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Ribonuclease, Cell-free Protein Synthesis

In order to increase the efficiency of different mRNAs from wheat seedlings in carrying out
cell-free protein synthesis in the wheat system, efforts were made to remove endogenous mRNA.
In this direction, we checked the possibility of using immobilized RNAase. Treatment of the cell-
free system or its components with this enzyme caused a large decrease in the efficiency of poly U-
directed incorporation of labeled amino acids. This effect did not coincide with an equivalent de-
gradation of RNA, as has been shown by analysis of ribosomes and polysomes. The results are
discussed in the light of recent findings of some authors.

Einleitung

Unterschiedliche ~Genaktivitaiten ~wihrend be-
stimmter Differenzierungsvorginge der Zelle lassen
sich auf der Basis von Transkription und Trans-
lation beschreiben und in kausale Beziehung zuein-
ander bringen. Die dabei neugebildete informative
RNA (Messenger RNA) kann durch entsprechende
Pulsmarkierung mit der Tracer-Methode nachgewie-
sen werden. Dariiber hinaus aber ist auch eine funk-
tionelle Charakterisierung der jeweiligen mRNA
winschenswert, die in Einzelfallen durch Translation
unter zellfreien Bedingungen moglich ist. Eigene
Arbeiten, die sich mit Keimung und Zellwachstum
im Zusammenhang mit der Einwirkung von Phyto-
hormonen beschiftigen 173, waren Veranlassung,
die zellfreie Proteinsynthese als Funktionstest fiir
die widhrend bestimmter Entwicklungsstadien kei-
mender Weizenembryonen gebildete mRNA in Be-
tracht zu ziehen.

Fiir dieses Vorhaben bietet sich das von Marcus
et al. %% aus Weizenembryonen entwickelte zellfreie
System an, das in letzter Zeit in teils modifizierter
Form fiir die in vitro Translation natiirlicher Messen-
ger Anwendung gefunden hat. So gelang die Syn-
these von Hiillproteinen des Tabakmosaikvirus
(TMV) 6, des Satelliten-Nekrose-Virus aus Tabak
(STNV) 7 und auch der a- und f-Kette des Globu-
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lins mit der entsprechenden RNA aus Viren bzw. mit
mRNA aus Retikulozyten 8. Die hohe Effektivitit
dieses Systems nimmt zur Zeit unter denen pflanz-
licher Herkunft eine Sonderstellung ein 6. Im Gegen-
satz zu den erwidhnten Messengern ist arteigene
mRNA weniger effektiv. Wie Schultz et al.? nach-
gewiesen haben, verfiigen ruhende Weizenembryonen
iiber endogene mRNA, die in Ribosomenpréparaten
als 90S- und 45S-Partikel niedergelegt ist. Fiir die
beabsichtigte Priifung verschiedener mRNAs aus
Weizenkeimlingen aber ist die Abwesenheit dieser
konservierten mRNA notwendig, da sie mit der
Initiierung von Proteinsynthesen durch zugesetzte
mRNA mit anderen genetischen Informationen in
Konkurrenz treten kann. Es wurde daher versucht,
durch Vorinkubation und Stripping-off-Methoden
die endogene Templateaktivitdt zu verringern.

Eine weitere Moglichkeit hierfiir schien durch die
Arbeiten von Grove et al. 1® gegeben zu sein. Diese
Autoren wiesen nach, dal Ribosomen nach Behand-
lung mit Ribonuclease (RNase) in geloster Form
noch 80 —90% ihrer Aktivitit in bezug auf die zell-
freie  Proteinsynthese = durch  Polyuridylsdure
(Poly U) entfalten, obwohl ihre 28S und 18S RNA
bis zu 98% hydrolysiert war. Demnach ist intakte
ribosomale RNA fiir den Aufbau der Ribosomen,
nicht aber fiir deren Funktion bei der Protein-
synthese wichtig 6. Da mRNA ohnehin sehr emp-
findlich gegeniiber RNase ist, miilte eine kurze Be-
handlung der Ribosomen mit diesem Enzym die Be-
seitigung der konservierten mRNA zur Folge haben,
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ohne dadurch die Funktion der Ribosomen zu be-
eintrichtigen. Voraussetzung hierfiir ist, dafl die
restlose Entfernung der RNase gelingt. Um deren
Einwirkung unter Kontrolle zu halten, priiften wir
die Moglichkeit, durch die Verwendung trigergebun-
dener RNase die endogene Templateaktivitdt im
zellfreien Weizensystem auszuschalten und dadurch
die Effektivitdat der zu priifenden exogenen mRNA
zu erhéhen.

