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Woord vooraf

Pror.DR.R. VAN DER VEEN

In 1965 kwam ongeveer tegelijkertijd bij de besturen van de Nederlandse
Dierkundige Vereniging en van de Koninklijke Nederlands/e Botanische
Vereniging de wens naar voren om gemeenschappelijk een symposium
te organiseren op een gebied dat voor beide verenigingen van interesse
Zou zijn.

Uitgaande van de overtuiging dat een scheiding van botanie en zodlo-
gie nauwelijks redel is, aangezien fundamentele processen bij planten en
dieren zo vaak vrijwel identiek zijn, werd overcengekomen om als onder-
werp te kiezen: ‘Moleculaire Biologie®.

De Biologische Raad van de Koninklijke Nederlandse Akademie van
Wetenschappen was bereid om bij de organisatie van het geheel be-
hulpzaam te zijn. Zo kwam een symposium tot stand dat op 12 en 13
april 1966 in het Koninklijk Instituut voor de Tropen te Amsterdam ge-
houden werd.

Een woord van dank is hier op zijn plaats aan de sprekers, allen
specialisten op het gebied van de moleculaire biclogie, die hun moeite en
tijd gegeven hebben om het zo moderne en vaak moeilijke gebied op een
heldere wijze uiteen te zetten,

De organisatoren van het symposium zijn ervan overtuigd, dat de uit-
gave van de voordrachten in deze vorm voor velen een grote hulp zat
Zijn om de snelle ontwikkeling van deze richting in de biologische weten-
schap min of meer bij te houden. Vooral zij, die door hun werkzaam-
heden niet in staat zjn de steeds omvangrijker wordende vakliteratuur te
volgen, zullen in dit boek een voor elke bicloog (of biologisch gein-
teresseerde) begrijpelijk overzicht vinden van de moleculaire biclogie.

Wij hopen dat hierdoor in Nederland niet alleen de interesse, maar ook
de behoefte om aan het onderzoek mede te werken, gestimuleerd zal
worden.

Het plotseling overlijden van Prof. Dr. A. W. H. van Herk zo kort
na het houden van dit symposium heeft de otganisatoren diep getroffen.
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Zijn heengaan betekent een gevoelig vetlies voor de plantenfysiologie en
zijn bijdrage aan dit symposium heeft voor ons daardoor een bijzondere
waarde gekregen.
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Ten geleide

Pro¥. Dr. H. VELDSTRA

De op zichzelf plezierige opdracht in kort bestek een inleiding te geven op
wat volgt, roept bij mij toch even de vraag op: “Wat valt er eigenlijk in te
leiden?” 7

Op de feitelijke onderwerpen ingaan zou uiteraard teveel tijd vergen en
ongewenste competitie met de referenten inhouden. Het leek mij beter U -
in enkele punten achtergrond en samenhang van de voordrachten aan te
duiden om daarna zo snel mogelijk de tekst te laten spreken.

Het hier gebodene verschijnt onder de vlag ‘Moleculaire Biologie’,
Het zou wellicht interessant zijn te zien hoeveel definities daarvoor uit de
bus kunnen komen. Ik zal do mijne niet geven, want eerlijk gezegd wis-
selt die nogal eens onder aanpassing aan de situatie. Voor de hier verza-
melde bijdragen zou ik centraal willen stellen de interesse voor het levende
object (‘life sciences®), waarbij wij ons t.a.v. de veelheid van levensvormen
voorlopig nog beperken tot een grootste gemene deler van celfuncties,
intra- en intercellulaire communicatie en regelmechanismen. Tk wil daar-
mee onderstrepen dat wij ons nog in een fase bevinden waarin naar gene-
raliseringsmogelijkheden wordt gezocht. Hierbij hebben wij elkaar nodig,
dat wil zeggen dat de aanpak multidisciplinair dient te geschieden. U kunt
dat ook uit de opzet aflezen: de voorbereidingscommissie is puur biolo-
gisch; de uitvoering is echter in handen van een mijns inziens in goede
balans verkerend aantal biologen en chemici, beide met hun schakeringen
qua type.

Waren chemici op dezelfde verantwoorde wijze aan het voorbereiden
geslagen, dan was een vergelijkbare balans uit de bus gekomen. In de
eerste vier bijdragen overheerst het chemisch-moleculaire aspect, in
hoofdzaak gepresenteerd door chemici, later komen meer de biologisch-
integrerende benaderingswijzen naar voren, gepresenteerd door biologen,
Op de wip zit het virus en dat is knap geplaatst, want de gegevens illus-
treren duidelifk hoe dit, afgezien van de eigen betekenis in de virologie,
als ‘gereedschap’ in de moleculaire biologie heeft dienst gedaan. Men
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denke maar aan uit virusonderzoek afkomstige argumenten voor de rol
van het DNA als het genetische materiaal, aan de betekenis van ons in-
zicht in het verschijnsel lysogenie (Lwoff) voor het ontwikkelen van op-
vattingen omtrent repressie en de-repressie (Jacob, Monod) en voorts aan
de bijdragen tot het ontraadselen van de genetische code met behulp van
virussen. Overigens moet men m.i, dit vitgebalanceerde geheel zeker niet
als een infuus van de waarheid omtrent het leven tot zich nemen, maar
zich al lezend kritisch blijven opstellen,

Het geheel zou zeker niet aan zijn doel beantwoorden als de communi-
catie teveel eenrichtingskarakter zou hebben, dus geen kritische vragen
zou oproepen. Het bevat een peiling van de stand van ons inzicht vandaag
betreffende de belangrijkste attributen van levende systemen en houdt
zich niet zozeer bezig met aldus voor verder onderzoek en tospassingen
geopende perspectieven.

Onze aandacht zal in toenemende mate worden gericht op steeds verder
geintegreerde systemen, waarbij de nu reeds aangeduide regelproblemen
op cellulair en supra-cellulair niveau en de daarbij betrokken communi-
catie-technicken (metabolisch, hormonaal, nerveus) centraal zulien staan.
Modelvoorstellingen op geleide van voortgaande doordringing van cyber-
netische benaderingswijzen in de biologie zullen daarbij versnellend kun-
nen werken. Dit heeft bijzondere betekenis voor het onderzoek van ont-
wikkeling, differentiatie en groei, vooral ook voor de studie van ontregel-
de groei (kanker).

Virusonderzock (virusinfectie gezien als interfereren met normale pro-
grammering of met vitvoering daarvan) zal naar alle waarschijnlijkheid
essentiéle bijdragen blijven leveren, waarbij oncogene virussen als werk-
tuig zullen dienen.

De aangednide ontwikkeling van de studie van regelproblemen zal
sterke impulsen geven aan de analyse van hersenfuncties, met name het
onderzoek van de ‘structuur’ van het geheugen en de mechanismen van
leerprocessen. Wat dit laatste betreft vraag ik mij overigens af of in de
recente literatuur geen aanwijzingen zijn voor een bepaalde vorm van
hardleersheid, zich uitend in een ontregeld raken door te snelle gevolg-
trekkingen uit te weinig proeven, waarbij blijkbaar het feedback-signaal
van zelfkritiek te zwak is of niet op tijd komt. 1k docl op de m.i. veel te
vlotte conclusie, dat met RNA-extracten uit hersenen van getrainde die-
ren een zekere mate van training zou kunnen worden overgedragen.
Zo heeft U al bijna weer een programma voor een volgend symposivm in
uitzicht.
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Structunr, synthese en functies van nucleinezuren

Dr. A.RORsCH

Teneinde zich te kunnen vermenigvuldigen, moet de levende cel niet
alleen voortdurend stof en energie uit zijn omgeving opnemen, doch
dient zij tevens te beschikken over de nodige informatie om de voor re-
produktie en stofwisseling noodzakelijke processen te kunnen uitvoeren.
De bij de synthese van nieuwe celbestanddelen betrokken chemische om-
zettingen komen tot stand met behulp van zeer specificke katalysatoren,
de enzymen. De specificiteit van deze eiwitten wordt in eerste aanleg be-
paald door de volgorde van de daarin voorkomende aminozuren. Dank-
zij deze karakteristicke structiuur bevat een enzym een zekere hoeveelheid
informatie. Deze is echter voor de cel slechts beperkt bruikbaar aange-
Zien eiwitten noch het eeuwige leven hebben, noch tot reproduktie van
zich zelf in staat zijn. Bij het bewaren, het op het nageslacht overdragen
en het tot expressie brengen van de informatie die een cel bevat, vervullen
nu de nucleinezuren - het ribonucleinezuur en het desoxyribonucleine-
zuur ~ een uiterst belangrijke rol.

