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The terminal cis—glycol-%)roup of phenylalanine specific tRNA (tRNAPhe, I) from yeast was oxidized to the di-

aldehyde by NalO4 (tRNA ogie’ 1) and subsequently reduced to the diol by NaBHg4 (tRNAg])}?-red’ I1I). In charging

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

oxi-re
of tRNAgk‘fre d remains unchanged when compared with tRNAPhe, while the maximum velocity of charging vmax

of tRNAg‘;f_Ie 4 is decreased to about one half,

1. Einleitung

Die spezifische Aminoacylierung von Transfer-
Ribonucleinsiure (tRNS) ist von zentraler Bedeutung
bei der Proteinbiosynthese. Dennoch liegen bisher nur
wenige Informationen dariiber vor, welche struktu-
rellen Elemente fiir die hohe Spezifitit der Enzym-
Substrat-Wechselwirkung verantwortlich sind [1-6].
Um die Spezifitit der Aminoacylierung beziiglich der
Position der 3'-OH-Gruppe zu priifen, wurde tRNSPhe
(D) aus Hefe am Acceptorende modifiziert. Die cis-
Glykolgruppierung der 3'-terminalen Ribose wurde
mit NaJO, zum Dialdehyd tRNSFR¢ (II) aufgespalten
und dieser mit NaBH, zum Diol tRNSFhe , (III)
reduziert.
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Die Aminoacylierung von tRNSERS ; wurde im
Vergleich zu tRNSPhe untersucht.

2. Material und Methoden

tRNSPhe : tRNSPhe (829 aminoacylierbar, keine
Fremdaktivitit im Test nach Neuhoff et al. [7])
wurde aus tRNSGemisch aus Brauerhefe (Boehringer,
Mannheim) isoliert [8].

tRNSPhe: 100 ul 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 NaJO4-Losung 2 Stunden
im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und die
iiberschiissige Perjodsdure mit 100 ul einer 0.005 m
Glukose-Losung zerstort [9,10]. Die tRNSER® wurde
mit dem 3-fachen Volumen Athanol gefillt, in Wasser
gelost und fiir den Reduktionsansatz verwendet oder
in Wasser iiber eine Sephadex-G50-Siule (2 X 40 cm)
gegeben und lyophilisiert.

tRNSER® _: Ein Gemisch von 50 ul Phosphat-
Puffer pH 6.9 und 300 ul NaBH 4-Losung (10 mg/ml
H,O0 bidest.) wurde mit 2 m Acetat-Puffer pH 5.2 auf
pH 7.8 emgestellt Dazu wurden 200 ul wissriger
0.001 m tRNS 5 gegeben, auf 1.2 ml mit bidest.
Wasser verdunnt und 33 Stdn. im Dunkeln bei Raum-
temperatur belassen. Anschlieﬁend wurde mit Acetat-
Puffer auf pH 5 eingestellt und mit dem 3-fachen
Volumen A thanol gefillt. Nach 1-stiindigem Stehen
bei —20° wurde zentnfuglert und in wenig bidest.
Wasser aufgenommen. tRNSER Xl-md wurde in Wasser
iiber eine Sephadex-G50-Siule (2 X 40 cm) gegeben,
lyophilisiert, in bidest. Wasser aufgenommen und
bei —20° aufbewahrt.

Unter den gewihlten Bedingungen treten weder
Phosphat-Eliminierungen [9] noch reduktive Ring-
spaltungen von Dlhydropyrmndmen [11] auf [12].

und A C : Zum Beweis, dal Oxidation
und Reduktlon quantltatxv verlaufen waren, wurde
eine am 3'-terminalen Adenosin-Rest 14C-markierte
tRNS eingesetzt. 100 OD tRNSFR® wurden in 200
0.1 m Acetatpuffer pH 5 gel6st, zur f-Eliminierung
des terminalen Adenosins 50 ul Anilin zugesetzt [13],
4 Stdn. im Dunkeln bei Raumtemperatur belassen
und iiber Sephadex-G50 aufgetrennt. Zur Abspaltung
des 3'-Phosphats wurden je 100 OD tRNSFhe mit
35 pug saurer Phosphomonoesterase aus Schweinemilz
(Préiparat von Dr. Sternbach in unserem Labor) bei
37° in 300 1 0.15 m Acetat-Puffer pH 5.0 12 Stdn.
inkubiert. Durch Phenolisieren und erneute Passage
iiber Sephadex-G50 wurde die tRNS zuriickgewon-
nen. Die Priparation der Pyrophosphorylase aus
Bickerhefe und der Ansatz zur Regenerierung des
CCA-Endes der tRNSl:'he erfolgte nach Lebowitz et
al. [14] mit ATP"*C (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 A'*C und Al‘;gmd wur-
den durch Hydrolyse der jeweiligen tRNSP%e in0.3n
KOH bei 37° iiber Nacht gewonnen. Durch absteigende