Material und Methoden

Fir die Prdparation zellfreier Ansitze fiir die
Proteinsynthese wurden Embryonen aus Winterwei-
zen, Triticum aestivum, Sorte LP 3950 (F. v. Lo-
chow-Petkus GmbH, Stockheim) durch Schroten,
Sieben und Handverlesen! isoliert und nach den
Angaben von Marcus et al. 5 aufgearbeitet. Dabei
wurde das ,,S-23“-System > hergestellt, das als Uber-
stand einer Zentrifugation eines Homogenates bei
23500 x g mit deacylierter Transfer-RNA, GTP, Di-
thiothreitol, ATP, Kreatinphosphat, Kreatin-Kinase,
unmarkierten Aminosduren komplettiert wird und
in Gegenwart !*C-markierter Aminosiuren und ent-
sprechender Messenger in den meisten Fillen 45 min
bei 30 °C inkubiert wird (s. Tab.I und Tab. II,
Serie A). In entsprechender Weise wurde eine Frak-
tionierung des Systems in Ribosomen und hoch-
tourigen Uberstand — ,,S-100“ vorgenommen. Die
Gewinnung von einmal gewaschenen Ribosomen
bzw. von ,,S-100% erfolgte nach den Beschreibun-
gen von Marcus et al. 4. Die Entfernung von Trans-
fer-RNA aus der ,,S-100“-Fraktion durch DEAE-
Cellulose * fiihrte zu einer hoheren Effektivitat in
der Einbaurate markierter Aminosduren. Daher ver-
wendeten wir vorwiegend ,,S-100-DEAE“-Pripara-
tionen. Im ,,S-23“-System betrug das Gesamtvolu-
men 280 ] und im fraktionierten 400 ul. Die Inku-
bationen wurden wie iiblich mit Trichloressigsdure
gestoppt, das Prizipitat abzentrifugiert, mit heifler
TCA (90 °C) behandelt, zur Bestimmung der Radio-
aktivitdt auf Millipore-Filter iibergefiihrt, getrocknet
und in einem POPOP-PPO-Toluol-Gemisch im Tri-

Carb gemessen.

Die Isolierung von Tabakmosaikviren (TMV)
aus infizierten Tabakblattern erfolgte unter Verwen-
dung von Butanol-Chloroform2!. Die Extraktion
von TMV-RNA geschah nach der Methode von Mar-
cus ®. Dabei war es wichtig, die TMV-Partikeln vor
Beginn der RNA-Extraktion mit Phenol-EDTA-
Laurylsulfat ca. 16 h in 20 mm EDTA bei 30 °C
zu inkubieren. Fiir die Darstellung von ,,mRNA“
wurden verschiedene methodische Wege eingeschla-

gen, die hier nicht ndher beschrieben werden. Die in
Tab. I angefiihrte ,,mRNA“ wurde aus Polysomen
von 48 h alten Weizenkeimlingen gewonnen und da-
bei Phenol-Chloroform-Laurylsulfat® benutzt. In
diesem Falle wurde eine Anreicherung von Poly A-
haltiger RNA durch Adsorption an Cellulose vorge-
nommen. Isolierung von Polysomen, Herstellung
der Saccharosegradienten und Zentrifugation er-
folgte in Anlehnung an Stutz und Noll!! und die
Durchfithrung der Elektrophorese auf Polyacryl-
amid nach Bishop et al. 12. Die Freisetzung von RNA
aus Ribosomen und Polysomen nahmen wir durch
Behandlung mit Laurylsulfat und EDTA (Endkon-
zentration 2% bzw. 0,03 M) vor und applizierten die
Proben nach 30sec Erwirmung auf 37 °C sofort
auf Polyacrylamid-Gele (2,4%) oder Saccharose-

gradienten.

