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The atomic distances and angles in the dyestuff anthranilic acid + phenyl- 
methyl-pyrazolone do not correspond well to  either type of coordination. In fact 
this dyestuff has been found to form 1:Z-Cr complexes of both types. 

The relationship between mixed complexes from two different types of azo- 
dyestuffs has also been studied. This study has shown that azo-dyestuffs which 
form 5-6-rings never result in sandwiches, whereas azo-dyestuffs which form 6-6- 
rings can coordinate perpendicularly in appropriate mixed complexes. 

Wissenschaftliche Laboratorien der J. R. GEIGY AG, Basel, 
Farbstoffabteilung 

127. Eine partikelgebundene Transfer-Ribonucleinsaure aus Rattenleber 
von A. Hicklin und F. Leuthardt 

Herrn Prof. A. VON MURALT zum 60. Geburtstag gewidmet 

(2. IV. 63) 

Aus einer friiheren Arbeit geht hervorl), dass sich Mikrosomen aus Rattenleber 
und Puppen von Drosophila mela.nogaster beim Einbau von Aminosauren in Proteine 
verschieden verhalten. Wahrend bei Rattenlebermikrosomen der Zusatz von pH- 
5-Enzymen den Einbau um das Sechsfache erhoht, wird er bei Drosophila-Mikrosomen 
praktisch kaum verandert. Drosophila-Mikrosomen enthalten ein taktivierendes 
System)), das bei der Praparation weniger leicht entfernt wird als dasjenige der 
Rat tenlebermi krosomen. 

STONE 2, zeigte, dass Rattenlebermikrosomen mit dem Uberstand der pH-5- 
Enzyme den gleichen Einbau zeigen wie mit den pH-5-Enzymen, obwohl ersterer 
praktisch keine Losliche Ribonucleinsaure (sRNA) enthalt 7 .  Die Vermutung lag 
nahe, dass auch Rattenlebermikrosomen einen Teil des (( aktivierenden Systems D, 
zum Beispiel Losliche Ribonucleinsaure enthalten, und dass sie deshalb nur noch 
gewisse Enzyme, die im Uberstand der pH-5-Enzyme ebenfalls enthalten sind, 
benotigen. 

Eiivbau von Aminosauren ohne f1H-5-Enzymfraktion. Das Ergebnis von STONE 2, 

l a s t  sich ohne weiteres bestatigen. Der Einbau mit dem uberstand der pH-5- 
Enzyme ist ebenso gut wie derjenige niit der pH-5-Enzymfraktion (s. Tabelle). Im 
uberstand der pH-5-Enzyme sind, wenn iiberhaupt, nur minimale Mengen von 
sRNA enthalten. Um auszuschliessen, dass nicht zufallige Verunreinigungen der 
mikrosomalen Partikel einen solchen Einbau ermoglichen, wurden die Mikrosomen 
besonders sorgfaltig gewaschen. Sie wurden, nach der ersten Ultrazentrifugation, mit 
einem kleinen POTTER-Homogenisator von Hand solange homogenisiert, bis keine 

l) E. JENNY, A. HICKLIN & I:. LEUTHARDT, Helv. 45, 2014 (1962). 
2) D. STONE & SH. JOSHI, Riochim. biophysica Acta 55, 335 (1962). 
3) Abkiirzungen: sRNA : soluble ribonucleic acid (Transfer-RNA), RTP : Adenosin-5’-triphos- 

phorsaure, GTP: Guanosin-5’-triphosphorsaure, PEP:Phospho-enolpyruvat. 
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Ansatz: 0,3 ml Mikrosomen (9 mg Mikrosomen-Biwciss), 0,2 ml pH-5-Enzyme (4 mg Eiweiss), 
0,1--0,2 ml iitm-stand tler pH-5-Enzymc (O,S)-l,t( mg Eiwcissi, 1 pMol .4TP, 0,25 pMol GTP, 
10 piI"ol PEP, 0,02 mg Pyruvatkinasc, 5 /.&lo1 WIgC1, in total 1 ml Mcclium A ;  T ,~ucin- [~~C]  0,26 
pMol (sp. Akt. 7,7 mC/mMol.). 
*) Durch Extraktion der Mikrosomcn mit Ka-Uesoxycholat gcwonnen. 