Volgens de huidige opvatting is het desoxyribonucleinezuur (het
DNA) de stoffelijke drager van de erfelijfke eigenschappen van de cel,
Onze kennis van de aard van de genetische code is de laatste jaren
sterk verdiept, nu men begint te begrijpen hoe de rangschikking van de
in DNA voorkomende purine- en pyrimidinebasen de volgorde van de
aminozuren in de door de cel geproduceerde enzymen bepaalt (Stretton,
1965).

Het ribonucleinezuur (het RNA) is vooral van belang bij het tot
expressie brengen van de genetische code, dat wil zeggen bij de ver-
taling van de rangschikking van de nucleotiden in het DNA, in een amino-
zuurvolgorde in cen enzym.

De wijze waarop deze transformatie van genetische informatie tot ei-
witstructuur plaatsvindt, zal door BoscH en pE Haan in detail worden
behandeld.



De chemische samenstelling en structuwr van DNA

" Het DNA is een copolymeer opgebouwd uit een aaneenschakeling van

desoxyribonucleotiden. Een desoxyribonucleotide bestaat uit drie bouw-
stenen: de suiker desoxyribose, een fosforzuurrest en én van de vier
basen adenine (A), guanine (G), cytosine (C) of thymine (T) (fig.1). De
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Fig. 1 Fundamentele. bouwstenen van de nucleinezuren.

purinebasen adenine en guanine en de pyrimidinebasen cytosine en
thymine zijn daarbij respectievelijk via hun N-9 en N-3 atoom gekop-
peld aan het C-1' atoom van de suiker. In het DNA-molecule worden
twee naburige nucleotiden met elkaar verbonden door een fosforzuurrest
tussen het C-3' van de ene en het C-5' atoom van de andere suiker (zie
ook fig. 8). De voorstelling die wij ons zZo van het DNA maken, name-
lijk die van een ribosefosfaat-keten waaraan de zijdelings uitstekende
purine- en pyrimidinebasen bevestigd zjn, is echter nog niet volle-
dig. Het merendeel van het in de natuur aangetroffen DNA blijkt niet
uit één zo’n keten te bestaan doch uit twee, die onderling door water-
stofbruggen tussen de basen bijeen worden gehouden. Het thans alge-
meen geaccepteerde model voor de structuur van DNA is de dubbele spi-
raal (schroeflijn) die door Watson en Crick in 1953 werd gepostuleerd
(zie fig. 6). Op stereochemische gronden kan men voorspellen dat de
vier basen in DNA door middel van waterstofbruggen slechts twee

2



& HN N
\c cf \c EAY
Thymi HC/"S P H /flrs"\c ’:1}:" Aden
bymive - HGY, - Ny T e
N—" =N —
O O ker
sutker
H
. /N"“‘""°> TN
o
yiosina HC 4 IN~eemsH= N1 4C—N Guemine
\3__%/ \/CL 3
N - i
o} \O---H-N (o] l:::
sutker

Fig. 2 Waterstofbruggen tussen de in DNA voorkomende basen.

mogelijke paren kunnen vormen, namelijk adenine met thymine en gua-
nine met cytosine (fig. 2). Treft men bijvoorbeeld in de ene keten van
boven naar beneden de volgorde G-G-T-C-A aan, dan moet de volgorde
in de andere keten van boven naar beneden noodzakelijkerwijs C-C-A-
G-T zijn, willen beide ketens de ideale dubbele spiraal, volgens bovenge-
noemd model, kunnen vormen.

Van de afmetingen van het DNA-molecule kan men gen visuele indruk
krijgen door middel van elektronenmicroscopische opnamen (fig. 3). Met
behulp van andere fysische techmicken zoals lichtverstrooiing, ultra-
centrifugering en viscositeitsmetingen kan men ook het molecuulgewicht
bepalen (Rownd, 1965; Aten, 1965). Uit deze metingen heeft men kunnen
afleiden dat de lengte van het DNA-molecule van kleine virussen circa
1 1 en van bacterign circa 1 mm moet zijn. De bij deze polymeren be-
horende molecunlgewichten zjn in de orde van grootte van respectieve-
lijk een miljoen en een miljard. De doorsnede van de dubbele spiraal
daarentegen bedraagt slechts 2 mp. Het DNA-molecule kan dus bijna een
miljoen maal langer dan dik zjn.

Het model van Watson en Crick voorspelt dat in ¢en uit een dubbele
keten bestaand DNA-molecule evenveel adenine als de complementaire
base thymine en evenveel guanine als de complementaire base cytosine
moet voorkomen. Dit blijkt inderdaad het geval te zijn. Hoewel de ver-
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Fig. 3 Elektronenmicroscapische opname van ringvormige DNA-moleculen ge-
isoleerd uit met bacteriofaag OX 174 gelnfecteerde cellen van Escherichia coll.
{Laboratorium voor Structuurchemie, Rijksuniversiteit te Groningen).

houding A + T/G + C voor het DNA geiscleerd vit diverse organismen
sterk kan variéren, is de AfT en de G/C verhouding toch steeds vrijwel
gelijk aan één. De verhouding A -+ T/G 4 C is voor het DNA van een be-
paald organisme steeds constant en karakteristiek voor de soort. Deze
verhouding bedraagt bijvoorbeeld voor menselijk DNA 1,53, voor het
DNA van de bacterie Escherichia coli 0,92 en van de bacterie Mycobac-
terium phlei 0,48, De nauwkenrige bepaling van de A 4+ T/G 4 C ver-
houding in het DNA van ecn nog onbekend organisme kan een belang-
rijk hulpmiddel zijn bij diens identificatie. Deze methode wordt vooral
door microbiologen steeds meer {oegepast.

Denaturatie en renaturatie

Indien men een oplossing van DNA in water verhit, worden de water-
stofbruggen tussen de basen van beide ketens verbroken. Dit proces
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waarbij de twee polynucleotide-ketens van elkaar worden gescheiden
noemt men denaturatie. Men kan het verloop van de denaturatie gemak-
kelijk volgen aangezien met verbreking van de waterstofbruggen een ver-
andering van de absorptie voor ultraviolet licht gepaard gaat. Het ab-
sorptiespectrum voor nuclefnezuren vertoont een maximum bij een golf-
lengte van 260mu. Voor deze absorptie zijn vooral de purine- en pyrimi-
dinebase verantwoordelijk. Indien nu een purire met een pyrimidine een
aantal waterstof bruggen vormt, is de specificke absorptie lager dan in het
geval van ongebonden basen. Met de denaturatie van DNA zal dus een
verhoging van de absorptie bij 260my. gepaard gaan. Van dit verschijnsel,
dat bekend staat als hyperchroom effect, maakt men een nuttig gebruik
om de scheiding van de twee ketens te volgen. De mate van denaturatie
die bij elke temperatuur wordt waargenomen kan men bij het in fig. 4
weergegeven voorbeeld uit de toename van de absorptie afleiden. Deze
neemt bij een zekere temperatuur sterk toe en bereikt bij een iets hogere
temperatuur een platean.
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Fig. 4 Model van een smeltcurve van uit een dubbele keten bestaand DNA.
{ Qvergenomen uit Bresch, 1965,

Dit proces noemt men wel het smelten van DNA omdat het verbreken
van de waterstofbindingen enige gelijkenis vertoont met het verbreken
van bindingen bij de overgang van een vaste stof in de vloeibare fase,
De temperatuur waarbij de toename van de absorptie de helft bedraagt
van de maximale toename, noemt men de smelttemperatuur (T} van
het DNA.