Behandlung mit trigergebundener Ribonuclease:
In simtlichen Versuchen verwendeten wir pankreati-
sche Ribonuclease in trigergebundener Form (Ribo-
nuclease polyallomer gebunden an CM-Cellulose,
Merck Nr. 24571). Im folgenden wird dieses Pra-
parat als Enzymgel bezeichnet. Je 100 mg Enzym-
gel wurde in dest. Wasser suspendiert, in einer
Fritte griindlich mit Wasser gewaschen und zuletzt
mit dem Suspensionspuffer fiir Ribosomen* (2 mm
Tris, pH 7,4, 20 mm KCl, 1 mMm Magnesiumacetat,
3mmMm 2-Mercaptodthanol) &quilibriert. Portionen
von 0,1 ml der Suspension (ca. 5mg Enzymgel)
wurden entnommen, in konischen Zentrifugengla-
sern abzentrifugiert, der Uberstand vollstindig ent-
fernt, die jeweiligen Sedimente in den betreffenden
Serien mit gleichen Volumina von Ribosomen oder
»3-100“-Praparaten suspendiert und bei Raumtem-
peratur in der angegebenen Zeit geschiittelt. In
Serie A (Tab. II) wurde der ,,S-23“-Ansatz vor Be-
ginn der Inkubation mit Poly U und ['*C]Phenyl-
alanin durch eine Mikroséule von ca. 20 mg Enzym-
gel passiert. In allen iibrigen Serien wurde nach Be-
handlung mit Enzymgel abzentrifugiert (Mikrofuge,
Beckman) und die Uberstinde in den entsprechen-
den zellfreien Ansitzen verwendet. Im Falle der
Ribosomen wurden jeweils 5 OD,gy pro Ansatz ver-
wendet. Die ,,S-100“-Priparate wurden vor der
Dialyse ¢ behandelt. Zur Kontrolle verwendeten wir
inaktiviertes Enzymgel. Hierbei wurde es in 0,15 M
Natrium-Jodacetat — 0,1 M Natriumacetat in 2 x SSC
bei pH 5,2 suspendiert, 40 min bei 54 °C inku-
biert 13, danach ausgewaschen und in gleicher Weise
wie oben behandelt.

Ergebnisse und Diskussion

In eigenen Untersuchungen erwiesen sich zellfreie
Systeme aus trockenen Weizenembryonen als sehr
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effektiv, wenn Polyuridylsdure (Poly U) als kiinst-
licher bzw. RNA aus TMV als natiirlicher Messenger
eingesetzt und die Erhohung des Einbaues radio-
aktiver Aminosiuren ([!*C]Phenylalanin, [**C]Leu-
cin bzw. '4C-markierte Aminosiduren von Algen-
hydrolysaten) in sidurefillbare Syntheseprodukte
nachgewiesen wurde. Dem stimulierten Aminoséure-
einbau geht die Bildung von Polysomen in witro
parallel, die in beiden Féllen nach Ultrazentrifuga-
tion des Inkubationsgemisches im Saccharosegradien-
ten durch die Verteilung der Radioaktivitdt und auch
im UV-Absorptionsprofil nachweisbar sind (Abb. 1).

80S &

++cpmx10-3

% 20 15 10 5
Fraktionen

Abb. 1. Bildung von Polysomen im zellfreien System 5. In-
kubation von 27 ug RNA aus TMV in Gegenwart von
[*C]Leucin, 30 min, 30 °C. Aliquote Teile des Ansatzes
wurden nach Versuchsende direkt auf einen exponentiellen
Saccharosegradienten (0,3—1,0 M) appliziert und 2,5h bei
35000 rpm (SW 41, Beckman) zentrifugiert. , UV-Ab-
sorption (Esg); * -+, Radioaktivitit TCA-gefillter 0,4 ml-
Fraktionen. Sedimentation von rechts nach links.

Gegeniiber diesen Messengern bewirken RNA-Pra-
parationen mit angereicherter mRNA, aus Weizen
selbst, nur einen sehr geringen Einbau von Amino-
sduren. Die Gewinnung von ,,mRNA“ aus gekeim-
ten Weizenpflanzen erfolgte nach verschiedenen
Methoden, wobei die Affinitat der endstiandigen
Polyadenylsidure-Segmente (Poly A) in der mRNA
gegeniiber Cellulose 14, Oligo dT-Cellulose !5 u. a.

