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5. Ergebnisse

V orbemerkungen:

Fur die zellfreie Proteinbiosynthese wurde das auf Herrlich und Schweiger (1974
zurlickgehende und im Labor von Prof. V.A. Erdmann vonDr. W. Stiege weiterentwickelte
fraktionierte System verwendet, das sch im wesentli chen aus einer ribasomalen 705 undeiner
S100-Enzymfraktion zusammensetzt. (zur Zusammensetzung des Systems vgl. auch Abb.9,
S.62). Dieses System hat den Vorteil, da3 sich bestimmte Parameter wie Amincacylierung
und Prozesserung in vitro transkribierter tRNAs in einer tRNA-freien Teilfraktion des
Gesamtsystems, der S100-Enzymfraktion, urtersuchen lassen. Durch eine Untersuchung der
Aminoacylierungskinetik einer tRNA in der S100-Enzymfraktion wird so beispielsweise die
Angabe ener minimalen Aminoacgyli erungskapazitét des Gesamtsystems ermogli cht.

Als Matrize fur die Proteinsynthese wurde, wenn richt anders erwéhnt, lineaisierte Plasmid-
DNA eingesetzt. Zu Gunsten einer besseren Lesbarkeit werden tRNAs abweichend von ar
offiziellen Nomenklatur mit einem vorangestellten “t“ gekennzeichnet. Handelt es sch um
amber-Suppresor-tRNAs, wird auf die Wiedergabe des Anticodors CUA im tRNA-Namen
verzichtet (z.B. tLeu5; offizielle Nomenklatur tRNA-*°cua). Alle anderen tRNA-Namen
enthaten de Sequenz des Anticodors im Namen. mRNAs und Plasmide werden mit
vorangestelltem “m“  bzw. “p* (z.B. mHMFA,, pHMFA,) gekennzeichnet. Zur
Identifizierung von Matrizen gleicher Herkunft wird das zur Lineaisierung des Plasmids bzw.
zur Definierung des 3'-Endes verwendete Restriktionsenzym in Klammern gesetzt (z.B.
ptPheY (Fokl). Anstelle des deutschen Wortes Gesamt-tRNA-Prdparation wird der Ausdruck
Bulk-tRNA verwendet. Die entsprechenden Bulk-tRNAs werden mit einem Kirzel, bestehend
aus der Silbe “Amb* (fur amber) und dem Kirzel fur die Aminosdure, die durch de
entsprechende in der Bulk-tRNA-Préparation enthaltende amber-Suppresor-tRNA eingebaut
wird, bezeichnet (z.B. AmbLeu fur eine Bulk-tRNA-Praparation, de die amber-Suppressor-
tRNA tLeu enthdlt). Informationen zu Plasmid- und RNA-Sequenzen sind cem Anhang
(Kapitel 10) zu entnehmen.
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5.1. Aufbau und Charakterisierung von amber-Suppressions-Assays

Der Nadcweis der Suppresson bkeruht auf der Unterscheidung von Suppresson und
Termination. Zum Nacdchweis von Suppressonsereignisen mulde in der Arbeitsgruppe
zunadst ein entsprechendes Nacdhwei ssystem etabli ert werden, das auf die Verwendurg in der
in vitro Trandation zugeschnitten und mit den in der Arbeitsgruppe vorhandenen
Anaysemethoden kompatibel war. Fir die Konstruktion des Versuchss/stems wurden
verschiedene Proteine in Betradht gezogen, von anen zunadst die entsprechenden amber-
Varianten hergestellt werden mufden. Letztendich wurden in der vorliegenden Arbeit die
amber-Varianten von de verschiedenen Proteinen verwendet, von FABP (fatty acid binding
protein) aus Rinderherz, von CAT (chloramphenicol acetyl transferase) und vonRBD (ras
binding domaine des ras bindenden Proteins). Der grundegende Unterschied zwischen den
prinzipiell moglichen Systemen wird am Beispiel zweier FABP-amber-Varianten deutlich,
deren Konstruktion undEeigenschaften nachfolgend beschrieben werden.

Abb. 10

A
EcoRV
ET7-Gen10UTR nt: : 3-UTR mit T7-Term I
T7-Promotor SD FABP, kodierender Bereich I\EcoFiV

B 1 2 3 4 87 88 89 134
pHMFA,,: ATG GTG GACGCC i/l :::: CTG GAT GGC il i TGA
Met Va Asp Ala Leu Asp Gly Stop
PHMFAAms: ATG GTGTAG GCC:::/f i CTG GAT GGC ::::/l ::: TGA
Met Va Stop Ala Leu Asp Gly Stop
PHMFAAmss ATG GTG GAC GCC:::/ :::: CTG TAG GGC ::::/f :::: TGA
Met Va Asp Ala Leu Stop Gly Stop

Aufbau cer fir Expressonvon FABP und FABP-amber-Varianten verwendeten Vekoren:

A: Skizze des fir die Konstruktion der verschiedenen amber-Mutanten verwendeten Grundvektors. Fir die
gekoppelte Transkription/ Trandation oder die praparative Transkription von mRNA wird der Vektor mit EcoRl
lineaisiert.

B: Kontext und Lage der in das Gen fir FABP eingefiihrten amber-Codans. Position 1 entspricht dem
Startpunkt des kodierenden Bereichs des fabp-Gens, Position 134 cem Ende (vgl. A, gleiche Abbildung). Fir
die Konstruktion von pHMFA np: Wurde Codon 3, fir die Konstruktion von pHMFA zmsse Wurde Codon 88
gegen TAG ausgetauscht. Die amber-Codans liegen beziglich der 5- und 3- direkt benachbarten Basen in
identischen Kontexten.
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Charakterisierung der beiden in der
Arbeit  verwendeten FABP-amber-
Varianten:

A: Schematische Darstellung der Sup-
presson in FABPam3 Und FABPAmpbgs:
Amb3: Die Kompetition zwischen
Suppresor-tRNA und RF1 wahrend der
Trandation von mFA s fuhrt im Falle
der Termination zu einem kurzen Dipep-
tid, das gelelektrophoretisch nicht
nachzuweisen ist (vgl. B, gleiche Abhil-
dung). Die Suppression fuhrt zur Syn-
these von FABP.

Amb88: Die Kompetition zwischen
Suppresor-tRNA und RF1 wéhrend der
Trandation von mFApmes fihrt im Falle
der Termination zu einem 87 Aminosau-
ren langen Terminationsprodukt, das dem
ersten zwei Dritteln der FABP-Sequenz
entspricht und gelelektrophoretisch nach-
weisbar ist (vgl. B, gleiche Abbildung).
Die Suppresdon fuhrt wie im Falle von
Amb3 zur Synthese des vollsténdigen
("full-lenght")-FABP.

B: Phospholmage dnes Gels mit den
wéhrend der Trangdlation der verschiede-
nen FABP-V arianten entstehenden Pepti-
den:

w: "Wildtyp"-fabp;, Amb3: fabp-amber-
Mutante mit amber-codon an Position 3;
Amb88: fabp-amber-Mutante mit amber-

codon an Position 88; +: Redktion in
Anwesenheit von amber-Suppresor-

tRNA; -: Redktion in Abwesenheit von
amber-Suppresor-tRNA

In vitro-Trandationsresktionen wurden
durchgefuihrt wie unter Material und
Methoden beschrieben. 12 pl-Aliquots
einer jeden Red&ktion wurden einer SDS-
PAGE unterworfen urd das C-
markierte Protein mit dem Phosphol ma-
ger detektiert.

C: Berechnung der Suppresgonseffi-
zienz:

Die Quantifizierung der Proteinsynthese
erfolgt tiber den Einbau von *C-Leucin.
der Bass der Expresson von

FABPAmy3 Und FABP,, eine Suppressionsrate in % angegeben werden, wobei die Proteinexpresson (ber eine
TCA-Falungoder Uber eine Quantifizierungder entsprechenden Banden im Gel mit dem Programm I mageQuant
quantifiziert wird (Formel 1).

Amb88: Fir die Suppresson in FABPamss berechnet sich das molare Verhdltnis zwischen Suppressons- und
Terminationsprodukt, die Rate der tRNA-Selektion, aus den Intensitdten der entsprechenden Banden im Gel
(Formel 11). Alternativ kann eine Suppresdonsrate angegeben werden, die dem prozentualen Anteil des Suppres-
sionsproduktes an der Summe aus Suppressons- und Terminationsprodukt entspricht (Formel 111).

[Sup]: Radioaktivitét des (mit *“C-Leucin markierten) Suppressonsproduktes, [w]: Radioaktivitat von "Wil dtyp"-
FABP, [Term]: Radioaktivitdt des Terminationsproduktes, n: Anzahl der Leucine im Molekdl (wird zur
Berechnungmolarer Peptidmengen berticksichtigt, n = 9 oder 10), Leu: Leucin ("Wil dtyp"-FABP enthalt 9 Leu,
das Terminationsprodukt 4 Leu), Sup/Term: molares Verhdltnis aus Suppressons- und Terminationsprodukt.
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Fur die Konstruktion der in der vorliegenden Arbeit hauptsadilich verwendeten amber-
Varianten wurde mit dem FABP (aus Rinderherz) ein Protein ausgewdhlt, dessen
Eigenschaften in der in vitro-Trandation hervorragend charakterisiert waren. Ausgehend van
Vektor pHMFA,,, der das Gen fir FABP enthielt, wurden mittels PCR-gerichteter M utagenese
zwel neue Plasmidkonstrukte hergestellt, pHMFA amp3z und fHMFA ambss: PHMFA amb3 enthélt
eine amber-Mutation an Aminosaurepaosition 3im kodierenden Bereich des Gens fur FABP,
PHMFAAmpss €ine amber-Mutation an Aminosaureposition 88 (Abb.10Q. Die korrekten
Sequenzen der beiden Konstrukte wurden durch Sequenzierung der entsprechenden Plasmide
verifiziert.

Die wéhrend der Trandation der beiden Konstrukte pHMFAaAmps und pHMFAAmpss in An-
und Abwesenheit von amber-Suppresor-tRNA  entstehenden  Peptide  wurden
geleektroparetisch analysiert (Abb.11B, S.73). Die Kontrollregktion mit dem fur die
Konstruktion der beiden amber-Mutanten verwendeten Ausgangsplasmid (pHMFA,,) zeigt,
da3 der Wildtyp von FABP unter den verwendeten Standartbedingungen von 12 mM
Magnesium und einer Temperatur von 37T in ener duff¥erst homogenen Zusammensetzung
exprimiert wurde. Der grundegende Unterschied zwischen den beiden Varianten besteht in
der Nadchweisbarkeit der Terminationsproduke. Die Termination fuhrt im Fale von

Abb. 12
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Lédlichket der bei der Trandation von tHMFA,ss entstehenden Peptide:

Gekoppelte Transkriptions-/Trandationsregtionen wurden durchgefiihrt wie urnter Material und Methoden
beschrieben. Zu den angegebenen Zeitpunkien wurden den Reétionen Aliquots entnommen urd wie folgt
analysiert: Ein Teil der Re&tion wurde ds Suspension entnommen urd fir die Elektrophorese vorbereitet. Der
andere Teil der Re&ktion wurde fir drei Minuten in einer Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Pellet und Uberstand dieser Zentrifugation wurden hiernach fir die Elektrophorese vorbereitet.
Suspension, Uberstand und Pell et wurden einer SDS-Page unterworfen urd das ““C-markierte Protein mit einem
Phosphorlmager detektiert.

A: Coomasdeféarbung des Gels, B: Phosphorlmage des Gels, Sup: Suppresdonsprodukt, Term: Termina
tionsprodukt.
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FABPamp3 zur Expresson eines Dipeptids, das gelelektrophaetisch - und auch Uber eine
TCA-Falung - nicht nachweisbar war. In Anwesenheit der amber-Suppressor-tRNA fihrt die
Trandation von pHMFAamp3 zu dem gleichen Expressonsmuster wie die des entsprechende
Wildtyp pHMFA,,.

Im Falle von pHMFA ampgs War das entstehende 87 Aminasduren lange Terminationsprodukt
sowohl gelelektrophaetisch as auch mittels TCA-Falung hervorragend rachzuweisen. In
Abwesenheit von Suppresor entstanden keine Peptide, die langer waren als das
Terminationsprodult. Die Anwesenheit der amber-Suppresor-tRNA fuhrt zu einer deutlichen
Expresson von "full-lenght"-Protein neben der des Terminationsproduktes. Bemerkenswert
ist, da® das gegenlber dem Wildtyp von FABP um 56 Aminosauren verklrzte
Terminationsprodult unter nativen Bedingungen eine wesentlich geringere Loslichkeit
aufwies as das Suppessonsproduk (Abb.12. Das 87 Aminosduren lange
Terminationsprodult lief’ sich durch eine kurze Zentrifugation der Reaktionsansdtze nahezu
komplett sedimentieren. Fur die gelelektropharetische Analyse der Reaktionsprodulte spielte
dies dlerdings keine Rolle, da die Reaktionsansdtze nach Ablauf der Reaktionszeit ohnehin
durch Acetonfélung préazipiti ert wurden.

5.1.1 Berechnung der Suppressionseffizienz

Mogliche Nadweisgsteme zur Quantifizierung von Suppressonsereignisen  weisen
grundsétzliche Unterschiede auf, je nachdem ob in den betreffenden Systemen ausschliefdlich
nur das Suppressonsproduk oder Suppressons- und Terminationsprodukt erfalt werden. Fir
die Angabe der Suppesdonseffizienz gibt es in der Literatur verschiedene
Berechnurgsgrundagen. Die meisten Autoren verwenden Versuchssysteme, die keine
Erfassung der Terminationsproduke elauben (z.B.: Garen et a. 1965, Zubay et al. 1971,
Boss und Roth 1980, Mill er und Albertini 1983,Kleina @ a. 1990,Normanly et al. 1990.
Die Berechnurg der Suppressonseffizienz beruht in desen Fallen auf dem Vergleich
zwischen amber-Mutante und einem Konstrukt, das an der betreffenden Aminosaurepaosition
kein amber-Codon lesitzt, in der Regel der Wildtyp. Die entsprechende mRNA des Wil dtyps
besitzt in desem Fall eine andere Sequenz as die der amber-Mutante und wird in einem
anderen Zellstamm - oder einer anderen in vitro-Tranglationsreaktion - exprimiert. Die
Suppressonsrate entspricht dem prozentualen Anteil des gebil deten Suppressonsproduktes an
einer theoretisch moglichen maximalen Synthese, die aahand der Expresson des Wil dtyps
bestimmt wird. Suppressonsraten, de mit dieser Methode bestimmt werden, zeigen einen
nichtlinearen Verlauf. Fir Suppressoren mit einer guten Suppressonseffizienz wird relativ
schnell eine Séttigung erreicht. Analog hierzu wurde die Suppressonseffizienz fur das
Konstrukt pHMFAambz auf der Basis der Expresson von FABP-amber-Mutante und FABP-
Wildtyp berechnet (Abb.11C, Seite 73, Forme 1). Hierzu konrte das entstandene Produk
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entweder mittels TCA-Falung oder nach gelelektrophaetischer Auftrennurg der radioaktiv
markierten Peptide quantifiziert werden. Bei der Berechnurg wurde die in den entsprechenden
Peptiden enthaltene Menge an radioaktiver Aminosaure beriicksichtigt, so dald sich dein der
Arbeit angegebenen Suppressonsraten auf die Molaritét der Trandlationsprodukte beziehen.

Eine wesentlich genauere Bestimmung der Suppressonseffizienz kann mit Hilfe des
Konstruktes pHMFA ambgs durchgefiihrt werden. Suppresson und Termination kénren bei
diesem Konstrukt anhand der Expresson vonSuppressonsprodukt und Terminationsprodukt
in einer einzelnen Spur im Gel quantifiziert werden. Die Suppressonseffizienz wird hier
anhand des Verhdtnisses zwischen Suppressons-und Terminationsprodult bestimmt. Die
Quantifizierung von Suppressons- und Terminationsprodukt erfolgte hierbei ausschliefdlich
anhand der Intensitdten der entsprechenden Banden in der Autoradiographie des Gels, die mit
dem Phosphdmager-System ermittelt wurden. Da Suppressons- und Terminationsproduld in
derselben Trandationsreation erzeugt werden und von drselben mRNA stammen, sind
mogli che Veranderungen im Verhdtnis der beiden Proteinproduke ane direkte Funktion der
Kompetition der verwendeten amber-Suppresor-tRNAs mit Terminationsfaktor RF1 um das
amber-Codon auf der mRNA. Die Bestimmung der Suppressonseffizienz sollte folglich
unabhéngig von der Gesamtmenge an Trandationsprodukt sein, das in der Regktion gebil det
und auf das Gel aufgetragen wurde. Durch de Angabe des molaren Verhdtnisses zwischen
Suppressons- und Terminationsprodukt (Sup/Term, Rate der tRNA-Selektion) wird eine
direkte Aussage Uber die Rate moglich, mit der die amber-Suppresor-tRNA durch den
ribosomalen Komplex ausgewahlt wird (Abb. 11C, Seite 73, Formd Il). Die Rate der tRNA-
Selektion steigt hierbel linea mit der Suppressonseffizienz an, wodurch auch eine genaue
Unterscheidung guter amber-Suppressoren moglich ist. Eine analoge Form der Berechnurg
findet sichin der Literatur bei Crawford et al. (1999.

5.1.2 Der EinfluR der Magnesiumkonzentration auf Trandation und Suppresson am
Beispiel von FABPy und FABPamb3

Viele biochemische Retionen sind abhéngig vom Vorhandensein zweiwertiger Kationen. In
Sytemen fiir die zell freie Proteinbiosynthese ist besoncers die Konzentration an Mg®* wichtig
(Gold und Schweiger 1969,Ma d a. 1993. Die Konzentration an Magnesiumionen muf3in
der Regdl fir jede neue Aufarbeitung einesin vitro Trand ationss/stems neu ogimiert werden.
Der Einflul? dr Magnesiumkonzentration auf Ausbeute und Zusammensetzung der in der
vitro Trandation entstehenden Proteine wird am Beispiel von FABPamp3 deutlich. Sowohl die
Gesamtmenge ds auch de Homogenitét der Trandationsprodukte zeigten eine grof¥e
Abhangigkeit von der Konzentration der Magnesium-lonen (Abb. 13. Hierbel war die
Homogenitét der Trandationsproduke bei niedrigen Magnesiumkonzentrationen deutlich
grofl¥er as bel héheren Konzentrationen. Mit zunehmender Magnesiumkonzentration kam es
zu einem deutlich vermehrten Auftreten von Nebenprodukten. Eine weitere Erhdhurg der
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Abb. 13
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EinfluR der Magnesiumkonzentration adf Menge und Homogenitét der bel der in vitro Trandation von mFA,,
und mFAxm,3 entstehenden Proteinprodukte:

In vitro-Trand ationsre&ktionen wurden in Anwesenheit von Bulk-tRNA AmbLeu wie unter Material und Metho-
den beschrieben durchgefiihrt. Aliquots der Reaktionen wurden einer SDS-PAGE unterworfen urd das *‘C-
markierte Protein mit dem Phospholmager detektiert. Ein anderer Teil einer jeden Reéktion wurde mit TCA
gefallt und die mit *“C-Leucin markierten Proteine mittels Fliissg-Szintill ationszahlung quantifiziert. Auf der
Basis der ermittelten TCA-und Phosphol mager-Daten wurde nun die Menge an FABP sowie die Menge der
wéahrend der Trandation entstehenden Nebenprodukte berechnet. Die Gesamtsynthese pro Reéktion lief3 sich
hierbei anhand der TCA-Werte bestimmen. Der relative Anteil von "full-lenght"-FABP (14,7 kDa) sowie der
Nebenprodukte an der Gesamtsynthese wurde anhand der Phospol mager-Werte berechnet.

FABP: Menge der Proteine mit erwartetem Molekulargewicht von 14,7 kDa; Nebenprodukte: Menge dler
sonstigen in jeder Re&ktion synthetisierten Peptide.

Bezogen auf die Synthese an "full-lenght"-FABP zdgt die Trandation von mFAmz €in deutlich hdheres
Magnesiumoptimum als die von mFA,,. Die Menge an urerwiinschten Nebenprodukten nimmt mit zunehmender
Magnesiumkonzentration stark zu. Die Trandationsreaktion wird mit zunehmender Magnesiumkonzentration
sehr schnell unspezfischer.

Magnesiumkonzentration fuhrte schliefdlich zum Erliegen der Trandation. Letztendlich ist das
Profil der Magnesiumabhéngigkeit des in der vorliegenden Arbeit verwendeten fraktionierten
Systems nahezu identisch mit dem des von Gold und Schweiger fir die Synthese von (¥
Glycosyltransferase verwendeten fraktionierten Systems (Gold und Schweiger 1969, auf
deren Studien das in der vorliegenden Arbeit verwendete System ja aich im Prinzip
zurickgeht. Gold und Schweiger fuhrten de Zunahme a Nebenproduken auf eine bei
hoheren Magnesiumkonzentrationen urspezifischere Initiation der Translation zuriick.

Die Synthese der Suppressonsprodukte zeigte e@n deutlichhdheres Magnesiumoptimum als
die Synthese des Wildtyps. Das Resultat hiervon war eine drastische Erhohurg der
Suppressonsrate bel hoheren Magnesiumkonzentrationen. Eine &nliche Relation zwischen
Magnesiumkonzentration undSuppressonwurde aich vonMa € a. (1993 gefunden. Bei der
Interpretation von Suppressonsdaten mufd somit die Magnesiumkonzentration in Betradt
gezogen werden. Zugunsten einer grof¥eren Homogenitdt der Trandlationsproduke wurde
standardmdllig auf einen Tel der Ausbeute an Suppressonsproduk verzichtet und el
M agnesiumkonzentrationen zwischen 10 und 12nM geabeitet.



78 Ergebnisse

5.2 Vergleich der Suppressonsaktivitat von Gesamt-tRNA-Pr&par ationen aus verschie-
denen Escherichia coli-amber-Suppressor-Zell stammen

In der Literatur gibt es umfangreiche Studien zur Aktivitdt verschiedener amber-Suppressor-
tRNASs in vivo (Boss und Roth 1980,Mill er und Albertini 1983,Kleina & al. 1990,Ericson
und Bjork 1991,Rennel et al. 1991, Mottagui-Tabar 1998. Diese Untersuchungen basieren
auf der Verwendurg von Escherichia coli-Zellstammen, in denen de entsprechenden amber-
Suppresor-tRNAs auf chromosomalen Genen liegen. Beispiele hierfir sind tSer (su+1), tGln
(su+2), tTyr (su+3) oder tLeu (su+6). Ende der 80er Jahre wurde das Spektrum der zur
Verfigung stehenden in Escherichia coli exprimierbaren amber-Suppressor-tRNAs durch de
Untersuchungen der Gruppe Mill er wesentlich erweitert (Masson undMill er 1986, Normanly
et a. 1986,Kleina @ al. 1990,Normanly et al. 1990. Mit Hilfe Plasmid codierter amber-
Suppresor-tRNASs konrten nun reue Zell stamme konstruiert werden. Die amber-Suppressor-
tRNA-Gene stehen in diesen Zellstammen urter der Kontrolle der Promotor-Sequenz des
Lipoprotein-Gens aus Escherichia coli (Masson undMill er 1986.

amber- Wachstum der
Zellstamm | Suppressr- | Gen (Bezeichnurg) | Srommein M9-
tRNA Medium
(ohre Arginin)

AmbSer tSer chromosomal (su+1) ++
AmbTyr tTyr chromosomal (su+3) ++
AmbLys tLys chromosomal (su+5) ++
AmbLeu tLeu, su+6 chromosomal (su+6) ++
AmbArg tArgl Plasmid ++
AmbCys tCys Plasmid +
AmbGly tGlyl Plasmid +
AmbHis tHisA Plasmid ++
AmbPhe tPhe E.c. Plasmid +
Kontrolle - - -

Tabelle 17: Ubersicht tiber die zur Praparation von Gesamt-tRNA verwendeten Zell stamme

Um die umfangreichen in vivo-Ergebnisse in der Literatur mit den Verhditnissen in vitro in
Beziehung setzen zu konren, wurden Gesamt-tRNA-Préparationen (Bulk-tRNAS) aus
insgesamt 10 werschiedenen Escherichia coli-Zellstdmmen in der in vitro-Tranglation
eingesetzt. 9 dieser Zellstamme enthielten Gene fir verschiedene amber-Suppressor-tRNAsS
(Kleina @ a. 1990, Normanly et al. 1990, ein Zellstamm, der keine Suppresor-tRNA
exprimierte, diente ds Kontrolle zur Bestimmung der “Read-through”-Rate. Alle Zell stamme
enthielten zur Aufrechterhaltung der Suppressoraktivitdt eine Mutation in einem
Schlusslenzym des Argininbiosyntheseweges (argE™™). Die Zellstamme sollten somit in
Abwesenheit von Arginin in Minimalmedium (M9) nur dann wadisen konren, wenn de
amber-Suppresr-tRNAs auch exprimiert werden. Um einen zusétzlichen Selektionsdruck
austiben zu konren, enthielten ale Zellstémme mit Plasmid codierten amber-Suppressor-
tRNASs Antibiotikaresistenzen auf den entsprechenden Plasmiden.
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Die Expresson der amber-Suppresor-tRNAs wahrend der Anzucht der Zelen wurde
kontrolliert, indem die Zelen in Minimamedium, das kein Arginin enthielt, mit den
entsprechenden Antibiotika vorkultiviert wurden. Der Kontroll stamm war erwartungsgemal3
nicht in der Lage, in desem Medium zu wadhsen, wahrend alle anderen Zell stamme wacdhsen
konnten (Tab.17). In desen Stammen wurde folglich de entsprechende amber-Suppressor-
tRNA exprimiert.