Aangezien de binding in het G=C-paar steviger is dan in het A=T
-paar (resp. 3 of 2 H-bindingen), zal een DNA-molecule met een hoog
(G + C)-gehalte bij een hogere temperatuur smelten dan een DNA-
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molecule met een hoog (A + T)-gehalte. Derhalve is de bepaling van de
smelttemperatuur een betrekkelijk eenvoudige methode om het (G - C)-
gehalte te weten te komen, Door Marmur en Doty (1962) werd de vol-
gende empirische relatie tussen de smelttemperatuur en het molepercen-
tage G + C opgesteld:

Trn=6934041(G4+C)

Wanneer na het smelten de oplossing snel wordt afgekoeld, krijgen
de basen van beide strengen geen gelegenheid met de juiste comple-
mentaire partner opnieuw waterstofbruggen te vormen waardoor het
DNA cen enkele keten blijft. Indien de oplossing echter langzaam wordt
afgekoeld, is renaturatie van de dubbele spiraal mogelijk. ¥an dit principe
kan men gebruik maken om de verwantschap tussen DNA-moleculen van
verschillende herkomst vast te stellen, Zonder de preciese rangschikking
van hun nucleotiden te kennen. Indien men het gesmolten DNA van twee
soorten bij elkaar brengt en vervolgens laat renatureren, is de waar-
genomen hybridisatie tussen ketens van de ene en Kketens van de
andere soort een maat voor de complementariteit van deze ketens. De
afzonderlijke ketens van DNA-moleculen van verschillende herkomst zul-
len des te beter met elkaar hybridiseren naarmate de rangschikking van
hun nucleotiden een grotere overeenkomst vertoont. Zo kan men de mate
van verwantschap tussen DNA-moleculen, geisoleerd uit verschillende
organismen, bepalen waarmede tevens een graad van verwantschap tus-
sen de organismen zelf is aan te geven.

Voor de systematiek lijkt deze methode veelbelovend, aangezien de
genetische informatie zelf als criterium voor classificatie kan worden ge-
bruikt. Daar moet echter tegenin worden gebracht dat de systematicus
door het consequent volgen van deze gedragslijn Zijn doel wellicht voor-
bijschiet. Classificatie is vooral zinvol voor het verkrijgen van een
overzicht van het voorhanden zijnde materiaal. Het is niet ondenkbaar
dat men twee organismen met een aantal zeer verschillende eigenschappen
toch in &n groep wenst onder te brengen op grond van een uitgesproken
gemeenschappelijke eigenschap waaraan men meer waarde hecht dan aan
de overige tezamen. De waarde van hybridisatie-experimenten en de be-
paling van het (G + C)-gehalte voor de systematiek mag dus niet worden
overschat. Daar het (G + C)-gehalte echter een stabiel kenmerk van een
soort is, kan de bepaling hiervan zeker cen bijdrage leveren tot de identi-
ficatie van een onbekend organisme.



Chemische samenstelling en structuur van RNA

Naast DNA bevat elke cel steeds RNA, waarvan de chemische samen-
stelling in enkele details van het eerstgenoemde nucleinezuur afwijkt.
RNA bevat, zoals de naam reeds aangeeft, in plaats van desoxyribose de
suiker ribose. Tevens wordt in RNA in het algemeen geen of zeer weinig
thymine aangetroffen. In plaats daarvan bevat het uracil (zie fig. 1).

Spoedig nadat het experimenteel mogelijk bleek de synthese van ei-
wit — althans de synthese van een polypeptideketen — buiten de levende
celin een reageerbuis na te bootsen, kwam men tot de conclusie dat niet
het DNA doch het RNA als matrijs fungeert voor het te vormen amino-
zmurpolymeer. In de levende cel en in vitro vindt de synthese van eiwit
plaats aan het oppervlak van speciale deeltjes, de zogenaamde ribosomen.
Deze deeltjes bestaan voor 359/ uit eiwit en voor 63 % uit RNA. Behalve
dit ribosomale RNA (rRINA) spelen nog twee andere typen RNA cen be-
langrijke rol, te weten het boodschapper-RNA (Eng.: messenger RNA =
mRNA) en het transporteur-RNA (Eng.: transfer RNA = tRNA). Van
deze moleculen bepaalt het rRNA de structuur van het ribosoorn. Het
mRNA is bepalend voor de samenstelling van het hierop te vormen ei-
wit, terwijl het tRINA betrokken is bij het transport van de aminozuren
uit het omringende celsap naar het ribosoomopperviak, De details van
dit gecompliceerde proces zullen door BoscH in het volgende artikel
nader worden uiteengezet. Wij zullen ons nu tevreden moeten stellen
met de sterk versenvoudigde voorstelling dat het mRNA de informatie,
die in het DNA is opgeslagen, naar het ribosoomopperviak overbrengt
terwijl het tRNA de bouwstenen voor het te vormen eitwit aandraagt.

De drie soorten RNA-moleculen, rRNA, mRNA en tRINA verschillen
aanmerkelijk in grootte en ruimtelifke configuratie. De lengte van een
mRMNA-molecule kan enige ‘honderdduizenden nucleotiden bedragen,
van TRNA enige tienduizenden terwijl tRNA slechts tegen de honderd
nucleotiden bevat. Geen van deze nucleinezuren komen in een dergelijke
perfecte dubbele spiraal voor als het DNA. Het mRNA is zeer waar-
schijnlijk slechts cen enkele keten terwijl het TRNA en het tRNA moge-
lijk gevouwen ketens zijn, waarbij enkele waterstofbruggen ontstaan
tussen enige basen van dezelfde keten.

Zeldzame basen in nucleinezuren

De stelling dat het DNA witsluitend de basen A, G, Cen T en het RNA
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de basen A, G, Cen U bevat is slechts globaal gezien juist. Zo blLjkt
bijvoorbeeld het tRNA een kiein percentage thymine te bevatten ter-
wijl in het DNA van de bacteriofaag PBS 2 (gastheer Bacillus subtilis)
uracil in plaats van thymine voorkomt. Het DNA van de bacierie Esche-
richia coli bevat naast cytosine een klein percentage 5-methylcytosine
en in de bacteriofaag T2 (gastheer E. colfi) komt 5-hydroxymethylcy-
tosine voor in plaats van cytosine.

Onlangs is het aan Holley et al. (1965) gelukt de volledige rang-
schikking van de nucleotiden in een tRNA-molecule te bepalen. Het
betreft hier het type dat zorg draagt voor het transport van het amino-
zuur alanine. De volgorde van de nucleotiden in dit molecule is:

Me DiH DiH DiMe
I ! I i
pG-G-G-C-G-U-G-U-G-G-C-G-C-G-U-A-G-U-C-G-G-U-A-G-C-G-C-G-C

|
Me u

| |
U-A-G-C-§-T-G-G-C-C-U-C-U-G-A-G-A-G-G-G-{-I-C-G-I-U-U-C-C-C
|
U
|
C-C-G-G-A-C-U-C-G-U-C-C-A-C-C-AOH

Dit molecule bevat dus de volgende merkwaardige basen:

I = jnosinezuur (ribonucleotide van hypoxanthine);
T = thymineribotide (ribosylthymine};

: DiH-U = 5,6-dihydro-uridylzuur;

[ DiMe-G = dimethylguanylzuur;

i}. Me-G = methylguanylzuur;

