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Markierung mit Markiertes Nukleotid Deduktion
nach alkalischer Hydrolyse

1. GTP c CG

2. CTP 1G,1U0 UCG[C]

3. UTP 10,1C CUUCG [C]

Abb. 11. Sequenzbestimmung des Oligonukleotids CUUCG mit
Hilfe der Analyse der nichsten Nachbarn (vgl. Abb.10). Das Symbol
in eckiger Klammer bedeutet ein Nukleotid, welches auf das end-
stindige G ein radioaktives Phosphat iibertrigt, aber selber nicht
zum Oligonukleotid gehért

gewonnen werden kénnen, bietet die Sequenzanalyse an
solchen in vitro hergestellten Molekiilen eine Reihe von
Vorteilen, Beispielsweise kann man bei der Synthese so
vorgehen, daf3 nur eines der vier Nukleosid-Triphosphate
radioaktiv markiert ist. Man gewinnt dann wichtige
Informationen iiber die Nachbarn jedes Nukleotids.
Abb.10 zeigt, daB das markierte Phosphat, von der 5'-
Stellung eines Nukleosid-Triphosphates in die RN A ein-
gefithrt, nach deren Abbau in der 3'-Stellung des Nach-
barn zur Linken erscheint. (Das Prinzip dieser Analyse
der nichsten Nachbarn ist erstmals beim Studium von
DNA-Polymerase angewandt worden?.) Wir stellen
jeweils vier verschiedene Priparate derselben RNA-
Region her, wobei zu jeder Synthese immer nur eines der
vier Substrate radioaktiv markiert ist. Aus Abb.11 ist
ersichtlich, daf aus der Markierung der Nachbarn ein-
deutig die Sequenz einfacher Oligonukleotide hervor-
geht, ohne dal zu den weiter oben beschriebenen Ab-
baumethoden gegriffen werden mufl. Auch fiir kompli-
zierte Bruchstiicke ergeben sich so wichtige Anhalts-
punkte iiber die Struktur. Vielleicht noch wertvoller ist
die Information iiber die nichsten Nachbarn zur Auf-
klirung der Anordnung der Oligonukleotide innerhalb
des ganzen Molekiils (siehe Abb.12), da man von jedem
Oligonukleotid weill, mit welchem Nukleotid das Nach-
baroligonukleotid zur Rechten beginnt. Damit béstehtim
gezeigten Beispiel nur eine einzige Anordnungsméglich-
keit. Natiirlich gibt diese Analyse der nichsten Nach-
barn nur bei kurzen RNA-Segmenten eine eindeutige
Antwort iiber die Anordnung der Fragmente.

Nun erlaubt aber unsere Analysentechnik, auch fiir
lingere Segmente zusitzliche Information iiber die Stel-
lung der Oligonukleotide zu erhalten, durch die Unter-
suchung der sequentiellen Synthese des Segments. Das
Prinzip ist dabei folgendes: Nach dem Start der enzyma-
tischen Synthese wird alle fiinf Sekunden ein Teil des
Reaktionsgemisches entnommen und die Kettenverlin-
gerung gestoppt. Durch Analyse aller verschieden langen
Syntheseprodukte kann errechnet werden, wann jedes
Oligonukleotid synthetisiert wird, woraus seine unge-
fahre Lage im urspriinglichen Molekiil hervorgeht.

20 F.Josse, A.D.Kaiser und A.KORNBERG, J. Biol. Chem. 236
(1961) 864.
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T Spaltstellen durch T,-RNase l Spaltstellen durch Pankreas- RNase

1. Katalog der T,-RNase-Oligonukleotide

ucH[A] U°¢

AccH[A]  Alce Ac®c
AUG2[C] AU°G A®Uc
CUU2CGA[(q] cuuc®c  c®u®uce

2. Anordnung
Einzige Moglichkeit

UGACGAUGCUUCGC

Andere Moglichkeiten ausgeschlossen durch

ucAueAcecuucﬁ\
UGCUUCGAUBACGE—

NAALAAA AabA abA A

uG Al AuUG[c]

UGCUUCGACGAUGC\
\UGACGCUUCGAUGC/CUUCG[C]

Abb. 12. Beispiel einer RN A-Sequenzaufklirung mit Hilfe der Ana-
lyse der nichsten Nachbarn (vgl. mit Abb. 2 und 11). Gezeigt ist das
Markierungsmuster, welches resultiert, wenn vier verschiedene Pri-
parate des gleichen RNA-Segments hergestellt werden, wobei bei der
Synthese immer nur eines der vier Nukleosid-Triphosphate markiert
ist. Es ist leicht ersichtlich, daB3 die Sequenz aller Oligonukleotide
eindeutig aus dem Markierungsmuster hervorgeht, welches iiberdies
nur eine einzige Anordnung der Oligonukleotide erlaubt

ACG [A]

UGAUGCUUCGACGC

Auf diese Weise war es moglich, ein 175 Nukleotide
umfassendes Segment vom 5'-Ende von Qf-RNA aufzu-
kliren (Abb.13)2!, wobei zunichst lediglich die relative
Lage zweier Fragmente (T,, und T,3) ungeklirt blieb.
Es geniigte daher, einige wenige durch partiellen T),-
Ribonuklease-Abbau hervorgegangene Stiicke zu unter-
suchen, um diese Unsicherheit beizulegen und um die
schon zuvor bestimmte Anordnung aller andern Frag-
mente zu bestitigen.

