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Elektrophoretisehe Mobilitiit 
aktiver l~schericMa coli-Ribosomen in Polyacrylamidgelen* 

Von 

K. Bauer** und E. Kiiehler 

Aus dem Institut fiir Biochemie der Universit~t Wien, 0sterreieh 

Mit 1 Abbildung 

(Eingegangen am 1~. Jun i  1974) 

Electrophoretie Mobility o] Active Escherichia Coli Ribosomes 
on Polyacrylamide Gels 

70 S Eseheriehia coli ribosomes are separated into ~hree 
bands by eleetrophoresis on polyacrylamide gels. Active 
ribosomes containing [3sS]fMet-tt~NA~e~ at the donor site 
or [aI-I]Val-tRNA at the acceptor site comigrate with both 
main bands. 

Untersuchungen der Proteinzusammensetzung yon l~ibosomen 
des Bakteriums Escherichia coli haben gezeigt, dag die nach den lib- 
lichen Methoden erhaltenen Ribosomenpr~iparationen ein Gemisch 
verschiedener Species darstellen ~-~. Einen ersten Hinweis auf eine 
funktionelle Heterogenit/~t lieferte die Tatsaehe, dal3 in vitro nur ein 
kleiner Teil der Ribosomen eines Bakterienhomogenates ak~iv an der 
Proteinbiosynthese beteiligt ist. Die strukturelle Heterogenit/~t der 
Ribosomen wird am besten dutch die elektrophoretische Auftrennung 
yon Ribosomen an Polyacrylamidgelen veranschaulicht, wie sie yon 
Dahlberg et M. 5 und yon Talens et al. ~, ~ besehrieben worden ist. Dutch 
das hohe Aufl6sungsverm6gen dieser Technik konnte gezeig~ werden, 
da]3 70 S-Ribosomen sowie 50 S- und 30 S-Untereinheiten dutch Poly- 
acrylamidgel-Elektrophorese in mehrere Bunden aufgespalten wer- 
den k6nnen. Diese I-Ieterogenit~t k6nnte sowohl auf strukturelle Unter- 
schiede, bedingt durch verschiedene Proteinzusammensetzungen, als 
auch auf Un~erschiede in den Konformationen zuriickzu~iihren sein. 
Versehiedene Befunde, wie die Abh/~ngigkeit der elektrophoretischen 

* Herrn Prof. Dr. Otto Ho/fmann.Ostenho] zum 60. Geburtstag gewidmet. 
** Gegenw~rtige Adresse: I. Medizinische Universit/~tsklinik, Lazarett- 

gasse 14, A-1090 Wien, 0sterreieh. 

63* 



988 K. Bauer und E. Kiiehler: 

Mobilitgt yon der Salzkonzentration, die Effekte thermiseher Vor- 
behandlung und das Verha[ten in der Gelgradienten-Elektrophorese, 
deuten darauf hin, dag Konformationsunterschiede dabei eine wesent- 
liehe Rolle spielen v. 

Messung des Tritiumaustausches w/~hrend der Translokation und 
Verschiedenheiten im Dissoziationsverhalten s, 9 zwisehen t~ibosomen, 
die Aminoacyl-tI~NA in der Donorstelle, und solehen, die Aminoaeyl- 
tRNA in der Akzeptorstelle enthalten, weisen auf Konformations- 
gnderungen des I~ibosoms w/ihrend der einzelnen Sehritte der Protein- 
biosynthese hin. In  der vor]iegenden Arbeit soll untersucht werden, 
in welehen Banden eines Elektropherogramms von Ribosomen sich 
die aktiven !~ibosomen befinden. Waiters soll mit Hilfe der Elektro- 
phorese festgestellt werden, ob ein Untersehied in der Konformation 
der I~ibosomen besteht, je nachdem, ob Aminoaeyl-tl~NA an die Donor- 
oder an die Akzeptorstelle gebunden ist. Dieses Problem wurde sehon 
yon anderen Autoren s, 9 mit Hilfe yon Zentrifugation im Saeeharose- 
Diehtegradienten untersueht. Demgegeniiber hat die elektrophoreti- 
sehe Methode den Vorteil einer besseren AufiSsung; auBerdem warden 
Zentrifugationsartefakte, die dureh druekinduzierte Dissoziation her- 
vorgerufen werden k6nnen 1~ vermieden. 