Tab. 1. Effektivitat natiirlicher und kiinstlicher Messenger
im zellfreien ,,S-23“-System 5 aus Weizen.
Back-
14C-markierte ground Einbau
Messenger Aminosdure [cpm] [ecpm]
TMV-RNA (27 ug)  Leucin 350 89600
Poly U (100 ug) Phenylalanin 200 100400
Poly U (100 ug) Algen-
hydrolysat 1175 48100
~-mRNA“ aus Poly- Algen-
somen (40 ug) hydrolysat 1175 2600
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ausgenutzt wurde. Wie aus der Zusammenstellung
reprisentativer Einbauversuche in Tab.I hervor-
geht, liegt bei einem Angebot arteigener ,,mRNA
die Einbaurate im besten Falle 120% iiber dem Back-
ground. Die Taitigkeit der erwihnten endogenen
mRNA ? driickt sich in einem hoheren Background
der Ansitze aus, wenn ein natiirliches Gemisch von
Aminosduren (Algenhydrolysat) in Abwesenheit
eines exogenen Messengers verwendet wird. Fir
eine kompetitive Interaktion zwischen endogener
mRNA und applizierter ,,mRNA“ aus Weizenkeim-
lingen sprach die Feststellung, dal es bei einem
Angebot solcher ,,mRNA“-Priparate hiufig zu einer
Depression des endogen bedingten Einbaues kam,
der sich in einem niedrigeren Background aus-
driickte. Toxische Einwirkungen z.B. von Phenol
u. a. aus dem Préaparationsgang fiir die Gewinnung
von ,,mRNA“ konnten dabei ausgeschlossen werden.

Aus bereits erorterten Griinden versuchten wir,
durch tridgergebundene Ribonuclease die endogene
Templateaktivitdt zu beseitigen. Eine Behandlung
zellfreier Ansitze® mit RNase (Enzymgel) wirkte
sich jedoch als stark hemmend aus, wenn nach sei-
ner Entfernung der Einbau von Phenylalanin in
Gegenwart von Poly U bestimmt wurde (Tab. II,
zellfreier Ansitze > mit RNase (Enzymgel) wirkte
Serie A). Zur Aufkldarung dieses Effektes wurde das
System in seine Hauptkomponenten — ,,S-100%-
Uberstand und Ribosomen — zerlegt, diese mit En-
zymgel behandelt und gegeneinander im entspre-
chend komplettierten Ansatz ausgetestet. Wie er-
wahnt, verwendeten wir in den meisten Faillen
»3-100-DEAE“-Préparate, die durch Passage durch
DEAE-Cellulose von endogener Transfer-RNA be-
freit wurden 4. Aulerdem priiften wir unter gleichen
Bedingungen Polysomen aus 48 h alten Weizen-
keimlingen in Abwesenheit exogener Messenger
(Poly U) auf ihre Aktivitdt hinsichtlich ihrer Trans-
lation unter zellfreien Bedingungen. Die Ergebnisse
von verschiedenen Versuchsreihen sind in Tab. II
zusammengestellt. Die jeweiligen Einbauraten bezie-
hen sich dabei auf unbehandelte Kontrollen, die als
100% gesetzt wurden. Um auBlerdem die Wirkung
des Trigermaterials von Enzymgel von der gebun-
denen RNase zu diskriminieren, benutzten wir in-
aktiviertes Enzymgel als zusitzliche Kontrolle 3.

Es ist ersichtlich, da} ,,S-100“ bzw. ,,S-100-
DEAE® gegeniiber Ribosomen und Polysomen zwar
eine stirkere Reduzierung ihrer Effektivitit erfah-
ren, jedoch alle Komponenten des Systems stark in-
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. Tab. II. Einwirkung von
79 Embal{ yon Enzymgel auf die zellfreie
Enzym- 1C-markier- Proteinsynthese bei Weizen.
Hochtouriger Enzymgel Ribosomen  gel Poly U ter Amino- Serie A: komplettes ,,S-23%-
Uberstand [min] (5 ODy49) [min]  [100xg] [cpm] sdure System 3; alle anderen Se-
rien wurden nach Marcus et
A) al.* durchgefiihrt: Riboso-
Kompl. System  — o . + 55000 100 men bzw. Polysomen 5 0D,
2 D-23% + - = + 1100 2 + bzw. — Poly U, 80 ul
B) »S-100-DEAE“ 4 und 1C-
S 100 — Ribosomen  — + 22681 100 markierte Aminosduren in
S100 5 Ribosomen  — - 1667 1,4 400 ul Gesamtvolumen. In
C) Serie A und D wurde [“C]-
S 100-DEAE — Ribosomen  — + 40237 100 Phenylalanin (0,16 #Ci/An-
S 100-DEAE — Ribosomen 1 -+ 31884 79 satz) und in B, C und E ein
S 100-DEAE - Ribosomen 3 + 27572 68 natiirliches Gemisch von 4C-
S 100-DEAE — Ribosomen 4 + 25086 62 markierten Aminosduren (1
S 100-DEAE - Ribosomen 9 + 20804 52 uCi  Algenhydrolysat /| An-
S 100-DEAE 5 Ribosomen —_ + 18130 45 satz) verwendet. Inkubatio-
S 100-DEAE inaktivier- nen 45 min bei 30 °C.
tes Enzym-
gel, 5 min Ribosomen  — + 35802 90
D)
S 100-DEAE — Ribosomen  — + 85077 100
S 100-DEAE 5 Ribosomen  — + 18426 21,7
S 100-DEAE — Ribosomen 1 + 49931 58,7
S 100-DEAE - Ribosomen S + 35624 41,9
E)
S 100-DEAE — Polysomen — — 37510 100
S 100-DEAE — Polysomen 1 - 30440 81,2
S 100-DEAE — Polysomen 3 23995 64
S 100-DEAE — Polysomen 5 - 18622 49,7
S 100-DEAE 5 Polysomen s - 17656 47
S 100-DEAE inaktivier-
tes Enzym-
gel, 5 min Polysomen  — — 32036 85,4