P Me-1 = methylinosinezuur en

¢ pseudo-uridine (5-ribosyluridine).
Voorts heeft men in RNA en DNA nog een aantal andere afwijkende
adeninederivaten gevonden (fig. 5). Opvallend is dat tot op heden in
g het boodschapper-RNA. nimmer zulke afwijkende basen zijn aangetrof-
fen. Gezien de rol die men aan het boodschapper-RINA bij de overdracht
f van de genetische informatie naar de ribosomen toeschrijft, moet men
: dus tot de conclusie komen dat deze afwijkende basen niet van grote be-
: tekenis voor de genetische code kunnen zijn. Het is althans niet waar-
' schijnlijk dat de zeldzame basen extra code-tekens vertegenwoordigen.
Blijft dus de vraag wat hun betekenis dan wél is.
Vele afwijkende basen zijn feitelijk gemethyleerde derivaten van
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Fig. 5 Zeldzame basen die in nucleinezuren voorkomen.

adenine en guanine (Stacey, 1965). Het blijkt dat methylering in vivo
optreedt nadat de basen in een polynucleotide-keten zijn opgenomen. In
vitro is men thans in staat nucleinezuren met behulp van gezuiverde
methylerende enzymen, te ‘supermethyleren’. Dit wil zeggen dat meer
methylgroepen kunnen worden ingevoerd dan in het in de natuur voor-
komende nucleinezuur worden aangetroffen. In vivo is de mate van
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methylering aan schommelingen onderhevig. Dit moet worden toege-
schreven aan veranderingen in de activiteit of in de hoeveelheid van de
aanwezige methylerende enzymen. Zo bliikt bijvoorbeeld in het DNA
van de bacterie Escherichia coli het aantal methvlgroepen sterk toe te
nemen na infectie van de cel met de bacteriofaag T1 en sterk af te nemen
na infectie met de bacteriofaag T3. Voorts is er zowel in het DNA als in
het RNA sprake van een zekere soort-specificiteit. Diverse bacteriestam-
men zijn op grond van hun percentage gemethyleerde basen in hun DNA
van elkaar te onderscheiden. Na infectie van een bacterie met een virus-
dezltje kan een meer gemethyleerd tRNA in het cytoplasma worden aan-
getroflen dan in het niet-geinfecteerde organisme,

We moeten wellicht de natuurlijke graad van methylering zien als
een vorm van specificiteit die gesuperponcerd is op die, welke bepaald
wordt door de rangschikking van de ‘normale’ nucleotiden in het nu-
cleinezunr, Het is echter nog verre van duidelijk wat de betekenis hiervan
is. Uitsluitend in het geval van supermethylering, bijvoorbeeld na infectic
met bacteriofaag T1, is de situatie misschien iets duidelijker. Door
het aanhechten van extra methylgroepen aan een purine-ring kan daarin
een verschuiving van de elektronen- en protonenconfiguratie optreden,
die de coderende functie van het betreffende nucleotide kan beinvloeden.
Men kan zich voorstellen dat hierdoor de genetische code niet meer
correct is af te lezen. In deze zin kunnen we supermethylering van bac-
terie-DNA na infectie raet een bacteriofaag misschien interpreteren
als een soort aanvalswapen van het virus. De in het bacterie-DNA en
-RNA geintroduceerde methylgroepen remmen de correcte aflezing en
vertaling van de genetische informatie van de bacterie waarna de gehele
synthetiserende capaciteit van de cel ten behoeve van de virusproduktie
kan worden aangewend.

Ook na bestraling met ultraviolet licht van de golflengte 254 myp., die
voor levende cellen dodelijk is, heeft men een verhoogde methylerings-
activiteit aangetoond. In hoeverre echter ‘deze supermethylering ecen
bijdrage levert tot de inactivering van bestraalde cellen, is niet be-
kend. Tot op heden heeft men de inactiverende en mutagene werking van
ultraviolet licht steeds aan andere, fotochemische omzettingen in de
nucleinezuren toegeschreven,

De functies van het DNA
In de levende cel is het DNA bij vier verschillende processen nauw
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betrokken, Deze kunnen we kortweg aanduiden als replicatie, trans-
criptie, recombinatie en mutatie. Onder de replicatie van een DNA-mole-
cule wordt verstaan de vorming van twee dochtermoleculen, met het
oudermolecule als matrijs, zodat zorg wordt gedragen voor de handha-
ving van de specificke volgorde van de nucleotiden. Hierdoor wordt de
instandhouding van de genetische informatie gewaarborgd,

Onder transcriptie verstaan we de produktie van RNA-moleculen,
waarin de volgorde van de nucleotiden eveneens door een DNA-matrijs
wordt voorgeschreven, Aldus wordt de genetische (DNA-) code in een
RNA-code omgezet, welke op zjn beurt op het ribosoom in een rang-
schikking van aminozuren in eiwitten wordt ‘vertaald’ (trinslatie}.

De beschikbare plaatsruimte laat helaas niet toe dat hier veel aan-
dacht besteed wordt aan het mechanisme van de recombinatie. Hierop
werd reeds tijdens het vorige symposium van de Biologische Raad (april
1965, Honderd Jaar Mendel) uitvoerig ingegaan. Thans beperken wij ons
tot de opmerking dat door de overkruising van DNA-moleculen nieuwe
combinaties van erfeliike eigenschappen tot stand gebracht kunnen
worden.

Mutaties zijn op moleculair niveau terug te voeren tot, hetzij spon-
tane, hetzij geinduceerde, veranderingen in een coderingseenheid in
het DNA-molecule, waardoor een erfelijke eigenschap van het betref-
fende individu blijvend verandert. Hierop zal door vanN DE PoL nader
worden ingegaan, De processen replicatie en transcriptie zullen hier na-
der in ogenschouw worden genomen.

De replicatie van DNA

In 1953 postuleerden Watson en Crick, gelijktijdig met hun model
voor de structuur van uit een dubbele keten bestaand DNA, een mecha-
nisme voor de replicatie. Zij stelden dat de beide ketens zich hierbij ge-
leidelijk van elkaar losmaken en daarna ieder een matrijs vormen waar-
op, uit vrije nucleotiden, een geheel nicuwe keten, complementair aan de
betreffende matrijs, gesynthetiseerd wordt volgens het in fig. 6 weergege-
ven schema. Dit model wordt nog steeds als het beste beschouwd. Het
strookt goed met de in levende cellen waargenomen kinetiek voor de
DNA-vermeerdering, hetgeen echter niet wil zeggen dat daarmede alle
problemen rond de replicatie zijn opgelost.

Het model van Watson en Crick voorspelt dat elk van de twee doch-
termoleculen één ouderlijke keten en één nieuw gesynthetiseerde keten
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zal bevatten. Omdat een nieuw molecule voor de helft uit ouderlijk
materiaal bestaat, spreekt men van semi-conservatieve replicatie. In-
derdaad wordt deze strikte verdeling van het ouderlijke materiaal
over het ‘nageslacht’ in vivo aangetroffen, zoals met verschillende
technieken, waarop we hier niet verder zullen ingaan, kon worden aan-
getoond (Smellie, 1965). Voor die gevallen waarbij de strikte ver-
deling niet scheen op te treden kon een bevredigende verklaiing worden
gegeven zonder dat de oorspronkelijke hypothese behoefde te worden
aangetast (A.W. Kozinski en P. B. Kozinski, 1964).

Fig. 6 De replicatie van DNA volgens het model van Watson en Crick.

De biochemicus krijgt echter pas verirouwen in een gepostuleerd
reactieschema indien hij de betreffende omzettingen in vitro kan uit-
voeren. Hierin is men slechts gedeeltelijk geslaagd. Kornberg en mede-
werkers beschreven in 1956 als eersten een enzym dat in aanwezigheid
van DNA als initiator, de S'trifosfaten dATP, dGTP, dCTP en TTP tot
een polynucleotide aaneenreeg volgens de reactievergelijking:
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m dATP+n GTP+o0 TTP +p dCTP -
(dAMP 1, ~ dGMP; ~ TMP, — dCMP;) + PP

waarin JATP = desoxyadenosine-5'-trifosfaat, dAMP = desoxyade-
nosine-5'-monofosfaat, PP = pyrofosfaat en TTP = (desoxy)thymidine-
§'-trifosfaat.