Fur die Praparation von moglichst aktiver Bulk-tRNA erwies es sch als entscheident, eine
moglichst schorende ZellaufschluBmethode azuwenden. Das zunachst angewandte
Verfahren, de Zelen enzymatisch mit Lysozym aufzuschlief3en (in Verbindurg mit dem
Zusatz von NaDeoxycholat und DNasel) brachte sehr gute Ausbeuten an tRNA (bis zu 4 mg/g
Frischgewicht Zellen). Die tRNA war aber vollkommen inaktiv in der in vitro Trandlation,
obwohl sie geleektrophaetisch nicht von aktiven Préparationen zu urterscheiden war.
Letztendich wesentlich erfolgreicher war das mecdhanische Aufbrechen der Zellen mit Hilfe

Abb. 14

Aktivitdt von Gesamt-tRNA-Préparationen
(Bulk-tRNA) aus verschiedenen Escheri-
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g % 50 tior/ Trandationim fraktionierten System:
Qim0 40 In vitro-Trangl ationsreaktionen wurden wie
€ 2 30| unter Material und Methoden beschrieben
A i; 20 | durchgefuihrt.  Aliquots der Reésktionen
= wurden mit TCA geféllt und das TCA-fall-
R bare, **C-markierte Protein mittels Fliis-

0- sigszintill ationszéhlung quantifiziert. Die
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tRNA-Aufarbeitung aus einem Zell stamm,
der keine Suppresor-tRNA exprimiert.

von Alcoa. Mit dieser Aufschlufimethode wurden Bulk-tRNASs erhalten, deren Aktivitét in der
invitro Trandationin etwabel der kéufli ch erhdltli cher Gesamt-tRNA lag (Abb. 14.

Die Gesamt-tRNA-Prdparationen aus den urterschiedlichen amber-Suppressor-Zell stammen
wurden nunzur Suppresson ces amber-Codors in FABPamp3 Und FABPAmbgs €ingesetzt. Die
Aktivitéten der verschiedenen, in den einzelnen Gesamt-tRNA-Praparationen varhandenen
amber-Suppresor-tRNAs — erwiesen  sich  als  aulerst  unterschiedlich. Die beste
Suppressonsrate zeigte Bulk-tRNA AmbLeu mit nahezu 50% in FABPamp3. Drel der
eingesetzten Bulk-tRNAs (AmbLys, AmbPhe und AmbCys) zeigten keine deutlich
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Vergleich der Suppesdonsaktivitét von Gesamt-tRNA-Praparationen (Bulk-tRNA) aus verschiedenen
Escherichia coli-S&mmen anhand ér Expresson von FABPamp3 und FABPaAmpss:
Zur Untersuchung der Aktivitét in vivo exprimierter amber-Suppresor-tRNAs wurde die Aktivité von Bulk-

tRNAs aus verschiedenen Escherichia coli-Stémmen anhand der Expresson von FABPamp3 und FABPambse
im fraktionierten System untersucht.

A: Phospholmage des Gels. Aliquots gekoppelter in vitro-Transationsreaktionen wurden einer
Gelelektrophorese unterzogen urd das radioaktiv markierte Protein mit dem Phospolmager detektiert. Gezegt
ist jewell s der Ausschnitt des Autoradiogramms mit den Suppressonsprodukten (+).

B: Suppressonsraten der verschiedenen Bulk-tRNAs. Fir Amb3 wurden Reaktionen mit TCA geféllt und das
TCA-féllbare, *C-markierte Protein mittels Flilssgszintill ationszéhlung quantifiziert. Fir jede Bulk-tRNA
wurde d@ne Vergleichsresktion mit pHMFA,, durchgefiihrt. Die Expresson von "Wildtyp"-FABP in dieser
Vergleichsreaktion wurde jeweil s zur Berechnungder Suppressonsrate herangezogen (vgl. Formel 1, Abb. 11,
Seite 71). Fir Amb88wurden die Intensitdten der Banden von Suppressons- und Terminationsprodukt mit dem
Programm ImageQuant quantifiziert und de Suppressonsraten nach der in Abb. 11, Seite 71 angegebenen
Formel Il berechnet.

Amb3: Expresson von pHMFA a3, Amb88: Expresson von pHMFA ompss; K: Bulk-tRNA-Aufarbeitung aus
einem Escherichia coli-Stamm, der keine Suppresor-tRNA exprimiert. Leu, Tyr, Ser, His, Phe, Gly, Arg,
Lys, Cys: Bulk-tRNAs aus den entsprechenden amber-Suppresor-Zell stémmen.

Die Relationen zwischen den Aktivitdten der verschiedenen amber-Suppressor-tRNAs snd fir beide FABP-
amber-Varianten dhnlich. Die Leucyl-amber-Suppressor-tRNA (Leu) zeigt in beiden Féllen die beste
Suppresson, gefolgt von der Hystidyl-amber-Suppressor-tRNA (His). Einige der amber-Suppressor-tRNAS
zeigen in beiden FABP-amber-Varianten keine nachweisbare Suppresson.

Anmerkung Bei Amb3 ist in einigen Fallen eine Doppelbande sichtbar (beispielsweise bei K, Phe, Lys und
Cys). Die untere der beiden Banden tritt etwas zuriick, wenn die obere Bande, bel der es sch um "full-lenght"-
FABP handelt, stérker exprimiert wird. Bei dem Peptid in der Bande unterhalb von "full -lenght"-FABP handelt
es gch mit sehr grofRer Wahrscheinlichkeit um eine verkirzte Variante von FABP, die durch eine Initiation der
Trandation am Codon 12 (GUG) entsteht (Merk 200Q dortige Abb. 4 auf Seite 53).
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nachweisbare Suppresson. Dies ist offensichtlich nicht auf die mangelnde Aktivitat der
Gesamt-tRNA-Préparationen zuriickzufiihren, wie die Synthese von "Wildtyp"-FABP zeigt
(vgl. Abb.149. Diese lag auch bel den Bulk-tRNAs mit nicht nadcweisbarer
Suppressonsaktivitét auf dem Niveau der Ubrigen Gesamt-tRNA-Prdparationen. In vivo
wurden de Aktivitdten der in der vorliegenden Arbeit in vitro untersuchten amber-
Suppresor-tRNAs anhand der Expresson vonlad/lacZ durch Kleina d al. (1990 untersucht.
In der Studie von Kleina zeigen auch de amber-Suppressor-tRNAs fir Lysin (AmbLys),
Phenylalanin (AmbPhe) und Cystein (AmbCys) eine sehr deutliche Suppresson. AmbPhe
gehort in vivo sogar zu den Suppressoren mit der héchsten Aktivitét.

5.2.1 Simulation von "in vivo-Verhaltnisen" in einem in vitro-Transationssg/stem

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der Expresson eines Proteins in vivo und dr eines
Proteins in vitro ist, dal3 in einer in vitro Trandationsrestion in der Regel nur ein einziges
Protein synthetisiert wird, wahrend in vivo die Expresson des gewlnschten Proteins neben
der normaen in der Zelle dattfindenden Proteinexpresson erfolgt. Aus diesem Grund
verwenden de meisten Autoren fur die Analyse der Supressonin vivo Systeme, in denen de
Aktivitégt von amber-Suppresor-tRNAs mit Hilfe enzymatisch aktiver Proteine bestimmt
wird (Garen et a. 1965,Mill er und Albertini 1983,Kleina @ al. 1990,Normanly et a. 1990,
Weygand-Durasevic & a. 1994. Mit dem Zid, die Verhdltnisee wahrend der in vitro
Trangation mehr denen in vivo anzugleichen, wurden Suppressonsversuche in einem anderen
in vitro-Trandationssystem durchgefuhrt. Hierbei wurden die Bedingungen innerhalb des
verwendeten Systems bewuld so gestaltet, dal3 reben der gewiinschten amber-Variante des
Reporterproteins maoglichst viedle andere Proteine koexprimiert wurden. Da der
Terminationsfaktor RF1 neben dem amber-CodonUAG auch das opal-Codon UGA erkennt,
das in der Mehrzahl der Proteingene ds Stopp-Codon vakommt, wahrend de amber-
Suppresor-tRNA nur das amber-Codon erkennt, sollte die Kompetition von RF1 mit der
amber-Suppresr-tRNA in einem solchen Fall nicht so stringent fir die Suppresson sein.

Die folgenden Versuche wurden in einem nicht fraktionierten System, einem sogenannten
S30-System durchgeftihrt. In dem entsprechenden fur die Herstellung des S30-Systems
verwendeten Zelllysat verbleiben gewohrich gréfRere Mengen chromosomaler DNA. Die
Expresson der in deser DNA kodierten Proteine wéhrend der in vitro-Trangdlation ist
normalerweise unerwinscht und kann dadurch verhindert werden, dald man de zelleigene
Escherichia coli RNA-Polymerase durch die Zugabe von Rifampicin in de Lysate inhibiert.
Unterbleibt die Inhibition der Escherichia coli RNA-Polymerase, wird eine grof¥re Zahl von
Escherichia coli-Proteingenen neben dem gewilnschten zugegebenen Proteingen wahrend der
in vitro-Trand ationsre&ktion koexprimiert.
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Fur die nachfolgenden Versuche wurde @n mogli chst niedriger Anteil der amber-Variante des
Reporterproteins an der Gesamtmenge der synthetisierten Proteine und ein enzymatischer
Nadhweis der entstehenden Suppressonsprodukte angestrebt. Mit den hbisher verwendeten
amber-Varianten von FABP waren dese Vorgaben - vor allen Dingen auf Grund der zu
starken Expresson - nicht zu erfdllen.

Aus diesem Grundwurden de nunfolgenden Suppressonsversuche mit einer amber-Variante
des Proteins Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) durchgefiihrt. Als Kontrolle fur die
Aktivitét der jeweils verwendeten Gesamt-tRNA-Préparation dente der entsprechende
Wildtyp des Proteins. Die entsprechenden fur die gekoppelte Transkription/Trandation
verwendeten Plasmide bekamen die Bezeichnurg pCATamp11 Und ECAT,, wobei pCAT,, mit
dem haufig fur in vivo-Studien verwendeten Plasmid pACY C184 identisch ist. Das Gen der

Abb. 16
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® ® . L <+ Substrat ber-Variante des Proteins
Chloramphenicol-Acetyl-
transferase (CAT) wurde
in  der  gekoppelten
. Transkription/Tranglation
1 2 3 4 1 2 4 e in einem S30-System ein-
gesetzt. In vitro-Trandla-
tionsresktionen wurden in An- und Abwesenheit von pCAT amp11 SOWie von Bulk-tRNA AmbLeu durchgefiihrt.
Ein Tel der Reektionen wurde dner SDS-PAGE unterworfen urd das C-markierte Protein mit dem
Phospholmager detektiert. Ein anderer Teil der Reationen wurde fir die Bestimmung der enzymatischen
Aktivitdt von CAT mittels CAT-Assay eingesetzt.

A: Phospholmage des Gels. 1: Reation ohne Matrize 2, 3 und 4: Redationen in Anwesenheit der Matrize
PCAT amp11: 2: ohne ausétzliche Bulk-tRNA aus einem amber-Suppresor-Zellstamm, 3 und 4: mit 200 kzw. 40C
pg/ml Bulk-tRNA AmbLeu. der Blockpfell (=) markiert die ewartete Position von Chloramphenicol-
Aceatyltransferase im SDS-Gel.

B: Fluographie der Dunrschichtplatte des CAT-Assays, mit dem die enzymatische Aktivitdt von CAT in den
unter A mittels SDS-PAGE analysierten in vitro Trandationsrektionen bestimmt wurde. 1, 2 und 4: Analyse der
gleichen in vitro-Trandationsrestionen wie unter A, e Eichstandard; Edukt: das nicht umgesetzte
fluoreszenzaktive Substrat (BODIPY FL 1-deoxychlorampheniccol), Produkt: das entstandene durch
Chloramphenicol-Acetyltransferase aceyli erte Chloramphenicol-Derivat.

Das Gen der Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) steht in pCAT amp11 Unter der Kontrolle des E. coli
Promotors. Dies und de relativ schlecht fir die Expresson in vitro geggneten urtrandatierten Regionen der
korrespondierenden mRNA bewirken eine aerst niedrige Trandationsrate des Proteins. Das g/nthetisierte
Protein ist im Anschluld an eine SDS-PAGE autoradiographisch vor dem Hintergrund der zahlreich urter den
verwendeten Bedingungen koexprimierten Proteine nicht zu detektieren. Die enzymatische Aktivitét der synthe-
tisierten Chloramphenicol-Acetyltransferase kann aber mit Hilfe des CAT-Assays €hr gut nachgewiesen urd
guantifiziert werden. In Abwesenheit von Suppressor wird dffensichtlich kein aktives Protein synthetisiert (1
und 2). Die Zugabe der Bulk-tRNA aus einem Zell stamm, der eine amber-Suppresor-tRNA exprimiert, fihrt zu
einer in der Fluographie des CAT-Assays deuli ch sichtbaren Synthese der amber-Variante von CAT (4).
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Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) steht in desen Plasmiden urter der Kontrolle
eines E. coli Promotors, desen Transkriptionsrate weit unter der entsprechender
Phagenpromotoren, wie dem sonst in der vorliegenden Arbeit verwendeten T7-Promotor,
liegt. Dies und de relativ schlecht fur die Expresson in vitro geagneten 5 und 3
untrandatierten Regionen der korresponderenden mRNA bewirken eine sehr niedrige
Trand ationseffizienz des Proteins. Autoradiographisch lief3 sich das g/nthetisierte Protein vor
dem Hintergrund dr vielen anderen koexprimierten Proteine nicht detektieren. Die
enzymatische Aktivitét des g/nthetisierten Proteins konnte @er mit Hilfe des CAT-Assys
sehr gut nadhgewiesen und qantifiziert werden (Abb.1§. Anhand des Gels und
enzymatischen Aktivitét des Proteins im CAT-Assy ist eine - zugegebenermalien relativ
ungenaue - Abschdtzung des Anteils von CATamp11 @n der Gesamtsynthese von Protein
wahrend der in vitro Trandationsregktion moglich. Die Synthese von CAT amp11 lag hiernach
bei etwa 1% der Gesamtsynthese an Protein.

Anhand der Synthese von CATamp11 UNdCAT,, in der gekoppelten Transkriptiory Trandation
wurde nun de Suppressonsaktivitdt der aus den verschiedenen Escherichia wli amber-
Suppresor-Zell stammen aufgereinigten Bulk-tRNASs analysiert. Anhand der Bestimmung der
enzymatischen Aktivitét von CATamp11 Mit Hilfe des CAT-Assays konrte nun auch fir die
Bulk-tRNAs AmbPhe, AmbLys und AmbCys eine deutlich sichtbare Suppressonsaktivitat
nachgewiesen werden (Abb.17. Diese Bulk-tRNAs hatten bei der Expresson der beiden
FABP-amber-Varianten keine nadhweisbare Suppresson gezeigt (vgl. Abb.15, S.80). Die
Suppressonsaktivitéten der Bulk-tRNAs AmbPhe, AmbLys und AmbCys lagen aber nach wie
vor immer noch weit unter denen in vivo.

Fur alle anderen Bulk-tRNAs (AmbLeu, AmbTyr, AmbSer, AmbHis, AmbGly und AmbArg)
lagen de Synthesen der CAT-amber-Variante CATamp11 Und de von "Wildtyp"-CAT auf
einem gleich hoken Niveau (Abb.17. Die Relationen in der Aktivitdt der verschiedenen
amber-Suppresor-tRNAs innerhalb des S30-Systems entsprachen hingegen dann denen des
fraktionierten Systems, wenn de beiden im vorhergehenden Kapitel untersuchten FABP-
amber-Varianten innerhalb des in desem Kapitel verwendeten S30-Systems exprimiert
wurden (nicht dargestellt). Die Nivellierung der Suppressonsaktivitdten deser Bulk-tRNAS
ist somit keine Eigenschaft des verwendeten S30-Systems per se. Vielmehr scheint die
Expresson des Reporterproteins CAT an sich limitierend zu sein, so da3 de Aktivitéten
einiger amber-Suppresoren im Séttigungsbereich der Synthese des Proteins liegen.

Warum zeigen einige der untersuchten amber-Suppressor-tRNAs in dem in der vorliegenden
Arbeit verwendeten System nahezu keine Suppresson, wahrend sie sich in vivo as sehr aktiv
erwiesen? Die Kultivierung der verschiedenen amber-Suppressor-Zell stémme richtete sich in
der vorliegenden Arbeit nach den in der Literatur beschriebenen Bedingungen. Man sollte dso
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Vergleich der Suppessonsaktivitdt von Gesamt-tRNA-Praparationen (Bulk-tRNA) aus verschiedenen
Escherichia coli-Sammen anhand ér Expresson von Chloramphenicol-Aceayltransferase (CAT):

Die Aktivitét verschiedener in vivo exprimierter, in entsprechenden Gesamt-tRNA-Préparationen vorhandener
amber-Suppresor-tRNAs wurde anhand der Expresson von CAT amp11 bestimmt, einer amber-Variante des
Proteins Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) mit einer amber-Mutation an Aminoséurepaosition 11. Als
Kontrolle fur die Aktivitédt der Gesamt-tRNA-Préparation diente der entsprechende Wildtyp des Proteins.
Gekoppelte in vitro Trandationsreaktionen wurden in An- und Abwesenheit der verschiedenen Bulk-tRNAs
durchgefiihrt. Als Matrize diente pCAT amp11 0der pCAT,, (andere Bezechnung pACYC184). Je aveimal 5 pl
einer Reaktion wurden fir die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt von Chloramphenicol-Acetyltransferase
mittels CAT-Assy eingesetzt.

A: Fluographie der Dunrschichtplatte @énes CAT-Assys. Edukt: das nicht umgesetzte fluoreszenzaktive
Substrat (BODIPY FL 1-deoxychlorampheniccol), Produkt: das entstandene durch Chloramphenicol-
Aceyltransferase aceylierte Molekill; K: Bestimmung der enzymatischen Aktivité in einer in vitro
Trandationsresktion, die in Abwesenheit von amber-Suppressor-tRNA durchgefiihrt wurde; Leu, Phe, Lys,
Cys. Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt von in vitro Trandationsrektionen, die in Anwesenheit der
Bulk-tRNAs aus den entsprechenden amber-Suppressor-Zell stémmen durchgefuhrt wurden.

B: Graphische Auftragung der als Mal3 fir die Suppressonsaktivitdt verwendeten, mit Hilfe des CAT-Assays
ermittelten Konversionsraten, die die Aktivitat der in der jeweili gen in vitro Trandationsrektion synthetisierten
Chloramphenicol-Acetyltransferase widerspiegeln. wt: gekoppelte Transkription/Trandation von pCAT,,
Amb11: gekoppelte Transkription/Trangation von pCAT amp11; LeU, Tyr, Ser, His, Phe, Gly, Arg, Lys, Cys:
Bulk-tRNAs aus den entsprechenden amber-Suppressor-Zell stémmen. Dargestellt sind de Mittelwerte aus zwel
verschiedenen Re&ktionen.

Anhand der Bestimmung der enzymatischen Aktivitét von CAT ampr1 mit Hilfe des CAT-Assays kann auch fur
die Bulk-tRNAs AmbPhe, AmbLys und AmbCys eine deutlich sichtbare Suppressonsaktivitdt nachgewiesen
werden. Diese Bulk-tRNAs hatten bei der Expresson der beiden FABP-amber-Varianten keine nachweisbare
Suppresson gezegt (vgl. Abb. 15, S. 78). Fir alle anderen Bulk-tRNAs liegen die Aktivitéten der CAT-amber-
Variante CATampr1 Und die von "Wildtyp"-CAT auf einem gleich hohen Niveau, wie die Bestimmung der
enzymatischen Aktivitét der entsprechenden Proteine zegt. Hochstwahrscheinlich ist die Aktivitdt der einzenen
amber-Suppresor-tRNAs in diesen Gesamt-tRNA-Préparationen richt limitierend fir die Expresson der
amber-Variante von CAT.

eigentlich erwarten, dald3 de Aktivitéaten der verschiedenen amber-Suppressor-tRNAS in vitro
die Verhdltniss in vivo widerspiegeln. Interessanterweise enthalten ale amber-Suppressor-
tRNAs, die @ne gegeniber in vivo verminderte Suppressonsaktivitét zeigen, wichtige
Erkennurgselemente fur die entsprechenden Amincacyl-tRNA-Synthetasen innerhalb ihres
Anticodors. Fir tRNA™® wurde gezeigt, da3 cer Austausch des "Wil dtyp"-Anticodors GAA
gegen CUA zu einer drastischen Erniedrigung des kca/Ky-Wertes der Aminoacylierung um
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mehr als Faktor 1000 fiihrt (Peterson undUhlenbedk 1992. Im Falle der tRNA® fuihrt der
Ersatz des "Wil dtyp"-Anticodors gegen CUA gar zu einer Erniedrigung des Kca/Ky-Wertes
um Faktor 3000 (Komatsoulis und Abelson 1993. Auch in tRNAYS ist die Sequenz des
Anticodors (UUU) essentiell fur die Erkennurg durch Lysyl-tRNA-Synthetase. Diese ekennt
ale drei Nukleotide des Anticodors (Commans et al. 1999, von cenen in der entsprechenden
amber-Suppresor-tRNA zwel mutiert sind. Schon das Fehlen der Modifikation mnm®sU34
in der ersten AnticodonPostion dr tRNA fuhrt zu ener Veringerung der
Aminoacylierungsaktivitét um Faktor 140 (Tamura & a. 1992. Trotz der herabgesetzten
Aminoacylierungsraten kénren de ewadhnten amber-Suppresor-tRNAs tPhe, tCy undtLysin
vivo off ensichtlich aminoacyli ert werden, wie die Nachwei sbarkeit ihrer Suppressonsaktivitét
in vivo belegt (Kleina @ al. 1990. Die aifferst geringe Suppressonsaktivitét in vitro konrte
moglicherweise @n Hinweis darauf sein, dal3 de Aktivitdt einiger Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen in dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten in vitro Trandationss/stem
geringer ist als die Aktivitét der entsprechenden Synthetasen in der |ebenden Zelle.
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5.3 Konstruktion von Plasmiden fur die T7-Transkription von tRNAs

Es wurden fir eine vergleichende Untersuchung der Suppressonseffiziens in vitro

transkribierter amber-Suppresor-tRNAs insgesamt 13 verschiedene amber-Suppressor-
tRNA-Spezies ausgewahlt. Die Plasmide fir die in vitro Transkription vontRNAs wurden im
Prinzip nach den Vorgaben vonUhlenbed et al. (1988 konstruiert (vgl. Abb.19. Mit Hilfe
der PCR wurde ausgehend von DNA-Oligos fur jede tRNA-Spezies eine Genkastte
hergestellt (Abb.20, die in den Vektor pSF64 Koniert wurde. Im Verlaufe der Arbeit wurde
eine zeitsparende Strategie zur Klonierung der PCR generierten tRNA-Gene entwickelt (siehe
Kapitel 4.2.8.2 undKapitel 4.2.8.3. Die Klonierung erfolgte in der Regel Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRl und BamHI, um eine gleichbleibende Orientierung des

Abb. 19
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Schematische Darstellung der Herstellung
von tRNAs mit Hilfe der T7-Transkription:
Eine Genkassette mit dem tRNA-Gen wird
Uber die Schnittstellen EcoRI und BamHI in
den Grundvektor pSP64 kloniert. Innerhalb
der Genkasstte ist das 5-Ende der tRNA
durch die Lage des T7-Promotors definiert.
Das 3'-Ende der tRNA wird durch zwei
aternative Restriktionsschnittstell en
festgelegt: BstNI mit der Er-
kennungsequenz CC AGG und Fokl, des-
sen Erkennungssequenz 3' von der Schnitt-
stelle liegt.

Nach Lineaisierung der Plasmide kénnen
mit Hilfe der sogenannten ,run off"-
Transkription tRNAs mit nahezu jeder
gewtlinschten Sequenz hergestellt werden.
Die enzige Vorausstzung ist, dald das 5'-
Ende der tRNA mit einem G beginnt. Die
Wahl von Sequenz und Lange der 3'-Enden
der tRNAs wird aleine durch die
Erkennungsequenzen der  fir  die
Lineaisierung zur Verfligung stehenden
Restriktionsenzyme limitiert. Durch die
Wahl eines Restriktionsenzyms wie Fokl,
desen Erkennungsequenz auflerhalb der
Schnittstelle liegt, 183t sich nahezu jedes
gewtinschte 3'-Ende generieren. Die Zugabe
von GMP in die Transkriptionsansatze
bewirkt, dald de in vitro transkribierten
tRNAs wie ihre in vivo exprimierten
Verwandten am 5'-Ende @n Monophosphat
enthalten.

tRNA-C: Die Transkription eines mit Fokl
lineaisierten Plasmids liefert eine tRNA,
deren 3'-Ende um zwei Nukleotide verkirzt
ist. tRNA-CCA: Die Transkription des mit
BstNI lineaisierten Plasmids liefert tRNAs
mit voll stdndigem CCA-Ende.
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Abb. 20
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Herstellungvon tRNA-Genen fur die T7-Transkription von tRNAS:

Die in der vorliegenden Arbeit optimierte Strategie aur Herstellung reuer tRNA-Gene mit Hilfe der PCR beruht
auf der Nutzung von 3 verschiedenen chemisch synthetisierten Oligomeren. Ein langes Oligomer enthélt die
Sequenz der gewiinschten tRNA sowie an beiden Enden konstante Bereiche, so dal3 zur Amplifikation fir alle
neuen tRNA-Gene avel Universalprimer verwendet werden kénnen. Mit diesen Universalprimern werden die
beiden fir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen EcoRI und BamHI in einer einstufigen PCR an
die tRNA-Gene angefiigt.

unterstrichen: T7-Promotor, kursiv: das CCA-Ende der tRNA

tRNA-Gens innerhalb des Plasmids zu gewahrleisten. Innerhalb einer jeden Genkassette ist
das 5'-Ende der tRNA durch den Startpunkt der T7-Polymerase festgelegt. Am 3'-Ende der
tRNAs wurden jewells zwei unterschiedliche Restriktionschnittstellen pasitioniert. Je nach
Wahl des Restriktionsenzyms konrten auf diese Weise von ein und eémselben Konstrukt
sowohl tRNAs mit voll sténdigem 3'-Ende (tRNA-CCA) a's auch tRNAs mit eilnem um zwei
Nukleotide verkurzten 3-Ende (tRNA-C) transkribiert werden (vgl. Abb.19. Die
voll stndigen Sequenzen der Konstrukte sindim Anhang dieser Arbeit aufgefthrt.

