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The terminal cis-glycol- roup of phenylalanine specific tRNA (tRNAPhe, 
aldehyde by NaI04 (tRNA&’ 

I) from yeast was oxidized to the di- 
. , II) and subsequently reduced to the diol by NaBHa (tRNA!ir_red, III). In charging 

experiments it could be shown that tRNAzktred is still completely specific for phenylalanine. The Michaelis constant 

of tRNA;;zred remains unchanged when compared with tRNAPhe, while the maximum velocity of charging urnax 

of tRNAPhe oxl_red is decreased to about one half. 

1. Einieitung 

Die spezifische Aminoacyliemng von Transfer- 
Ribonucleins;iure (WNS) ist von zentraler Bedeutung 
bei der Proteinbiosynthese. Dennoch liegen bisher nur 
wenige Informationen dariiber vor, welche struktu- 
rellen Elemente fir die hohe SpezifXt der Enzym- 
Substrat-Wechselwirkung verantwortlich sind [l-6] . 
Urn die Spezifitat der Aminoacylierung beztiglich der 
Position der 3’-OH-Gruppe zu priifen, wurde tRNSPhe 
(I) aus Hefe am Acceptorende modifniert. Die cis- 
Glykolgruppierung der 3’-termlnalen Ribose wurde 
mit Na.IO, zum Dialdehyd tRNSE% (II) aufgespalten 
und dieser mit NaBH, zum Diol tRNSi$&_, (III) 
reduziert. 
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Die Arninoacylierung von tRNSz!&,d wurde im 
Vergleich zu tRNSPhe untersucht. 

2. Material und Methoden 

tRNSPhe: tRNSPhe (82% aminoacylierbar, keine 
Fremdaktivitat im Test nach Neuhoff et al. [7] ) 
wurde aus tRNSGemtih aus Brauerhefe (Boehringer, 
Mannheim) isoliert [ 81. 

tRNSgf : 100 ~1 einer 0.002 m tRNSPhe-Losung 
in 0.05 m Na-Acetat-Puffer pH 6.5 wurden mit der 
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gleichen Menge an 0.004 m NaJ04-Losung 2 Stunden 
im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und die 
tiberschtissigePerjod&ure mitlO0 ~1 einer 0.005 m 
GlukoseLiisung zerstort [9,10] .~D~etRNS~ wurde 
mit dem 3-fachen Volumen &an01 gefflt, in Wasser 
gel&t und fbr den Reduktionsansatz verwendet oder 
in Wasser iiber eine Sephadex-GS@S&rle (2 X 40 cm) 
gegeben und lyophilisiert. 

tRNSPhe_ oti red: Ein Gemisch von 50 ~1 Phosphat- 
Puffer pH 6.9 und 300 ~1 NaBH&&ung (10 mg/ml 
H20 bidest.) wurde mit 2 m Acetat-Puffer pH 5.2 auf 
pH 7.8 eingestellt. Dazu wurden 200 ~1 wassriger 
0.001 m tRNSp!$ gegeben, auf 1.2 ml mit bidest. 
Wasser verdiinnt und 3: Stdn. im Dunkeln bei Raum- 
temperatur belassen. Anschliefiend wurde mit Acetat- 
Puffer auf pH 5 eingestellt und mit dem 3-fachen 
Volumen Xthanol geftit. Nach I-sttindigem Stehen 
bei -20” wurde zentrifugiert und in wenig bidest. 
Wasser aufgenommen. tRNSz_, wurde in Wasser 
uber eine SephadexGS@Sgiule (2 X 40 cm) gegeben, 
lyophilisiert, in bidest. Wasser aufgenommen und 
bei -20” aufbewahrt. 

Unter den gewiihlten Bedingungen treten weder 
Phosphat-Ebminierungen [9] noch reduktive Ring- 
spaltungen von Dihydropyrimidinen [ 111 auf [ 121. 