h'achweis uon mikrosomaler Traiisfer-Ribonuclei.nsa.ure. Wie die Tabelle zeigt, findet 
sich nach Inkubation der Mikrosomen mit Leucin-[14C,] ein Teil der Radioaktivitat 
in eiiner Fraktion, die mit heisser Trichloressigsaure (5-proz., go", 20-30 min) cxtra- 
hierbar ist. Vorwiegend handelt cs sich dabei um an die sRNA der pH-5-Fraktion 
gebundenes Leucin-[l4C]. Der aus dem Inkubationssystem (Mikrosomen plus pH- 
5-Enzyme) gewonnene Trichloressigsaureextrakt weist aber eine hiihere Aktivitat 
auf, als auf Grund der zugegebenen Menge pH-5-Enzyme zu erwarten ware (Tabelle). 
Ein Teil konnte also an die Ribonucleinsaure, die in dcn Mikrosomen enthalten ist, 
gebunden sein. Deutlicher werden die Verhaltnisse im System : Mikrosomen plus 
Uberstand der pH.d-Enzyme. Da letzterer keine sRNA enthalt, muss die gesamte 
mit heisser Trichloressigsaure extrahierbare Aktivitat an mikrosomale Ribonuclein- 
saure gebunden sein. Dieses System eignet sich deshalb besonders gut fur die nahere 
Charakterisierung dieser Nucleinsaure. 

Zur Isolierung der Nucleinsaurc wurde ein Ansatz, der Mikrosomen und Uber- 
stand der pH-5-Enzyme enthielt, nach der Inkubation sofort mit Phenol cxtrahiert, 

J .  F. KIRSCH, 1'. SIERIWITZ & C;. E. T ' A L ~ ~ I ) ~ : ,  J. biol. Chemistry 235, 1419 (1960). 
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die Nucleinsaure aus der wasserigen Phase mit Alkohol gefdlt, in 0,231 NaCl oder 
KC1 aufgenommen, auf eine Saule von Sephadex G 75 aufgetragen und mit 0 , 2 ~  
NaCl bzw. KCl eluiert. Die optische Dichte bei 260 mp und die Aktivitat der ein- 
zelnen Fraktionen wurden bestimmt. Wie die Figur zeigt, ist das Maximum der 
Radioaktivitat deutlich gegeniiber dem Maximum der optischen Dichte verschoben. 
Das Leucin ist nicht an eine hochmolekulare Ribonucleinsaure gebunden. Eine 
Kontrolle mit sRNA-Le~cin-[~~c], welches aus einer pH-5-Enzymfraktion gewonnen 
wurde, zeigt, dass sich die sRNA auf der Saule wie die gesuchte Substanz verhdt. 
Durch Papierelektrophorese der aktiven Fraktion nach Ribonuclease-Behandlung 
konnte Adenosylleucin-[14C] nachgewiesen werden 5). Die Aminosauren sind also, 
wie in der sRXA aus dcr pH-5-Enzymfraktion, an einen terminalen Adenosylrest 

I I 

Suulenchromatographie auf Seplaadex G 75 
ala': 

b/b' und c/c' : 

a/ b/c : 
a'/b'/c' : Kadioaktivitiit (dpm). 

Inkubationssystem: 0,d ml Mikrosomen (12 nig Mikrosomen-Eiweiss), 0,3 ml Uberstsnd cler 
pH-5-Enzyme (3 mg Eiweiss) 1 pMol ATP, 0,25 pMol GTP, 10 pMol PEP, 0,02 mg Pyruvat- 
kinase, 5 pMol MgCI,, Leucin-[14C] 0,26 pM (sp. Akt. 30,2 mC/mMol) in total 1 ml Medium A. 
Inkubation bei 37" wahrend 10 Min. 

lrunstliches Gemisch aus mikrosomaler Nucleinsaure (aus nicht inkubierten Mi- 
krosomen) und sRNA-Leucin-[14C] aus pH-5-Enzymen. 
Nucleinsauren aus dem Inkubationssystem Mikrosomenluberstand tier pH-5- 
Enzyme. 
optische Dichte bei 260 mp. 