De basesamenstelling van het nieuw gevormde produkt kwam sterk
overeen met die van het als initiator voor de reactie gebruikte DNA.
Nader onderzoek leerde (Bessman, 1963) dat ook de volgorde van de
nucleotiden in het nieuwe produkt, binnen de grenzen der te bereiken
analytische nauwkeurigheid, overcenkomt met die in het ouderlijke mole-
cule. Hiecrmede was dus de synthese van DNA in vitro ondubbelzinnig
aangetoond maar helaas bleck van een echte sermni-conservatieve replica-
tie nog geen sprake te zijn. Bij de reactie in vitro ontrolt de dubbele
spiraal van het ouderliike molecule waarschijnlijk wel ten dele maar
het enzym repliceert daarna slechts één van beide ketens. Bovendien
blijken de produkten van de polymerisatiereactie uit sterk vertakte
ketens te bestaan (fig. 7).

Een mogelijke verklaring voor het gedrag van het enzym in vitro
is dat het hier beschreven polymerase slechts een onderdeel is van een
meer gecompliceerd enzymcomplex dat in de cel de replicatie verzorgt.
De twee ketens van een DNA-molecule bezitten een tegengestelde polari-
teit (Smellie, 1965); hetgeen wil zeggen dat, indien men het molecule

Fig. 7 Schematisch model van de synthese van DNA in vitro door ket van DNA
afhankeliike DNA-polymerase ( Kornberg et al., 1964). De vette lijnen geven de
nieuwe polynucleotide-ketens aan die op her initiator-DNA als matrijs (dunne
liinen) worden gevormd,

13



loodrecht op de lengte-as doorsnijdt, het uiteinde van de ene keten
een vrije 3'-OH, het uiteinde van de andere keten een vrije 5'-OH groep
toont (fig. 8). Het enzym van Kornberg maakt waarschijnlijk op grond

Fig. 8 Schematische voorstelling van de onderiinge koppeling van de nucleotiden
in de beide DNA-ketens met tegengestelde polariteit.

van deze polariteit onderscheid tussen de ketens en schijnt slechts ge-
neigd te zijn die met het vrije 3'-OH uiteinde als matrijs voor de poly-
merisatic van de 5'-trifosfaten te gebruiken. Het ligt voor de hand dat
dat men daarom tevens gezocht heeft naar een ander DNA-polymerase
dat de 3'-trifosfaten van de ribosiden als bouwstenen zou kunnen ge-
bruiken, hopende dat zulk een enzym de¢ complementaire keten, met de
vrije 5-OH groep, als matrijs zou benutten. Een dergelijk enzym heeit
men echter nog niet kunnen aantonen. Niettemin zoekt men nog naars-
tig naar een uitweg uit déze impasse. Eén van de thans gevolgde be-
naderingswijzen is erop gericht de zogenaamde replicatievork van het
DNA uit snel groeiende cellen af te zonderen. Hierbij hoopt men dat aan
deze replicatievork de gezochte enzymen nog bevestigd zullen zijn, Ook
deze pogingen zijn echter nog nict met succes bekroond.

Wij mogen dus nog niet zeggen dat de in vitro experimenten het
model van Watson en Crick voor de replicatie zonder voorbehoud steu-
nen.

Een ander probleem is nog hoe de ontrolling van de twee ketens tot
stand komt. Dit kan slechts door het gehele molecule voortdurend om
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zijn lengte-as te draaien. Bén winding van de spiraal bevat 10 basen-
paren; het DNA-molecule van een bacterie bevat in totaal ongeveer
5 miljoen basenparen en kanin 20 minuten volledig gerepliceerd worden;
hieruit voigt dat het polymecr een rotatiesnelheid om zjn lengte-as
van circa 25.000 omwentelingen per minunt moet hebben (Bosch, 1965).
Het is haast onbegrijpelijk hoe zo’n reuzemolecule dat 1000 x langer
is dan het organisme waarin het is opgevouwen, een dergelijke beweging
overleeft, termneer daar het gezuiverde DNA in vitro in de handen van de
experimentator zo gemakkelijk breekt. Vandaar dat sommige onderzoe-
kers nog spelen met de gedachte dat het DNA-molecule in de cel mis-
schien niet zo’n fraaie dubbele schroeflijn is. We kunnen nog niet uit-
sluiten dat we in vivo in een actief metaboliserende cel met twee langs el-
kaar gespannen draden te maken hebben die zich bij isolering of in een
rustende toestand van de cel, als de strengen van een touwtje, tot een
schroeflijn opkrullen. Terugkomend op de problemen rond de replicatie
van DNA in vitro zou men kunnen veronderstellen dat het polymerase-
enzyr: met de opgekrulde spiralen niet goed raad weet en slechts correct
volgens een semi-conservatief principe te werk wil gaan door een re-
plicatievork te vormen als het twee ontrolde draden krijgt aangeboden.
Deze overwegingen zijn echter viterst speculatief; er zijn geen steek-
houdende, op experimenten gebaseerde argumenten voor aan te voe-
ren, Het zal echter duidelijk zijn dat het laatste woord over de repli-
catie van DNA nog niet is gesproken.

De transcriptie van DNA

Aangezien het RNA van levende cellen, in tegenstelling tot het DNA
niet tot ‘zelfduplicering’ in staat is, ligt de veronderstelling voor de
hand dat de rangschikking van de nucleotiden in het RNA, even-
als de volgorde van de aminozuren in de eiwitten, door de in DNA ver-
vatte genetische informatie wordt bepaald. Dit is ongetwijfeld het geval
voor het boodschapper-RNA en het ribosomale RNA en mogelijk ook
voor het transporteur-RNA. Voor het laatstgencemde nucleinezuur is
dit echter niet zo gemakkelijk te bewijzen. Het idee dat de volgorde van
de basen in RNA door het DNA wordt voorgeschreven berust voor-
namelijk op de resultaten van hybridisatie-experimenten met deze nu-
cletnezuren. Evenals twee complementaire ketens van DNA kunnen
hybridiseren, kan een enkele keten van DNA een complementaire RNA-
keten binden. Hierbij vormt het adenine in het DNA, dat normaliter met
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thymine paart, hu een waterstofbrug met het uracil van het RNA. De
bruggen tussen de andere basen van beide moleculen komen op de ge-
bruikelijke wijze tot stand (fig. 2). Aldus heeft men de complementari-
teit van boodschapper- en ribosomaal-RNA met gedeclien van het DNA-
molecule kunnen vaststellen,

In 1959 toonde Weiss als eerste in leverextracten een enzym aan
dat met DNA als matrijs de 5'-trifosfaten van de ribosiden tot een RNA-
keten polymeriseerde. Zulk een DNA-afhankelijke RNA-polymerase is
daarna door tal van onderzoekers ook uit andere bronnen geisoleerd
{Smellie, 1965). Met behulp van dit enzym kan dus de transcriptie van
DNA, de eerste stap in het proces dat tot de expressie van de genetische
code leidt, nu ook in vitro worden uwitgevoerd.

De vraag is nu nog of door dit enzym mRNA gevormd wordt .dat
complementair is aan één van de ketens van het DNA of complementair
aan elk van beide ketens. Aangezien de informatie-inhoud in de beide
DNA-ketens door hun complementariteit gelijkwaardig is, verwacht
men dat het voor het vastleggen van de aminozuurvolgorde in de eiwitten
voldoende is, indien slechts één van beide ketens wordt ‘overgeschreven’.
In de levende cel blijkt inderdaad slechis één van de DNA-ketens als
matrijs voor de synthese van mRNA te fungeren (asymmetrische trans-
criptie).