Uberdies ist es gelungen, die Sequenz von 52 Nukleo-
tiden vom 3’-Ende aufzukliren 22; von weiteren 150 bzw.
100 Nukleotiden des 5’- bzw. des 3’-Endes ist die Analyse
schon weit vorangetrieben worden. Es erscheint durch-
aus moglich, Segmente von insgesamt mindestens 500
Nukleotiden an beiden Enden der RNA mit Hilfe der
beschriebenen Methoden analysieren zu koénnen. Die
Sequenzanalyse im Innern des RN A -Molekiils wird aber
zunehmend schwieriger, da die Synchronie der Enzym-
reaktion sich bei lingeren Synthesezeiten verschlechtert.
Unter Zuhilfenahme einiger weiterer Methoden erscheint
aber im Prinzip die Méglichkeit der Sequenzaufklirung
des gesamten QS-Genoms als gegeben.

21 M. A.BILLETER, J.E.DArLBERG, H.M.GoopMAN, J. HINDLEY und
C. WEISSMANN, Nature 224 (1969) 1083.

22 H,M.GoopMAN, M. A.BILLETER, J. HINDLEY und C.WEISMANN,
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 67 (1970) 921.



Chimia 25 - 1971 - Juni

0 20
v v
2¢ kd
T26 T2S TS

187

ho
30 \

qv n '
T T24A Tlc

PP PGGGEACCCCCCUVUAGGGGGUCACAQ
Péc P4

@d@u AGCAGUACUUCACUGAG

3] T — FT, " Pud Pid “PwW
L8 ~57 ~57 .S s
L TIR )
50 0 0 Q0
v ‘t '{? 't v
n? Ty 15¥ 1s¢ 3" n’ 2" 23"
A v6a Tiv T8 T2 T3 TI0O T2 T2l

UA v AAGAG6AOAUAUGCCUAAAUUACCGCGUGGUC UGCGUUUCGG

P20 *5ec Pea PSh P % ‘P Pa Phe NG
12° 137 137 157 st 2
=T —Trx—
— Ty J
— TX ——Ty—
190 1o (] [}
: Y & v
23" 3¢ 2v” 23" 23" 23" 2y" 28"
T6bL T3 T2 T23 T6b ™" Tie

AGCCGAUAAUGAAAUUCUUAAUGAUUUUCAG GAGCUCUGGUUUCCAG

Pig Piza P8 P17 s 2b Pq Pitb
u” ar uv 2w
— Tm )
— @ ] — T 4
—_ Tn J
L ™=
o 160 160 1o
v
il 7 %y 23
A G CU[UICJUAUC G AAUCUUCCGACA CGCAUCCGUGG.....
Fio Fev PR Ty $9a
26”° Yy
™ A T s

NN AN S NN

Abb. 13. Nukleotidsequenz des 5’-terminalen Endes von Qf-RNA. Die durch vollstindigen Abbau mit T,- bzw. pankreatischer Ribonuklease
entstandenen Oligonukleotide sind mit T bzw. P, gefolgt von einer arabischen Zahl, bezeichnet. Bei jedem Oligonukleotid ist angegeben, zu
welcher Zeit nach dem Start der Enzymreaktion es synthetisiert wird (extrapolierter Wert fiir die Zeit, bei welcher 0,5 Mol des Oligonukleotids ge-
bildet ist). Die durch partiellen Abbaumit T, -RNase gewonnenen langen Oligonukleotide sind mit T', gefolgt von einer romischen Zahl, bezeichnet

AbschlieBend sei bemerkt, dal die Sequenzanalyse
unter Zuhilfenahme eines RNA-synthetisierenden En-
zyms in Zukunft auch auf andere Systeme wird ausge-
weitet werden konnen. Mit Hilfe von rRNA-Polymera-
sen, die als Matrize Deoxyribonukleinsiuren verwenden,
wird es moglich sein, Sequenzen der letzteren aufzu-
kliren, was bisher praktisch nicht méglich war, da noch

keine Methoden gefunden worden sind, b~ a-Molekiile
an spezifischen Stellen zu spalten. Abgesehen von vielen
Viren besteht das Genmaterial aller Organismen aus
DNA. Es liegt daher auf der Hand, wie bedeutungsvoll
es ist, mindestens Teile der Struktur solcher Genome
aufkliren zu konnen.