hibiert werden. Die Annahme, daB méglicherweise
freigesetzte RNase oder eine Adsorption an die
Matrix von Enzymgel hierfiir verantwortlich sein
konnten, wird eingeschriankt durch die griindliche
Auswaschung der gebundenen RNase vor Gebrauch
und die kurze Einwirkungsdauer auf die betreffen-
den Fraktionen. Fiir den Fall, dafl geringe Mengen
RNase freigesetzt und wihrend der Proteinsynthese
in vitro wirksam werden, fiihrten wir ein Kontroll-
experiment durch. Hierbei wurden Ribosomen
10 min mit Enzymgel behandelt, dieses danach ent-
fernt, die Ribosomen durch Ultrazentrifugation
sedimentiert und anschliefend im zellfreien System
getestet. Verglichen mit einer Kontrolle und jeweils
gleichen Mengen an Ribosomen (5 0D,g)) betrug
der Aminosédureeinbau durch Poly U nur ca. 20%.
Auflerdem verwendeten wir zur Kontrolle inakti-
viertes Enzymgel, das unter unseren Versuchsbedin-
gungen eine Reduzierung der Effektivitit von 10 —

14% bewirkte.

Da diese Ergebnisse schwer zu interpretieren sind,
wurden die folgenden Analysen durchgefiihrt. Zu-

néchst ergab die elektrophoretische Trennung von
RNA aus den entsprechenden Ribosomen #hnliche
Resultate wie sie von Grove et al. % erhalten wur-
den (Abb. 2): Eine im UV erkennbare 25S RNA,
die gefolgt wird von einer ,,Verschmierung®, die

die 18S RNA vollstindig iiberdeckt. In diesem Zu-

25S
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Abb. 2. Elektrophoretische Trennung von RNA aus unbe-
handelten und behandelten Ribosomen. Die Behandlung der
Ribosomen aus ruhenden Embryonen* erfolgte mit trager-
gebundener Ribonuclease (ca. 5mg Enzymgel in 0,4 ml
Ribosomensuspension) fiir 5 min bei Raumtemperatur und
die Freisetzung der RNA mit Laurylsulfat und EDTA. Die
Elektrophorese wurde auf 2,4% Polyacrylamid-Gelen wih-

rend 2,5 h bei 5 mA/Gel durchgefiihrt.
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sammenhang sei erwihnt, dafl diese Erscheinung
oft auftritt, wenn wie hier die Freisetzung der
Nucleinsduren mit EDTA und Laurylsulfat ohne
Phenolbehandlung erfolgt. DaB im vorliegenden
Falle nicht auf eine weitgehende Degradation von
18S RNA geschlossen werden darf, ergaben Frak-
tionierungen der Nucleinsduren durch Ultrazentrifu-
gation im Saccharosegradienten (Abb. 3). Es lafit
sich hierbei lediglich feststellen, daff 18S RNA ge-
geniiber 255 RNA als Folge der Behandlung mit

255
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Abb. 3. Zentrifugation ribosomaler RNA im exponentiellen
Saccharosegradienten bei gleichen Bedingungen wie in
Abb. 2. a: unbehandelte Ribosomen; b. Behandlung der
Ribosomen mit Enzymgel fiir 5 min. Die Zentrifugation er-
folgte bei 35 000 rpm wahrend 16 h im SW 41 Rotor 1.