A’4C und Ars_red : Zum Beweis, dag Oxidation 
und Reduktion quantitativ verlaufen waren, wurde 
eine am 3’-temrinalen Adenosin-Rest 14C-markierte 
tRNS eingesetzt. 100 OD tRNS% wurden in 200 ~1 
0.1 m Acetatpuffer pH 5 gel&t, zur ~Ehminierung 
des terminalen Adenosins 50 111 Anilin zugesetzt [ 131, 
4 Stdn. im Dunkeln bei Raumtemperatur belassen 
und tiber SephadexGSO aufgetremrt. Zur Abspaltung 
des 3’Phosphats wurden je 100 OD tRNSPhe mit 
35 E.cg saurer Phosphomonoesterase aus Schweinemilz 
(Praparat von Dr. Stembach in unserem Labor) bei 
37” in 300 /.d 0.15 m Acetat-Puffer pH 5.0 12 Stdn. 
inkubiert. Durch Phenolisieren und emeute Passage 
iiber SephadexGSO wurde die tRNS zuriickgewon- 
nen. Die Priiparation der Pyrophosphorylase aus 
Blckerhefe und der Ansatz zur Regenerierung des 
CCA-Endes der tRNSPhe erfolgte nach Lebowitz et 
al. [ 141 mit ATP14c (Schwarz Bioresearch, Orange- 
burg, USA, spez. Akt. 24.5 mC/mM). Ein Teil dieser 
tRNSPhe wurde in der beschriebenen Weise oxidiert 
und reduziert. Die Nucleoside A14C und A’L&ec wur- 
den durch Hydrolyse der jeweiligen tRNS&e in 0.3 n 
KOH bei 37O iiber Nacht gewonnen. Durch absteigende 

PapierChromatographie auf dem Papier 2043b (Schlei- 
cher u. Schull, Dassel/Deutschland), gewaschen, im 
System Athanol/ 1 m Amman-Acetat (8: 2, v/v) wurde 
in der markierten tRNSphe A14C und in der markierten 
tRNS~&A~$_~~durch Vergleich mit entsprechend 
umgesetztem Adenosin als einziges markiertes Hydra 
lyse 
A:,, = 0.58). 8 

rodukt nachgewiesen (RF-Werte A14C = 0.48, 

Aminoacylierung: Die Aminoacylierung erfolgte 
wie beschrieben [7,15]. Die Auswertung erfolgte 
nach der Startfleckemuethode [ 161, die Z&lung der 
Proben im Scintillationszahler Packard Typ 3375. 
Phenylalanyl-tRNS-Synthetase wurde in Anlehnung 
[ 171 an aus Backerhefe (Fa. Langemeyer, Mettingen) 
ca. 35@fach aufgereinigt (frei von anderen Aminoacyl- 
tRNS-Synthetasen) [ 151. 

Hyperchromie: Die Messung wurde am Gilford 
Typ 2000 mit Temperatureinrichtung in demselben 
Puffer wie die Aminoacylierung ausgefuhrt. 

Ultrazentrifuge: Die Zentrifugenliiufe wurden in 
einer analytischen Ultrazentrifuge Beckman Modell 
E 704 mit Scanner-Einrichtung bei 20” ausgefuhrt. 
Ausgewertet wurde i&r die integrierte Sedimenta- 
tionskoeffizientenverteilung [ 181. 

3. Ergebnisse der Aminoacylierung von tRNSPhe und 
und tRNSz_, 

Die Versuche mit dem markierten terminalen Ade 
nosin Ar4C zeigten, d& Oxidation und Reduktion von 
tRN+ zu tRNsphe oxi_red quantitativ verlaufen waren. 
Femer kormten wesentliche Veriinderungen der Struk- 
tur von tRNSphe ausgeschlossen werden, da tRNSphe, 
tRNS+ und ‘&%? oxI_ti beim Schmelzen nahezu 
identizhes Verhalten aufweisen; nur tRNSgp ergibt 
oberhalb 80” geringe Abweichungen (Abb. 1). Zum 
anderen zeigen tRNSPhe und tRNSz_, in der analy- 
tischen Ultrazentrifuge keinen Unterschied. 