Helaas gedraagt het DNA-afhankelijke RNA-polymerase zich in vi-
tro, evenals het DNA-polymerase, niet altijd even netjes. De produkien
van het RNA-polymerase blijken soms wel degelijk complementair te
zijn met beide DNA-ketens (Geiduschek et al., 1965). Deze symmetrische
transcriptie treedt op omdat het enzym in vitro kennelijk geen onder-
scheid meer kan maken tussen de beide DNA-matrijzen. M. Hayashi
et al. (1964) schrijven de symmetrische transcriptie echter toe aan het op-
treden van breuken in het DNA-molecule, Het is niet zo eenvoudig dit
enorm lange polymeer geheel onbeschadigd uit een cel te isoleren. Door
het optreden van een breuk — en wellicht is een breuk in slechis é&én van
de beide ketens reeds voldoende — zou volgens genoemde onderzoekers
het polymerase ook de verkeerde keten als matrijs kunnen gaan ge-
bruiken. Zij baseren deze verondersielling op de resultaten van hun
experimenten met een ringvormig DNA-molecule dat in Escherichia coli
na infectic met de bacteriofaag X 174 wordt gesynthetiseerd, Dit
dubbelstrengige DNA is een betrekkelijk klein molecule (mol. gew.
3.4 x 10%) dat wél zonder breuken in handen is te krijgen. Het RNA-poly-
merase biijkt van dit DNA slechts één keten als matrijs te gebruiken.
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Wordt het ringvormige DNA echter aan schuifspanningen onder-
worpen waarbij breuken ontstaan! dan wordt symmetrische transcriptie
waargenomen.

Het is echter nog de vraag of de aanwezigheid van breuken de enige
oorzaak van de waargenomen symmetrische transcriptie is. Er is nog te
weinig bekend van het mechanisme van de DNA-transcriptic om hier
reeds een uitspraak over te doen. Hoe het RNA-polymerase de juiste
keten herkent die het als matrijs moet gebruiken, hoe de paring van de
basen tussen de DNA-keten en de RNA-nucleotiden tot stand komt en
hoe tenslotte het gevormde RNA zich van de DNA-matrijs losmaakt zijn
belangrijke vragen die de onderzockers thans bezighoudeP.

De vermenigvuldiging van virussen

Een virus bestaat uit een nucleinezuurmolecule omgeven door een
eiwithuid. Deze deeltjes zijn niet tot zelfstandige reproduktie in staat
en kunnen zich slechts in een levende cel (hun gastheer) vermenig-
vuldigen. Na infectic van zo'n gastheercel met een virusdeeltje, vindt
transcriptiec van het virusnucleinezuur plaats waardoor met behulp
van het synthetiserende apparaat van de cel, de voor het virus speci-
fieke eiwitten worden gevormd. Tevens wordt het virusnucleinezuur ver-
menigvuldigd waarna nieuwe virusdeeltjes, identick aan het oorspronke-
lijke, worden gevormd. De transcriptie en replicatie na een virusinfec-
tie verlopen in principe op dezelfde wijze als reeds voor de nucleine-
Zuren in niet-geinfecteerde cellen werd beschreven, althans voor
zover het DNA-virussen betreft. Daarnaast kent men ook RNA-virussen.
In het voorgaande werd gesteld dat RNA niet ‘zelfduplicerend’ is; de
RNA-virussen vormen op deze regel echter een uitzondering. Indien een
RNA-virus een gastheercel binnendringt, wordf een enzym geinduceerd
dat het virus-RNA repliceert. Dit enzym is dus niet een DNA-afhanke-
lijke maar een RNA-afhankelijke RNA-polymerase. Opmerkelijk is dat
dit virus-RNA, of een replica daarvan, ook als een boodschapper-RNA
dienst kan doen. Hecht men aan ribosomen in vitro een virus-RNA, dan
worden voor het virus specificke eiwitten gesynthetiseerd. Dus enerzijds
vervult dit virus-RINA als drager van erfelijke eigenschappen een functie
die we tot nu toe exclusief aan DNA toeschreven, anderzijds speelt het
een actieve rol bij de eiwitsynthese. We kunnen het beschouwen als
¢en mRNA-molecule dat zichzelf kan repliceren.

Er is thang nog een voorbeeld bekend van een molecule met derge-
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Tijke eigenschappen. Gibson en Beale (Sonneborn, 1964) isoleerden
uit het protozoén Paramecium een boodschapper-RNA dat, overgebracht
in een ander protozodn van het geslacht Didimium, zich snel blijkt te
repliceren. Dit voorbeeld is niet alleen als curiositeit van belang maar
kan interessante implicaties hebben voor theoricén omtrent de ge-
nese van virusdeeltjes. We zouden ons kunnen indenken dat virus-
deeltjes ontstaan door het inkapselen van een nucleinezuurfragment van
cellulaire corsprong in een eiwithuid. Deze nucleinezuren zouden dan
door de ontwikkeling van een of ander aanvalswapen, bijvoorbeeld
supermethylering, gericht fegen de metabolische activiieit van de cel
waaruit zij zijn voortgekomen, een zelfstandig bestaan kunnen gaan
leiden. Helaas leent een dergelijke theorie op het terrein van de evolutie
zich niet gemakkelijk voor experimentele toetsing. De natuur is ons
echter in dit opzicht wel enigszins behulpzaam geweest door ons DNA
bevattende bacteriéle virussen (bacteriofagen) ter beschikking te stel-
len die uit hun vrije toestand kunnen overgaan in een, in het bacterie-
chromosoom geincorporeerde vorm (fig. 9). Omgekeerd kan uit het
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Fig. 9 De levenscyclus van een Iysogene bacterie en zijn profaag ( Watson, 1965).

nagesiacht van deze bacterie steeds weer een met het oorspronkelijke
virus identick deeltje worden vrijgemaakt. Zo'n bacteriofaag die zich
tijdelijk in een bacterie kan verschuilen noemt men in deze conditie een
profaag, De profaag dragende bacterie noemt men [ysogeen (Jacob en
Wollman, 1961). Bij de overgang van de bacteriofaag in de profaag ont-
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wikkelt de gastheercel een zekere immuniteit tegen de zelfstandige ong-
wikkeling van het virus. Het blijkt dat het virus-DNA met het bacterie-
DNA recombineert waarbij het virns-DNA iu het bacterie-DNA wordt
opgenomen. De profaag is dus feitelijk een stukje virusnucleinezuur dat
in het bacterie-DNA is geincorporeerd. Bij elke DNA-replicatie van de
bacterie wordt het profaag-DNA meegerepliceerd. Door bestraling van
een lysogene bacterie met ultraviolet licht kan de profaag uit het bacterie-
DNA worden vrijgemaakt en tot zelfstandige replicatie komen, hetgeen
weer tot de vorming van vrije bacteriofaagdeeltjes kan leiden (fig. 9).
Onder andere voor de ontdekking en de bestudering van dit verschijnsel
verwierven de Franse onderzockers Lwoff, Jacob en Monod VOrig jaar
de Nobelprijs voor medicijnen.

Tot op heden is er nog geen RNA-virus gevonden dat zich in een
gestabiliseerde vormt in een bacterie schuil kan houden. Evenmin kent
men goede pendanten van deze bacteriofaag-bacterie relatie voor zoog-
dier- en plantenvirussen en hun gastheren, hoewel het bestaan daarvan
wel waarschijnlijk is. De bij lysogene bacterién waargenomen ver-
schijnselen zijn momentecl een belangrijke bron van inspiratie voor de
onderzoekers die zich bezighouden met het onderzoek van de door
virussen bij hogere organismen gefnduceerde tumoren,

Het merendeel van de hier ter sprake gebrachte experimentele ge-
gevens zijn ontleend aan werk met micro-organismen. Men laat zich
hierbij gemakkelijk verleiden tot mogelijk onverantwoorde generalisa-
ties en extrapolaties naar hogere organismen, Het moleculair biolo-
gisch onderzock van micro-organismen heeft de laatste jaren zo'n