Absorption (£pg0)

2 11 10 9 8 7 6 5 0
Saccharose - Gradient [m1]

Abb. 4. Sedimentation von Polysomen im Saccharosegra-
dienten nach Ultrazentrifugation (s. Abb. 1). a: Un-
behandelte Polysomen aus 48 h alten Weizenkeimlingen;
b: Gleiche Polysomen nach 3 min Einwirkung von Enzymgel;
c: Behandlung der Polysomen mit geloster Ribonuclease
(0,1 ug/ml) unmittelbar vor der Zentrifugation bei +2 °C.

gebundener RNase verringert wird. Keinesfalls aber
ist eine Hydrolyse von RNA in dem Ausmal} fest-
zustellen, wie sie von Grove et al. 1% an den Riboso-
men aus Hirnzellen der Maus nach Einwirkung
freier RNase beschrieben wurde. Polysomen wer-
den nach Behandlung mit Enzymgel in ihrer Sedi-
mentation etwas verandert, dies kommt im Verlust
von Polysomen mit héheren Polymeren zum Aus-
druck (Abb. 4). Das Sedimentationsprofil von Poly-
somen — nach kurzer Einwirkung von geloster
RNase (0,1 ug/ml) — dagegen macht die unter-
schiedlichen Effekte von freier und gebundener
RNase deutlich. Ahnlich wie bei den Ribosomen
laBt auch die polysomale RNA nur eine Reduzie-
rung im Gehalt an 18S RNA erkennen (Abb. 5). In
beiden Fallen (Abbn.3 und 5) wurden jeweils
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Abb. 5. Ultrazentrifugation polysomaler RNA im Saccharose-

gradienten. a: RNA aus Polysomen wie in Abb. 4a; b:

RNA aus Polysomen wie in Abb. 4 b. Gleiche Bedingungen

wie in Abb. 3.

gleiche Mengen an Ribosomen bzw. Polysomen
(50Dygy) analysiert. Die UV-Absorptionskurven
wurden zur Verdeutlichung auf der Ordinate gegen-
einander verschoben. Die in Abb. 5 auftretenden
Fraktionen I und II sind regelméBig in der poly-
somalen RNA aus Weizen anzutreffen. Sie werden
z.Z. naher analysiert. Ergianzend sei erwahnt, dafl
auch die Monosomen aus trockenen Weizenembryo-
nen unter dem Einfluf} von Enzymgel keine Verédnde-
rungen ihrer Sedimentation erkennen lassen. Sie
haben die gleiche Charakteristik wie von Schultz et
al.® beschrieben wurde.

Die Anwendung von trdgergebundener RNase
fiir unsere Zwecke erwies sich wegen der unerwar-
teten Reduzierung der Effektivitit von Ribosomen,
Polysomen und des hochtourigen Uberstandes im
zellfreien System als aussichtslos. Wir stellten fest,
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dal} nur ein geringfiigiger Abbau von 18S RNA er-
folgt. Dies spricht fiir eine stirkere Anfalligkeit der
40S Untereinheiten der Ribosomen. Die Wirkung
von Enzymgel miifite sich auf RNase-empfindliche
Strukturen an der Oberfliche der Ribosomen er-
strecken 1718 die fiir die Synthese von Polyphenyl-
alanin durch Poly U wichtig sind. Da die Reichweite
der gebundenen RNase begrenzt ist, erklart sich
auch das Verhalten der Polysomen. Vermutlich ist
eine Interaktion zwischen ihrer mRNA und der
RNase durch die rdumliche Anordnung der Ribo-
somen im Polysomenverband erschwert und 1afit nur
solche Reaktionen zu, wie sie auch bei den Mono-
somen erfolgen. Zum anderen konnte sich die
mRNA, von der angenommen wird, daf} sie von
Protein umgeben ist 1%, dem Angriff der RNase ent-
ziehen. Dafilir spricht die relative Stabilitdt der
Polysomen gegeniiber Enzymgel und die Ahnlich-
keit der Verdnderungen von 18S RNA in Riboso-
men und Polysomen. In beiden Féllen kommt es
aber zur Inhibierung der Translation von Poly U
bzw. der endogenen mRNA. Wenn durch RNase in
geloster Form zwar die ribosomale RNA hydroly-
siert, aber die Effektivitdt der betreffenden Ribo-
somen unter zellfreien Bedingungen nicht wesentlich
beeintriichtigt wird 16, so stehen unsere Ergebnisse
im Widerspruch hierzu. Es wire nimlich eher zu er-
warten, daf} geloste RNase tiefergreifende Schidi-
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