Als Modellsysteme wurden ribosomale Initiationskomplexe hergestellt, 
die 35[S]fMet-tRNA~Met in der Donorstelle gebunden haben, und deren 
elektrophoretisehe Mobilit~t mit jener yon ribosomalen Komplexen, 
die [sH]Val-tRNA in der Akzeptorstelle enthalten, vergliehen. 

Mate r ia l  und  M e t h o d e n  

Bindungspuffer: 50 mMol KC1, l0 mMol NH4C1, 0,I Mol Tris-HC1 
pi t  7,4, 6 mMol Mercapto~thanol, 5 mMol Magnesiumacetat ad 1 I. Pri~- 
inkubierte Ribosomen aus E. coli D I0 (14) wurden mittels Zentrifugation 
dutch l~-Saccharose-L6sung in Bindungspuffer gereinigt. [3H]VM-tRNA 
wurd~ mi~ [3I-I]L-Valin (Amersham), spezif. Aktivit•t 31,6 Ci/mMol, prg~- 
pariert. Spezifische Aktivit/it des Endproduktes 4,3 • 107 Ipm/mg tRNA. 
[35S]fMet-tI{NA wurde mit [35S]Methionin (Amersham), Spezif. Aktivitat 
130Ci/mMol, prapariert. Spezif. Aktivit/~t zur Zeit der Verwendung 
5,3 • l07 Ipm/mg tl~NA. Elongationsfaktor T (Gemisch yon Tu und Ts) 
wurde nach Gordon et al. 15 isoliert. Poly (A, G, U) yon Boehringer Mann- 
heim hatte eine Sedimentationskonstante von 6--8 S. 

[3g]Val-tRNA-Ribosomen-Komplexe 

Die Bindung yon Val-tRNA an Ribosomen erfolgte nach einer Modi- 
fikation der Methode yon Gupta et al. 1~ 

Ansatz A enthielt in Bindungspuffer: GTP 0,4mMol/1, l~ibosomen 
4,7 nag/m], Poly(A, G, U) 0,15 mg/ml, tRNA (ungeladen) 0,36 mg/ml. 
Die L6sung wurde 10 Min. bei 37 ~ inkubiert und auf 0 ~ abgektihlt. 
Ansatz B enthielt in Bindungspuffer: GTP 0,012mMol/1, Elongations- 
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faktor T 9 tzg/ml, [3H]Val-tRNA 0,28 mg/ml. Es wurde 5 Min. bei 37 ~ 
inkubiert und  auf 0 ~ abgekfihlt. 

Ansatz A und B wurden im Verh/iltnis 3 : 2 (v/v) gemiseht und 20 Min. 
bei 0 ~ gehalten. Anseblielaend inkubierten wir 10Min. bei 20 ~ und 
k/ihlten die Probe sofort wieder auf 0 ~ Danach wurde die Magnesium- 
ionen-Konzentration auf I0 mMol/1 erh6ht und die Probe weitere 10 Min. 
bei 0 ~ gehalten. Alle weiteren Schritte erfolgten bei 0~ ~ 

[35S]fMet-tRNA-Ribosomen-Komplex 

Die Herstellung der [35]fMet-tRNA-Ribosomen-Komplexe erfolgte 
analog wie oben besehrieben, wobei zu Ansatz B an Stelle der [3H]Val- 
tRNA 0,022 mg/ml [a5S]fMet-tRNA zugesetzt und die ungeladene tRNA 
in Ansatz A weggelassen wurden. 

Puromycin-Realction 

Zur lJberpr/ifung der Reaktivits  mit Puromyein wurden aliquote 
Teile der oben besehriebenen Aminoaeyl-tRNA-Ribosomen-Komplexe 
verwendet. 50 izl der L6sung des [3H]Val-tRNA-Ribosomen-Komplexes 
und 25 ~zl der LSsung des [asS]fMet-tRNA-Ribosomen-Komplexes wurden 
mit  Puromyein bis zu einer Endkonzentrat ion yon 2 mMol/1 versetzt. 

Naeh einer Inkubat ion yon 10 Min. bei 20 ~ wurden die Proben mit  
2 ml eiskaltem Bindungspuffer, die 50 mMol KC1, 10 mMol Ntt4C1, 0,1 lVIol 
Tris/HC1 pH 7,4:, 10 mMol Magnesiumacetat und 6 mMol Mereapto/~thanol 
ad 11 enthielten, verd/innt, langsam dureh Milliporefilter filtriert und letztere 
3maI mit  je 3 ml desselben Puffers gewaschenlL Naeh d er Troeknung 
z/~hlten wir die Filter im Toluol-Szintillator. 