5.4 Einsatz einer chemisch aminoacylierten amber-Suppressor-tRNA (g-DnsLys-tPheY)

Fur die ortsgezifische Einfuhrung unrettrlicher Aminoséuren in Proteine mit Hilfe dhemisch
aminoagylierter amber-Suppresor-tRNAs dehen in der Literatur mehrere tRNAs zur
Verfiigung (Noren et al. 1989 tRNA™®, aus S.cerevisiae; Bain et a. 1991 tRNA®Yua aus
E. coli; Karginov et a. 1997 tRNAA¥C"%, aus E. coli). Am weitesten verbreitet ist die
Nutzung der tRNAM®oy aus Hefe (z.B.: High et al. 1993, Judice & al. 1993,Nowak et al.
1994, Cornish et a. 1994, Turcati et a. 199§. Aus diesem Grund wurde tRNA™cya (in
dieser Arbeit: tPheY) ausgewéhlt, um die Verwendurg einer chemisch aminoagylierten
amber-Suppresr-tRNA in urserem in vitro-Tranglationss/stem zu demonstrieren.

Eine este Limitation der Methode: Die Bereitstellung genligender Mengen an verkurzten
tRNAs flr die Herstellung der chemisch aminoacyli erten tRNA

Fur die Herstellung der chemisch beladenen tRNA wurden sehr grof3e Mengen an verkirzten
tRNA-Transkripten bendtigt. Die Herstellung homogener Mengen an solchen Transkripten
erwies sch als aul¥erst aufwendig. Die T7-Transkription des mit Fokl lineaisierten Plasmids
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ptPheY bradte zwar Ausbeuten vonzwel bis drel Miligramm Transkript in einem Millilit er
Redtionsansatz. Die 3'-Enden der Transkripte waren jedoch sehr heterogen. Auf das
korrekte, am 3'-Ende um zwei Nukleotide verkirzte Transkript der tRNA (tRNA-C) entfielen
weniger as 40% der Gesamtmenge a1 Transkript. Daneben enthidten de
Transkriptionsproduke e@nen grofRen Antell an Transkripten, de um ein oder sogar zwel
Nukleotide verlangert waren (vgl. Abb.22auf Seite 92). Die Entstehung solcher am 3'-Ende
um ein oder zwei Nukleotide verlangerter Transkripte ist aus der Literatur bekannt und wird
als n+1-Aktivitét oder Endheterogenitét bezeichnet (Milli gan et a. 1987,Sammuelson et al.
1988,Kao et a. 1999. Die Methode der chemischen Aminoagylierung von tRNA beinhaltet
die in vitro-Transkription einer um die letzten beiden Nukleotide des Akzeptorarms (pCpA)
verkirzten Form der tRNA, die synthetische Herstellung des Dinukeotids pCpA, die
Acylierung des Dinukeotids mit der entsprechenden unretirlichen Aminosdure und de
enzymatische Ligation des chemisch aminoacylierten Dinukleotids an das in vitro-Transkript
(vgl. Abb.3, Seite 5). Eine Entfernung der verlangerten Transkripte aus der Praparation der
verkirzten tRNAs war somit zwingend erforderlich, um die Entstehung inaktiver tRNA-
Formen mit falschen 3-Enden wahrend der Ligation des chemisch aminoagylierten
Dinukeotids (pCpA-Aminosaure) an de verkirzte tRNA zu vermeiden.

Zur Aufreinigung homogener um zwei Nukleotide verkirzter tRNAs (tRNA-C) wurden de
Transkripte deshalb auf préparativen, hachauflsenden denaturierenden Polyaaylamid-Gelen
auf ein Nukleotid genau aufgetrennt und de Transkripte mit korrekter Lange duiert. Hierfr
wurden Gele mit einer Dimension von 0,5x 30 x 40 cm verwendet. Trotz der Dicke der Gele
erwies sch de Kapazitdt der Methode unter anderem aufgrund der hohen bendtigten
Trennscharfe ds auf¥erst begrenzt. Die Ausbeuten an hamogenem Transkript lagen bel
maximal 20% der eingesetzten Transkript-Menge, so da? aus einem préparativen Gel
hochstens 150 pug (6000 pnol) verkirzte tRNA gewonren werden konrten. Nadh der
Reinigung wurden de verkirzten tRNAs (tRNA-C) mit dem chemisch mit Dansyl-Lysin
(DnsLys) acgylierten Dinukeotid e-DnsLys-pCpA zu funktionaler Aminoacgyl-tRNA (e-
DnsLys-tPheY) ligiert. Die Herstellung des chemisch acgyli erten Dinuk eotids e-DnsLys-pCpA
und de nachfolgende Ligation an das Transkript der tRNA-C wurden dankenswerterweise
von Fritz Benselaa (IBA, Gottingen) durchgefihrt.

Die Herstellung von mit Dansyllysin modifiziertem FABP

Die Aktivitdt der chemisch aminocacylierten tRNAs wurde nicht in dem sonst in der
vorliegenden Arbeit verwendeten fraktionierten Trandationssg/stem sondern in einem
sogenannten S30-Zellextrakt unter den im Labor von Dr. Stiege optimierten
Re&tionsbedingungen anaysiert. Dieses System wurde dem fraktionierten System
vorgezogen, da in ihm neben wesentlich héheren Proteinausbeuten auch deutlich holere
Suppressonsraten erzielt werden kdnren as im fraktionierten System. Hierauf wird in einem
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der folgenden Kapitel noch genauer eingegangen werden. Als Template fur die
Proteinsynthese wurde aufgereinigte mRNA (mFAampbsg) €ingesetzt, um dem System vom
Beginn der Re&tion an genigend mRNA anzubieten. Der Einbau der unratlrlichen
Aminosdure DnsLys in der in vitro Trandation zeigte sich anhand ener deutlich
nachweisbaren Suppressonin FABPampss (Abb.21).

Abb. 21
A NSy, Einfihrung dr unnairlichen Aminosdure
Dansyllysin in FABP mit Hilfe @ner chemisch

aminoacyli erten tRNA:

HO*{;‘?WCHQIQ&% Zur Einfihrung \on  Dansyllysin - wurden
N, mRNA & verkirzte Transknpte von tPheY (tRNA—(_:)
VV‘QQ hergestellt und mit dem mit Dansyllysin
B & acylierten  Dinukleotid  (e-DnsLys-pCpA)

ligiert. Die so beladene Aminoacyl-tRNA -

+ DnsLys-tPheY wurde hiernach zur Suppresson
in FABPampgs €ingesetzt (f.c.: 10 uM). Als
Matrize diente mFA smpss Die Redktionsansétze
wurden fir 20 min bei 37°C inkubiert. 12 ul-
Aliquots einer jeden Redktion wurden einer
SDS-Page unterworfen urd das ““C-markierte
Protein mit einem Phosphorlmager detektiert

A: Dansyl-Lysin

B: Autoradiographie des Gels. ohne: Kontroll-
rektion ohne mRNA; mFA,: Die Kontroll-
restion mit mFA,, zegt die Position von , full-lenght“-FABP (FABP,,); mMFAampss: Trandation in Anwesenheit
von mFAmpgs - Zugabe der nicht aminoacylierten tRNA (tPheY); +: Re&ktion in Anwesenheit der chemisch
aminoacylierten tRNA (e-DnsLys-tPheY); Sup: Suppressionsprodukt. Term: Terminationsprodukt.

Die Zugabe der chemisch aminoagylierten tRNA fiihrt zu einer deutlichen Synthese von Suppressonsprodukt,
wahrend die nicht beladene tRNA keine Suppresson zeigt.

Die zweite Limitation der Methode wird anhand ds Einbauws der unnadirlichen Aminosaure
Dansyllysin deutlich

Die synthetisierten Mengen an Suppressonsprodukt waren im Vergleich zur Synthese des
Wildtyps aufferst niedrig. Der grofde Tel der Synthesekapazitét des verwendeten
Translatiosgystems entfiel wahrend der Translation von mFA ampss auf das 87 Aminosiuren
lange Terminationsproduk, das <shr effektiv gebildet wurde. Der Antell des
Suppressonsproduktes an der wahrend der Re&ktion synthetisierten Gesamtmenge an Protein
betrug nur ca 6%. Die Dekod erung des amber-Codors durch den Terminationsfaktor RF1 ist
anscheinend wesentlich effizienter als die Dekodierung des Codors durch de zugegebene
Suppresor-tRNA. Natlrlich wéare e auf¥erst wunschenswert, wenn der grofde Teil der
Kapazitat fur die Synthese des gewiinschten Produkies genutzt werden konrte. In desem
Zusammenhang ist eine Kalkulation der erhaltenen Mengen mit den theoretisch zu
erwartenden Mengen sinnvdl:

Die synthetisierte Menge an FABP mit der Aminosdure Dansyllysin an Position 88 letrug
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etwa 4 ug Protein pro Millilit er Reaktionsansatz. Der grofde Teil der Synthese entfiel auf das
87 Aminosauren lange Terminationsprodukt. Die theoretisch mdgliche Menge a
Suppressonsprodukt wird duch die Synthese des Wil dtyps von FABP verdeutlicht (Abb.7,
mFA,,). Die synthetisierte Menge an Wil dtyp-FABP betrug ca 70 ug Protein pro Millilit er
Redtionsansatz, was einer Kornzentration des Proteins von etwa 5 uM entspricht. Eine
vergleichbare Menge an Suppressonsprodukt hétte theoretisch auch mit der eingesetzten
Menge der Aminocacyl-tRNA e-DnsLys-tPheY erreicht werden konren. Die Konzentration der
beladenen Aminoacyl-tRNA betrug am Anfang der Reaktionca 10uM, also das Doppelte der
theoretisch moglichen Menge an Suppressonsprodukt. Die synthetisierte Menge an
Suppressonsprodukt (FABP mit der Aminosaure Dansyllysin an Position 88 betrug aber nur
etwa 4 pg Protein pro Millilit er Reaktionsansatz. Die Menge an Suppressonsprodukt
reflektiert somit nur 3 % der eingesetzten Aminoacyl-tRNA.

Der relativ ineffiziente Einbau von Dansyl-modifizierten Aminosduren ist auch aus anderen
Untersuchungen bekannt (Steward et al. 1997,Cornish et al. 1994. Steward et a. (1997
bei spielsweise zeigten den Einbau vone-DnsLys in (3Galaktosidase in einem Escherichia coli
S30-System mit Hilfe von tRNA®Y- s aus Escherichia coli. Sie eazidten eine
Suppressonsrate von ca 4% mit einem Lysat, das einen hitzeinaktivierbaren RF1 enthielt. &-
DnsLys gehdrte in deser Studie zu den Aminosauren, de nur sehr ineffizient eingebaut
werden konrten. Andere unretlrliche Aminosduren hingegen werden wesentlich besser
eingebaut, zum Beispiel 5-OH-Trp mit einer Rate von ca 45%, 7-aza-Trp ca 30%. Cornish et
al. (1994 waren gar nicht dazu in der Lage, e-DnsLys in T4-Lysozym in einem Escherichia
coli S30-Lysat einzubauen, wahrend 7-Aza-Trp relativ gut eingebaut werden konrte.

Fazt

Anhand der beschriebenen Einfihrung von Dansyl-Lysin in FABP mit Hilfe der tRNA tPheY
werden die Limitationen der Methode Einfihrung unretirlicher Aminoséuren in Proteine mit
Hilfe cdhemisch aminoagylierter amber-Suppresor-tRNAs sehr deutlich. In der vorliegenden
Studie ewiesen sich vor alen Dingen de Effizienz des Einbaus der unretirlichen
Aminosdure und de Bereitstellung gentigender Mengen an den fir die Ligation des chemisch
aminoagyli erten Dinukl eotids verwendeten verkirzten tRNASs al s problematisch.
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5.5 Untersuchungen zur Endheterogenitat von T7-transkribierten tRNAs

Wahrend der T7-Transkription ist das 5-Ende der tRNA durch den Startpunk der T7-
Polymerase, das 3'-Ende der tRNA durch eine Restriktionsschnittstelle innerhalb der DNA-
Matrize festgelegt. Theoretisch sollten de entstehenden tRNAs omit eine @nheitli che Lange
aufweisen. In der Praxis jedoch fuhrt die Methode der ,run df“-Transkription lineaisierter
DNA-Matrizen zu dem Auftreten einer Reihe unerwtinschter Nebenprodulkte (Milli gan et al.
1987,Draper et a. 1988, Triana-Alonso et al. 1995,Kholod et al. 1998,Helm et a. 1999 Kao
et a. 1999. Weisen de lineaisierten Plasmide 3' Uberhdngende Enden auf, so konren
beispielsweise Transkripte entstehen, de sehr viel langer sind als das erwartete Produkt
(Schenban und Mierendaf 1985, Weitzmann et al. 1993. Diese verlangerten Transkripte
entstehen maoglicherweise dadurch, dal? de Polymerase an Gegenstrang des lineaisierten
Plasmids zuriicklauft (Rong et a.1998. Auch de RNA selbst kann vermutlich bei der
Verlangerung von Transkripten als Matrize dienen (Triana-Alonso et al. 1995. Neben stark
verlangerten Produkten entstehen wahrend der Inition der Transkription sehr kurze, unter 10
Nukleotide lange Oligonuleotide in groffen Mengen (Martin et al.1988, Moroney und
Picarilli 1991). In der Praxis gnd solche in der Lange stark von der Lange der gewlnschten
Transkripte aweichenden Nebenprodukte sehr einfach aus der Praparation der tRNAS zu
entfernen, indem man de gewlnschten Produkte aus denaturierenden Gelen eluiert oder
mittels HPLC aufreinigt.

Ein wesentlich groferes Problem jedoch stellen Transkripte dar, die um ein oder zwel
zusétzliche Nukleotide verlangert sind, wie schon kel der Bereitstellung von Transkripten fir
die Herstellung chemisch aminoagylierter tRNAs im vorangehenden Kapitel deutlich wurde.
Das Auftreten von Transkripten, de an 3'-Ende gegeniiber den karrekten Transkripten um
ein ockr zwel zusétzli che Nukleotide verlangert sind, wurde bereits ausfihrlich dokumentiert
und wird as n+1-Aktivitdt oder Endheterogenitét bezeichnet (Milligan et al. 1987,
Sammuelson et a. 1988,Kao et a. 1999. Bei den zusdtzlichen Nukleotiden handelt es sch
Uberwiegend un die Basen A oder C (Sammuelson et al. 1988,Khood et a. 1998. Ein
kleinerer Tell der Transkripte kann am 3'-Ende an zusétzliches G enthaten (Sammuelson et
al. 1988. In der vorliegenden Arbeit hatten entsprechende um ein oder zwei Nukleotide
verlangerte Transkripte @nen Antell zwischen 30 und 80% an der Gesamtmenge an
Transkript (vgl. Abb. 22. Eine gebrauchliche Methode zur Herstellung von hamnogenen
tRNA-Prégparationen ist die Abtrennurg der unkarekten Transkripte Uber die Elution aus
hochaufldsenden denaturierenden Gelen. In der vorliegenden Arbeit wurden Gele mit einer
Dimension von 0,5x 30 x 40 cm fir die préparative Aufarbeitung der Transkripte engesetzt.
Dennach erwies sch de Kapazitdt dieser Methode unter anderem aufgrund der hohen
bendtigten Trennschérfe ds &uf¥erst begrenzt. Die Ausbeuten an hamogenem Transkript lagen
bei maxima 25% der eingesetzten Transkript-Menge, so dal3 aus einem prdparativen Gel
hochstens 150 g (6000 pmol) Transkript gewonnen werden konrten.
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Abb. 22

Endheterogenitét wahrend der T7-Transkription von tRNAs mit
unterschiedlichen 3-Enden:

Waéhrend der T7-Transkription von tRNAs ist das 3'-Ende der
tRNA theoretisch durch die Lage der Restriktionschnittstelle
innerhalb der DNA-Matrize festgelegt. In der Praxis jedoch
entstehen wahrend der T7-Transkription von tRNAs auch
Transkripte, die an 3'-Ende gegeniber den erwarteten
Transkripten um ein oder zwel  zusétzliche Nukleotide verlangert
sind. Die Anwesenheit verlangerter Transkripte wird durch die
BezachnungEndheterogenitdt umschrieben.

B A: Die theoretisch zu erwartenden Enden der Akzeptorarme: Die
n-2 n in der vorliegenden Arbeit fir die ,run off“-Transkription von

tRNAs verwendeten Plasmide wurden so konstruiert, dai je nach
Wahl des Restriktionsenzyms tRNAs mit vollstdndigem CCA-
€ tRNA-CCAN | Ende (tRNA-CCA) oder tRNAs mit einem um zwei Nukleotide

tRNA-CNN 3> i € tRNA-CCA | verkirzten CCA-Ende (tRNA-C) hergestellt werden konnten.

A tRNA-C tRNA-CCA

...OO>

:Em:cC:N :)) tRNA-C entsteht durch die Transkription des mit Fokl

lineaisierten PLasmids ptPheY, tRNA-CCA entsteht durch die
Transkription des mit BstNI lineaisierten PLasmids (vgl. auch
Abb.19, Seite 86).

B: Auftrennung won Transkripten im denaturierenden Harnstoffgel: Die Ethidiumbromidférbung des Gels zdgt,
dal’ wahrend der T7-Transkription zusétzlich zu den erwarteten Transkripten eine grof®e Menge von solchen
Transkripten entstanden, die gegeniiber den korrekten Transkripten um ein oder zwei Nukleotide verléngert
waren. n-2: Die wahrend der Transkription des mit Fokl lineaisierten Plasmids (ptPheY (Fokl)) entstehenden
Transkripte (tRNA-C: tRNA mit erwarteter Lange, tRNA-CN: um ein Nukleotid verléngertes Transkript, tRNA-
CNN: um zwei Nukleotide verlangertes Transkript); n: Die wahrend der Transkription des mit BstNI
lineaisierten Plasmids (ptPheY (BstNI)) entstehenden Transkripte (tRNA-CCA: tRNA mit erwarteter Lange,
tRNA-CCAN: um ein Nukleotid verlangertes Transkript). N: zusatzli ches, im Gen nicht kodiertes Nukleotid

Eine Alternative zur Gelelution ist die Aufreinigung biologisch aktiver tRNAs tUber EF-Tu-
Affinitdtschromatographie (Kholod et al. 1999. Diese Methode verlangt alerdings eine
vorhergehende Aminoagylierung der Transkripte und ist deswegen nicht auf tRNAS
anwendbar, die nicht aminoagyliert werden kénren ocer die fur eine Ligation, keispielsweise
mit chemisch aminoacyliertem Dinukleotid, vargesehen sind. Die beste Mdgli chkeit besteht
darin, de Transkriptionsbedingungen so zu wéhlen, da3 un ein oder zwel Nukleotide
verlangerte Transkripte @st gar nicht entstehen. Auf der Ebene der Matrizen ist dies Gber die
Plazierung des tRNA-Gens innerhab einer Ribozymkassette (Ferré-D’Amaré und Doudma
1996 oder Uber die Einfihrung von Terminator-Nukleosiden am 5'-Ende des
nichtkodierenden DNA-Stranges (Moran et al. 1996,Kao et al.1999 mdgli ch.

5.5.1 Der Einflul der Temperatur auf die n+1-Aktivitat zweier T7-RNA-Polymerasen

Im Hinblick auf eine Verringerung der wahrend der T7-Transkription auftretenden
Endheterogenitdt wurden verschiedene Parameter der Transkriptionsresktion variiert. Als
Modell substrat wurde ptPheY (Fokl) ausgewahit. Dieses Plasmid dent — lineaisiert mit dem
Restriktionsenzym Fokl - normalerweise der Herstellung von verkirzten Transkripten der far
die chemische Aminoagylierung verwendeten amber-Suppressor-tRNA tPheY (vgl. Abb. 3,
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Seite 5). Die verkirzten Transkripte dieser tRNA werden fur die Ligation des chemisch
aminoagylierten Dinukeotids (pCpA-Aminosaure) als Akzeptor verwendet. Durch de
Ligation soll ein vdlstandiges aminoacyli ertes CCA-Ende der tRNA erzeugt werden, so dal3
eine funktionale Aminoacyl-tRNA (tPheY-Aminocsdure) entsteht. Da bei einer Ligation des
Dinukeotids an unkarekte Transkripte inaktive Aminoacyl-tRNAs entstehen wirden, ist die
Homogenitét des 3'-Endes des Akzeptors bei der Herstellung dieser tRNA ganz besonders
wichtig.

Die n+ 1-Aktivitat von T7-RNA-Polymerase ist temperaturabhangg

Variationen der NTP-Konzentration, der GMP-Konzentration oder der Magnesiumkonzentra-
tion lrachten keine Verringerung der n+1-Aktivitét (nicht dargestellt). Auch eine Anwendury
von in der Literatur beschriebenen Reaktionsbedingungen, de angeblich zu einer Verringe-
rung der n+1-Aktivitét fihren sollten (Cload et al. 1996, zeigten nicht das erwartete Ergebnis
(nicht dargestellt). Der einzige Redktionsparameter, der eine deutliche Auswirkung auf die
Homogenitét der Transkriptionsproduke zeigte, war die Re&ktionstemperatur. In einem ersten
Versuch wurden Trankriptionsresktionen bei drel verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt.
Die Zusammensetzung der synthetisierten Transkripte wurde anhand der elektropharetischen
Mobilit & analysiert. Die Quantifizierung der einzelnen Re&tionsprodukte afolgte anhand der
Fluoreszenz mit SybrGold angeférbten, nicht radioaktiv markierten Transkripte. Eine

Abb. 23
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EinfluR der Temperatur auf die n+1-Aktivitat von T7-RNA-Polymerase:

Eine um zwel Nukleotide verkiirzte tRNA (tPheY-C) sollte mit T7-Polymerase (der Firma Stratagene) bei
den angegebenen Temperaturen synthetisiert werden. (A) Die Transkripte wurden auf einem 8%-igem
Harnstoff-PAA-Gel auf ein Nukleotid genau aufgetrennt und mit Ethidiumbromid sichtbar gemadt. tRNA-
C: Transkripte mit korrektem CCA-Ende; tRNA-CN: um ein Nukleotid verlangertes Transkript; N: nicht im
tRNA-Gen kodiertes Nukleotid (B) Anteil der korrekten Transkripte (tRNA-C) an der Gesamtmenge der in
dem gezegten Ausshnitt des Gels detektierbaren Transkripte. Zur Detektion der RNA wurde das Gel mit
SybrGold angeférbt und die Banden mit dem Phosporlmager detektiert. Die Quantifizierung erfolgte mit dem
Programm | mageQuant.

Sowohl das Gel als auch die grafische Auswertung des Gels zeigen eine deutliche Zunahme korrekter Trans-
kripte mit zunehmender Temperatur.
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Abb. 24

Temperaturabhénggket der n+1-Aktivitat
A Stratagene MBI 2weier T7-RNA-Polymerasen:

Die T7-Transkription von ptPheY (Fokl)
wurde wie unter Materia und Methoden
beschrieben bei den angegebenen Tempe-
raturen durchgefiihrt. Die Trsgnskripte wur-
oo den Uber den Einbau von a-S-CTP radio-
T S e e v iiﬁﬂﬁﬁ“ aktiv markiert und in einem 6%-igen
denaturierenden Harnstoff -Polyaaylamid-
Sequenziergel auf ein Nukleotid genau
aufgetrennt. Hiernach wurden die mar-
kierten Transkripte mit dem Phospho-
28 37 44 28 37 44 Imager detektiert und mit Hilfe des

Temperatur [°C] Programms ImageQuant quantifiziert.

A: Phosphorimage des Gels. tRNA-C:

B Transkript mit korrektem CCA-Ende,

Stratagene MBI tRNA-CN: um ein Nukleotid verlangertes

100% 1 I el B B Transkript; (B) Zusammensetzung der in

T 80% | 80% -| A gezagten Transkripte: Die Gesamtheit

E so | st | M andere der in dem gezegten Ausschritt des Gels

o) tRNA-CN | detektierbaren  Transkripte — entspricht
I e mrnac | 1004

T 20% A 20% A Sowohl das Gel als auch die grafische

0% | 0% | Auswertung des Gels zeigen eine deutliche

28 37 44 28 37 a4 Zurahme Korrekter Transkripte (tRNA-C)

Temperatur [°C] mit ansteigender Redktionstemperatur bei

beiden T7-RNA-Polymerasen. Die T7- Po-
lymerase  von Fermentas  (MBI)
zegt bei niedrigeren Temperaturen eine wesentlich geringere n+1-Aktivitdt als die T7-Polymerase von
Stratagene. Die Erhdhung der Reaktionstemperatur auf 44°C bewirkt jedoch eine drastische Verringerung der
n+1-Aktivité der Polymerase von Stratagene, so dald kel dieser Temperatur die n+1-Aktivitédten beider
Polymerasen auf einem nahezu identischen Niveau liegen. Recdht unterschiedlich ausgepragt ist die Entstehung
kirrzerer Transkripte bei beiden Polymerasen. Wahrend der Transkription mit der Polymerase von Fermentas
(MBI) entstehen deutlich mehr Transkripte, die kiirzer sind a's das erwartete korrekte Transkript tRNA-C. Dies
konnte @n Hinweis darauf sein, dal3 dese Polymerase a@ne gegeniber der Polymerase von Stratagene
verminderte Prozessvitét aufweist.