Wie Aminoacylierungsversuche mit Phenylalanin 
sowie allen tibrigen Aminosauren ergaben, bleibt bei 
tRNshe oxi_red vollige Spezifitat fiir Phenylalanin erhal- 
ten. Die Michaelis-Konstante Km ist Bir tRNSPhe und 
tRNsme 0xi.d bei 36” dieselbe (Abb. 2). Dagegen ist die 
Maximal 

$h 
eschwindigkeit der Aminoacylierung urnax 

bei tRNS,xE, gegentiber tRNS phe urn etwa die 
Hiilfte kleiner. 

Wird tRNS% in steigenden Konzentrationen 
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Abb. 1. Schmelzverhalten von nativer und modifiiierter 
tRNSPhe aus Hefe. Abszisse: Temperatur [“Cl . Ordinate: 
Hyperchromie bei 260 rnp [%I. Puffer: 0.15 m Tris-HCl 

pH 7.4; 0.01 mMg2+. 

x-x: tRNSPhe, Hyperchromie = 28.8% und T, = 77.5’. 

O--O: tRNSE$, Hyperchromie = 27.1% und 7’, = 76.5’. 

H: tRNSE!&ed, Hyperchromie = 29.0% und Tm = 77.5“. 

Aminoacylierungsans8tzen mit tRNSPhe zugesetzt 
und bei 36” die Abh&rgigkeit der Aminoacylierung 
von der Reaktionszeit gemessen, IliSt sich unter den 
gegebenen Reaktionsbedingungen keine inhibierende 
Wirkung durch tRNSp$ feststellen, wie sie in gewis- 
sen Umfang von anderen Autoren [3] gefunden wur- 
de. 

4. Diskussion 

Durch die Spaltung der 2’,3’-Kohlenstoffbindung 
werden die -CHzOH-Gruppen in 2’- und 3’Stellung 
der Ribose prinzipiell frei drehbar, da sie nicht mehr 
im 5-Ring der Ribose futiert sind. An CPK-Kalotten- 
modellen ist jedoch zu sehen, dag die Rotation durch 

16 14 12 10 8 6 4 2 6 2 L 6 8 10 12 14 16 18 
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Abb. 2. Lineweaver-Burk-Plot der Aminoacylierung bei ver- 
schiedenen Konzentrationen von tRNSPhe (X-X-X) und 

tRNSPhe oxr_red (O-O-O). Abszisse: reziproke Substratkonzen- 

tration [oDtRNS/lOO pl]-l (1 OD = 1.49 X 10s9 Mol tRNS). 
Ordinate: reziproke Aminoacylierungsgeschwindigkeit 
[Cpm/mh]-‘. Km tRNSPhe = Km tRNSPhe 

oxrred 
= 1O-6 [Mol]. 

die zusatzlichen Wasserstoffatome stark gehindert 
sein diirfte. Das Molektil sollte also trotz der Spaltung 
relativ Starr sein. Dennoch vermindert die flexiblere 
geometrische Lage der 3’-OH_Gruppe die maximale 
Aminoacylierungsgeschwindigkeit urn etwa die Hjilfte 
im Vergleich zu unvemnderter tRNSphe. Die Erniedri- 
gung von urnax bei gleichbleibendem Km und volliger 
Erhaltung der Spezifibit bedeutet: eine gewisse Beweg- 
lichkeit des 2’C bzw. 3’C hat auf die spezifische Erken- 
nung und Affmitit (Km) keinen Einflui3; der eigent- 
lithe chemische Schritt der Aminoacylierung ist jedoch 
behmdert. Diese experimentellen Befunde entsprechen 
emem Verhalten, das auf Grund einer allgemeinen Kon- 
formation von tRNS [S] gefordert werden sollte. 

Wir danken Frau Dr. E.Gottschalk fti die Ultra- 
zentrifugen-Messungen und Frl. D.Niehus fti ge- 
schickte und gewissenhafte Mitarbeit. 
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