Gradienten- Zentri/ugatio~ 

Die [3H]VaI-~RNA-Ribosomen-Komplexe und die [~sS]fMet-tRNA- 
Igibosomen-Komplexe wurden auf separaten Gradienten gereinigt. Genau 
10 Min. naeh Zugabe yon Ribonuklease A (0,I ~zg/ml) wurden je 0,5 ml 
des Inkubationsgemisches auf einen 5 ml Saccharose-Gradienten (5--20o/o 
g/g in Bindungspuffer) gelegt, der dritte Gradient mit 70,5-Ribosomen 
als Vergleichsprobe besehiehtet und 3 Stdn. bei 33 000 U/Min. zentrifu- 
giert (Beckman Rotor SW 50). Die Position der 70 S-Ribosomen wurde 
dureh Messung des Extinktionsprofils des Vergleichsgradienten bestimmt. 
Danaeh erfolgte Teilung der fibrigen Gradienten in Fraktionen zu je 0,3 ml 
und Bestimmung des Radioaktivitgtsprofils. Die Fraktionen aus der 70 S- 
Region wurden fiir die weiteren Untersuehungen verwendet. 

Ele/ctrophorese 

Aerylamid (Merck) wurde dutch Umkristallisieren aus CHC13 gereinigt. 
Polyacrylamidgele wurden naeh Loenig is hergestellt, Durehmesser 5 ram, 
L~nge 100ram, die Gelkonzentration betrug 3,5%. Elektrophoresepuffer: 
50 mMol Tris-Aeetat pH 7,0, 74 mMol Ammoniumaee~at, 10 mMol Magne- 
siumaeetat ad 1 1. Eine Umw/ilzanlage zwisehen Kathoden- und Anoden- 
gef/~13 garantierte konstanten pt t -Wert  w/ihrend der Elektrophorese. Zu- 
n/~ehst wurde eine Prgelektrophorese 60 Min. bei 8 mA/Gel, 100 V und 
4 ~ durehgef/ihrt. Kurz vor dem Auftragen der Proben auf die Gele er- 
folgbe die Misehung der bis zu diesem Punkt  getrennt pr/~parierten ribo- 
somMen [aH]Val-tl~NA- und [:~5S]fMet-tRNA-Komplexe. Dabei wurde 
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das Mischungsverh/~ltnis mit 50:3  (v/v) so gew/ihlt, dal~ !Viessung und 
Auswertung der Doppelmarkierung in einem optimalen Bereieh erfolgen 
konnte. Die Bauer der Elektrophorese war 24 Stdn. bei 8 mA/Gel, 100 V 
und 4 ~ Die Messung des Profils der Ex~inktion bei 260 nm im Gilford- 
Spektrophotometer ergab die Basis ffir die Zuordnung der Radioaktivit~t 
zu bestimmten ribosomalen Partikeln. Danach wurden die Gele gefroren, 
geschnitten, und jedes Scheibchen (1 mm Dicke) einzeln ira Szintillator- 
fl~schehen mit 0,3 ml 4M-NHs 3 Stdn. bei 50 ~ inkubiert. Der Ammoniak 
wurde fiber Naeht abgedampft und die Radioaktivit/~t in Triton-Toluol- 
Szintillator bestimrat. 

Tabelle 1. 
Wirkung yon Puromycin au] Aminoacyl-tRNA-Ribosomen-Komplexe. 
Puromyeinkonzentration im Ansatz 2 m~-, Inkubation 10 Min. bei 20 ~ 

[~ss]fMet-tRNA [3H]Val-tRNA 
[Ipm] [Ipm] 

d- Poly(A, G, U), - -  Puromyein 
Poly(A, G, U), d- Puromycin 

- -  Poly(A, G, U), - -  Puromyein 

12 993 15 538 
1 674 13 407 

739 618 

E r g e b n i s s e  

Aminoacyl-tRNA kann selektiv an die Donor- oder Akzeptor- 
stelle des Ribosoms gebunden werden. Als Test fiir die Position der 
Aminoacyl-tRNA wurde die Reaktion mit Puromyci n verwendet. 
Wird [35S]fMet-tRNAfMet in 5 m~-Mg s+ in Gegenwart yon Initiations- 
faktoren und Poly(A, G, U) an Ribosomen gebunden, so kSnnen - -  wie 
die Tabelle zeigt - -  87~o des [35S]fS~et mit Puromycin reagieren und 
als fMet-Puromycin abgespalten werden. Dies beweist, dab sich fMet- 
tl~NA fMet unter diesen Bedingungen ausschliel]lich an die Donorstelle 
binder, ttingegen erfolgt die enzymatische Bindung yon [3H]Val-tRNA 
bei 5 mM-Mg 2+ Ionenkonzentration in Gegenwart yon Poly(A, G, U), 
Elongationsfaktor T und GTP an die Akzeptorstelle des Ribosoms; 
wie die Tabelle zeigt, waren nach der Puromycinbehandlung 86% des 
[3H]Val noch an l~ibosomen gebunden. 