Erhohurg der Re&ktionstemperatur von 28T lber 37°C auf 45°C bewirkte ene nahezu
lineae Zunahme des Produltes mit dem korrekten 3 -Ende (tRNA-C) und eine gleichzeitige
Verringerung der um ein Nukleotid verlangerten Transkripte tRNA-CN (Abb.23.

Unterschiedliche Praparationen von T7-RNA-Polymerase zeigen verschieden starke n+1-
Aktivitaten

In weiteren Versuchen wurden Homogenité und Menge der bei verschiedenen Temperaturen
synthetisierten Transkripte genauer analysiert. In de Versuche wurde @ne weitere T7-RNA-
Polymerase @nes anderen Herstell ers einbezogen, so dald de n+1-Aktivitat von zwei kauflich
erhdltli chen T7-RNA-Polymerasen (der Firmen Stratagene und Fermentas (MBI)) miteinander
verglichen werden konrte. Zugunsten einer besseren Detektierbarkeit und Quantifizierbarkeit
wurden de Reetionsprodukte mit a->°S-CTP radioaktiv markiert und in 6%-igen DNA-
Sequenziergelen analysiert. Der Einbau des Schwefelatoms veréndert die entstehenden
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Transkripte zwar chemisch, mit a->>S-CTP oder a-**S-ATP radioaktiv markierte Transkripte
sind aber bekanntermal3en in biochemischen Reéktionen wie der Translation aktiv. Aus
diesem Grund wurde nicht erwartet, dald sich de Anwesenheit der schwefelmodifizierten
Nukleosidtriphaspate wahrend der Transkription auf die n+1-Aktivitét der Polymerasen
auswirkt. In der Tat zeigte @n Vergleich von ummarkierten mit markierten Transkripten, dal3
der Einbau des radioaktiven Nukleotids keinen Einflul3 auf die Entstehung verlangerter
Transkripte hat (vergleiche Abb. 23 mit Abb. 24, Stratagene). Sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von o-*S-CTP stieg der Anteil des korrekten Produkes (tRNA-C)
gleichermal3en vonca 30% bel 28°C auf ca 70% bei 45°C an. Erstaunlicherweise zeigte die
zweite verwendete T7-RNA-Polymerase (MBI) schon kel niedrigeren Temperaturen eine
wesentlich geringere n+1-Aktivitét als Polymerase |. Der Anteil korrekten Produkes gieg bei
dieser Polymerase vonca 70% bei 28°C auf ca 8% bel 45°C (Abb. 24 MBI).

Ist eine niedrige n+1-Aktivitdt von T7-RNA-Polymerase auf die Anwesenheit von
Spdtprodukten des Enzymsin der Praparation zurlckzufiihren?

T7-RNA-Polymerase besteht aus einer einzigen Polypeptidkette aus 883 Aminosduren
(Molekulargewicht 98.856. Diese Polypeptidkette bildet zwel verschiedene Regionen: eine
C-terminale 80kDa grofien Doméne, die den T7-Promotor erkennt und nu kurze aortive
Produkte mit einer Lange unter 8 Basen synthetisiert, und eine N-terminale 20 kDa grofe
Domane, die enzelstrangige RNA bindet und deren Anwesenheit erforderlich ist, um langere
RNAs zu transkribieren. (Martin et al. 1988,Gardner et a. 1997 und ddige Referenzen). Die
Zusammensetzung der beiden in der vorliegenden  Arbeit  verwendeten
Polymeraseprdparationen wurde im denaturierenden SDS-Proteingel analysiert (Abb. 25.
Beide Praparationen zeigten eine Hauptbande mit identischem Laufverhaten. Anhand der
elektrophaetischen Mohilit & der Markerproteine wurde das Molekulargewicht dieser Bande
mit 97,2 KDa bestimmt, eine relativ gute Ubereinstimmung mit dem fir T7-RNA-Polymerase
in der Literatur angegebenen Wert von 98,856 Ka. Dagegen war die Homogenitét der beiden

Abb. 25

L1 MW Auftrennung z2weier verschiedener Praparationen von T7-RNA-Polymerase
imdenaturierenden DS-Gel

Die Homogenitét der beiden in der vorliegenden Arbeit verwendeten T7-
RNA-Polymerasen wurde in einem 10%-igen SDS-Ge Uberpriift.

> - 94 o - .
o) ‘ Aufgetragen wurden identische Aktivitéten (, Units*) laut Herstell erangaben.
el I: T7-RNA-Polymerase der Firma Fermentas (MBI); II: T7-RNA-
Polymerase der Firma Stratagene; Der Pfell gibt die ahand des
S 43 Molekulargewichtes von 98.956 erwartete Position des Enzyms an.
In der Polymerase | (MBI) sind unterhalb der Hauptbande zawvei weitere
%0 Proteinbanden zu erkennen (Blockpfeil, Erlauterungsiehe Text).

—20,1/144
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Polymerasen recht unterschiedlich. Wahrend de Polymerase mit der groferen n+1-Aktivitat
(Stratagene) eine relativ homogene Zusammensetzung zeigte, lief3en sich in der Praparation
der zweiten Polymerase, der mit der niedrigeren n+1-Aktivitét, zwei zusétzliche Banden mit
einer hoheren elektrophaetischen Mohilité als der des Holoenzyms detektieren (Abb. 25,
Blockpfeil).

Aus der Literatur ist bekannt, daf3 de beiden Doménen der Polymerase durch eine begrenzte
Proteolyse voneinander getrennt werden konren (Ikeda und Richardson 1987,Muller et a.
1988. Eine Spaltung des Enzyms tritt beispielsweise unter bestimmten Bedingungen bel der
Préparation vonT7-RNA-Polymerase aif (Ikeda und Richardson 1987. Durch eine Spaltung
des Proteins zwischen den Resten 172 (Lysin) und 173(Arginin) entstehen zwei Fragmente
mit Molekulargewichten von etwa 75 kDa und 23 IDa (Ikeda und Richardson 1987. Eine
Spaltung zwischen den Resten 179 (Lysin)und 180(Lysin) liefert Fragmente mit Gewichten
von 80 KDa und 20 Iba (Muller et a. 1983. Das gespatene Protein beibt aktiv, da die
beiden Doménen Uker nichtkovalente Interaktionen miteinander verbunden beiben, besitzt
aber eine verminderte Prozessvitét auf langen Matritzen, so dal3 vermehrt verklrzte Produkte
synthetisiert werden (Ikeda undRichardson 1987 Muller et a.1988.

Die Molekulargewichte der oben erwdhnten zusédtzlichen Banden mit erhohter
elektrophaetischer Mohilit & als der des Holoenzyms wurden anhand der elektrophaetischen
Mobilitét der Markerproteine mit 78,4 Kba bzw. 69,4 Wa bestimmt. Diese
Molekulargewichte liegen in der Néhe der oben erwéhnten aus der Literatur bekannten
Molekulargewichte von Spaltproduken der Polymerase, so dal3 de beiden Banden durchaus
durch eine Spaltung von T7-RNA-Polymerase in der Verbindurgsregion der beiden Doménen
des Enzyms entstanden sein kdnrten. Fuhrt eine solche Spaltung des Enzyms mdgli cherweise
nicht nur zu einer verminderten Prozessvitét sondern gleichzeitig auch zu einer verringerten
n+1-Aktivitat?

Die Prozessvitdt einer Polymerase beschreibt ihre Fahigkeit, nach einem Nukleotid das
nachste in der Matrize kodierte Nukleotid an de wadsende Nukleotidkette anzuhéngen.
Insofern konrie die nicht in der Matrize kodierte Addition eines zusétzlichen Nukleotids am
3'-Ende des wacdhsenden RNA-Stranges, die zur Endheterogenitét fuhrt, as ein Sonderfall der
Prozesgvité angesehen werden. In einem solchen Fall sollte die Verringerung der n+1-
Aktivitdt mit einem vermehrten Auftreten starker verkirzter Transkriptionsproduke
korrelieren. Interessanterweise war eine solche Korrelation zwischen n+1-Aktivité und
Prozesgvitét in der vorliegenden Arbeit festzustellen. Die Polymerase mit der verminderten
Endheterogenitdt (MBI), in deren Préparation mdglicherweise Spaltprodukte des Enzyms
vorhanden waren, synthetisierte gleichzeitig mehr kirzere RNAs as die andere Polymerase,
wie an Blick auf das entsprechende Gel zeigt (Abb. 24. Unterhalb der Bande mit dem
gewilnschten Transkriptionsproduk (tRNA-C) sind einige RNAs mit ener groferen
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elektrophaetischen Mohilit & zu erkennen. Somit lief3e sich eine Hypathese aufstellen, nach
der eine Spaltung der Polymerase in der Verbindurgsregion der beiden Domanen neben einer
verminderten Prozessvitét bel der Synthese langerer RNAS auch zu einer verringerten n+1-
Aktivitét der entsprechenden Polymerase beitragt. In Anbetracht des geringen Anteils an
Proteinfragmenten in der Prgparation der Polymerase eascheint eine solche Hypothese
alerdings fraglich. Auch zeigte die andere Polymerase bei hoheren Temperaturen eine
drastisch verminderte n+1-Aktivitét, ohre dal3 vermehrt verkirzte Produkte auftraten. Diesist
ein Argument gegen eine Verbindurg von n+1-Aktivitét und Prozessvitét.

Homogenitdt der Transkriptionsprodukte und Ausbeute weisen ein identisches
Temperaturoptimum auf, das deutlich Gker der normalerweise fur die Transkription mit T7-
RNA-Polymerase gebrauchli chen Temperatur von 37T liegt

Das bemerkenswerteste Ergebnis dieses Kapitels besteht in der Temperaturabhéngigkeit der
n+1-Aktivitét von T7-RNA-Polymerase. Der Anteil korrekter Produke an der Gesamtmenge
der synthetisierten RNAs war vor allen Dingen bel der Polymerase mit der groferen n+1-
Aktivitét bel Temperaturen okerhalb 37T deutlich grofer als bei 37°C, ohre dal3 vermehrt
stérker verkirzte Produkte auftraten. Bel der optimalen Temperatur von 44T unterschieden

Abb. 26
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EinfluR der Temperatur auf die Ausbeute an Transkripten und ad den Anteil korrekter Transkripte an der
Gesamtmenge der wahrend der T7-Transkription entstehenden Transkripte:

Die T7-Transkription von ptPheY (Fokl) wurde wie unter Material und Methoden beschrieben bei den angegebe-
nen Temperaturen durchgefiihrt. Fir die Quantifizierungwurden die Transkripte tiber den Einbau von o-**S-CTP
radioaktiv markiert.

A: Ausbeute ar Gesamttranskript in Abhéngigkeit von der Temperatur: Nach der Transkription wurden die Uber
den Einbau von o->°S-CTP radioaktiv markierten Transkripte @ner TCA-F&lung urierzogen urd mittels Fliissg-
keits«intill ationszdhlung quantifiziert. Fir jede Versuchsreihe wurde der jeweil s htchste Wert zu 100% gesetzt
und hiernach ein Mittelwert aus den verschiedenen Versuchsreihen berechnet. Das Diagramm zeigt die Mittel-
werte aus drei unabhangig voneinander durchgefihrten Synthesen. B: Anteil korrekten Transkriptes (tRNA-C) an
der Gesamtmenge an Transkript: Die Transkripte wurden in einem 6%-igen denaturierenden Harnstoff-Poly-
aaylamid-Sequenziergel auf ein Nukleotid genau aufgetrennt. Hiernach wurden die markierten Transkripte mit
dem Phosphol mager detektiert und de @nzdnen Banden mit Hilfe des Programms ImageQuant quantifiziert.

Fur beide Polymerasen wurde das Optimum der Synthese bei einer Temperatur zwischen 42°C und 44°C erreicht.
Homogenitdt des gewtinschten Produktes (tRNA-C) und Menge der synthetisierten RNAS weisen somit ein
nahezu identisches Temperaturoptimum auf.
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sich de beiden Polymerase-Préparationen nu noch geringfigig in ihrer n+1-Aktivitét. Die
Zunahme korrekten Produkes mit ansteigender Redktionstemperatur korrelierte mit einer
deutlichen Zunahme an Gesamtprodukt (Abb. 26. Fir beide Polymerasen wurde das
Optimum der Synthese bei einer Temperatur zwischen 42<C und 44T erreicht. Homogenitét
und Menge der bel der Transkription mit T7-RNA-Polymerase entstehenden RNAs weisen
somit ein nahezu identisches Temperaturoptimum auf, welches deutlich Uber der
normalerweise fur die Durchfihrung der T7-Transkription gebréuchlichen Temperatur von
37°Cliegt.

Eine @nliche, aber temperaturunabhéngige Korrelation zwischen verminderter n+1-Aktivitat
und zunehmender Ausbeute wie in der vorliegenden Arbeit findet sich bei Khao et a. (1999.
Sie zeigten, dal3 de n+1-Aktivitét von T7-RNA-Polymerase deutlich verringert werden kann,
wenn ds 5'-Ende des nichtkodagenen Stranges der DNA-Matrize Nukleotide mit einer 2 -O-
Methylgruppe enthélt. Auch hier stieg die asolute Ausbeute an RNA mit der zunehmenden
Homogenitét der Produke an. Vermutlich ist die n+1-Aktivitdt von T7-RNA-Polymerase auf
ein Verharren der Polymerase an 5'-Ende des nichtkodogenen DNA-Stranges
zurlckzufiihren. Die Anwesenheit eines Terminatornukieosids wie aich eine Erhéhurg der
Re&tionstemperatur fihren demnach maoglicherweise zu einem schnelleren Abfallen der
Polymerase von cer DNA-Matrize.

Die veminderte n+1-Aktivitat von T7-RNA-Polymerase bei erhohter Temperatur ist
mogli cherweise auf ene Beanflusaung des Carboxylterminus der Polymerase zur Gickzuftihren
In der vorliegenden Arbeit nahm die asolute Ausbeute an Prodult bei Temperaturen olkerhalb
von 44T rapide & (Abb. 26A). Dieses Resultat steht im Einklang mit der Thermostabilit &
von T7-RNA-Polymerase. Gardner et a. (1997 bestimmten den Schmelzpunkt (T,) von T7-
RNA-Polymerase mit 48,5C. Es ist somit nicht verwunderlich, dal3 kel dieser Temperatur in
der vorliegenden Arbeit kaum noch Synthese stattfand. Das Aufschmelzen von T7-RNA-
Polymerase ist ein kooperativer Prozef3, der sich Uber einen Temperaturbereich von 6T
erstreckt (Gardner et al. 1997. Dies wirde bedeuten, dal3 Homogenitét und Ausbeute der bei
der T7-Transkription entstehenden RNAs ein Temperaturoptimum besitzen, bei dem das
Aufschmelzen der Polymerase bereitsim Gangeist.

Der Carboxylterminus von T7-RNA-Polymerase enthdt die hydrophole Aminosduresequenz
Phe-Ala-Phe-Ala®3 (FAFA). Man nimmt an, dai} das C-terminale FAFA-Motiv in der Nahe
des aktiven Zentrums der T7-RNA-Polymerase liegt. Wahrscheinlich geht das Motiv sowohl
Wedselwirkungen mit dem initii erenden NTP als auch mit dem T7-Promotor ein (Gardner et
al. 1997. Es wurde gezeigt, dal’ ein Austausch von Aminosauren innerhalb des Motivs zu
einer Verdnderung des Aufschmelzverhaltens der Polymerase flihren kann (Gardner et al.
1997. Gardner et a. untersuchten verschiedene Mutationen innerhalb des Carboxylterminus
der Polymerase. Eine dieser Mutationen (FAAA®®) bewirkte @nen deutlich erniedrigten
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Schmelzpunkt der Polymerase. Diese Mutante war zudem nicht dazu in der Lage, die RNA-
Synthese Uiber die Initiationsphase der Transkription hinaus fortzusetzen. Die Initi ationsphase
der Transkription wurde auch durch Martin et al. (1988 untersucht. Bel ihnen zeigte ene
Erhohurg der Temperatur denselben Effekt wie die Mutation des Carboxylterminus bel
Gardner et a.. Mit zunehmender Temperatur kam es zu einem verstérkten Abfalen der
Polymerase wahrend der Polymerisation der ersten acht Nukleotide undinfolgedessen zu einer
Zunahme von abortiven Transkripten. Mutationen innerhalb des Carboxylterminus von T7-
RNA-Polymerase kdnren sich auch auf die n+1-Aktivitét auswirken. In der schon mehrmals
erwadhnten Studie von Gardner et a. (1997 zeigte eéne Mutante mit dem Carboxylterminus
AAFA® eine kaum nachweisbare n+1-Aktivitat. Die geschil derten Verhadltniss machen eine
Hypothese wahrscheinlich, nach der die in der vorliegenden Studie nadgewiesene
Temperaturabhéngigkeit der n+1-Aktivitdt von T7-RNA-Polymerase auf eine thermische
Beanflusaung des Carboxylterminus zurlickzufihren ist.

Sgnifikanz der Untersuchungen zur Endheterogenitéat

Das Anfligen eines zusétzli chen Nukleotids durch T7-RNA-Polymerase eschwert den Einsatz
von mittels T7-Transkription generierten RNAs bei Anwendurgen, de homogene
Préparationen der entsprechenden RNA verlangen. Besonders bei Langen tker 50 Nukleotide
ist eine Abtrennurg der um ein Nukleotid verléangerten urerwinschten Transkripte nur Gber
eine Gelelution moglich undauferst mihsam. Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene
Temperaturabhéngigkeit der n+1-Aktivitdt von T7-RNA-Polymerase bedeutet — vor alen
Dingen duch ihre Einfachheit - einen Fortschritt im Hinblick auf eine Generierung
homogenerer RNA-Popuationen wahrend der T7-Transkription. Die Anwendurg hoherer
Temperaturen wahrend der Transkription, moglicherweise in Kombination mit anderen
Methoden, wie der Einflhrung eines Terminatornukleosids am 5'-Ende des nichtkodogenen
Matrizenstranges (Khao et a. 1999, sollte letztendich eine Aufreinigung von hanogenen
T7-Transkripten Uber einfachere Methoden — wie beispielsweise mittels HPLC  —
ermaogli chen.

5.5.2 Aminoacylierung und Prozessierung in vitro transkribierter endheterogener
tRNAs

Die bel der T7-Transkription autretende Endheterogenitat wirkt sich nicht auf die
Aminoacylierbarkeit von in vitro transkribierten tRNAs in der S100Enzymfraktion des
Trandationsgystems aus

In deser Arbeit enstanden wahrend der T7-Transkriptionin vitro neben tRNAs mit korrektem
CCA-Ende grolere Mengen von tRNA-Molekilen, de an 3'-Ende um ein oder zwei
Nukleotide verlangert waren. Das Auftreten solcher verlangerter Transkripte wahrend der T7-
Transkription ist auch aus vielen anderen Untersuchungen bekannt (Milligan et al. 1987,
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EinfluR der Endheterogenitét auf die Aminoacylierbarkeit verschiedener T7-transkribierter tRNAS:

Um den EinfluB der Endheterogenitét auf die Aminoacylierbarkeit verschiedener T7-transkribierter tRNAs zu
untersuchen, wurden heterogene Préparationen verschiedener tRNA-Spezes hergestellt. Hierzu wurden die
tRNAs wie unter Material und Methoden beschrieben von lineaisierten Plasmiden transkribiert und aus
denaturierenden Gelen eluiert. Hiernach wurden die tRNAs in der S100-Enzymfraktion des Trandationss/stems
aminoagyliert.

A: Gelelektrophoretische Auftrennung der Transkripte im denaturierenden Harnstoff-Polyaaylamidgel; Die
Abbildung zeigt einen Ausshnitt des ethidiumbromidgeférbten Gels. Man beadite die aisgeprégte
Heterogenitét der verschiedenen Transkripte.

B: Aminoagylierbarkeit der verschiedenen in A gezdgten Transkripte; Nach einer photometrischen
Konzentrationsbestimmung wurden die Transkripte wie unter Material und Methoden beschrieben in Gegenwart
der entsprechenden C-Aminosduren in der S100-Enzymfraktion des in vitro Translationssystems
aminoagyliert. Nach der Aminoacylierung wurden die tRNAs mit kalter TCA gefdllt und de félbaren
Aminosauren mittels FlUssgkeitsxintill ationszéhlung quantifiziert. Das Diagramm zeigt die Menge der
fallbaren Aminoséauren [pmol] im Verhdltnis zu der fir die Aminoacyli erung eingesetzten Menge an Transkript
[A26(. (Ein A260entspricht im Mittel 1600pmol tRNA)

Der hohe Grad an Endheterogenitét 183t einen hohen Anteil von Transkripten mit nicht korrekten CCA-Enden in
der Préparation vermuten. Im Kontrast zu der grofien Endheterogenitét lassen sich die Transkripte hervorragend
aminoagylieren.

Sammuelson et al. 1988,Khdod et a. 1999. In einigen Fallen hatten entsprechende um ein
oder zwel Nukleotide verlangerte Transkripte @nen Anteill zwischen 30 und 70% an der
Gesamtmenge der Transkripte. Eine Moglichkeit, Homogenitdt und Reinheit von tRNA-
Préparationen zu Uberprufen, besteht in der Aminoagylierung der aufgereinigten tRNAS.
Entspredhend wurde die Aminoacyli erbarkeit von Transkripten der tRNA-Spezies tSer, tTyr,
tLeus), tleug.ss, tHis und tAla in der S100-Enzymfraktion des in vitro-Translationss/stems
untersucht. Hierzu wurden die Transkripte aus denaturierenden Gelen eluiert, ohre sie auf ein
Nukleotid genau aufzutrennen. Hiernach wurden de aifgereinigten tRNAsS mit den
entsprechenden '“C-Aminosiuren aminoagyliert (Abb. 27. Der Einbau der radioaktiven
Aminocsduren wurde Uber eine Prazipitation der Aminoacgyl-tRNAs mittels TCA-Falung
quantifiziert und de féllbare Menge an Radioaktivitét in Beziehurng zu der eingesetzten
Menge a Transkript gesetzt. Es zeigte sich, dal3 alle angesetzten tRNAs sehr gut
aminoagyliert werden konrten. Der Antell der aminoacyli erbaren Transkripte lag bei ca 1200
bis 1400 pnol Aminocacgyl-tRNA pro A260 an eingesetztem Transkript. Dies bedeutet, dal3



Ergebnisse 101

zwischen 7%% und 9@ der eingesetzten Transkriptmenge aninocacyliert werden konrte.
Anhand des Gels (Abb. 27A) |a3t sich abschéatzen, dal3 der Anteil an Transkripten mit
korrektem CCA-Ende bei einigen der untersuchten tRNA-Spezies weit unter 50% lag. Die
sehr guten Aminoagylierungsraten karrelieren also nicht mit der starken Endheterogenitét der
Transkripte. Die bel der T7-Transkription auftretende Endheterogenitét wirkt sich sehr
wahrscheinlich nicht auf die Aminoacyli erbarkeit der T7-Transkripte aus.

Verlangerte Transkripte werden in der S100Enzymfraktion des Trandationss/stems
prozessert

Die hervorragende Aminoagylierbarkeit extrem heterogener Popuationen von tRNA-
Transkripten brachte enen ersten Hinweis darauf, dal3 eine Prozesserung der verlangerten
Transkripte zu tRNAs mit reifem CCA-Ende in den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Extrakten moglich war. Die Prozesserung der verlangerten tRNAs zu Molekilen mit reifem
CCA-Ende sollte ahand der eektrophaetischen Mobilitd der Transkripte im
denaturierenden Harnstoffgel vor und rach der Aminoagylierungsresktion verfolgt werden

Abb. 28

Prozesserung verschiedener tRNA-Spezies in der S100
Fraktion desin vitro-Trandationsgy/stems:

Heterogene Praparationen von tRNA-Transkripte mit voll-
standigem CCA-Ende wurden fir 30 Minuten urter
Aminoagylierungsbedingungen  wie unter Material  und
Methoden beschrieben in der S100-Enzymfraktion des
Trandationsgystems inkubiert und Uber denaturierende
Gelelektrophorese analysiert. Gezdgt ist die
Ethidiumbromidférbungdes Gels

1: Transkripte vor Zugabe in Re&ktion; 2: Transkripte nach 30
min  Inkubation in der S100-Enzymfraktion  des
Trandationsg/stems.

Die Transkripte weisen nach der Inkubation eine wesentlich
homogenere Zusammensetzung auf. Dies deutet darauf hin,
da’ eine Prozesserung innerhalb der S100-Enzymfraktion
madglich ist.

konren. Abbildurg 28 zeigt verschiedene Aufarbeitungen von Transkripten vor und radh der
Inkubetion in der S100-Enzymfraktion des Trandationsg/stems. Nadh der Aminoagylierung
zeigen neben tLeus) auch tSer, tTyr, tHis undtAla @ne homogenere Zusammensetzung. Mit
grof¥er Wahrrscheinlichkeit konren de in Anbetradht der Heterogenitét der Transkripte sehr
hohen Aminoagylierungsraten auf die Prozesserung der verléangerten Transkripte
zuruckgefuhrt werden.