FEBS LETTERS

December 1968

Papier-Chromatographie auf dem Papier 2043b (Schlei-
cher u. Schiill, Dassel/Deutschland), gewaschen, im
System Athanol/1 m Ammon-Acetat (8:2, v/v) wurde
in der markierten tRNSPhe A'C und in der markierten
tRNSom_mdongmd durch Vergleich mit entsprechend
umgesetztem Adenosin als einziges marklertes Hydro-
lysegrodukt nachgewiesen (Rp-Werte A'*C = 0.48,
on1-red 0.58).

Aminoacylierung: Die Aminoacylierung erfolgte
wie beschrieben [7,15]. Die Auswertung erfolgte
nach der Startfleckenmethode [16], die Zihlung der
Proben im Scintillationszihler Packard Typ 3375.
Phenylalanyl-tRNS-Synthetase wurde in Anlehnung
[17] an aus Bickerhefe (Fa. Langemeyer, Mettingen)
ca. 350-fach aufgereinigt (frei von anderen Aminoacyl-
tRNS-Synthetasen) [15].

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

Ultrazentrifuge: Die Zentrifugenliufe wurden in
einer analytischen Ultrazentrifuge Beckman Modell
E 704 mit Scanner-Einrichtung bei 20° ausgefiihrt.
Ausgewertet wurde iiber die integrierte Sedimenta-
tionskoeffizientenverteilung [18].

3. Ergebnme der Aminoacylierung von tRNSPhe und
und tRNSOXf_

Die Versuche mit dem markierten terminalen Ade-
nosin A c zeigten, daf Oxidation und Reduktion von
tRNSFP® zu tRNSPRE _, quantitativ verlaufen waren.
Ferner konnten wesentliche Verinderungen der Struk-
tur von tRNSoxf_ ausgeschlossen werden, da tRN SPhe,
tRNSEP® und tRNSERE ., beim Schmelzen nahezu
1dent1sches Verhalten aufweisen; nur tRNSo,u ergibt
oberhalb 80° geringe Abwelchungen (Abb. 1). Zum
anderen zeigen tRNSPhe und tRN Sox”ed in der analy-
tischen Ultrazentrifuge keinen Unterschied.

Wie Aminoacylierungsversuche mit Phenylalanin
sowie a].len iibrigen Aminosiuren ergaben, bleibt bei
tRNSoxf_ req VOllige Spezifitiit fir Phenylalanin erhal-
ten. D1e Michaelis-Konstante K, ist fiir tRNSPhe und
tRNSED® ., bei 36° dieselbe (Abb. 2). Dagegen ist die
Mammalgyhschwmdlgkelt der Aminoacylierung v,
bei tRNS® ; gegeniiber tRNSPPe um etwa die
Hilfte kleiner.

Wird tRN Sg;‘f in steigenden Konzentrationen
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Abb. 1. Schmelzverhalten von nativer und modifizierter

tRNSPhe ays Hefe. Abszisse: Temperatur {°C]. Ordinate:

Hyperchromie bei 260 mu [%)] . Puffer: 0.15 m Tris-HCI
pH 7.4; 0.01 mMg2+.

X——X: tRNSPhe, Hyperchromie = 28.8% und T, = 77.5°.

o—o: tRNSFPE, Hyperchromie = 27.1% und 7, = 76.5°.

. Phe
o—e: tRNS oxired’

Aminoacylierungsansitzen mit tRNSPe zugesetzt
und bei 36° die Abhiingigkeit der Aminoacylierung
von der Reaktionszeit gemessen, §if3t sich unter den
gegebenen Reaktionsbedingungen keine inhibierende
Wirkung durch tRNSl(:},zf 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 —CH,OH-Gruppen in 2"- und 3'-Stellung
der Ribose prinzipiell frei drehbar, da sie nicht mehr
im 5-Ring der Ribose fixiert sind. An CPK-Kalotten-
modellen ist jedoch zu sehen, da die Rotation durch
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Hyperchromie = 29.0% und Ty = 77.5°.
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Abb. 2. Lineweaver-Burk-Plot der Aminoacylierung bei ver-

schiedenen Konzentrationen von tRNSPhe (x—x—x)und
tRng;lie-re d (®—e—®). Abszisse: reziproke Substratkonzen-
tration [OD{rRNs/100 1]} (1 OD = 1.49 X 1072 Mol tRNS).