5, 13. G. ZACHAU, G. Acs & 17. LIPDIANN, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 885 (1958) 
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gebunden. Der Einbau in unsere mikrosomale sRNA verlauft ausserst rasch, ohne 
Verzogerung, und ist in hochstens 3 Minuten bercits maximal. Nach erneuter Iso- 
lierung der Ribosomen im Anschluss an die Inkubation finden sich vom sRNA- 
gebundenen Leucin noch 55% in den Partikeln. 

BLOEMENDAHL 6, beschreibt einen Austausch zwischen markierter sRN4 und 
hochmolckularer mikrosomaler Ribonucleinsaure. Die sKNA sol1 dabei kovalent 
gebunden werden. Da es sich um einen Austausch handelt, der von Anfang an die 
Zugabe von sKNA henotigt , kann unsere partikelgebundcne sRNA nicht auf diese 
Weise wahrend der Inkubation aus hochmolekularer Ribonucleinsaure entstanden 
sein. Die in den Mikrosomen und Ribosomen lokalisierte sRNA scheint ein wesent- 
licher Bestandteil dieser Partikel zu sein. 

Unserc Befunde stehen in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von ELSON ’), 
der aus Mikrosomen, allerdings im Anschluss an eine langere Dialyse, aktive sRNA 
isolierte, und von SMITH*).  Man darf annehmen, dass es sich bei dieser mikrosomaien 
sKNA um sogenannte Adaptermolekeln handelt, die die entsprechenden Amino- 
sauren an den durcli den Code der ((messenger RNAR bestimmten Platz einordnen. 
Diesc Annahme wird durch Befunde von TAI~ANAMI a) bestiirkt. 

Fur den bisher beobachteten, in kurzer Zeit ablaufenden in-vitro-Einbau scheint 
eine nicht partikelgebundene sRNA unnotig zu sein. Moglicherweise wird in einem 
verbesserten in-vitro-System die partikelgehundene sKNA limitierend und muss 
durch solche aus de.r pH-5-Enzymfraktion ergaiizt wrrden. 

Gerade im Hinblick auf die Verhaltnisse bei Drosophila l) und ErbsenkeimlingenlO), 
bei denen das aktivierende System bei der ublichen Aufarbeitung schlecht von den 
Mikrosomen getrennt werden kann, drangt sich die Frage auf, oh nicht in. vivo das 
ganze peptidsynthetisierende System, sRNA, Aminosauren aktivierende Enzyme, 
mit Einschluss der Transfer-Enzyme, partikelgebunden ist und erst bei der Auf- 
arbeitung mehr oder weniger leicht in eine partikclgebundene und eine sogenannte 
losliche Fraktion zcrfallt. Der Nachwcis Aminosauren aktivierender Enzyme in 
Mikrosomen von Keticulocyten durch K K U H ~ ~ )  passt durchaus in dieses Bild. 

Experimentelles 
T ~ r ? m z g ~ ! f i  und l&,~entren. - M e d i u m  /‘I : Saccharose 0,25 hi, MgC1, 0 , 0 0 4 ~ ,  KC1 0,0251~1, Tri- 