Die Prozesgerung von Transkripten, de um ein Nukleotid verlangert waren, wurde anhand
von tLeus) genauer analysiert. Hierzu wurde das um ein Nukleotid verlangerte Transkript
dieser tRNA-Spezies aus hochauflosenden Polyaaylamidgelen eluiert und aminoacyliert
(Abb. 29. Erwartungsgemald war das um ein Nukleotid verléngerte Transkript (tRNA-CCAN)
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Prozesserung undAminoacylierung des um ein Nukleotid verlangerten Transkriptes von tLeu(5) in der S100
Enzymfraktion desin vitro-Trandationssystems:

Prozesserung urd Aminoacylierung einer an CCA-Ende um ein Nukleotid verléngerten tRNA sind am Beispiel
von tLeus) gezegt. Hierzu wurde das wahrend der T7-Transkription entstehende um ein Nukleotid verlangerte
Transkript (tRNA-CCAN) der tRNA aus einem denaturierenden Harnstoff-Polyaaylamidgel eluiert und in der
S100-Enzymfraktion des Trand ationss/stems aminoacyli ert.

A: Ethidiumbromidférbung eines denaturierenden Gels mit den Transkripten: (K): Die bei der Transkription des
mit BstNI lineaisierten Plasmids entstehenden Transkripte von tlLeus zeigen eine heterogene
Zusammensetzung (vor): Die obere Bande aus K, die dem um ein Nukleotid verlangerten Transkript der tRNA
entspricht, nach der Elution aus einem denaturierenden PAA-Gel und vor der Inkubation in der S100
Enzymfraktion, (nach): Dasslbe Transkript nach einer Inkubation von 20 Minuten in der S100-Enzymfraktion
des Trand ationsg/stems unter Aminoacyli erungs-Bedingungen.

B: Kinetik der Aminoagylierung des um ein Nukleotid verléngerten Transkriptes (tLeus-CCAN): 5 uM der
homogenen Praparation des um ein Nukleotid verlangerten Transkriptes aus A (vor) wurden mit **C-Leucin bei
einer S100-Konzentration von 0,2 pg S100 po pl Redktion aminoacgyliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden Aliquots der Redtionen mittels TCA-Félung urm Szintillationszéhlung analysiert. n+1:
Aminoacylierungskinetik des um ein Nukleotid verlangerten Transkriptes.

Das um ein Nukleotid verlangerte Transkript wird zwar etwas langsamer aminoacyliert als die Kontroll e, ist aber
letztendlich genauso aminoacylierbar wie die Kontrolle, die vor der Inkubation einen wesentlich gréleren Anteil
an Transkripten mit korrekten CCA-Enden enthielt. Wahrend der Inkubation wurde das Transkript off ensichtlich
um ein Nukleotid verkirzt und ein korrektes CCA-Ende generiert.

nahezu vdlsténdig aminoacylierbar. Es wurde bei der verwendeten S100-Konzentration zwar
etwas langsamer aminoagyliert als eine Kontrolle, die enen sehr groffen Antell von
Transkripten mit korrektem CCA-Ende enthielt. Letztendlich erreichte die Aminoacylierung
aber das gleiche Niveau wie in der Kontrolle (Abb. 28B). Das entsprechende Gel der
Transkripte vor und rach der Aminoagylierung zeigt, da3 de tRNA wahrend der Inkubetion
im S100 un en Nukleotid verkirzt wurde (Abb. 29). Das zusétzliche endstandige
Nukleotid der tRNA-CCAN wurde wahrend der Inkubetion wahrscheinlich abgespalten, so
da® ein aminoagylierbares CCA-Ende eitstand. Die S100-Fraktion des in der Arbeit
verwendeten in vitro-Trand ationsg/stems enthélt off ensichtlich eine gentigend hote Aktivitat
der an der tRNA-Reifung betelli gten Exonulkeasen, um die heterogenen Enden vonin vitro
transkribierten tRNAS zu prozesgeren.

Da’ de Prozessgerung von tRNA-Vorlaufermolekilen zu reifen tRNAs in vitro mdglich ist,
ist im Prinzip schon sehr lange bekannt. Zum ersten Ma wurde die Prozesserung von tRNA-
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Vorlaufer-Molekiilen in vitro anhand der Escherichia coli tRNA™-Spezies (amber-
Suppresor-tRNA su's) gezeigt. Diese tRNA kann tker die Transfektion mit dem Phagen
@80psu’s, der das entsprechende tRNA-Gen enthdlt, in Escherichia coli (iberexprimiert
werden (Russl et a. 1967,Abelson et al. 1970. Mit tRNA-Vorlaufer-Molekilen, de ais
entsprechenden @80- infizierten Escherichia coli-Zell en isoliert wurden, standen Substrate fir
Experimente in S100-Extrakten zur Verfligung, die zur Entdedkung der ersten an der
Prozesderung von tRNAS beteili gten Enzymen flihrten (Robertson et al. 1972,Schedl et al.
1976. Die in vitro Transkription von tRNA-Vorlaufermolekilen madite hiernach
detailli ertere Untersuchungen der Prozesserung magli ch.

Die Prozesserung heterogener tRNA-Popuationen in einer S100-Enzymfraktion ist
offensichtlich eine hervorragende Alternative zur Aufreinigung homogener tRNAs Uber die
Elution aus hochauflosenden Polyaaylamidgelen. In Anbetracht dieser Tatsache ist es
erstaunlich, dald de Prozesserung der um ein oder zwei Nukleotide verlangerten Transkripte,
wie sie in heterogenen Popuationen von T7-Transkripten anzutreffen sind, zu tRNAs mit
reifem CCA-Ende bisher in der Literatur nicht beschrieben ist. Esist al erdings bekannt, dal3
um en odxr zwe Nukleotide verlangerte tRNAs as Zwischenproduke wahrend der
Prozesderung langerer tRNA-Vorlaufermolekile auftreten (Cudny und Deutscher 1988, Li
und Deutscher 1994). Diese Zwischenproduke der Prozesserung kénren in vitro in ahnlichen
S100-Extrakten, wie sie in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, detektiert werden
(Cudry und Deutscher 1988, Li und Deutscher 1994. Li und Deutscher (1994 fiuhrten
Versuche mit in vitro transkribierten langeren tRNA-Vorlaufern duch. Sie konrten zeigen,
dal3 Pra-tRNATYr (su’3) (+77 Nt's) in Extrakten, de aus Escherichia coli Wil dtyp-Stammen
gewonren wurden, kis zur reifen tRNA prozessert wird: In Extrakten aus Zellstémmen, de
defizient an bestimmten prozesserenden Enzymen waren, traten urter bestimmten
Bedingungen Intermediate der Prozesserung auf. So akkumulierten in Extrakten aus
RNasePH-defizienten Zell stammen Intermediate, die um zwel Nukleotide verléngert waren.
Im Gegensatz hierzu reicherten sich in Extrakten, de defizient an RNaseT waren, zusétzlich
Zu den +2-Intermediaten +1- Intermediate an. Wahrend de +2-Intermediate nach der Zugabe
von P, verschwanden, blieben de +l-Intermediate. Hierdurch konrten Li und Deutscher
zeigen, dal3 RNasePH und RNaseT unterschiedliche Spezifitéten fir verschieden lange
Uberhange zeigen. Die ewadhnten bei der Prozesserung langerer Vorlaufertranskripte
auftretenden Intermediate entsprechen im Prinzip héchstwahrscheinlich den um ein oder zwei
Nukleotide verlangerten tRNA-Molekilen, wie sie in der vorliegenden Arbeit in heterogenen
Préparationen vonT7-transkribierten tRNAs anzutreff en waren.

Der Einflu3 der Aminoacylierung au die Prozesgerungin vitro transkribierter tRNAs

Als nadhstes wurde der Einfluf3 der Aminoacylierung auf die Prozesgerung untersucht. Hierzu
wurde die Prozesserbarkeit zweler tRNAs in An- und Abwesenheit von Amincsdure
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miteinander verglichen: In tAla ist die Anwesenheit des Basenpaaes Gz-U7g innerhalb des
Akzeptorarms esentiell fur die Erkennurg durch Alanyl-tRNA-Synthetase (Hou und
Schimmel 1988. Der Austausch von von U7 gegen C;o fuhrt zu einer kompletten
Abschaltung der Aminoagylierung (Park et a. 1989. Die beiden tRNAs tAla und tAla~"
eignen sich somit hervorragend dazu, den Einfluf3 der Aminoagylierung auf die Prozesserung
zu urtersuchen.

Abb. 30

Aminoacylierung von tRNAAlacya (tAla) in der S100
Enzymfraktion desin vitro Translationss/stems:

Das Plasmid ptAla wurde mit BstNI lineaisiert und die tRNA
wie unter Material und Methoden beschrieben transkribiert. 5
UM geleluiertes Transkript wurde mit “C-Alanin aminoagyliert.
Zu verschiedenen Zeiten wurden der Redktion Aliquots
entnommen urd Uber TCA-Fallungquantifiziert.

Das Transkript der tRNA ist nahezu voll sténdig aminoacyli erbar.
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Die Aufnahme der Aminoagylierungskinetik tAla (,Wildtyp") zeigte, da3 dese tRNA in der
S100-Enzymfraktion des Trandationssystems eff ektiv aminoagyli ert werden konrte (Abb.30.
Erwartungsgemal war dies bei der tRNA mit abgeschalteter Aminoacylierung, tAla“"®, nicht
moglich. Beide tRNAs wurden hiernach sowohl in Anwesenheit a's auch in Abwesenheit von
Alaninin der S100-Enzymfraktion des Trandationss/stems inkubiert. Das Gel der Transkripte
vor und rach der Inkubation zeigt, dal3 de beiden tRNAs wahrend der Inkubetion eff ektiv
prozessert wurden (Abb. 31). Es ist keine Bedntradhtigung der Prozesderbarkeit der
aminoagylierbaren ,Wildtyp“-tRNA durch de Abwesenheit von Alanin festzustellen. Auch
die Abschatung der Aminoagylierung hat keinen Einflu auf die Zusammensetzung der
Abb. 31

Einflul der Aminoacylierung aud die Prozesserung von tAla unc
tAlac7o in An- und Abwesenheit von Alanin:

tAla tAlacy

A A

Von den beiden tRNA-Spezes tAla und tAlac7o wurden heterogene
Transkripte mit voll sténdigem CCA-Ende hergestellt und in An- und
Abwesenheit von Alanin fir 30 Minuten in der S100-Enzymfraktion
inkubiert. Die Prozesserung beider tRNA-Spezes wurde anhand
ihrer elektrophoretischen Mohilité analysiert. Gezeigt ist die
Ethidiumbromidfarbung des denaturierenden Harnstoff -
Polyaaylamidgels.

1: Transkripte vor Zugabe in Re&ktion; 2 und 3: Transkripte nach 30
min Inkubation im S100, 2: in Anwesenheit von 200 uM Alanin, 3:
1 2 3 1 2 3 in Abwesenheit von Alanin. Der Pfell markiert die Position der
prozesserten tRNAs (tRNA-CCA).

Die Transkripte von tAlac7o, deren Aminoacylierung abgeschaltet wurde, zeigen rnach der Inkubation das
gleiche Laufverhalten wie die der aminoacylierbaren "Wildtyp"-tRNA tAla. Auch die Abwesenheit von Alanin
aul3ert sich nicht in einer Verénderung des Bandenmusters.
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Transkripte nach der Prozesserung. Eine Aminoag/lierung der tRNAs wirkt sich
offensichtlich nicht auf die Effizienz der Prozesserung der Moleklle innerhalb des Systems
aus. Die CCA-Enden der tRNAs <heinen auch ohre ene Stabiliserung durch
Aminocacgylierung sehr stabil zu sein. Dieses Ergebnis ist nicht unerwartet, wenn man de
grol¥e Stabilit & auch anderer kleiner, nicht aminocacylierbarer RNA-Molekile berticksichtigt.
Die extreme Stabilitat der tRNA-Molekiile (wie auch de anderer kleiner RNA-Molekile)
beruht zu einem grofen Teil auf ihrer Struktur, die die reifen tRNAs zu einem auflerst
schlechten Substrat fir Exoribonukessen madt (Li et al 1998. Die Ausbildung dieser
Struktur madht zugleich die Prozesserung der wahrend der Transkription der tRNA-Gene
entstehenden langen Vorlaufermol ekile zu reifen tRNASs erst moglich.
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5.6 Prozesserung, Aminoacylierung und tRNA-Reparatur — ihr Einflul auf die
Aktivitat zweier in L eucyl-amber-Suppresor-tRNAsin der in vitro Translation

In vivo sind tRNAs auf¥erst stabile Moleklle. lhre Umsatzrate in Escherichia Coli ist
wesentlich niedriger als die Generationszeit einer Escherichia Coli-Zelle (Pace ¢ a. 1970.
Die grof%e Stabilit & der tRNAsist zum Tell eine Folge ihrer Struktur, die sie zu einem auf¥erst
schlechten Substrat fir die RNA-abbauenden Nukleasen madt. Erst diese den Angriff von
ExonuKeasen erschwerende Struktur madit die Prozesserung langerer Vorldufertranskripte
zu reifen tRNAs moglich (Li et al. 1998. Dennach sind de nicht aminoagylierten reifen
CCA-Enden der tRNAs dem Angriff durch Exonulessen, va alen Dingen RNaseT,
ausgesetzt (Deutscher et a. 1985. In Escherichia coli existiert ein Reparaturmecdhanismus fir
solche CCA-Enden, de durch den Angriff von Exonuleasen abgebaut worden sind.
Entscheident fUr die Reparatur des 3'-CCA-Endes der tRNA ist das Enzym ATP(CTP):tRNA-
Nukleotidyl-Transferase. Es katalysiert die Regeneration des CCA-Endes von werkirzten
tRNAS, indem es ein vdlstandiges CCA-Ende bel tRNAs g/nthetisiert, denen ein, zwel oder
drei der terminalen Nukleotide fehlen (Sprinzl und Cramer 1979, Deutscher 1982, Reuven
und Deutscher 1993. Man nmmt an, dal3 auf diese Weise das 3-Ende von tRNAs in
Escherichia coli einem sténdigen Umsatz durch Abbau undReparatur unterliegt (Reuven und
Deutscher 1993.

Fur die Bestimmung der Suppressonseffizienz einer tRNA ist eine genaue Kenntnis der
Konzentration sowie des Aminoacyli erungsgrades der jeweili gen tRNA essentiell. Aus diesem
Grund wurde den verschiedenen Prozessen, de sich am 3'-Ende der tRNA abspielen und
letztendlich in de Aminoagylierung der tRNA minden (Prozesserung, Degradation und
Reparatur) innerhalb der vorliegenden Arbeit eine ehdhte Aufmerksamkeit gewidmet. Im
vorherigen Kapitel konrte bereits gezeigt werden, dal3 de in den heterogenen Prdparationen
von T7-transkribierten tRNAs anzutreffenden, um ein oder zwel Nukleotide verléngerten
Transkripte innerhalb der S100-Enzymfraktion des Trandationss/stems effizient zu reifen
tRNASs prozessert werden. Eine interessante Frage aer ist es, wie sich de Anwesenheit
solcher verlangerter Transkripte aif die Aktivitdt von tRNAs in der in Vvitro
Trand ationsresktion auswirkt. Daneben konrte die Effizienz der Reparatur verkirzter tRNAs
im Fale ener Degradation reifer CCA-Enden einen groffen Einflul3 auf die Stabilitét der
tRNA-Molekile innerhalb des Trandationssg/stems und damit auf die Trandationsaktivitét
haben. In vivo wurde gezeigt, dald Escherichia coli-Zellstamme, denen das Enzym tRNA-
Nukleotidyl-Transferase fehlt, aulferst langsam wadhsen. In solchen Zellstdmmen enthalten
10-15% der gesamten tRNA-Menge unvdlstandige 3-Enden (Zhu undDeutscher 1987). In
den folgenden Kapiteln wird das in der vorliegenden Arbeit verwendete in vitro
Trandationsgystem im Hinblick auf Prozesserung, Aminoacylierung und Reparatur der 3'-
Enden in vitro transkribierter tRNAs anhand zweier Leucyl-tRNA-Spezies (tLeus) und
tLeug,+e) Charakterisiert.
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Das in der vorliegenden Arbeit fur die die zelfreie Proteinbiosynthese verwendete
fraktionierte System bietet hervorragende Voraussetzungen fur die geplanten Untersuchungen.
Es besteht im wesentlichen aus ener nukeinsdurefreien S100-Enzymfraktion, einer
ribosomalen 705-Fraktion undeiner tRNA-Fraktion (vgl. Abb.9, Seite 62). Aminoacyli erung,
Prozesderung, Degradation ocer Reparatur von tRNA-Molekilen lassen sich in der S100
Enzymfraktion, wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits zum Teil ausfihrlich belegt,
sehr gut untersuchen. Da die S100-Enzymfraktion ein Bestandteil des Gesamtsystems ist,
soliten de Untersuchurgen von tRNAs in deser Fraktion Rickschlise aif das
Gesamtsystem erlauben.

Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen folgende Fragen: Funktioniert die tRNA-
Reparatur verklrzter Transkripte in vitro und kann sie enen Beitrag zur Stabilitdt der
Transkripte leisten? Wie grof3 ist der Umsatz des 3'-Endes in vitro transkribierter tRNAS in
dem verwendeten System? Welchen EinfluR hat die Aminocacylierung der tRNAs auf den
Umsatz des 3'-Endes und fuhrt eéine Aminoagylierung der tRNAs mdgli cherweise zu einer
erhohten Stabilit &? Welche Prozess sind limiti erend fur die Translationsaktivitét der beiden
tRNAs? Wirkt sich de in den vorangegangenen Kapiteln gezeigte Prozesserbarkeit der
wahrend der T7-Transkription entstehenden um ein oder zwei Nukleotide verlangerten
Transkripte auf ihre Aktivitét in der in vitro Trand ation aus?

5.6.1 Untersuchungen in der S100-Enzymfraktion des Gesamtsystems

Verklrzte Transkripte der amber-Suppeswor-tRNAs tLeu(5) und tLeu, su+6 werden in der
S100Fraktion desin vitro Trandationssystems effektiv aminoacyli ert

Von bkeiden Leucyl-tRNA-Spezies (tLeus) und tleug+s) Wurden heterogene Praparationen
von um zwe Nukleotide an CCA-Ende verkirzten Transkripten hergestellt. Die
Aminoacylierbarkeit dieser Transkripte mit unvdlstandigem CCA-Ende wurde in der S100-
Enzymfraktion des Trandationsg/stems Gberprift. Zur Ermittlung der maximaen
Aminoacylierungskapazitdt der tRNA-Préparation wurden Transkripte mit voll sténdigem
CCA-Ende engesetzt. Es zeigte sich, da3 der Antell aminoagylierbarer tRNAs an der
Gesamtmenge der eingesetzten Transkripte bei den verklrzten Transkripten mit ca 80%
ebensogroR war wie bei den Transkripten mit voll standigem CCA-Ende (Abb.32. Dies war
ein erster Hinwels darauf, dald eine Reparatur verkirzter Transkripte innerhalb des
verwendeten Systems moglich war.

Die Regeneration des CCA-Endes ist der geschwindigkatsbestimnende Schritt wahrend der
Aminoacylierungverkirzter tRNAs
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Abb. 32

Aminoacylierungsraten von verkirzten und “full
1600 lenght"-Transkripten der beiden Leucyl-tRNA-Spezies:

1200 Nach einer photometrischen Konzentrationsbestimmunc
wurden die Transkripte wie unter Material und
800 -
400 -
0 A ‘ ‘
’L Q 2

Methoden beschrieben in  Gegenwart  der
entsprechenden  “C-Aminosduren in  der S100-
Enzymfraktion des in vitro Trandationssystems
aminoagyliert. Nach der Aminoacylierung wurden die
tRNAs mit kalter TCA gefdllt und de félbaren
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(Absorptionseinheit bei 260 nM) einer Menge von
1600 pnol tRNA entspricht

tLeu(5),n und tsu+6,n: tRNAs mit vollstandigem CCA-Ende; tLeu(5),n-2 und tsu+6,n-2: tRNAs mit
verklrztem CCA-Ende.

tRNAs mit verkirztem CCA-Ende werden genauso eff ektiv aminoagyliert wie tRNAs mit voll sténdigem CCA-
Ende.

Die Amincagylierung von Transkripten der Lange n und nR2 wurde ahand der
fortschreitenden Markierung der tRNAs mit *“C-Leucin im Laufe der Aminoagylierungs-

Abb. 33
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Aminoacylierung von verkirzten Transkripten und solchen mit vollstandgem CCA-Ende in der S100
Enzymfraktion des Trandlationss/stems:

Transkripte der beiden tRNA-Spezes tLeug,.s und tLeus) wurden wie urter Material und Methoden beschrieben
in der S100Enzymfraktion des Trandationsystems mit *“C-Leucin aminoagyliert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Aliquots der Re&ktionen mittels TCA-Fallung urd Szintill ationszéhlunganalysiert.

n: bei der Transkription des mit BstNI lineaisierten Plasmids entstehende Transkripte mit voll stdndigem CCA-
Ende, n-2: bei der Transkription des mit Acc65l lineaisierten Plasmids entstehende Transkripte mit verkirztem
3-Ende.

Die Aminoagylierung won Transkripten mit vollstdndigem CCA-Ende verlduft bei beiden tRNA-Spezes
schneller als die Aminoagylierung von verkirzten Transkripten.




Ergebnisse 10¢

Abb. 34
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Regeneration undAminoacylierung des 3'-Endes von verkiirzten tRNAs:

Von tlLeug.s und tlLeus wurden Transkripte mit verkirztem 3-Ende in der S100-Enzymfraktion des
Trandationsg/stems unter Aminoacyli erungsbedingungen inkubiert. Die Aminoacylierung der tRNAs wurde
anhand des Einbaus von *“C-Leucin verfolgt, die Regeneration des 3-Endes anhand des Einbaus von oS-
ATP bzw. a®*S-CTP. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots der Reaktionen entnommen, die tRNAs
mittels TCA-Fallung prazpitiert und eingebaute Radioaktivitét durch eine Szintill ationszéhlung quantifiziert.
Fir jede Markierungwurde der nach 30 Minuten Inkubationszeit erreichte Wert zu 100% gesetzt.

14C-Leu: Markierung mit **C-Leucin, 35S-ATP: Markierung mit a**S-ATP, 35S-CTP: Markierung mit
35
a>S-CTP.

Die Regeneration des CCA-Endes der verkiirzten tRNAs, die aahand des Einbaus der beiden a®**S-NTPs
verfolgt wurde, verlauft mit der gleichen Geschwindigkeit wie die Aminoagyli erung des CCA-Endes mit *4C-
Leucin. Dies ist ein Hinweis darauf, dal? de Regeneration des 3-Endes von verkirzten tRNAs der
geschwindigkeitshestimmende Schritt bei der Aminoacylierungist.

rektion werfolgt. Es zeigte sich, dal3 de heterogene Prdparation der Transkripte mit
vollstandigem CCA-Ende der Lange n wesentlich schneller aminoagyliert wurde ds die
Préparation der bis zu zwei Nukleotide verklrzten Transkripte der Léange n-2 (Abb.33.
Moglicherweise stellte die Regeneration des vollsténdigen CCA-Endes der verkirzten
Transkripte @nen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wahrend der Amincacylierung dar.
Die Aminoagylierung sollte in desem Fall genauso schnell verlaufen wie die Addition der
beiden endstéandigen, in den verkirzten Transkripten fehlenden Reste C und A. Um diese
Annahme zu Uberprifen, wurde die Aminoagylierung der verklrzten Transkripte in
Anwesenheit der radioaktiv markierten Nukleosidtriphosphate a-**S-CTP bzw. a-*S-ATP
durchgefuihrt. Der Einbau der radioaktiv markierten Nukleotide in die verkirzten Transkripte
wurde Uber eine TCA-Féallung der endmarkierten tRNAs verfolgt. Er verlief in der Tat mit
exakt derselben Geschwindigkeit wie die Markierung der Transkripte mit der Aminosaure
1C-Leucin (Abb.34. Nach ca 10 Minuten waren etwa 80% der eingesetzten Transkripte
radioaktiv markiert. Berticksichtigt man de wesentlich schnellere Aminoacylierungskinetik
der Transkripte mit voll stdndigem CCA-Ende (Abb.33, wird deutlich, dal3 de Regeneration
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des CCA-Endes in der Tat den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wahrend der
Aminoacylierung der verkirzten Transkripte darstellte.

Prozesserung undReparatur fihren zu einer homogenen Zusamnensetzung der Transkripte
beider tRNA-Spezies

Anhand der elektrophaetischen Mohbilitét im denaturierenden Harnstoff-Polyaaylamidgel

Abb. 35
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Prozesserung und Reparatur der tRNAs tleusy und tleugws in der S100Enzymfraktion des
Trandationsg/stems:

tRNA-Transkripte der Langen n(mit voll stdndigem CCA-Ende) und n-2 (mit verkiirztem 3'-Ende) wurden urter
Aminoagylierungsbedingungen fiir 30 Minuten in der S100-Enzymfraktion des Trandlationss/stems inkubiert
und Uber denaturierende Gelelektrophorese analysiert. Zum Nachweis einer Regeneration oder Reparatur des
CCA-Endes wurde den Ansétzen a-**S-ATP bzw. a-**S-CTP zugegeben.