Um die ribosomalen Komplexe yon ffeier Aminoacyl-tl~NA abzu- 
trennen, wurden die Reaktionsgemische nach der Inkubation auf 
Saccharose-Gradienten zentrifugiert und die Fraktionen der 70 S- 
Ribosomen gesammelt. Die getrennt isolierten [85S]fMet-tl~NA-Ribo- 
somen-Komplexe und [3H]Val-tRNA-Ribosomen-Komplexe wurden 
anschlieitend gemischt und der Elektrophorese auf Polyacrylamid- 
gelen unterworfen. Abb. 1 zeigt das typische Ergebnis eines derartigen 
Experiments. Wie das Profil des bei 260 nm absorbierenden Materials 
zeigt, wurden 70 S-Ribosomen bei Elektrophorese auf 3,5% Poly- 
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aerylamidgelen in zwei Banden (B, C) aufgespalten. Daneben t ra t  
aueh eine langsamer wandernde Bande (A) auf, die jedoeh weniger 
als 10% der gesamten Ribosomen repr/isentiert. Aktive Ribosomen 
waren in beiden Hauptbanden B und C zu finden; es ergab sieh jedoeh 
kein Untersehied in der Wanderungsgesehwindigkeit zwisehen Initia- 
tionskomplexen, die [35S]fMet-tRNA in der Donorstelle, und ribo- 
somalen Komplexen, die [3H]Val-tI~NA in der Akzeptorstelle ge- 
bunden haben. 

300 

7OO 

0 
0 / 2 J 

B 1 

1 

5 
(~ s Y/snderany (cm) | 

Abb. l. Elek~rophorese von 70 S-Ribosomen an Polyaerylamidgelen, 
[~sS]fMet-tRNA- und [3I-I]VM-tRNA-Ribosomen-Komplexe wurden in 
separaten 5--20%-Saeeharose-Gradienten gereinigt, die 70S-Fraktionen 
entnommen und gemiseht. Pro Gel wurden 0,03mg Ribosomen aufge- 
tragen. - I - O -  Radioaktivit/~t yon [35S]lVfet; C)-(~) lgadioaktivitgt yon 

[sI-I]Val ; - -  Extinktion bei 260 nm 

D i s k u s s i o n  

Eine wesentliche Voraussetzung fiir diese elektrophoretisehen 
Experimente war die Verwendung stabiler Aminoaeyl-tI~NA-l~ibo- 
somen-Komplexe. 

Das ,,random Polymer" Poly(A, G, U) besitzt Codons sowohl 
fiir Formylmethionin als aueh fiir Valin. Pr/s ]~ibosomen, 
die mittels einer Zentrifugation dutch eine Saecharosel6sung gereinigt 
worden sind, enthalten die Initiationsfaktoren an 30 S-Untereinheiten 
gebunden. Sie stellen eine sehr effiziente Pr/iparation fiir die Translation 
yon R 17-Phagen-I~NA dar 14. Die in nnseren Experimenten verwende- 
ten pr/iinkubierten t~ibosomen brauehen daher keine exogenen Initia- 
tionsfaktoren fiir die Bindung yon f3iet-tRNA f~iet. Aus der Puromyein- 
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Reaktion k~nn geschlossen werden, dab sich fMe t tRNA fMet erwartungs- 
gem~B auch in Gegenwart des synthetischen Polymeren Poly(A, G, U), 
ebenso wie mit R 17-Phagen-RNA als messenger-l~NA ausschlieBlich 
an die Donorstelle binder 19. 