hydroxymethyl-aminomethan-HCI-Puffer 0 , 0 5 ~ ,  pH 7,6. - M e d i u m  B :  Saccharose 0 , 9 0 ~  MgC1, 
0 , 0 0 4 ~ .  KCl 0,025 M. - ATP, PEP (krist. Tri-cyclohcxyl-ammoniumsalz) und Pyruvatkinase 
stamniten yon der Firma B~EHRINGER (Mannheim), das GTP von den PABST LAB. (Milwaukee, 
Wis.), das Leucin-[l4C:~ vom RADIOCHEMICAL CENTRE (Amcrsham, England). Ilas cHyaminr ( p -  
(c~iisobutyl-cresoxyethyl)-dimethyl-bcn~yl-ammoni~im hyclroxidc) bezogen wir von der Firma 
PACKARD Tnstrument Comp. Inc. Me Szintillator€liissigkeit bcstand aus 4 g PPO (2,j-IXphenyl- 
oxazol) (Firma PACICARD) uncl 100 mg POPOP (1,4-bis-2-(5-PhcnyIoxazol~l)-benzol) in 1000 ml 
Toluol (analysenrein, MERCK A.G.) . - Die iibrigen Reagentien wat‘cn Handelspraparate vom bcstcn 
crhiiltlichcn Reinheitsgrad. 

g, H. BLOEMENDAHL, I,. BOSCH & M. SLUYSER, Biochim. biophysica Acta 41, 454 (1960). 
7) D. ELSON, Biochim. biophysica Acta 61, 460 (1962). 
8, I<. C. SMITH, Biochemistry I ,  866 (1962). 
9) M. TAKANAMI, Riochim. biophysica ilcta 67, 432 (1962). 

lo) G. C .  WIIBSTER, J. biol. Chemistry 229, 535 (1957). 
J. KRUII & J. C. DREYFUS, Biochim. biophysica Acta 44, 55 (1960). 
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Priiparation der Mikvosomen, PH-5-Enzynze, Ubevstand der pH-5-Enzyme.  Im wesentlichen 
geschah die Praparation nach cler Methodc von Z A M E & I K ~ ~ ) .  Die Lcber wurde in 2 ,3  ml Medium 
A pro g Frischgewicht in einem Glashomogenisator mit lockcrem Pistil1 homogenisiert und an- 
schliesscnd 10 Min. bei 15000 g zur Entfernung von Zclltriimmern, Kernen und Mitochondrien 
zcntrifugiert. Der Uberstand wurde 1 : 2 bis 1 : 3 rnit Medium B verdiinnt und die Mikrosomen in 
einer praparativen Ultrazentrifuge (SPINCO, Modell L, Rotor Xr. 40) 90 Min. bci 105000 g sedi- 
mentiert. Die Mikrosomen wurden in Medium A aufgenommen. in einem kleincn POTTER-Homo- 
genisator von Hand kurz homogenisiert, rnit Medium B auf das vicrfachc Volumen verdiinnt und 
nochmals 60 Min. bei 105 000 g zentrifugiert. Anschliessend wurden die Mikrosomen im Medium A 
aufgcnonimen und kurz von Hand homogenisiert. 

Die Solubilisierung der Mikrosomen erfolgte nach der Methode von  KIRSCH^). Das Sediment 
cler 1 .  Vltrazentrifugation murde in Medium A aufgenommen (ca. 15 mg Mikrosomen-Eiweiss/ml), 
kurz homogenisicrt, mit Medium I3 auf das Fiinffache verdiinnt, die MgClz-l<onzentration auf 
0,009 M gebracht und soviel ciner 3-prOZ. Na-Desoxycholatlbsung zugegeben, dass die Na-Desoxy- 
cholatmenge 90% cler vorhandenen Eiweissmengc ausmachte (Endkonzentration an Na-Desoxy- 
cholat ca. 0,25%). Anschliessend wurde GO Min. bei 105000 g zentrifugiert. Zum Auswaschen des 
Na-Desoxycholats wurde der Niederszhlag in Medium h kurz homogenisiert, mit Medium B auf 
das vierfache Volumen verdiinnt und nochmals 60 Min. bei 105 000 g zentrifugiert. 

Die pH-5-Enzyme wurden aus dem ubcrstand dcr 1, liltrazentrifugation durch Zugabe von 
0,5 N Essigsaurc ausgefallt und abzentrifugiert. Der Niederschlag wurdc mit Medium B gewaschen, 
abzentrifugiert und in Medium A aufgenommen. 

Der Uberstand der abzentrifugierten pH-5-Enzyme wurde mit 2~ KOH auf p H  7,6 gebracht 
(= Uberstand der pH-5-Enzyme). 