_vlucht genomen dat het werk met hogere organismen daarby gemakke-

kjk in het niet dreigt te vallen. De oorzaak is dat micro-organismen om
tal van redenen, maar vooral door hun hoge voortplantingssnelheid,
zich voor de moderne gepresseerde wetenschappelijke onderzoeker veel
beter voor biochemisch en genetisch onderzoek lenen dan de cellen van
hogere organismen. Ondanks de grote overeenkomst op moleculair ni-
veau tussen alle levende schepselen, moeten we toch op fundamentele ver-
schillen bedacht bijven. Zonder onze overfuiging vac de “Eenheid in
de biochemie” geweld aan te doen kunnen we verwachten dat onze
huidige concepties omtrent de synthese, de structuur en de functie
van nucleinezuren, bij toetsing aan hogere organismen gedeeltelijk
zullen moeten worden herzien.
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Het mechanisme van de eiwitsynthese

Pror.Dr.L.BoscH

Het primaire probleem in de biologische synthese van eiwitten

De essentigle rol, welke de eiwitten spelen in het levende organisme,
valt onmiddellijk op, wanneer men bedenkt dat alle chemische reacties
in de cel gekatalyseerd worden door enzymen. Daarnaast vervullen de
proteinen nog vele andere functies, zoals de handhaving van een bepaalde
architectuur (structuur-eiwitien), het transporteren van verbindingen zo-
als zuurstof in het geval van hemoglobine, de regulering van stofwisse-
lingsprocessen (hormonen) en de zelfverdediging van het organisme
{antilichamen) om enkele van de belangrijkste te noemen,

Tot deze veelzijdige taken zijn de proteinen in staat, dank zij een unicke
structuur. Een 20-tal verschillende aminozuren, lineair gerangschikt
en met elkaar verbonden via peptidebindingen, vormen de ruggegraat van
deze macromoleculen. De rangschikking der aminozuren in een karak-
teristieke volgorde (de primaire structuur) bepaalt de specificiteit van het
betrokken eiwit, Daarnaast bezitten de protefnen nog een z.g. secundaire
en een tertiaire structuur, die samenhangen met hun conformatie in de
ruimte. Juist deze drie-dimensionale bouw stelt het eiwit in het al-
gemeen in staat tot zeer specifiecke stereochemische functies, zoals
bijvoorbeeld de enzymatische (katalytische) werking. Het inzicht is
gegroeid, dat de eiwitten een ruimtelijke conformatie aannemen, die over-
eenkomt met ecn toestand van minimale vrije energie en maximale en-~
tropie. Men neemt aan, en op goede gronden (Perutz, 1962), dat deze
toestand bepaald wordt door de volgorde der aminozuren in het be-
trokken proteine, hetgeen dus betekent dat de secundaire en tertiaire
structuur in feite door de primaire structuur zijn vastgelegd.

Het primaire probleem in de biologische synthese van de eiwitten
is dan ook, het zij nog eens herhaald na wat ROrsch hierover reeds heeft
opgemerkt in zijn artikel: de rangschikking van de aminozuren in
een karakteristieke volgorde.
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Informatie-averdracht van DNA nagr RNA

Gedurende de laatste jaren wor;dt het begrip informatie steeds meer
gehanteerd in verband met de synthese van macromoleculen als nucleine-
zuren en eiwitten (vergelijk wederom het artikel van ROrscH). Onder
informatie wordt in dit verband dan verstaan, de lineaire volgorde van
monomeren (aminozuren, nucleotiden) in het polymeer (eiwit, poly-
nucleotide of nucleinezuur). Wil men deze formulering als zinvol aanvaar-
den, dan kan men zeggen dat in de levende cel informatie-overdracht

plaats vindt van:
DNA — RNA - proteine s

De volgorde van de nucleotiden in het DNA-molecule bepaalt die
in het RNA-molecule, terwijl tenslotte de volgorde der aminozuren
in het eiwit weer samenhangt met de volgorde der nucleotiden in het
RNA. Daarnaast vindt er ook informatie-overdracht plaats van het
DNA uit de moedercel naar het DNA van de dochtercellen tijdens
de DNA-replicatie. Het bovenstaande — een korte samenvatting van
wat daarover reeds door RORSCH is uiteengezet — wordt schematisch
weergegeven in fig. 1A en 1B. Paarvorming tussen de purine- en pyrimi-
dinebasen die deel uitmaken van de nucleotiden in de polynucleotide-
ketens blijkt algemeen aan de informatie-overdracht ten grondslag te lig-
gen. De regel, dat er slechts waterstofbruggen gevormd worden tussen
adenine en thymine en tussen guanine en cytosine gaat zowel op voor de
DNA-replicatie als voor de RNA-synthese. In het laatste geval neemt
uracil de plaats in van thymine (5-methyluracil). Gezien haar inter-
mediaire positic in het proces van informatie-overdracht, heeft men aan
¢en bepaald type RNA de veclzeggende naam van boodschapper-RNA
gegeven. De paarvorming staat er borg voor dat de mononucleotiden van
het boodschapper-RNA in de juiste volgorde worden gerangschikt, In
tegenstelling tot het replicatiemechanisme van het DNA, wordt bij
de synthese van RNA slechts één keten gelezen, zodat er één enkele
RNA-keten ontstaat die qua informatie-inhoud identiek is aan de éne
DNA-streng en complementair ten opzichte van de andere.

Gezien de overeenkomst tussen beide typen nucleinezuren ligt het
enigszins voor de hand dat bij de opbouw van deze polymeren van
gemeenschappelijke principes gebruik wordt gemaakt. Dat dit ook
het geval is bij de synthese van de proteinen — een geheel ander type
Polymeer — is minder vanzelfsprekend, hetgeen ik hierna wil aantonen.
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Fig. 1 A: Schematische voorstelling van de DNA-synthese. A, G, C en T geven
weer de desoxyribonucleotiden die respectievelijk de volgende basen bevatten:
adenine, guanine, cytosine en thywine. De helix-structunr van de beide comple-
mentaire ketens (vergelik de tekst) iy in deze voorstelling niet tot uitdrukking ge-
bracht. B: Schematische voorstelling van de van DN A afhankelijke RN A-gynthese.
A, G, C en U geven weer de ribonucleotiden die respectievelijk de volgende basen
bevatten: adenine, guanine, eytosine enuracil, Uracl neemt in RNA de plaats in van
Ret thymine in DNA (thymine is S-methyluracil}, De twee basen gedragen zich
tegenover adenine gelijkwaardig: beide vormen met adenine twee waterstofbrug-

gen.
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Het mechanisme van de vorming van polypeptiden - transporteur-
RNA en ribosomen

Reeds voor de ontdekking van het boodschapper-RNA kwam men tot de
conciusie, dat nog een ander soort RNA een essentiéle functie bij
de biologische synthese van proteinen vervult. Dit RNA met een be-
trekkelijk gering molecuulgewicht (25.000) en bestaande uit slechts
ongeveer 80 nucleotiden is in staat aminozuren te binden en te transpor-
teren naar de plaats van de eiwitsynthese. Het kreeg de naam transpor-
teur-RNA (tRNA). Uit kinetische metingen met verschillende amino-
zuren kan men reeds opmaken, dat er voor elk aminozuur een specificke
transporteur bestaat, De binding is een enzymatisch proces en voor elk
aminozuur dat aan zijn specificke transporieur moet worden gebonden,
is een specifiek enzym in de levende cel voorhanden. Fig. 2 geeft de ester-
binding tussen amiinozuur en het laatste nucleotide van de transporteur
weer.

BASE BASE CYTOSINE CYTOSINE ADENINE
.\z\" ﬁ NIHR
“0—C—C—R
¢ |
NN NN N L
P, P P P P I

Fig, 2 Transportenr-RNA. De ribosemoleculen en de fosforzure di-esterbruggen
(vergeliik fig. @) zijn hier schematisch weergegeven. Zoals later wordt besproken
bestaan de transporteurs uit ongeveer 80 nucleotiden, waarvan er hier slechis de 5 in
de eindstructuur ziin voorgesteld. Het aminozuur is met de 2'-OH of de 3’-OH van
het elndstandige nucleotide veresterd (met welk van de twee staat niet met zeker-
heid vast), De drie terminagle nucleotiden ziin voor alle transportewrs dezelfde:
adenylzunr, cytidviziur, cytidylzuur. De specificiteit van de transporteurs hangt sa-
men met de volgorde der averige nucleotiden en verschilt dus voor elk type transpor-
teur.

