, 325 (1956). 
[3] P. Berg u. G .  Newton, Federat. FToc. IS, 219 (1956). 

mochte hier einem weiteren Wissenschaftler meine 
Reverenz erweisen. Zu meinem Gluck wurde ich von 
Professor V. Prelog an der Eidgenossischen Tech- 
nischen Hochschule, Zurich, zu Studien nach dem 
Doktorexamen angenommen. Die Zusammenarbeit 
mit diesem groDen Wissenschaftler und Menschen hat 
meia Denken und Philosophieren uber Wissenschaft, 
Arbeit und Einsatz ungemein beeinfluat. 
Meine Arbeit begann im British Columbia Research 
Council, Vancouver, Canada, wo sie durch die Er- 
mutigung von Dr. Gordon M. Shrum (jetzt Kanzler 
der Simon Fraser University, B.C.) und durch die 
finanzielle Unterstutzung des National Research 
Council of Canada ermoglicht wurde. Spater habe ich 
grodzugige Unterstutzung vom National Cancer In- 
stitute der National Institutes of Health, U.S. Public 
Health Service, von der National Science Foundation, 
Washington, vom Life Insurance Medical Research 
Fund und von der Graduate School der University of 
Wisconsin erhalten. 

Eingegangen am 21. Juli 1969 [A 7281 
ubcrsetzt von Dr. Th. Hepner, Heidelberg 

Alanin-Transfer-RNA (Nobel-Vortrag) * *I 

Von R. W. Holley[*I 

Riickreaktion durch den Einbau von radioaktivem 
AMP in ATP in Abhtingigkeit von Aminosiiuren zu 
beobachten. 

Enz + AA + ATP + Enz-AA-AMP + Pyrophosphat (1) 

Enz-AA-AMP + .,X" + Enz + AA-,.X" + AMP (2) 

Abb. I .  Schematische Wiedergabe dcr AminoseuraAktivierung. 

Auf diese Weise wurde ein alaninabhangiger Einbau 
von AMP in ATP mit dem ,,pH-5-Enzym", das aus 
der niedermolekularen ,,loslichen" Fraktion eines 
Rattenleber-Homogenats gewonnen wox den war, ge- 
funden. Von grodtem Interesse war die Entdeckung, 
dad der AMP-Einbau durch Ribonuclease gehemmt 
wurde 141. Daraufhin wurde dieses alaninabhangige 
AMP-einbauende System durch Kombination des 
teilweise gereinigten alaninaktivierenden Enzyms mit 
einer niedermolekularen RNA aus dem Rattenleber- 
,,pH-5-Enzym" rekonstruiert 151. 

Unterdessen hatten Hoagland et al. 161 sowie Ogata und 
Nohara C71 gezeigt, daO radioaktive Aminosluren in der 
Rattenleber-pH-5-Praparation an eine niedermoleku- 

141 R. W. HoNey, J. Amer. chem. S O ~ .  79, 658 (1957). 
[5] R.  W. Holley u. J.  Goldstein, J. biol. Chemistry 234, 1765 
(1959). 
[a] M. B. Hoagland, P. C. Zamecnik u. M. L. Stephenson, Bio- 
chim. biophysica Acta 24, 215 (1957); M. B. Hoagland, M L. 
Stephenson, J. F. Scott, L. I.  Heeht u. P. C. Zamccnik. J. biol. 
Chemistry 231,241 (1958). 
[7] K .  Ogata u. H. Nohara, Biochim. biophysica Acta 25, 659 
(1957). 
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