A: Ethidiumbromidfarbung des Gels, B: Autoradiographie des Gels. 1: Transkripte vor der Inkubation in der
S100-Enzymfraktion; 2 und 3: Transkripte nach 30 min Inkubation, 2: in Anwesenheit von a-*S-ATP, 3: in
Anwesenheit von a->>S-CTP. Pfeil e markieren die Position der tRNAs mit korrektem CCA-Ende.

Nach der Re&tion weisen sowohl Transkripte der Lénge n a's auch Transkripte der Lange n-2 eine homogene
Zusammensetzung auf, wie die Ethidiumbromidférbung (A) des Gels zeigt. Die 3'-Enden aller tRNAs wurden
offensichtlich voll stdndig prozessiert bzw. regeneriert. Im Autoradiogramm des Gels (B) ist zu sehen, dal3 de
verkirzten Transkripte der Lange n-2 durch die radioaktiv markierten Nukleotide CTP und ATP wesentlich
stérker markiert wurden als die Transkripte der Lange n mit voll standigem CCA-Ende. Eine Markierung der
tRNAs mit vollsténdigem CCA-Ende wére dann zu erwarten, wenn die 3'-Enden dieser tRNAs degradiert und
anschlief3end repariert worden sein sollten. Dies ist anscheinend nicht der Fall. Offensichtlich verl&uft die Pro-
zesderung von verléngerten Transkripten zum gréf@en Teil nicht Uber verklrzte Zwischenprodukte. Die CCA-
Enden der tRNAs sheinen innerhalb der S100-Enzymfraktion des Trand ationssg/stems auf3erordentli ch stabil zu
sein.
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wurde die Homogenitét der Transkripten vor und rach der Inkubetion innerhalb der S100-
Enzymfraktion des Trandationsg/stems analysiert (Abb.3%A). Das Gel zeigt eindrucksvall,
da rach der Aminoacylierung ale Transkripte, urebhdngig von der Ausgangslange, ein
identisches Laufverhalten aufweisen. Die tRNAS, die vor der Inkubation im S100 nah eine
relativ grof¥e Endheterogenitat aufwiesen, erschienen nunals einzelne homogene Bande. Der
Einbau der radioaktiven Nukleotide 0->°S-CTP bzw. a-3*S-ATPin de verkiirzten Transkripte
wahrend der Inkubetion kann anhand der Autoradiographie des Gels belegt werden. Die grole
Homogenitét der Transkripte nach der Inkubetion kareliet mit der hohen
Aminoacylierungsrate der Transkripte von ca 80 (vgl.Abb.32. Hiermit ist bewiesen, daid
neben einer effizienten Prozesserung verlangerter Transkripte auch eine dfiziente Reparatur
verklrzter Transkripte innerhalb der S100-Enzymfraktion des Trandationss/stems mdglich
war.

Interessanterweise verblieben nach der Prozesserung verlangerter Transkripte geringste
Mengen von Transkripten, de um zwei Nukleotide verlangert waren. Aus der Literatur ist
bekannt, dal3 de voll sténdige Prozesserung der 3'-Enden vontRNAS bis zur Entstehung des
reifen CCA-Endes die kombinierte Aktion mehrerer verschiedener Exoribonukeasen
verlangt, wobel jede RNase verschiedene Spezifitéten fur die Prozesserung unterschiedli cher
Bereiche der 3‘-Uberhange zeigt (Li und Deutscher 1994, Li und Deutscher 1996. Ob eine
mogli che schledhtere Prozesserbarkeit von n+2-Transkripten in der vorliegenden Arbeit im
Zusammenhang mit den unterschiedlichen Spezifitdéten der verschiedenen an der
Prozesderung betelli gten Exonuleasen steht, wére zu urtersuchen. Die verbliebenen um zwei
Nukleotide verlangerten Transkripte fallen mengenmaliig al erdings nicht ins Gewicht.

Der Umsatz des CCA-Endes von aminoacylierbaren tRNAs ist in der S100-Fraktion des
Trandlationssystems unbedeutend

Fur tRNAs wurde ene Degradation der 3-endsténdigen Reste A und C des CCA-Endes von
tRNA durch RNaseT nadgewiesen (Deutscher et a. 1985. Zudem wurde fir die
Prozesderung in vitro gezeigt, dal3 de Generierung des korrekten CCA-Endes von tRNAs
zum Tell Uber Zwischenproduke verlauft, die um ein Nukleotid verkirzt sind (Li und
Deutscher 1994). Li und Deutscher bemerkten des, indem sie die Prozesserung von langeren
tRNA-Vorlaufertranskripten in Extrakten duchfihrten, de frei von ATP waren. In solchen
Extrakten traten verklrzte Zwischenproduke auf, die nach der Zugabe von ATP wieder
verschwanden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Umsatz des 3'-Endes durch einen etwas anderen
Versuchsansatz untersucht. Im Unterschied zu der Arbeit von Li und Deutscher wurden de
Transkripte in Anwesenheit von a->>S-ATP bzw. a-**S-CTP inkubiert, so da} de tRNAs
wahrend eines moglichen Umsatzes der terminalen Reste des CCA-Endes radioaktiv markiert
werden konrten. Als Kontrolle fir den Einbau der radioaktiven Nukleotide wurden
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Transkripte engesetzt, die um zwei Nukleotide verkirzt waren. Das Autoradiogramm des
Gels mit den mit a->>S-ATP bzw. a-3*S-CTP markierten tRNAs zeigt, dal? de ds Kontrolle
verwendeten verklrzten Transkripte wahrend der Inkubetion in der S100-Enzymfraktion des
Trandationssystems eff ektiv markiert wurden. Demgegentiber wurden die beiden radioaktiv
markierten NTPs nahezu gar nicht in de Transkripte mit voll standigem CCA-Ende engebaut
(Abb.3B). Dieswére der zu erwarten gewesen, wenn s 3'-Ende dieser tRNASs nach einem
etwaigigen Angriff durch Exonuleasen regeneriert worden wére.

Der Einbau von a->*S-ATP wahrend des Umsatzes des CCA-Endes von tLeu(5) wurde tiber
eine TCA-Fdlung quantifiziert (Abb.3§. Diese Quantifizierung wurde sowohl in
Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Leucin duchgefiihrt und kestétigte den Eindruck
des Autoradiogramms. Nach einer Inkubeationszeit von 20Minuten waren in Anwesenheit von
Leucin ca 126 der eingesetzten Transkriptmenge radioaktiv markiert. Der Umsatz der
terminalen Reste des CCA-Endes <heint also dffensichtlich urter den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Bedingungen nu eine untergeordnete Rolle zu spielen. Auch in vivo ist
der Umsatz des 3'-Endes moglicherweise nicht allzu stark. Escherichia coli-Stdmme, denen
das Enzym tRNA-Nukleotidyl-Transferase fehlt, sind duchaus lebensféhig, auch wenn sie

Abb. 36
100 5 O Einflul der Aminoa:yli(_arung ad den Umsatz
" O des terminalen Adenosins am 3'-Ende aner
= g0 @) [ ohne Leucin tRNA:

= A mit Leucin Trankripte mit vollstandigem CCA-Ende von

o O O Kontrolle i '
< 60 | tLeus) wurden in An- und Abwesenheit von
% §~ Leucin in der S100-Fraktion des Trans-
g O 40 lationsgy/stems inkubiert. Um den Umsatz des
) E terminalen Adenosins verfolgen zu kdnnen,
£ 20 e —A wurde den Raktionsansitzen a**S-ATP zuge-
9 setzt. Zu bestimmten Zeiten wurden den
i oA ‘ ‘ ‘ ‘ Reéktionen Aliguots entnommen urd mit TCA
© 0 25 50 75 100 préanpiti ert. Der Einbgu Qer. Rgdioaktivitét
Zeit [min] wurde mittels Flissgkeitsszintill ationszéhlung

quantifiziert.

ohne Leucin: Re&tion in Abwesenheit von Leucin, mit Leucin: Re&ktion in Anwesenheit von Leucin,
Kontrolle: Einbau von a**S-ATP in ein Transkript mit verkiirztem CCA-Ende

Fur eine Markierung von tRNAs mit voll stdndigem CCA-Ende ist die Abspaltung des endstdndigen Adenosing
des CCA-Endes und de darauffolgende Regeneration des 3-Endes durch tRNA-Nukleotidyl-Transferase
Voraussetzung Hierdurch wird das vor der Inkubation nichtmarkierte terminale Adenosin durch markiertes
Adenosin ersetzt. Eine maximale Einbaurate kann anhand von verkirzten Transkripten bestimmt werden, denen
die beiden 3'-terminalen Reste A und C fehlten (Kontrolle). Diese Einbaurate entspricht der theoretisch
erreichbaren maximalen Markierbarkeit der tRNAs und wurde 21 100% gesetzt.

In Abwesenheit von Leucin ist die Markierung und somit der Umsatz des terminalen Adenosins dérker alsin
Anwesenheit von Leucin, wenn eine Aminoacylierung des CCA-Endes magli ch ist. Gemessen an der theoretisch
mdglichen Markierbarkeit, die durch die Kontrolle reflektiert wird, ist die Markierung allerdings auch in
Abwesenheit von Leucin relativ gering. Erst nach einer Inkubationszet von Uber 100 Minuten liegt etwa die
Halfte der eingesetzten CCA-Enden markiert vor. Unter Berilicksichtigung der groflen Kapaztdt des
Reparatursystems 183t sich dies dahingehend interpretieren, dald das terminale Adenosin der tRNA nur auferst
selten durch Exonukeasen angegriffen wird und das 3-Ende in dem verwendeten System auch bei nicht
erfolgter Aminoagylierungsehr stabil i st.
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aul¥erst langsam wacdhsen. In tRNA-Nukleotidyl-Transferase-defizienten Stammen enthalten
nur 10-15% der gesamten tRNA-Menge unvdl standige 3'-Enden (Zhu undDeutscher 1987).
Allerdings ist zu bedenken, dal3 de Funktion vontRNA-Nukleotidyl-Transferase in vivo zu
einem geringen Teill durch de kombinierte Aktion der Enzyme Poly(A)-Polymerase | und
PolynuKeotid Phosphaylase (PNPase) ersetzt werden kann (Reuven et a. 1997, so dald der

Abb. 37

Aminoacylierung und Deacylierung von tRNA in
100 der S100-Enzymfraktion des Translationssystems

X anhand von tLeus:
<Z( 801 Aminoacylierung Aminoacylierung: Transkri%e von tlLeug)
o : wurden in Gegenwart von ~"C-Leucin in der
; 60 —#— Deacylierung S100-Enzymfraktion des in vitro Trandations-
S 40| systems aminoacyliert. Zu bestimmten Zeiten
e wurden den Redtionen Aliquots entnommen urd
£ 204 0 e mit TCA préazpitiet. Der Einbau der
< | T Radioaktivitdt wurde mittels  Flisdgkeits-

0 A ‘ ‘ e szintill ationszéhlung quantifiziert.

0 20 40 60 80 Deacylierung: Zur Untersuchung der
Deaglierung wurde die Aminoacylierung wie
Zeit [min] oben beschrieben zundchst mit  *‘C-Leucin

_ durchgefihrt.  Nach 8  Minuten  wurde
der Red&tion nicht markiertes Leucin in zwanzigfachem Uberschu® zugesetzt. Die Zugabe von kaltem Leucin

entspricht im Diagramm dem Zeitpunkt Null. Durch Deag/lierung urd Reag/lierungwird das **C-Leucin nach
und nach durch kaltes Leucin ersetzt, so da’ de Deaglierungdurch eine TCA-Fallung rachweisbar wird.

Die Aminoagylierungsrate der tRNA erreicht schon nach sehr kurzer Zeit einen Platteau-Wert auf sehr hohem

Niveal. Eine Betrachtung der Deag/lierung beweil3t, dald sich hinter diesem konstanten Niveau ein sténdiger
Prozef3 aus Deag/lierung urd Reaglierung \erbirgt.

in vivo in Abwesenheit von tRNA-Nukleotidyltransferase zu detektierende Antell an
verkirzten tRNAs nicht unbedingt die wahre Aktivitét tRNA-degradierender Enzyme
widerspiegelt.

Der dlgemeinen Ansicht nach urterbricht eine Aminoagylierung des CCA-Endes sinen
Umsatz und schiitzt das 3'-Ende der tRNA vor einer Degradation. Die Halbwertszeit der
Aminocagylbindurg vontLeus) lag in der S100-Fraktion des Trandationssystems bei ungefahr
20 Minuten (Abb.37. Die Aminoagylierung der tRNA scheint ein extrem effizienter Prozel3
zu sein. Eine nahezu vdl sténdige Aminoagyli erung der eingesetzten tRNA wurde bereits nach
einer Inkubetionszeit von ca 5 Minuten erreicht. (Abb.37. Man kann somit vermuten, dal3
nur ein geringer Teil der tRNAs wahrend der Inkubetion innerhalb der S100-Enzymfraktion
deagliert vorliegt. Es war somit in Abwesenheit von Aminosdure mit einer deutlichen
Erhohurg des Umsatzes zu rechnen, sollte die Aminoag/lierung des CCA-Endes eine
esentielle Funktion bei seiner Stabilisierung haben. Bei fehlender Aminoacylierung der
tRNA erwies sch der Umsatz des terminalen Adenosins als etwa doppelt so gro3 wie unter
Bedingungen, in denen eine Aminoacylierung und somit ein Schutz des 3'-Endes gegen
Degradation gewdhrleistet war (Abb.3§. Doch selbst hier konrte nur bel einem relativ
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geringen Anteil der tRNAs ein Umsatz des CCA-Endes nachgewiesen werden. Die
Aminocacylierung spielt somit offensichtlich nu eine untergeordnete Rolle bei der
Stabili sierung des 3'-Endes von tRNA. Dieses Ergebnis ist nicht unerwartet, wenn man de
grol¥e Stabilit & auch anderer kleiner, nicht amincacylierbarer RNA-Molekile berticksichtigt.
Die extreme Stabilitat der tRNA-Molekiile (wie auch de anderer kleiner RNA-Molekile)
beruht zu einem grofen Teil auf ihrer Struktur, die die reifen tRNAs zu einem auflerst
schlechten Substrat fir Exoribonukessen madt (Li et al 1998. Die Ausbildung dieser
Struktur madht zugleich die Prozesserung der wahrend der Transkription der tRNA-Gene
entstehenden langen Vorlaufermolekile zu reifen tRNAs erst moglich. Die relativ geringe
Rate des Umsatzes nicht aminoacylierbarer tRNAs kann as eine Folge dieses Prinzips
angesehen werden.

5.6.2 Charakterisierung des Gesamtsystems

In den varhergehenden Kapiteln wurden de beiden Leucyl-tRNA-SpeziestLeu(s) undtleug;.s
in der S100-Fraktion des in vitro Tranglationsystems charakterisiert. Diese Untersuchungen
brachten einige wichtige Erkenntnisse im Hinblick auf den Einsatz vonin vitro transkribierten
tRNASs innerhalb des Gesamtsystems. So wirkte sich de Endheterogenitét von Transkripten
nicht auf ihre Aminoagylierbarkeit aus. Sowohl die Prozesserung verlangerter as auch de
Reparatur verkirzter Transkripte funktionierten innerhalb der S100-Enzymfraktion des
Trandationss/stems hervorragend. Die Leucyl-tRNA-Synthetase war dazu in der Lage, die
Aminoacylierung der Transkripte Uber einen sehr langen Zeitraum aufrecht zu erhalten. Da
der fUr die Charakteriserung der Vorgange Prozesserung, tRNA-Reparatur und
Aminocagylierung verwendete S100 einen Tellkomporente des kompletten in vitro-
Trandationsg/stems darstellte, sollten de entsprechenden enzymatischen Aktivitdten des
S100 eine minimale Aktivitét des Gesamtsystems reflektieren. Es war also zu erwarten, dal3
die genannten Vorgange Prozesserung, tRNA-Reparatur und Aminoaglierung auch
innerhalb des in vitro-Trandationsg/stems funktionierten. Unklar war aber, wie sie sich auf
die Aktivitdt der Transkripte in der in vitro Suppresson auswirken wirden. In desem
Zusammenhang sei noch einmal daran erinnert, dal3 de vorliegenden Arbeit im Hinblick auf
die Bestimmung der Suppressonseffizienz verschiedener tRNAs verfaldt wurde. Eine
Beanflusaung der Trand ationsaktivitét in vitro transkribierter tRNAs durch Vorgange, die zur
Aminocagylierung der tRNAs fuhren, sollte as diesem Grund rach Maoglichkeit
ausgeschlossen werden.

Die Kinetik der Bildung dbs Suppessonsproduktes ist annaternd linear

Von beiden tRNA-Spezies wurden nun Transkripte mit vollstdndigem CCA-Ende in der
gekoppelten Transkription/Trangdation von FABPampgs €ingesetzt. Zunachst wurde ene
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Abb. 38
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ImageQuant. B;: Synthese des Suppressonsproduktes
in Abhéngigkeit von der Re&ktionszeit. B,: Abhangigkeit des molaren Verhdltnisses zwischen Suppressons-
und Terminationsprodukt (Rate der tRNA-Selektion) in Abhéngigkeit von der Re&ktionszeit.

Im Gel ist in Abwesenheit von Suppresor ist eine énzige homogene Bande detektierbar, die dem
Terminationsprodukt entspricht und deren Starke im Verlauf der Reation zunimnt. Die Zugabe von
Suppresor-tRNA fuhrt zum Erscheinen einer zusétzlichen Bande mit hdherem Molekulargewicht, die dem
Suppressonsprodukt (FABP) entspricht. Wahrend der Regtion nmnt die Menge des Suppressonsproduktes
nahezu linea zu. Hinter dieser anndhernd lineaen Zunahme des Suppressonsproduktes verbirgt sich eine
Verschiebung des Verhadltnisses zwischen Suppressons- und Terminationsprodukt zugursten der Suppresson,
wie dieim Verlauf der Reaktion anwachsende Rate der tRNA-Selektion zegt.

Re&tionskinetik aufgenommen (Abb.38. Die Synthese des ,full-lenght*-Produktes
(Suppressonsproduktes) wies eine nahezu lineae Kinetik auf. Dies ist Uberraschend, da die
Syntheserate eénes Proteins wahrend cer in vitro-Trandation namalerweise nach einer starken
Anfangsphase schnell eine Séttigung erreicht. Eine Bestimmung der Rate der tRNA-Selektion
ergab, dal3 sich hinter der nahezu linearen Zunahme des Suppressonsprodukes eine Erhéhung
der tRNA-Selektion, also eine Verschiebung der Synthese von Suppressons- und
Terminationsprodult zugunsten des Suppressonsproduktes, im Verlaufe der Reektion
verbarg. Die Eigenschaften des Systems sheinen sich somit hinsichtlich der Suppresson mit
zunehmender Zeitdauer zu verbessern. Dies kénnte auf sich verandernde Eigenschaften der
tRNASs oder des Trandationssystems per se zurlickzufiihren sein. Eine Mogli chkeit besteht in



11€ Ergebnisse

einer Veranderung der Magnesiumkonzentration innerhalb des Systems im Verlauf der
Re&ktion.

In Kapitel 5.1 wurde bereits gezeigt, da3 de Suppresson starker als die Synthese von
~Wildtyp“-FABP von der Konzentration an Magnesiumionen abhéngig ist. Mit zunehmender
Magnesiumkonzentration erhohte sich hierbei die Suppressonrate. Eine solche Korrelation
zwischen Magnesiumkonzentration undSuppresson ist auch aus der Literatur bekannt (Ma &
al. 1993. Einen betradtlichen Einflu3 auf die Konzentration an freiem Magnesium innerhalb
des Systems dirfte die temporale Konzentration an Nukleosidtriphaspaten (NTPs) haben, de
am Anfang der gekoppelten Transkription/Tranglation bei 3 mM liegt. Vor alen Dingen duch
entkoppelte Hydrolyse verringert sich de Konzentration der NTPs im Verlauf der Reaktion
rapide (Spirin et al. 1988,Stiege — mindiche Mitteillung). Hierdurch wird mit zunehmender
Red&ktionszeit immer mehr vorher an NTP gebundenes Magnesium freigesetzt, so dal3 sich de
Magnesiumkonzentration wahrend der Regktion erhoh.

Abb. 39

A EinfluB von Homogenit&t und Lange won Transkripten der tRNAs tLeus,
undtlLeug.s auf die Suppessonin FABPypss:

A: Ethidiumbromidféarbung eines denaturierenden Gels mit den in der
Trandation eingesetzten Transkripten. n: bei der Transkription des mit
BstNI lineaisierten Plasmids entstehende Transkripte mit vollsténdigem
CCA-Ende; proz: Transkripte der Lénge n madch Prozesserung urd
Aufreinigung n-2: bei der Transkription des mit Acc65l lineaisierten
Plasmids entstehende Transkripte.

B: tRNAs aus A wurden zur Suppresson in FABPm,gg €iNgesetzt. In vitro-
Trandationsreationen wurden einer SDS-Page unterworfen, das C-
markierte Protein mit einem Phosphorimager detektiert und de
Bandenintensitdten von  Suppressonss und  Terminationsprodukt
quantifiziert.

Waéhrend de Suppressonseffizienz von tLeug.¢ Signifikant grof¥er als die
von tlLeues) ist, zeigen urterschiedlich homogene und lange Transkripte
einer tRNA-Spezes keine Unterschiede in der Suppressonseffizienz.
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Homogenitat und Lange von tRNA-Transkripten wirken sich nicht auf die Aktivitat der beiden
Leucyl-tRNA-Speziesin der in vitro Trandation as

Es wurden nun Préparationen verschiedener Transkripte mit unterschiedlicher Lange und
Homogenitét hergestellt und zur vitro Trandation des Proteins FABPampss €ingesetzt
(Abb.3%A). Homogene Praparationen der tRNA-Spezies tLeus) und tleug.s wurden duch
die Prozesserung von heterogenen Transkripten der Lange n erhalten. Hierzu wurden de
tRNAs nadch ihrer Prozesserung und Amincacylierung in der S100-Enzymfraktion des
Trandationsg/stems Uber eine praparative Gelelution aufgereinigt. Daneben wurden auch
heterogene Praparationen von Transkripten mit vollstandigem CCA-Ende und \erkirzter
Transkripte — nattrlich ebenfall s geleluiert - in der Tranglation eingesetzt.

Die in Anwesenheit der beiden tRNA-Spezies entstehenden Trandationsproduke sind
exemplarisch fur homogene Transkripte in Abbildung 40 gezeigt. Die Aktivita der
verschieden langen und hanogenen Transkripte wurde Uber eine Quantifizierung der
erhaltenen Mengen an Suppressons- und Terminationsprodukt bestimmt. Hierbel zeigte sich,
da’ de Aktivitdt der Transkripte unabhéngig von ihrer Ausgangslange und auch urabhangig
von ihrer Homogenitét waren (Abb.38B). Homogene, verkirzte und \erlangerte Transkripte
einer bestimmten tRNA-Spezies zeigten identische Aktivitaten. Im Falle von tLeus) zeigten
die verkirzten Transkripte bei der hichsten eingesetzten Konzentration zwar eine gegentiber
den Transkripten mit vollstandigem CCA-Ende éne geringfligig herabgesetzte Suppresson
(vgl. Abb.3®B: tlLeus). Die Kapazitdt des Reparatursystems, die bei niedrigeren
Konzentrationen nach fur eine schnelle Regeneration des 3'-Endes ausreicht, ist ab einer
bestimmten Konzentration dfensichtlich Uberlastet. Bis zu einer bestimmten Konzentration

Abb. 40
amber-Suppesson in FABPywgs in Gegenwart
tLeus) K tLeusyss von tleus) und tlLeug.s Abhanggket der
— Suppesson von der tRNA-Konzentration.
in vitro-Trandationsresktionen wurden wie unter
Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt.
12 pl-Aliquots einer jeden Redktion wurden einer
SDS-PAGE unterworfen urd das “C-markierte
Protein mit dem Phosphorlmager detektiert.
K: Kontrollregtion ohne Suppresor-tRNA; Sup:
Suppressonsprodukt; Term: Terminationsprodukt.
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aber wirkt sich de Regeneration des 3'-Endes der verkirzten tRNAs aber nicht auf die
Aktivitét der tRNAs aus. Dagegen war die Rate der tRNA-Selektion abhéngig von der tRNA-
Spezies. tLeug+6 zeigte eéne dopelt so gute SuppressonwietLeus).