Pvdpavation der Rihonzicleiiasauren. Die sRNA aus den pH-5-Enzymcn wurde nach dcr Me- 
thode von Z A M E ~ N I K ~ ~ )  hergestellt. 

Zur Isolierung der mikrosomalcn Kibonuclcinsaure wurdcn zum Inkubationssystem (Mikro- 
somen plus Uberstand der pH-5-Enzyme) 3 ml Tri-hydroxymethyl-amino-methan-HCI-Puffer 
0,05 M, pH 7 , G ,  mit Athylendiamin-tetraessigsaure 1 0 - 4 ~  uncl4 ml 90-proz. Phenol (g/ V )  zugegeben 
und bei Zimmertemperatur 60 Min. intensiv geriihrt, auf 011" abgckiihlt, 10 Min. bci 10000 g 
zentrifugiert und die wasserige Phase sorgfaltig abpipettiert. Die Phenolphase wurde nochmals 
zweimal mit je 4 ml Tri-hydroxymethyl-amino-methan-HC1-Puffer je 5 Min. nachextrahiert. Die 
vereinigten wasserigen Phasen wurden bei 0-4" dreimal ausgeathert, mit 0,1 Val. Kaliumacetat 
(20-proz., pH 5,O) und 2 Vol. 95-prOz. Alkohol versetzt und 30 Min. im Kiihlraum stehengelasscn. 
-4nschliessend wurde dcr Nicderschlag bei 15 000 g wahrend 30 Min. abzentrifugiert und, nach 
sorgfaltigem Auswischcn der Zentrifugenbccher, in 1 ml 0,2 M NaCl odcr KC1 aufgenommen. Das 
Verhaltnis der optischen Dichte 260 mp/280 mp variierte zwischcn 1.9 und 2.2. 

Chromatographie auf Sephadex G 75. Sephadex G 75 wurde in 0 , 2 ~  NaCl oder KCI unter 
standigem Riihren gequollen und in eine Saule von ca. 20 ml gepackt. Im Kiihlraum wurde die 
Saule mit 200-300 ml 0 , 2 ~  NaCl oder KCI durchgespiilt. 0,9-1,0 ml Nucleinsaurelosung wurde 
aufgetragen und rnit O , ~ M  NaCl bzw. KCl eluiert. Durchflussgeschwindigkeit: 1 m1/5 Min. Es 
wurden Fraktionen von 1 ml gesammelt. 

Eimeisspriiparation fur die Zahlung. Nach Inkubation wurde cler Ansatz rnit dem gleichen 
Volumen 10-proz. Trichloressigsaure versetzt und die Fallung 0,5 h im Kiihlraum stehengelassen. 
Der Xiederschlag wurde abzentrifugiert, viermal rnit kalter 5-proz. Trichloressigsaure nachgc- 
waschen, 30 Min. bei 90" rnit 5-proz. Trichloressigsaure extrahiert, der Uberstand abpipettiert 
und mit demjenigen dcr kalten Nachwaschung vercinigt. Der Trichloressigsaureextrakt wurdc 
auf dem Wasserbad cingeengt, der Riickstand in 1-2 ml nHyaminr aufgenommen, rnit 10 ml 
Szintillatorfliissigkeit versctzt und in einem PACKARD Tri-Carb Szintillationszahler rnit Bcnzoe- 
saure-[14C] als Standard gezahlt. 

Das Eiweiss wurde durch Behandlung rnit 95-pIOz. Athanol, dann rnit Ather/Athanol/Chloro- 
form (Vol. Verhatnis 2/2/1) und zweimal rnit Ather enhvassert und anschliessend im Thermostaten 
bei '70" getrocknet. Das Trockenpulver wurde in Ather fein suspendiert und auf ein Filtcrpapier- 

1%) E. 13. KELLER & P. C. ZAMEENIK, J. biol. Chemistry 221, 45 (1956). 
13) M. B. HOAGLAND, M. L. STEPHENSON, J. F. SCOTT, L. I. HECHT & P. C. ZAMEENIK, J. biol. 