Die Zug~be yon Elongationsfaktor T und GTP ist jedoch fiir die 
Bindung yon Val-tRNA in 5mM-MgU+ absolut erforderlich 2~ Der 
enzymatisehen Bindung yon AminoaeyI-tl~NA an die Akzeptorstelle 
geht die Besetzung der Donorstelle dutch ein Molekiil ungeladene 
tt~NA voraus el. Daher wurde als zus/itzlieher Sehritt eine Prginkuba- 
tion der I~ibosomen mit einem Gemiseh aus ungeladener ttl~NA durch- 
gefiihrt. Erfolgt die Bindung unter den oben angegebenen Bedingungen, 
so besitzen diese Komplexe geniigende Stabilit~t ffir die Zentrifuga- 
tion auf Saeeharose-Gradienten und fiir die Polyaerylamidgel-Elektro- 
phorese. Die nicht-enzymatische Bindnng yon Val-tt~NA in 20 mM- 
Mg 2+ ergibt hingegen unstabile Komplexe, die bereits bei der Zentri- 
fugation in Saceharose-Gradienten dissoziieren (nicht publizierte 
Experiment@ 

Um Polysomen zu zerst6ren, wurden die Inkubationsgemische 
10 Min. bei 0 ~ mit 0,1 ~zg/ml Ribonuklease behandelt. Die messenger- 
I~NA zwisehen den einzelnen l~ibosomen wird dabei soweit abgebaut, 
dab eine Umwandlung der Polysomen in monomere Ribosomen er- 
folgt. Friihere Experimente yon K4chler et al. 2~ haben gezeigt, dal3 
die Aktivitgt yon E. coli-Ribosomen aueh naeh 2stdg. Behandlung 
mit 10 ~xg/ml I~ibonuklease A bei 0 ~ noeh erhMten bleibt und dab 
die gebundene tI~NA gegen Verdauung mit I~ibonuklease resistent 
ist. Die bei Gelelektrophorese beobachtete Aulspaltung der 70 S- 
Ribosomen in mehrere Banden ist mit Sieherheit nieht auf die Ribo- 
nukleasebehandlung zuriiekzufiihren, da diese tleterogenit/it aueh bei 
unbehandelten I~ibosomen gefunden wird 7. 

In der Gelelektrophorese wurden 70 S-Ribosomen in drei Banden 
aufgespalten, yon denen nut  die beiden Hauptbanden B und C aktive 
i~ibosomen enthielten. Ob es sieh bei der am langsamsten wandernden 
Bande A um eine entfaltete Konfiguration oder um inaktive 70 S- 
Dimere handelt, kann auf Grund der bisherigen Experimente nieht 
entsehieden werden. [35S]fMet-tRNA- und [3H]Val-tI~NA-Ribosomen- 
Komplexe finder man sowohl in Bande B als aueh in Bande C. In 
einigen Experimenten wurde ein relatives 1Jberwiegen der [35S]fMet- 
tI~NA-I~ibosomen-Komplexe in Bande B gefunden (siehe Abb.); eine 
Interpretation dieser Beobachtung bedarf weiterer Untersuehungen. 

Unter den yon uns gewghlten Bedingungen haben nur insgesamt 
2,4~ der I~ibosomen Aminoaeyl-tI~NA gebunden. Diese Komplexe 
besitzen die gleiche elektrophoretisehe Mobilit/~t wie die inaktiven 
l~ibosomen. Es kann daher weder die Bindung yon fMet-tI~NA ~e t  
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an die Donorstelle noeh die Bindung yon Val-tRNA an die Akzeptor- 
stelle einen starken Einflul~ auf die Konformation des Ribosoms h~ben. 

Diese Experimente stellen einen weiteren Beweis dafiir dar, dab 
die yon anderen Autoren beobachteten Differenzen im Sedimentations- 
verhalten ribosomaler Komplexe, die Aminoacyl-tRNA in der Donor- 
bzw. Akzeptorstelle gebunden haben, auf Artef~kte der Zentrifugation 
zuriickgehen s:~a. Strukturuntersehiede, die zu einer im Sacch~rose-Gradi- 
enten beobaehtbaren J~nderung in der Sedimentationskonstante fiihren, 
sollten zweifellos in der Polyaerylamidgel-Elektrophorese erkennbar 
sein. Der yon C h u a n g  und S i m p s o n  s beobachtete erh6hte Tritium- 
austausch w/~hrend der Translokation scheint daher primgr auf dynami- 
sche Vorggnge w~hrend des Transports von Peptidyl-tRNA und mes- 
senger-RNA zurfickzufiihren zu sein. 

Diese Arbeit wurde vom :Fonds zur F6rderung der wissenschaft- 
lichen Forschung gef6rdert. ~Tir danken Herrn Prof. Dr. H .  T u p p y  

fiir wertvolle Anregungen und Diskussionen. 
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