Prozesserung, tRNA-Reparatur und Aminoacylierung sind ncht limitierend fur die
Suppessonsaktivitat der beiden Leucyl-tRNA-Spezies

Rufen wir uns ins Gedadtnis, dal3 de Suppressonseffizienz einer tRNA sich auf die
Fahigkeit der aminoacylierten tRNA bezieht, ein amber-Codon akodieren zu kénren. Die
Suppressonseffizienz korreliert dann mit den gemessenen Suppresgonsraten, wenn eine
Limitation der Suppresson duch Vorgange, die zur Bildung der Aminoacyl-tRNA fuhren,
ausgeschlossen werden kann. Die entscheidende Frage in desem Zusammenhang ist, mit
welcher Geschwindigkeit die genannten Vorgange verlaufen missen, um eine Limitierung der
Suppresson ausghlielen zu  konren. In der S100-Enzymfraktion des in vitro-
Trandationsystems war die Regeneration ds 3-Endes der tRNAs der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt wahrend der Aminoagylierung. Die Reparatur von
verkirzten tRNAs war dort ein wesentlich langsamerer Prozeld als Aminoacylierung oder
Prozesgerung. Dieser Vorgang sollte sich also innerhalb des Gesamtsystems am ehesten auf
die gemessene Suppressonsaktivitét auswirken. Dald selbst der langsamste an 3'-Ende der
tRNA stattfindende Prozef3, de Reparatur des 3-Endes, sich nicht auf die Aktivitét der
Transkripte der beiden Leucyl-tRNA-Spezies in der in vitro Trandation auswirkt, zeigt, daid
weder Prozesserung noch Aminoagylierung der beiden tRNAs limitierend fir ihre
Suppressonsaktivitét sein dirften. Die Aktivitéten von tLeus und tLeug.e in der in vitro
Suppresson reflektieren somit mit grofder Wahrscheinlichkeit die Suppressonseffizienz der
beiden tRNA-Spezies.
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5.7. Vergleich der Suppressionseffizienz von ver schiedenen in vitro transkribierten
amber-Suppr essor -tRNA-Spezies

Die Suppressonseffizienz einer amber-Suppressor-tRNA  beruht auf ihren strukturellen
Eigenschaften und reflektiert prinzipiell eine spezifische Suppressonsaktivitat der
Aminocacyl-tRNA. Die Konzentration der Aminoacyl-tRNA wiederum ist eine Funktion der
Konzentration der nicht aminoacgylierten tRNA und der Aktivitét der entsprechenden
Aminocacyl-tRNA-Synthetase. In den vorhergehenden Kapiteln wurden die beiden Leucyl-
tRNA-Spezies tLeus) undtleug:s asin vitro Transkripte auf verschiedenen Funktionsebenen
innerhalb des verwendeten in vitro Trand ationssystems charakterisiert. Hierbei war weder die
Geschwindigkeit der Aminoacylierung noch deim Vergleich zur Aminoacylierung niedrigere
Effizienz der Reparatur verkirzter tRNAs limiti erend fUr die Suppressonsaktivitét der beiden
tRNA-Spezies. Auch eine grofiere Endheterogenitét innerhalb der eingesetzten Transkripte
zeigte keinen EinfluR auf die Aktivitdt der Transkripte in der in vitro-Suppresson.
Letztendich konrte die unterschiedliche Suppressonsaktivitét der beiden amber-Suppressor-
tRNA-Spezies tLeus) und tlLeug.s auf strukturelle Eigenschaften der entsprechenden
Aminocacyl-tRNAs zurlickgefuhrt werden.

Es wurden nun de Transkripte e@ner Anzahl weiterer amber-Suppressor-tRNA-Spezies
hergestellt und zusammen mit den beiden schon leschriebenen amber-Suppresor-tRNA-
Spezies tLeus) und tleug.s auf der Ebene von Amincagylierung und Suppressonsaktivitét
charakterisiert. Untersucht wurden Transkripte der tRNA-Spezies tSer (tRNA¥cua (su'y)),
tTyr (t(RNA™cua (su'3)), tLeusws (IRNA™cya (su'e)), tlLeus  (IRNA"°cua), tLys
(tRNAYcua (su's)), tArg (tRNA“9cua), tGly (tRNA®Ycua), tPheY (tRNA™® . aus
Saccharomyces cerevisiae), tPheE.c. (tRNAMsya aus Escherichia coli), tAla (tRNA3a)
und tAlac7o (tRNAA'aCUA mit durch Einfihrung des Basenpaaes G3-C;o abgeschalteter
Aminoacylierung). Eine entscheidende Bedeutung im Rahmen der vorliegenden Arbeit hat die
Bestimmung der Suppressonseffizienz von tAla: Aus der Literatur ist bekannt, dal3 tAlac;o,
eine Mutante von tAla, in der die Amincacylierung durch de Einfihrung von C70
abgeschaltet wurde, eine geringfligig hohere Effizienz bei der EinfUhrung unnratdrlicher
Aminosduren in Proteine zeigt alstPheY (Karginovet al. 1997. Unter der Annahme, dal3 sich
der Austausch des fur die Aminoagylierung von Alanyl-tRNAs entscheidenden Basenpaaes
Gs-U7o gegen Gsz-C;p nicht auf die Suppressonseffizienz der tRNA auswirkt, sollte die
Untersuchung der Suppressonsaktivitét von tAla ene Einordnurg der Suppressonseffizienz
der zur Zeit fur die EinfUhrung unretrlicher Aminoséauren in Proteine verwendeten tRNAS
ermoglichen. Eine &alerst interessante Frage in desem Zusammenhang war, ob
moglicherweise @nige der anderen urtersuchten amber-Suppresor-tRNAs eine héhere
Suppressonseffizienz aufwiesen as tAla. In einem solchen Fall kénnten dese tRNAs als
Ausgangspunkt fur die Konstruktion reuer, effizienterer fir die chemische Aminoagylierung
gedgneter tRNAs dienen.
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Einige der untersuchten in vitro transkribierten amber-Suppressor-tRNAs lassen sich in der
S100-Enzymifraktion des Trandlationssystems hervorragend aminoacylieren, andere sind nicht
aminoacylierbar

Als erstes wurde die Amincacyli erbarkeit der verschiedenen amber-Suppressor-tRNAs in der
nukeinsaurefreien S100-Enzymfraktion des verwendeten in vitro-Trandationsystems
untersucht. Fir die Untersuchung der Suppressonseffizienz einer tRNA ist natirlich, wie
schon in den vorhergehenden Kapiteln erlautert, die Geschwindigkeit der Amincacylierung
wichtig. Auf diese wird in einem spateren Kapitel eingegangen werden. An deser Stelle soll
zunadhst einma nur die grundsétzliche Aminoacylierbarkeit der tRNAs betrachtet werden.
Wie schonin Kapitel 5.5.2,S.9%f dargelegt, konrten die Transkripte der amber-Suppressor-
tRNA-Spezies tSer, tTyr, tLeugus, tLeus), tHis und tAla innerhalb der S100-Enzymfraktion
hervorragend aminoacyliert werden. Die Aminoagylierbarkeit lag bel den erwahnten Spezies
bei mindestens 75% der eingesetzten Transkriptmenge (1200 pnol/Asg). Fur einige tRNA-
Spezies jedoch, namlich tPheY, tAlac;o, tPheE.c., tArg, tLys, tGly oder tCys, konrte ene
Aminocacgylierung in der S100-Enzymfraktion des Trandationss/stems nicht nadhgewiesen
werden.

Im Falle vontPheY undtAlac;o wurde die fehlende Aminoacyli erbarkeit auch erwartet, da bei
beiden tRNAs die Aminocagylierung abgeschaltet ist, um sie fir die demische
Aminocacgylierung verwenden zu konren. Im Fale der Alanyl-tRNA ist das wichtigste
Erkennurgselement fur die Alanyl-tRNA-Synthetase die Base U, im Akzeptorarm, die fur
die Abschaltung der Aminoagylierung gegen C;o ausgetauscht wurde (McClain und Foss
1988, Hou und Schimmel 19881992. Alle anderen in der S100-Enzymfraktion richt
aminoagyli erbaren tRNAs besitzen de wichtigsten Erkennurgselemente fir die entsprechende
Aminoacyl-tRNA-Synthetase innerhalb ihres Anticodors. Fir tPheE.c. wurde gezeigt, dald der
Austausch des "Wildtyp"-Anticodors GAA gegen CUA zu ener drastischen Erniedrigung des
kca/Km-Wertes der Aminoacylierung um mehr a's Faktor 1000fuhrt (Peterson undUhlenbedk
1992. Das Transkript der entsprechenden "Wildtyp"-tRNA (tPhegaa) liefd sich in der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten S100-Enzymfraktion hervorragend amincacylieren (nicht
dargestellt). Auch im Fale von tPheY flhrt die EinfiUhrung des Anticodors CUA zur
Abschaltung der Aminoagylierung (Sampson et a. 1992. Im Falle der tRNA® fiihrt der
Ersatz des "Wildtyp"-Anticodors gegen CUA zu einer Erniedrigung des kca/Ky-Wertes um
Faktor 3000 (Komatsoulis und Abelson 1993. Das entsprechende T7-Transkript der tRNA
|&Rt sich nach eéinmal um Faktor sieben schledhter aminoagylieren. Auch in tRNA™® ist die
Sequenz des Anticodors (UUU) essentiell fur die Erkennurg durch Lysyl-tRNA-Synthetase.
Diese egkennt alle drei Nukleotide des Anticodors (Commans et al. 1998, von denen in der
entsprechenden amber-Suppresor-tRNA zwei mutiert sind. Bereits das Fehlen der
Modifikation mnm>s’U34 in der ersten AnticodonPosition der tRNA fiihrt zu einer
Verringerung der Amincacylierungsaktivitét um Faktor 140 (Tamura @ a. 1992. In der
vorliegenden Arbeit lief3 sich schon ds Transkript der "Wildtyp"-tRNA (tLysyyy) in der
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S100-Enzymfraktion richt aminoag/lieren (nicht dargestellt). Auch  wesentliche
Erkennurgselemente der tRNAs tArg und tGly liegen innerhalb des Anticodors (tArg:
McClain et a. 1990, Tamura € a. 1992,tGly: Cusad et al. 1999. Wie fur tPhe und tLys
wurde auch fir tArg die entsprechende "Wildtyp"-tRNA transkribiert. Diese liefd sich in der
vorliegenden Arbeit innerhalb der S100-Enzymfraktion hervorragend aminoacylieren (nicht
dargestdllt).

Einzig die beiden tRNAs tTyr undtHis wichen von dem Muster ab, dal3 tRNAS, in denen das
Anticodon von @r entsprechenden Aminoacyl-tRNA-Synthetase gebunden wird, als amber-
Mutante in der S100-Enzymfraktion nicht aminoacgyliert werden konrten. Beide amber-
Suppresr-tRNAS lief3en sich innerhalb der vorliegenden Arbeit voll stdndig aminoacyli eren.
In tTyr ist das wichtigste Erkennurgselement die Base Uss innerhalb des Anticodors (Hou
1997. Diese ist auch innerhalb des Anticodors der amber-Mutante enthalten. In Histidyl-
tRNA-Synthetase gibt es zwar ebenfalls eine anticodonbndende Doméne (Cusack et al.
1998, das wesentli che Erkennurgselement fur Histidyl-tRNA-Synthetase besteht al erdings in
dem ausschliefdlich in tHis enthaltenen Basenpaa Go-Cr3 (Himeno et al. 1989,Francklyn und
Schimmel 1990,Hou 1997. Der Voll standigkeit wegen soll noch erwadhnt werden, dald keine
der Aminoacgyl-tRNA-Synthetasen fur die tRNAs tSer, tLeu undtAla, die dlesamt in der
S100-Enzymfraktion hervorragend aminoagyliert werden konrten, das Anticodon ar
entsprechenden tRNAs erkennt (Normanly et al. 19861992, Hou undSchimmel 19881992,
Francklyn et al. 1992,Sampson undSaks 1993,Asahara @ a. 19931994 ,Belrhali et a. 1994,
Biouet al. 1994,Cusack et al. 1996.

Einige der verschiedenen amber-Suppressor-tRNA-Spezies sind sehr aktiv, wie anhand der
Expression von FABPam,3 gezeigt werden kann

Die Suppressonsaktivitdt der verschiedenen amber-Suppresor-tRNAs wurde zunacdst
anhend der Expresson von FABPamp3 untersucht (Abb.41 undAbb.42. Die Transkripte der
amber-Suppresor-tRNAs tSer, tTyr, tLeug.s, tLeus), tHis und tAla, fur die in der S100-
Enzymfraktion eine ordentliche Aminoagylierung nachgewiesen werden konrte, zeigten eine
klar nachweisbare Suppressonsaktivitat (Abb.41). Ihr Einsatz in der in vitro-Tranglation
flhrte zu einer in dem Phosphdmage des Gels mit den Translationsprodukten deutlich
sichtbaren Synthese von FABP, wahrend in Abwesenheit von Suppressor kein "full -lenght"-
Produkt erscheint (Abb.41A, Spur K). Die beste Suppresson zeigte tSer, die schledhteste
Suppresson tAla, die ds Referenz-tRNA fir die dhemische Aminoagylierung gedadt war.
Die Expresson von "Wildtyp"-FABP wurde durch de Anwesenheit der verschiedenen
amber-Suppresor-tRNA-Spezies  nicht  bedntraditigt  (nicht  dargestellt).  Die
Suppressonsraten der tRNAs mit der grofReren Aktivitdt erreichen bel  hoheren
Konzentrationen schnell eine Séttigung (Abb.41B). Die Unterschiede zwischen den
Aktivitéten der einzelnen amber-Suppressor-tRNAs werden off ensichtlich urterbetont, wenn
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Abb. 41
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FABPAm,3 in der gekoppelten in
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0 L 2 s 4 5 wurden einer SDS-Page unter-
tRNA [pM] worfen urd das ““C-markierte
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detektiert. Ein anderer Teil der Re&tionen wurde mittels TCA-Fallung urd Szintill ationszéhlung analysiert.

A: Phospholmage des Gels. K: Kontrollrestion ohne Suppresor-tRNA. B: Graphische Auftragung der
Suppressonsrate in Abhéangigkeit von der tRNA-Konzentration. Die Suppressonsrate ist angegeben im
Verhdtnis zur Expresson von FABP,, und wurde anhand von TCA-Werten ermittelt. Dargestellt sind de
Mittelwerte aus zwel Reaktionen mit unterschiedli chen Aufarbeitungen von Transkripten urd Lysat.

Die verschiedenen tRNA-SpeZes zegen sehr unterschiedliche Suppressonsraten. Bei hoheren tRNA-
Konzentrationen gehen die Suppresgonsraten der aktiveren Suppressoren in eine Séttigung ber.

ihre Aktivitét - wie hier bei der Expresson vVOnFABPamp3 - anhand eines Systems analysiert
wird, in dem nur die Suppressonsprodukte efaldt werden.

In der Regel korreliert eine in der S100GEnzymfraktion des Translationsg/stems nicht
nachweisbare Aminoacylierbarkeat der Transkripte mit einer fehlenden Suppessonsaktivitat
innerhalb des Gesamtsystems

Von dn amber-Suppresor-tRNA-Transkripten, fur die in der S100-Enzymfraktion keine
Aminoag/lierung nadhgewiesen werden konrte, wies nur tLys eine deutlich sichtbare
Suppressonsaktivitét auf (Abb.42. Eine fehlende Aminoag/lierung in der S100-
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Abb. 42

Suppessonseffizienz von tRNA-Transkripten
ohre nachweisbare Aminoacylierung in

(ﬁ% FABPAmb3:

In  vitro-Trandationsresktionen  wurden
durchgefiihrt wie unter Material und Metho-
den beschrieben. Als Suppressor wurden die
tRNAS eingesetzt, deren Aminoagylierung in
der S100-Fraktion des Trandationss/stems
nicht nachweisbar war (je 5 uM Transkript).
15 pl-Aliquots einer jeden Reé&ktion wurden
einer SDS-Page unterworfen urd das C-
markierte Protein mit einem Phosphol mager
<« FABP | detektiert.

K: Die Kontrollreaktion mit tAla zegt die
Position des FABP; ohne: Redktion in Abwe-

senheit von Suppresor
tLys zeigt als einzige der eingesetzten tRNAs
eine deutliche Suppresson.

Enzymfraktion des verwendeten in vitro-Trandationsystems korreli ert somit Gberwiegend mit
einer fehlenden Suppressonsaktivitét der entsprechenden Transkripte. Im Falle von tLys ist
die Menge an aminoagylierter tRNA wahrscheinlich so gering, dald sie nur innerhalb des
Gesamtsystems nachweisbar ist. Innerhab des Gesamtsystems kann de etrem labile
Aminoacgylbindurg wahrend der Trandation in de sehr stabile Peptidbindurg umgewandelt
werden, wahrend innerhalb der S100-Enzymfraktion de Aminoacylierung der tRNA mit einer
relativ starken sportanen Deag/lierung der Aminoagyl-tRNA konkurriert.

Anhand @r Expresson von FABPapgs lasen sich de Suppessonsaktivitdten der
Transkripte der amber-Suppesr-tRNAs tSer, tTyr, tLeus.s, tLeus), tHis und tAla genauer

einstufen
Abb. 43
Vergleich der Suppessonseffizienz  von sechs
o © verschiedenen tRNA-Spezies im fraktionierten System
SSRGS anhand @r Expresson von FABPamss
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Gekoppedlte in vitro-Trandationsrektionen wurden wie
unter Material und Methoden beschrieben in An- und
Abwesenheit von in vitro Transkripten der sechs tRNA-
Spezes tSer, tTyr, tHis, tAla tLeus und tlLeug.s
durchgefuihrt. 12 pl einer jeden Re&tion wurden einer
SDS-PAGE unterworfen urd das *“C-markierte Protein
mit dem Phospholmager detektiert. Die Konzentration
der tRNAs betrug jeweil s 2 uM.

K: Kontrollresktion in Abwesenheit von Plasmid und
amber-Suppresor-tRNA; ohne: Reétion in
Anwesenheit von pHMFA zmpes aber ohne Suppressor-
tRNA.




124 Ergebnisse
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(untere der beiden Banden) berechneten Rate der tRNA-Selektion in Abhéngigkeit von der Konzentration.

Alle tRNAs zeigen eine nahezu lineare Zunahme der Rate der tRNA-Selektion. Das Transkript von tSer zeigt
von allen urtersuchten tRNAs die mit Abstand beste Suppresson.
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Rate der tRNA-Selektion
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Die Transkripte der amber-Suppresor-tRNAs, die sich in der 100-Enzymfraktion
aminoagylieren lieffen, wurden nun anhand der Expresson von FABPampgg untersucht
(Abb.43. Das Phosphdmage des Gels mit den wadhrend der gekoppelten
Transkription/Tranglation von pHMFA ampgs entstehenden Tranglationsprodulten zeigt, dald in
Abwesenheit von amber-Suppresor-tRNA ausschliefdlich das 78 Aminosauren lange
Terminationsprodulkt gebildet wurde. Die Anwesenheit der unterschiedlichen amber-
Suppresor-tRNA-Spezies tSer, tTyr, tLeug.s, tLeus), tHis oder tAla &ufl¥ert sich in einer mehr
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oder weniger starken Synthese von Suppressonsproduld (“full-length"-FABP). Ein gutes Mal3
fur die Suppressonsaktivitéat der einzelnen amber-Suppresor-tRNAs ist die ribosomale Rate
der tRNA-Selektion, de anhand des innerhab ener einzelnen Reaktion entstandenen molaren
Verhdltnisses zwischen Suppressons- und Terminationsprodult bestimmt werden kann (vgl.
Kap.5.1, Abb.11, S.73). Be alen tRNAs wadcst die Rate der tRNA-Selektion mit
zunehmender tRNA-Konzentration rehezu linea (Abb. 4). Séttigungseff ekte, wie noch bei
der Expresson von FABPampz iIm vorangegangenen Kapitel zu beobaditen, finden sich
wahrend der Expresson vOnFABPampgs Nicht. Deutlich wird nun, &3 de Aktivitét von tSer
wesentlich hoter ist as die der anderen tRNAS.

Fir alle untersuchten tRNAs ist die Kinetik der Bildung as Suppessonsproduktes bei der
Expresson von FABPampss annaternd linear

Wie schon fir die beiden Leucyl-tRNA-Spezies (vgl. Kap. 5.6.2,S.114f) kann auch fur die
Transkripte der amber-Suppressor-tRNA-Spezies tSer, tTyr, tHis und tAla ene Zunahme der
Rate der tRNA-Selektion im Verlaufe der Re&ktion gezeigt werden (Abb.45. Nad einer
kurzen Anlaufphase der Proteinsynthese, wie vor alen Dingen bei der starksten der
untersuchten amber-Suppresor-tRNAs tSer sichtbar ist, geht die Synthese des
Suppressonsproduktes in eine anndhernd lineae Phase liber. Es snd verschiedene Griinde fr

Abb. 45
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das verzogerte Einsetzen der Synthese denkbar. Anhand der beiden Leucyl-tRNA-Spezies
wurden verschiedene Vorgange, die sich auf der Ebene der tRNA-Molekile an Anfang der
Re&tion abspielen, charakterisiert (vgl. Kap. 5.6, S.104f). Diese Untersuchurgen zeigten
eindeutig, dal3 dbs verzogerte Einsetzen der Synthese nicht auf die Aminoacgylierung der
zugegebenen amber-Suppresor-tRNASs zurlickzufiihren ist. Es erscheint plausibel, dal3 das
verzogerte Einsetzen der Proteinsynthese mit der Bildung von mRNA am Anfang der
gekoppelten Transkription/Trandg ationsreektion zusammenhangt.

Die Zunahme der Rate der tRNA-Selektion belegt, da’ sich de Eigenschaften des Systems
hinsichtlich der Suppresson mit zunehmender Zeitdauer verbessern. Hierfir sind eine
Vielzahl von Grinden denkbar, beispielsweise @ne Zunahme der Konzentration an freiem
Magnesium, eine zunehmende Modifizierung der tRNAs oder ein Abnehmen der Aktivitat
von RF1 wahrend der Re&tion. Die @nzelnen Grinde sollen im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht erortert werden; die gezeigte Kinetik der Suppresson ist aber fur die
vorgenommenen Untersuchurmgen nu von Vortel, da sie sehr lange Redktionszeiten
ermdglicht, ohre dal? eine Séttigung erreicht wird. Zudem gibt das langsame Einsetzen der
Proteinsynthese Vorgangen Zeit, die sich am Anfang der Trandationsreaktion auf der Ebene
der tRNA-Molekile aspielen, beispielsweise Prozesserung und Aminoagylierung (vgl. Kap.
5.6.2,S.114f).

Die Aminoacylierung der amber-Suppessor-tRNAs Sgezies tSer, tLeug.s, tleus), tHis und
tAla ist wahrscheinlich nicht limitierend fir die gezeigten Suppessonsaktivitaten

Die Suppressonseffizienz einer amber-Suppressor-tRNA  beruht auf ihren strukturellen
Eigenschaften und reflektiert prinzipiell eine spezifische Suppressonsaktivitat der
Aminocacyl-tRNA. Die Konzentration der Aminoacyl-tRNA wiederum ist eine Funktion der
Konzentration der nicht aminoagylierten tRNA und der Aktivitét der entsprechenden
Aminocacyl-tRNA-Synthetase. Die Suppressonsaktivitét einer amber-Suppressor-tRNA
entspricht dann der Suppressonseffizienz, wenn de Amincacylierung der tRNA nicht
limiti erend fUr die Suppressonsaktivitét ist.

Fir die Transkripte der amber-Suppresor-tRNA-Spezies tSer, tTyr, tLeuss, tLeus), tHisund
tAla wurde nun de Kinetik der Aminoagylierung in der S100-Enzymfraktion des
Trandationsg/stem analysiert. tSer, tLeusus, tlLeus, und tAla zeigten de schnellste
Aminoacylierungskinetik (Abb.49. Bel diesen tRNAs wird bereits nach etwa vier Minuten
ein Platteauwert erreicht. Die Amincacylierung von tHis verlauft geringfligig langsamer; ein
Platteauwert wird aber auch hier schon rach ca acht Minuten erreicht. Einzig tTyr zeigt eine
wesentlich langsamere Kinetik der Aminocacylierung. Unter den in desem Kapitel
untersuchten amber-Suppresor-tRNAs ist tTyr die anzige tRNA, fir die ene grofere Rolle
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Abb. 46
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Aminoacylierung verschiedener T7-transkribierter amber-Suppressor-tRNAs in der S100-Enzymfraktion des
Tranglationssystems:

Die tRNAs wurden von BstNI-geschnittenen Plasmiden transkribiert, mittels denaturierender Gelelektrophorese
auf ein Nukleotid genau aufgetrennt und geleluiert. Zur Aminoacylierung wurden jeweils 5 uM Transkript mit
der entsprechenden ‘C-markierten Aminosiure éngesetzt. Zu verschiedenen Zeiten wurden den Reaktionen
Aliquots entnommen urd Gber TCA-Falung quantifiziert. Der jeweils hochste Mef3wert einer jeden Mefdreihe
entspricht 100% Aminoacyl-tRNA. Der Anteil der aminoacylierbaren Transkripte lag zwischen 1200 und 140(
pmol Aminoacgyl-tRNA pro Aeq des fiir die Aminoacyli erungsreaktion eingesetzten Transkriptes (vgl. Abb.27,
S.100).

des Anticodors bel der Aminoagylierung gezeigt wurde (Bedouelle 1990, Hou 1997. Dies
konnte ene Erklarung fur die langsamere Aminoagylierung von tTyr sein. Die Platteauwerte
der Aminoagylierung, die in den der gezeigten Abbildung zugrundeliegenden Versuchen
erreicht wurden, entsprechen AminoagyI-tRNA-Konzentrationen von dler 4 M.
Demgegenuiber lagen de wahrend der in vitro-Trand ationsre&ktion synthetisierten Mengen an
Protein bei der Expresson vonFABPampss unter 2,5 uM Protein in 90 Minuten, wobei unter
den gewdhlten Bedingungen nu ein kenerer Tell des gnthetisierten Proteins auf das
Suppressonsprodukt entfiel. Aus der hohen Aminoacylierungskapazitdt des Systems konrte
man folglich ableiten, dal3 de Aminoagylierung nicht limiti erend fir die Suppressonsaktivitét
der tRNAs ist. Fur die beiden Leucyl-tRNA-Spezies wurde en Einflul3 cer Amincacylierung
auf die Suppressonsaktivitét in einem der vorangegangenen Kapitel in der Tat ausgeschlossen
(vgl. Kap. 5.6,S.104f). Fur diese beiden amber-Suppresor-tRNA-Spezies konrte anhand
kinetischer Untersuchurngen gezeigt werden, dal3 Vorgange, die sich zu Beginn der
Trandationsresktion abspielen, keinen Einfluld auf die gezeigten Suppressonsaktivitéten
haben. Die Raten der Aminoagylierung liegen fir die tRNAs tSer und tAla aif einem
ahnlichen Niveau wie fur die beiden Leucyl-tRNAS, fur tHis nur geringfugig niedriger. Dies
&t vermuten, dal? de Amincacgylierung fur die gezeigten Suppressonsaktivitéten deser
Spezies ebenfal s nicht limiti erend ist.
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Eine Erhohung dr Aktivitat der Alanyl-tRNA-Synthetase innerhalb des in vitro
Trandationsgy/stems bewirkt kene Steigerung der Suppessonsaktivitat vontAla

Von den in der S100-Enzymfraktion aminoacyli erbaren amber-Suppresor-tRNAs zeigte tAla
die niedrigste Suppressonsaktivitdt. Um eine Limitation duch de Amincacylierung
aus<chliel3en zu kénren, wurde die Suppressonsaktivitat von tAla in An- und Abwesenheit

Abb. 47

Aminoacylierung von Alanyl-tRNA mit aufgereinigter Alanyl-
tRNA-Synthetase (ARS) aus Thermus thermophil us bzw. mit der
S100Enzymfraktion des Trandationsg/stems:

tRNA wurde wie unter Material und Methoden beschrieben mit
1C-Alanin aminoagyliert. Zu bestimmten Zeiten wurden den
Re&tionen Aliquots entnommen, die tRNAs mit kalter TCA
prazpitiert und de falbare Radioaktivitat mittels Szintill ations-
zéhlungquantifiziert.