Chemistry 237. 241 (1958). 
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plPttchcn sbgcnutscht. IXc ZPhlung erfolgtc mit einem GEIGER-Rohr mit ultradiinncm Fenster 
und Gasdurchfluss. Die Zahlwertc wurden auf unentllichc Schichtdicke extrapoliert und auf dpm 
umgercchnet. Das Eiweiss wurde nach tler \Ton RRISEXHERZ und Mitarb. 14) modifiziertcn Biuret- 
methodc bcstimmt. 

SUMMARY 

Incubation of microsonics with the supernatant of pH-5-enzymes is as active 
in incorporating amino-acids into proteins (controlled by use of l e~c in- [~~C])  as 
incubation with the usual system, which is supplied with pH-5-enzymes. Since the 
supernatant of pH-5-enzymes does not contain any soluble ribonucleic acid 
(sllNA), all the le~cir i - [~~C] found in nucleic acids must be hound to microsonial KNA. 
The behaviour of the isolated microsomal KNA on Sephadex G 75, and of the 
ribonuclease digest in paper electrophoresis, confirms our suggestion of the presence 
of an activc sRNA fraction in microsomes and ribosomes. 

The separation of the protein synthesizing system in a particle bound one and a 
soluble one may be artificial and due to our methods of preparation. 

Biochemisches Institut der Universitat Zurich 
~ ~ ~ _ _  . 

14) (;. I3EISENI-IRRZ, 13. J.  B O L T Z E ,  'rH.  BUCHER, K. CZEK, I<. H. (;.4D.\KUE, E. M R Y E R  6c G. PFLE1- 

m r a ~ ~ ,  z. Naturforsch. 86, 555 (1953). 

128. uber die UV.-Absorption acylierter Amide und Harnstoffe 
1 . Mitteilung iiber chcmische Strulrtur uncl 1JV:Spektroskopie 

1. Mitteilung ubcr Struktur und Kenktivitat heterocyclischer Verbindungen 

von H. G. Leemann, K.  Stich, J. Gmunder und A. Lindenmann 

(2. IV. 63) 

1111 Vcrlaufe synthetischer Arbeiten uber Abkiimmlinge des Hexahydropyri- 
midons ist uns aufgefallen, dass das UV.-Spektrum des 7,8-Dihydro-6 H-pyrimido 
[2,1-b] [1,3] tetrahydrooxazin-2,4-dion-Derivates I l) demjenigen des N ,  N'-Bis- 
dibutylacetyl-hexahydropyrimidons (11) sehr ahnlich ist z ) .  

Bezeichnet man in der Formel I und I1 die Atome dcrjenigen Kette, welche 
offenbar fur die UV.-Absorption VerantwortIich ist, mit den Ruchstaben a-e, so 
gelangt man zu zwei sehr ahnlichen Teilstrukturen, wobei sich Ia von IIa lediglich 
darin unterscheidet, dass 0 und N einmal vertauscht sind. 

Die erwahnte spektrale Verwandtschaft der beiden Verbindungen I und I1 ist 
also bedingt durch den sehr ahnlichen Chromophor, den man allgemein als I11 
formulieren kann, und der dadurch charaktcrisiert ist, dass in einer Atomkette 

l) J. GMUNDER 6: A. LINDEKMANN, u7,8-Uihydro-GII-p~rimido[2, 1-b] [I ,3jtetrahpdrooxazin-Z,4- 
dione, Dcrivate cines neuen Ringgeriistcs >), Ikferat  gdialtcn an rler Sommcrvcrsammlung 
tlcr Schweiz. Chem. Gesellschaft vom 8. Sept. 1062 in  Schuls. 

2,  J i i i  c alle in dicser Arbcit mitgeteilten Messresultatc wurcle Xlkohol als Losungsmittcl ver- 
wcndet. { h e r  Einzclheiten dcr Messtcchnik siche I<. STICH & 11. c. I.,EEMAxx, 2. blitteilung 
iiber chemischc Struktur und IJv.-Spcktroskopie. Helv. 46, 1151 (1 963). 