Ordinate: reziproke Aminoacylierungsgeschwindigkeit

[cpm/min]'l. K trnsPhe = Ky tRnggclie-red = 10'6 [Mol].

die zusitzlichen Wasserstoffatome stark gehindert

sein diirfte. Das Molekiil sollte also trotz der Spaltung
relativ starr sein. Dennoch vermindert die flexiblere
geometrische Lage der 3'-OH-Gruppe die maximale
Aminoacylierungsgeschwindigkeit um etwa die Hilfte
im Vergleich zu unverinderter tRNS1e, Die Erniedri-
gung von v, .. bei gleichbleibendem K, und volliger
Erhaltung der Spezifitit bedeutet: eine gewisse Beweg-
lichkeit des 2'C bzw. 3'C hat auf die spezifische Erken-
nung und Affinitit (K ) keinen Einfluf}; der eigent-
liche chemische Schritt der Aminoacylierung ist jedoch
behindert. Diese experimentellen Befunde entsprechen
einem Verhalten, das auf Grund einer aligemeinen Kon-
formation von tRNS [5] gefordert werden solite.

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



Volume 2, number 2
Literatur

[1] G.D.Novelli, Ann. Rev. Biochem. 36 (1967) 449.

[2] K.-.Miura, in: Progr. Nucl. Ac. Res. Mol. Biol. Vol. 6,
eds. J.N.Davidson und W.E.Cohn (Academic Press, New
York, London, 1967) p. 39.

[3] K.L.Roy und G.M.Tener, Biochem. 6 (1967) 2847;

M_P.Stulberg und K.R.Isham, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.

57 (1967) 1310.
[4] R.Thiebe und H.G.Zachau, European J. Biochem. 5
(1968) 546.

[S] F.Cramer, Angew. Chem. 79 (1967) 653; Angew. Chem.

Internat. Edit. 6 (1967) 642;
F.Cramer, H.Doepner, F.v.d.Haar, E.Schlimme und
H.Seidel, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S., im Druck.

[6] A.A.Bayev, T.V.Venkstern, A.D.Mirzabekov, A.I.Kru-
tilina, V.D.Axelrod, L.Li, I.Fodor, L.Ya.Kasarinova
und V.A . Engelhardt, in: Structure and Function of
Transfer RNA and 5S-RNA (FEBS, Oslo, 1967), eds.
L.O.Froholm und S.G.Laland .(Universitetsforlaget,
Oslo und Academic Press, London, New York, 1968)
p. 17.

FEBS LETTERS

December 1968

[7] V.Neuhoff, F.v.d.Haar, E.Schlimme und M.Weise,
Hoppe-Seyler’s Z, Physiol. Chem. (1968), im Druck.

[8] F.v.d.Haar, unveroff. Ergebnisse.

[9] A.Steinschneider und H.Fraenkel-Conrat, Biochemistry
5 (1966) 2729.

[10} F.Kathawala und F.Cramer, Liebigs Ann. Chem. 709
(1967) 185.

[11] G.Ballé, P.Cerutti und B.Witkop, J. Am. Chem. Soc. 88
(1966) 3946.

{12] U.L.RajBhandary, J. Biol. Chem. 243 (1968) 556.

[13] A.Steinschneider und H.Fraenkel-Conrat, Biochemistry
5 (1966) 273S.

[14] P.Lebowitz, P.L.Ipata, M.H.Makman, H.H.Richards und
G.L.Cantoni, Biochemistry 5 (1966) 3617.

[15] E.Schlimme, F.v.d.Haar und F .Cramer, Z. Naturforsch.
Teil b, im Druck.

[16] H.Matthaei, G.Heller, H.P.Voigt, R.Neth, G.Schéch und
H.Kiibler, in: Genetic Elements, Properties and Function
(FEBS, Warsaw, 1966), ed. D.Shugar (Academic Press,
London, New York und PWN Polish Scientific Pub-
lishers, Warsaw, 1966) p. 233.

[17] M.H.Makman und G.L.Cantoni, Biochemistry 4 (1965)
1434,

[18] J.W.Williams, K.E.van Holde, R.L.Baldwin und H.Fujita,
Chem. Rev. 58 (1958) 715.

139