S100: S100-Enzymfraktion des Trandationsystems; ARS:
Alanyl-tRNA-Synthetase

Die Aktivitdt der eingesetzten ARS kann anhand der
Zeit [min] Aminoagylierungder Alanyl-tRNA nachgewiesen werden.
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zusétzlicher Mengen an Alanyl-tRNA-Synthetase (ARS) untersucht. Wenn de
Amincacylierung von tAla keinen fir die Suppresson limiti erenden Faktor darstellte, sollte
die Zugabe zusdtzlicher ARS in das Trandationss/stem nicht zu einer Zunahme der
Suppressonsaktivitét von tAla fuhren. Die Aktivitét der fir die Versuche verwendeten ARS
wurde in Amincacyli erungsversuchen mit der Aktivitét an ARS verglichen, de in der S100-
Enzymfraktion des Trandationss/stems bereits vorhanden war (Abb.47. Die zur Verfligung
stehende Préparation an ARS zeigte ane fur die geplanten Versuche ausreichende Aktivitét.

Abb. 48

Einflud der Zugale von Alanyl-tRNA-Syn-
A B thetase (ARS) aus Thermus thermophilus
auf die Suppesdonsaktivitat vontAla:

Anhand der Expresson von FABPampse
wurde untersucht, ob de Aktivité der
Alanyl-tRNA-Synthetase innerhalb  des
Trandationsg/stems maglicherweise limi-
tierend fir die Suppressonsaktivitdt von
tAla ist. in vitro-Trandationsrestionen
wurden in Anwesenheit steigender Mengen
‘ ‘ ‘ ‘ von ARS durchgefiihrt. 12 pl-Aliquots ei-
ner jeden Reaktion wurden einer SDS-Page
0 04 08 0 02 04 06 08 | erworfen, das ““C-markierte Protein mit
ARS [UM] ARS [uM] dem Phospol mager detektiert und mit Hilfe
des Programms ImageQuant quantifiziert.
A: Phospholmage des Gels. Sup: Suppressionsprodukt, Term: Terminationsprodukt. B: Darstellung der
Suppressonsrate in Abhéngigkeit von der ARS-Konzentration.
Die Zugabe asitzlicher Alanyl-tRNA-Synthetase in das System flhrt nicht zu einer Steigerung der
Suppressonsrate. Die Aktivitat der Alanyl-tRNA-Synthetase (ARS) ist offensichtlich nicht limitierend fir die
Suppressonsaktivitdt von tAla. Die fur tAla emittelten Suppressonsraten reflektieren somit die
Suppressonseffizienz der tRNA.
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Hiernach wurden in vitro-Trandationsreaktionen mit steigenden Mengen an ARS
durchgefuihrt, wobei Mengen eingesetzt wurden, de die Aktivitdt der schoninnerhalb des
Trandationss/stems vorhandenen ARS Ubertrafen. Die Anwesenheit zusétzli cher Aktivitéten
von ARS wahrend dber in vitro Suppresson fihrte nicht zu einer Steigerung der
Suppressonsaktivitét von tAla (Abb.48. Die Aminoagylierung ist somit nicht limiti erend fr
die Suppesson. Die von tAla gezeigte Suppresgonsaktivitdt entspricht der
Suppressonseffizienz der tRNA.

Die Aktivitdten der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen fir Serin und Histidin liegen auf einem
vergleichbaren Niveau wie die der Alanyl-tRNA-Synthetase. Das Ergebnis des beschriebenen
Versuchs ist somit ein weiters Indiz dafir, dal3 auch im Fall von tSer undtHis, wie schon fur
tAla und auch fir die beiden Leucyl-tRNA-Spezies gezeigt, die Aminoagylierung nicht
limiti erend fUr die Suppressonist.

Durch eine Erhohung dr Aktivitat der Phenylalanyl-tRNA-Synthetase innerhalb des
Trandationsgystems kann atwch tPhe unter Bedingungen urtersucht werden, bei denen de
Aminoacylierung richt limitierend fir die Suppessonist

Fur Phenylalanyl-tRNA aus Escherichia coli wurde gezeigt, da? der Austausch des
"Wildtyp"-Anticodors GAA gegen CUA zu einer drastischen Erniedrigung des Kga/Ky-
Wertes der Aminoagylierung um mehr als Faktor 1000fthrt (Peterson undUhlenbeck 1992.
Das Transkript der amber-Suppressor-tRNA tPhe aus Escherichia coli war in der S100
Enzymfraktion des Tranglationss/stems auch nicht aminoacylierbar. Folgerichtig zeigte es

Abb. 49

EinfluR dr Zugake von Phenyl-
alanyl-tRNA-Synthetase (FRS) auf
die Suppessonsaktivitéat von tPhe:
Der Einfluld von FRS auf die Sup-
pressonsaktivitdt von tPhe wurde
anhand der Expresson von
FABPAmpgg Untersucht. Gekoppelte
in vitro-Transl ationsre&ktionen
wurden mit steigenden Mengen von
FRS durchgefiihrt. 12 pl-Aliquots
einer jeden Reation wurden einer
FRS [u] SDS-PAGE  unterworfen  urd
0 05 2 34 das *‘C-markierte Protein mit dem
FRS [u] Phosphol mager detektiert.
A: Phospholmage des Gels.
B: Die Bandenintensitdten aus A wurden mit Hilfe des Programms ImageQuant quantifiziert. Aus den
ermittelten Werten wurde unter Beriicksichtigung der "Read through'-Rate in Abwesenheit von Suppressor-
tRNA die Suppressonsrate berechnet und in Abhangigkeit von der FRS-Menge dargestellt. Die Werte wurden
aus zwei verschiedenen Gelen gemittelt.
Die Zugabe ausétzlicher Phenylalanyl-tRNA-Synthetase (FRS) in das Trandationssystem fihrt zu einer nur
deutlich nachweisbaren Suppressonsaktivitdt von tPhe. Ab einer bestimmten Synthetasemenge wird ein
Platteauwert erreicht, der die Suppressonseffizienz von tPhe reflektiert.
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auch keine nachweisbare Suppressonsaktivitéat innerhalb des Trandationsg/stems. Die
mangelnde Aminoacgylierung von tPhe innerhadb der S100-Enzymfraktion des
Trandationsgystems fuhrte zu der Schluf¥olgerung, da? de Aminocacylierung den fir die
Suppresson limitierenden Faktor darstellte. Die Zugabe zusétzlicher Phenylaanyl-tRNA-
Synthetase (FRS) in das Trandationsg/stem sollte somit zu einer nadweislichen
Suppressonsaktivitét von tPhe flhren. Dies war tatsachlich auch der Fall. Eine Zugabe von
FRS in das Trandationss/stem fuhrte zu einer deutlich nachweisbaren Suppresson duch
tPhe. Bel einer bestimmten Menge an FRS erreichte die Suppressonsrate énen Plateauwert
(Abb.49. Die dsolute Synthese an Protein nahm all erdings mit zunehmender Menge an FRS
ab. Es bleibt unKkar, worauf dies zurtckzufihren ist. Moglicherweise wirken de gewaltigen
Mengen an bendtigter Synthetase oder eventuell vorhandene Unreinheiten in der Préparation
des Enzyms inhibierend auf die Proteinsynthese. Die Relationen zwischen Suppressons- und
Terminationsprodult ergeben sich aus der Kompetition zwischen amber-Suppresor-tRNA
und RF1. Sie sollten somit durch de @solute Ausbeute an Protein - in desem Fall durch das
Abfallen der Proteinsynthese mit zunehmender FRS-Menge - nicht bednfluf® werden. Man
kann somit annehmen, dal3 der Platteauwert der Suppressonsrate die Suppressonseffizienz
vontPhe reflektiert.

Abb. 50

- Vergleich der Suppressionseffizienz von tPhe mit der

2 15 anderer amber-Suppressor-tRNAS:
> 1,2 Die Suppressonseffizienz von tPhe wurde in Relation
g g zur Suppressonseffizienz anderer, schon in den vor-
<@ 091 hergehenden Kapiteln urtersuchten amber-Suppressor-
E 3 06 tRNAs ermittelt. Gezegt sind die Mittelwerte aus je
0 T zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Redktio-

& 43 I [ nen mit je 1 uM tRNA.
Q i *: Im Falle von tPhe wurde die Rate der tRNA-
g 00 ; ; Selektion in Anwesenheit einer séttigenden Menge an
R & O @ 3 FRS aus T. th. bestimmt (vgl. Abb.49, S.129).
¥ P © RS tLeUg.s, tLeus, tHis und tAla zégen die ewarteten
37 X 6 5): g
L Relationen in der Rate der tRNA-Selektion. Die Rate
tRNA der tRNA-Selektion liegt fir tPhe awischen der von
tHisund tLeus,.

In weiteren Versuchen wurde die Suppressonseffizienz von tPhe in Relation zu der anderer
amber-Suppresor-tRNA-Spezies bestimmt. Die Suppressonsaktivitéaten von Transkripten der
amber-Suppresor-tRNAs tLeugs, tLeus), tHis und tAla zeigten de aifgrund friherer
Versuche ewarteten Relationen urtereinander. Die Suppressonseffizienz von tPhe lag
zwischen der vontLeugs) undtHis (Abb.50.
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Die relativen Effizienzen der amber-Suppressor-tRNAs tSer, tTyr, tLeug.s, tLeugs), tHis, tAla
und tPhe

Die Raten der tRNA-Selektion fir eine bestimmte tRNA-Spezies waren in urterschiedlichen
Lysataufarbeitungen extrem verschieden. In manchen Lysataufarbeitungen entfiel der grofte
Tell an synthetisiertem Protein auf das Suppressonsprodult, in anderen Aufarbeitungen auf
das Terminationsproduk. Beispielsweise lagen de Raten der tRNA-Selektion fur den
starksten urtersuchten amber-Suppresor tRNAS A (tSer (su*y)) je nach Lysataufarbeitung
zwischen 0,5 und 3,5Dies entspricht Suppressonsraten zwischen 33 und78 Prozent (vgl.
Abb.5). Im Unterschied zu den absoluten Raten der tRNA-Selektion, de je nad
Lysataufarbeitung sehr stark schwankten, scheinen de Relationen zwischen den
Suppressonseffizienzen der  verschiedenen  tRNA-Spezies in  unterschiedlichen
Aufarbeitungen nahezu identisch zu sein. Beispielsweise ist in allen Aufarbeitungen tSer der
effizienteste undtAla der schwadste Suppresor.

Abb. 51
A B
30
[
2 @tSer 25
E) EtTyr QE‘) 20 | %%
(%.) g Etsu+6 E = 7%
Z5 Otleus) ¢ 2 /
<3 , 22 10 /
g = NtHis ® %
@ OtAla S 5] % ’—I—‘
§ O h é T T T |-=-| T = T |_|
tSer tTyr tsu+6tLeu(5)tHis tAla tPhe

Vergleich der relativen Effizienz der Transkripte von sieben ver schiedenen amber-Suppressor-tRNA-Spezies:

A: Die Raten der tRNA-Selektion fir die Transkripte der amber-Suppressor-tRNAs tSer, tTyr, tLeug,, tLeus),
tHis und tAla (jewells von links nach rechts) in verschiedenen Lysataufarbeitungen. Die Raten der tRNA-
Selektion wurden anhand der Expresson von FABPamgs ermittelt.

a, b, ¢, d: verschiedene Aufarbeitungen von Lysaten; tSer: tRNA® cya (SUy), tTyr  tRNAY cya (SU'3), tsu+6
(=tLeUgus): tRNA"cya (SU'6), tLeus) tRNAS o, tHis tRNAMS,, tAla: tRNAM A, tPhe: tRNAT S 4.
Wéhrend die asoluten Raten der tRNA-Selektion fur eine bestimnte amber-Suppresor-tRNA-Spezes in
verschiedenen Lysataufarbeitungen sehr unterschiedlich ausfalen, dhneln sich die Relationen zwischen den
einzdnen Spezes innerhalb der verschiedenen Aufarbeitungen. Beispielsweise ist immer tSer der effizienteste
und tAlader schledchteste Suppresor. Die @nzige tRNA, die von diesem Muster starker abweicht, ist tTyr.

B: Die Tatsache, dai sich die Relationen zwischen den einzenen amber-Suppressor-tRNA-Spezes innerhalb
der verschiedenen Aufarbeitungen dhneln, ermdglicht die Angabe aner fir jede amber-Suppressor-tRNA
spezfischen Kenngoli, der relativen Effizienz @ner amber-Suppresor-tRNA. Diese ist unabhéngig von den
Eigenschaften der jewelligen Aufarbeitung urd gibt die Suppressonseffizienz d@ner bestimmten amber-
Suppresor-tRNA-Spezes im Verhdltnis zu tAla ax. Bei der Ermittlung der relativen Effizienz der
verschiedenen amber-Suppresor-tRNAs diente die mit tAla ezielte Rate der tRNA-Selektion als Standard.
Diese Rate wurde fir jede Aufarbeitung deich 1 gesetzt. Die relative Effizienz entspricht somit dem Quotienten
aus der fur die jeweilige amber-Suppresor-tRNA in einer bestimmten Lysataufarbeitung ermittelten Rate der
tRNA-Selektion urd der Rate der tRNA-Selektion von tAlain der gleichen Aufarbeitung

Die in B gezdgten relativen Effizienzen sind Mittelwerte aus den in A gezegten Lysataufarbeitungen. Einzig
tPhe wurde in nur einem Lysat untersucht.
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Hiervon weicht nur tTyr ab. Die Rate der tRNA-Selektion vontTyr ist in manchen Lysaten so
hoch wie die von tLeug.s, IN anderen liegt sie unter der von tHis. In den vorangegangenen
Kapiteln war tTyr die enzige amber-Suppressor-tRNA, fir die ene Limitation der
Suppressonsaktivitéat durch de Aminoacylierung nicht ausgeschlossen werden konrte. Die
Schwankurgen der Rate der tRNA-Selektion von tTyr in unterschiedlichen
Lysataufarbeitungen konrten ein Indiz dafir sein, dal3 de Aminocacylierung far die
Suppressonsaktivitét von tTyr in manchen Aufarbeitungen eventuell einen limiti erenden
Faktor darstellt.

Der Eindruck, da3 de Relationen zwischen den Raten der tRNA-Selektion im wesentli chen
nicht von der Aufarbeitung des jeweili gen Lysates abhéngig sind, wird duch de Einfihrung
einer fur jede amber-Suppresor-tRNA spezifischen Kenngrof¥e bestétigt, die unabhéngig von
den Eigenschaften der jewelligen Aufarbeitung des Lysates ist, der relativen Effizienz
(Abb.51B). Die fur die enzelnen amber-Suppresor-tRNA-Spezies aufgefiihrten relativen
Effizienzen stellen Mittelwerte aus mehreren verschiedenen Lysataufarbeitungen dar. Die
Standardabweichung von desen Mittelwerten ist mit Ausnahme von tTyr fir die meisten
amber-Suppresor-tRNA-Spezies relativ gering. Der effizienteste Suppressor ist tSer, deren
relative Effizienz Gber 20 mal so groRist wie die vontAla

Der Terminationsfaktor RF1 bewirkt eine starke Inhibition der Suppesson

Warum sind de @soluten Raten der tRNA-Selektion in  urterschiedlichen
Lysataufarbeitungen so verschieden, wéhrend de Relationen zwischen den einzelnen amber-
Suppresor-tRNA-Spezies gleich beiben? Als mogliche Ursache kommt wahrscheinlich am

ehesten der Terminationsfaktor RF1 in Frage. Innerhalb des in der vorliegenden Arbeit
Abb. 52

EinfluB von RF1 aus Thermus
thermophilus auf die
Suppessonin FABPypgs
Die Kompetition der Suppres-
sion durch RF1 wurde anhand
der Expresson von FABPampse
in  Anwesenheit der  effi-
Zientesten  amber-Suppressor-
tRNA tSer untersucht. Hierzu
wurden gekoppelte in  vitro-
Trandationsreationen in An-
und Abwesenheit von RF1 aus
0 01 03 1 0 01 03 1 Tgrerrr]msD_thelr(mopHIus. durch-
RF1 [uM gefuhrt. Die Konzentration von
RF1 [pM] M) tSer betrug 1 uM.

A: Phospholmage des Gels. Sup: Suppressonsprodukt, Term: Terminationsprodukt. B: Die Intensitéten der
Banden von Suppressons- und Terminationsprodukt aus A wurden quantifiziert und zur Berechnungder Rate
der tRNA-Selektion herangezogen.

In Abwesenheit von RF1 entféllt der grof¥e Teil der Synthese auf das Suppressonsprodukt. Die Anwesenheit
von RF1 &ufZert sich in einer starken Abnahme an Suppressonsprodukt.
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verwendeten fraktionierten Systems fammen Ribosomen und RF1 aus unterschiedlichen
Fraktionen. Die grof¥en Aktivitéten von RF1 finden sich in der S100-Enzymfraktion (Tate
WP, mindiche Mitteillung). Wie sehr Schwankurgen in der Aktivitdt von RF1 zu einer
Beanflusaung der tRNA-Selektion fuhren kénren, zeigt ein Kompetitionsversuch zwischen
tSer und RF1 (Abb.52. Esist somit durchaus wahrscheinlich, dal3 de extremen Unterschiede
in den absoluten Raten der tRNA-Selektion auf Schwankungen in der Aktivitdat von RF1 in
unterschiedli chen Lysataufarbeitungen zuriickzuftihren sind.

Anhand @ Expresson eines weiteren Proteins, RBD ampa3, konren de bel der Expressonvon
FABPambss gezeigten Relationen zwischen den Supjpessonseffizienzen der amber-Suppessor-
tRNAs tSer, tLeug.s, tLeus), tHis und tAla bestétigt werden - die Suppessonsaktivitat von
tTyr steigt dagegen au das Niveau von tSer

Die Suppressonsaktivitéten der amber-Suppresor-tRNASs tAla und tPhe wurden bereits in
Anwesenheit sdttigender Mengen der  entsprechenden  Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
untersucht. Fur die beiden Leucyl-tRNA-Spezies tLeugss und tLeus konrte anhand

Abb. 53
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Geloppelte Transkription/Trandation von pHMRBDamnsz in An- und Abwesenheit von Transkripten ver-
schiedener amber-Suppesor-tRNAS:

Die Suppressonseffizienz der amber-Suppresor-tRNAs tSer, tTyr, tLeug.s (tsu+6), tLeus), tHis und tAla
wurde anhand der Expresson eines weiteren Proteins, RBD sz, Untersucht. Gekoppelte in vitro-Trandlationsre-
aktionen wurden wie unter Material und Methoden beschrieben in An- und Abwesenheit unterschiedlicher Men-
gen der Transkripte der einzenen amber-Suppresor-tRNA-Spezes durchgefiihrt. 12 pl einer jeden Reéktion
wurden einer SDS-PAGE unterworfen urd das **C-markierte Protein mit dem Phospholmager detektiert. Die
Intensitdten der Banden von Suppressons- und Terminationsprodukt wurden mit Hilfe des Programms Image-
Quant quantifiziert und fur die Berechnungder relativen Effizienz herangezogen. Bei der Ermittlung der relati-
ven Effizienz der verschiedenen amber-Suppresor-tRNAs wurde die mit tAla ezielte Rate der tRNA-Selektion
gleich 1 gesetzt.

A: Phospholmage énes Gels. Sup: Suppresgonsprodukt, Term: Terminationsprodukt; K: Reéktion ohne Plas-
mid-Matrize, ohne: Expresson von pHMRBD pmna3 in Abwesenheit von Suppressor.

B: Graphische Auftragungder anhand der Expresson von RBD a3 fUr jede tRNA-Spezes ermittelten relati-
ven Effizienz.

In dem hier verwendeten System sind de Suppressonsraten offensichtlich sehr niedrig. Dennoch entsprechen
die relativen Effizienzen der einzdnen tRNAs bel der Expresson von RBDamysz in etwa denen bei der
Expresson von FABPampse, Mit €iner Ausnahme: tTyr zeigt relativ zu den anderen amber-Suppressor-tRNAs
nuneine wesentli ch hthere Effizienz.




134 Ergebnisse

ausfuhrlicher  kinetischer  Untersuchurgen  eine  Limitierung der  gemessenen
Suppressonsaktivitdten duch de Aminoag/lierung ausgeschlosen werden. Die
Aminocacgylierung der tRNAs tSer und tHis verlief mit dhnlicher Geschwindigkeit wie die
Aminoagylierung der erwahnten tRNAS tAla, tLeug.s und tLeus). Auch fir diese beiden
tRNAs war somit die Aminoag/lierung sehr wahrscheinlich nicht limitierend fir die
Suppresson.

Einzig im Falle vontTyr blieben Zweifel. Die Kinetik der Amincacyli erung verlief wesentlich
langsamer als die der anderen amber-Suppresor-tRNAs.  Die  gemessenen
Suppressonsaktivitéten waren in urterschiedlichen Lysataufarbeitungen extrem verschieden.
Aus diesem Grundwurde an anderes Protein in de Untersuchungen miteinbezogen. Von dem
Protein RBD (die RAS-Bindende Doméne des RAS-bindenden Proteins) wurde durch die
EinfUhrung eines amber-Codors an Aminosdurepaosition 43 eine entsprechende amber-
Mutante hergestellt. Wahrend der gekoppelten Transkription/Trandlation des entsprechenden
Plasmids pRBDampnsz zeigten de Transkripte der amber-Suppressor-tRNA-Spezies tSer,
tLeuss, tLeuw), tHis und tAla relative Effizienzen, die denen wahrend der Expresson von
FABPampbss Vergleichbar waren (vgl. Abb.53 mit Abb.51, S.131). Die a@nzige Ausnahme
macdhte tTyr, die nun eine in Relation zu den anderen amber-Suppresor-tRNAs wesentlich
hohere Aktivitét zeigte (Abb.53. tTyr erreichte in RBDamps3 €ine Suppressonsaktivitét, die
mit der vontSer vergleichbar war.

FABP RBD
Term "full -lenght" Term "full -lenght"
Serin 5 6 3 4
Tyrosin 1 2 0 0
Leucin 4 9 4 10
Histidin 0 2 0 9
Alanin 3 5 1 5

Tab.18 Anzahl der Reste ausgewahlter Aminosauren in den Proteinen
FABP und RBD sowie in den Terminationsprodukten der entsprechenden
amber-Varianten FABPayngs b2Ww. RBD gmnas (Term: Terminationsprodukt;
"full -length": voll sténdig trand atiertes Protein)

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Proteinen FABP und RBD ist, dal3 RBD kein
Tyrosin enthédlt (vgl. Tab.18. Eine Mdglichkeit fur die bei der Expresson von RBDampas
gegenuber der Expresson von FABPamnss erhdhte Suppressonsaktivitét von tTyr konrte
somit sein, dal3 de in vitro transkribierte amber-Suppressor-tRNA tTyr neben dem amber-
CodonUAG auch eines der beiden Tyrosin-Codors UAC undUAU lesen kann. Die Fahigkeit
zur Ausbildung solcher Fehlpaaungen wurde fiir tRNA™ gua aus Nicotiana gezeigt. Diese
tRNA kann, abhéngig vom Grad der Modifikation des Anticodors, neben den Tyrosin-Codors
UAC undUAU auch de Terminations-Codors UAG und UAA lesen (Zerfal3 undBeier 1992,
Schill und Beier 1994). Eine andere, einfachere Erklarung fir die bei der Expresson von
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RBDambaz erhdhte Suppressonsaktivitét von tTyr waére, dald wahrend der Trandation von
RBD fur die Aminoagylierung von tTyr eine niedrigere Aktivitdt der Tyrosyl-tRNA-
Synthetase ausreichend ist. Da RBD keine Tyrosin-Codors enthdlt, missen de "Wildtyp"-
Tyrosyl-tRNAs wahrscheinlich nicht so hdufig aminoagyli ert werden. Dies kdnrte bedeuten,
da’ mehr Synthetasekapazitat fur die Aminoagylierung von tTyr zur Verfigung steht. Die
Ursache fir die bel der Expresson von RBDampas erhdhte Suppressgonsaktivitdt von tTyr ist
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr zu Karen. Auf jeden Fal zeigen de
Untersuchungen an RBDampas, dal3 tTyr unter bestimmten Bedingungen dazu in der Lage ist,
hervorragende Suppressonsraten zu erzielen.