Reeds heel vroeg (vergelijk Crick, 1958) werd vermoed dat het pro-
bleem van de rangschikking der aminozuren in een karakteristieke volg-
orde teruggebracht kan worden tot een interactie van twee RNA-mole-
culen, analoog aan de interactie tussen twee RNA-ketens en de DNA-
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Fig. 3 Interactie tusser boodschapper-RNA en twee specifieke transportenr-
RNA's, De interactie wordt gedacht tot stand te komen door base-paring tussen
guanine en cytosine enerziids en adenine en uracil anderziids.

RNA-interactie (zie fig. 1). Fig. 3 brengt zulk een mogelijke interactie
tussen boodschapper-RNA en twee transporteur-RNA-moleculen sche-
matisch in beeld. De beide aminozuren, door hun transporteurs aldus
in juiste positie ten opzichte van elkaar geplaatst, worden verondersteld
een peptidebinding te vormen als aangegeven door de pijl in fig. 3. Nu
is op verschillende gronden van fysisch-chemische aard de specificke
interactie van zulke RNA-moleculen in oplossing een zeer onwaarschijo-
lijke gebeurtenis. Mocht deze al eens plaats vinden, dan zal toch een
opeenvolging van soortgelijke gebeurtenissen Ieidende tot de vorming
van een steeds aangroeiende polypeptideketen wel uitgesloten zijn. Dat
het in fig. 3 beschreven mechanisme niettemin voor de synthese van eiwit
in de levende cel verantwoordelijk wordt gesteld is fe danken aan het feit
dat de reactie zich in situ afspeelt aan een nog niet genoemd deeltje: het
z.g. ribosoom. Deze ellipsvormige deeltjes met een grootste afmeting van
ongeveer 200 A treft men in de cel op verschillende plaatsen aan. Op
foto 1 zijn ze in het cytoplasma van een levercel te onderscheiden als

24



———» beweging ribosoom ten opzichte van
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Fig. 4 Mechanisme van de polypeptide-synthese aan het opperviak van het
rbosoom (zie tekst).

Zwarte stipjes in de buurt van vaak min of meer parallel lopende lipo-
protefne-membranen. Ze zijn daaruit met bepaalde biochemische tech-
nieken los te maken en door ultracentrifuge te isoleren (zie foto 24, B).
Na injectie van radioactieve aminozuren in een rat worden de ribosomen
in de levercellen het snelst en het zwaarst gemerkt met de isotoop, het-
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geen duidelijk de functie der ribosomale decltjes in de eiwitsynthese il-
lustreeri. Thans is het mogelijk om het proces van de polypeptide-
vorming in vitro met geisoleerde deeltjes te hestuderen en het is zelfs ge-
lukt om aldus in de reageerbuis de voliedige synthese van een specifick
eiwit te verwezenlijken (voor recente overzichten zie Campbell, 1965 en
Moldave, 1965). In fig. 4 is het mechanisme van dit proces in beeld ge-
bracht. Analoog aan de voorstelling van foto 2 zijn twee transporteur-
RNA’s (Il en 1V) iu interactie met een boodschapper-RNA weergege-
ven. Het geheel speeit zich af aan het oppervlak van een ribosoom.
Een grociende polypeptide-keten is door middel van een esterbinding met
de transporteur IIT verbonden. Transporteur IV draagt, eveneens via
zulk een esterbinding, één enkel aminozinur. Verlenging van de groeiende
polypeptide-keten vindt plaats onder verbreking van de esterbinding met
transporteur III en onder vorming van een peptidebinding tussen de
aldus vrijkomende carboxylgroep en de aminogroep van het aminozuur
aan transporteur IV. Dit proces wordt gekatalyseerd door enzymen,
waarvan men er thans drie heeft aangetoond en die bekend staan onder
de paam van transferases. Ook is er nog een cofactor bij betrokken,
I maar over de details van de reactie is men nog slechts karig geinformeerd.
} Zodra de peptideband tot stand is gekomen, wordt de transporteur IIT
afgestoten en schuift het riboscom zoveel langs de boodschapper op,
dat een nieuwe transporteur (V) met een volgend aminozuur in de
juiste positie ten opzichte van transporteur IV komt te verkeren. Het
proces herhaalt zich zolang tot de hele boodschapper is afgelezen en de
proteineketen voltooid is. Op grond van experimenten met radioactieve
aminozuren, waarbij men de synthese van het eiwit hemoglobine ver-
volgde, bleek dat de groeiende eiwitketen begint met een vrij NHz-uiteinde
en dat het COOH-terminale aminozuur het laatst wordt aangchecht.

L Genetische code

De voorstelling van fig.-4 roept thans de vraag op hoeveel nucleotiden
; bij de informatic-overdracht betrokken zijn. Of anders geformuleerd
' met hoeveel lctters kan men een aminozuur coderen? Daar slechts de
4 Jetters: A, G, C en U ter beschikking staan, zal men deze in groepen
van 2 (doubletten), 3 (tripletten), of meer (multipletten) moeten plaatsen
om de twintig in de natuurlijke eiwitten voorkorende aminozuren te
kunnen verantwoorden. Daar men met behulp van 4 letters slechts 16
doubletten kan formeren (zie fig. 5) heeft men aangenomen dat de na-
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tuur zich van tripletten bedient, waarvan er 64 bestaan. Bij een codering
in tripletten zijn er dus 44 tripletten ‘teveel’. Indien één enkel aminozour
door meer dan één triplet wordt gekarakteriseerd, kan men van een
‘ontaarde code’ spreken.

AAA AAG AAC AAU
AGA AGG AGC AGU
ACA ACG ACC ACU
AUA AUG AUC AUU
GAA GAG GAC GAU
GGA GGG GGC GGU

A A AG  AC AU GCA GCG GCC GCU
G GA GG GC GU GUA GUG GUC GuUUY
C CA G cCC Cu CAA CAG CAC CAU
u ua uc UuUcC wu CGA CGG CGC CcGU

CCA CCG CccC CCu
CUA CuG CucC cuu
UAA UAG UAC UAU
UGA UGG UGC UGy
UCA, UCcG UcC Ucuy
UUA VUG vugC uuu

Fig. 5 Groepering van de vier nucleotiden in doubletten en tripletten,

Het is de grote verdienste van het recente biochemische onder-
zoek dat men niet alleen heeft kunnen aantonen, dat de natuur in-
derdaad van een tripletcode gebruik gemaakt, maar tevens dat men
erin geslaagd is om deze code te ontcijferen. Ock bestaan er reeds
aanwijzingen dat de ontaarding van de code functioneel is en een rol
speclt bij de regeling van de sneiheid van de eiwitsynthese.

Een zeer fundamentele ontdekking in dit verband was de vondst
van Nirenberg en Matthaei (1961) aan wie het gelukte kunstmatige
boodschappers bij het proces in vitro in te schakelen. Wij zullen voor-
bijgaan aan de vraag, hoe men zulke boodschappers synthetiseert
en slechts verwijzen naar het baanbrekende werk van Ochoa (1964) en
Grunberg-Manago (1962). In dit verband bedienden Nirenberg c.s.
ook Ochoa c.s. zich van boodschapper-RNA’s die slechts uit én type
nucleotide bestonden zoals poly-U, poly-A en poly-C.

Wordt bijvoorbeeld poly-U als boodschapper aan de ribosomen van dé
bacterie Escherichia coli toegevoegd, dan kan men met behulp van de
noodzakelijke enzymen en cofactoren een polypeptide synthetiseren dat
slechts uit één type aminozuur is opgebouwd en wel het fenylalanine.
Poly-U levert dus de informatie voor de polyfenylalanine-synthese.
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