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A  method to prepare polyribosomes from yeasts by using the french-press is described. The 
highest yield of polyribosomes was derived from late log-phase cells. These polyribosomes, in­
cubated in a cell-free system, were able to reinitiate protein synthesis, which was shown by in­
hibiting aminoacid incorporation by aurintricarboxylic acid, edeine and sodiumfluoride. We de­
veloped the translational system in order to look for the optimal ion-conditions of a DNA-dependent 
protein-synthesizing system. We found out that at the optimal MgCL-concentration (6 mM) protein 
synthesis was strongly inhibited by Mangan ions which are required for transcription in yeast. 
If protein-synthesis was carried out with 2 mM and 3 mM MgCU maximal aminoacid incorporation 
was observed at 2 mM and 1.5 mM MnCl2 .

Einleitung

Hefezellen als einfache einzellige Eukaryonten 
sind ein geeignetes Modell für Untersuchungen der 
Regulation der Genexpression. Es wurden in vitro 

Systeme für die Transkription von Hefe-DNA 1 und 
Hefe-Chromatin2 sowie für die Translation von 
künstlicher3) 4 und natürlicher m R N A 5’ 6 entwik- 
kelt. Die zellfreie DNA-gesteuerte Proteinsynthese, 
wie sie für E. coli-Systeme mit Phagen- 7 und mito­
chondrialer Hefe-DNA 8 beschrieben wurde, ist bis­
her aber noch nicht gelungen. Die Schwierigkeiten, 
die sich bei der Erstellung eines gekoppelten D NA­
abhängigen Hefe-Systems ergeben, resultieren aus 
der Kompartimentierung der Eukaryontenzelle. Im 
Gegensatz zu Prokaryonten laufen in der Hefezelle 
Transkription und Translation nicht unter den glei­
chen Ionenbedingungen ab. In  vitro Experimente 
haben gezeigt, daß Mangan für die Transkription 
und Magnesium für die Translation essentiell ist, 
währen E. coli-Systeme in beiden Fällen Magnesium 
benötigen. Um den Einfluß von verschiedenen 
Ionenbedingungen auf die Translation untersuchen 
zu können, entwickelten wir ein durch endogene 
mRNA gesteuertes, zellfreies Hefe-System, das zur 
Reinitiation der Proteinsynthese befähigt ist.

Sonderdruckanforderungen an Bernd Schulz-Harder, Zen­
tralinstitut für Biochemie und Biophysik, Ehrenberg­
straße 26 — 28, D-1000 Berlin 33.

Material und Methoden

Die Saccharomyces-Stämme 211 (diploid) 9, 
R X I I  (diploid) 10, 2200 (tetraploid) n , 1000 (ha­
ploid) 11 wuchsen 12 — 15 h bei 30 °C (2 ml Vor­
kultur/5 1 Medium) in einem Medium, das 2% Glu­
cose, 1 % Difco-Yeast Extrakt und 0,5% Pepton ent­
hielt unter Rühren ohne zusätzliche Belüftung auf. 
Der Schizosaccharomyces pombe Stamm 975 (d i­
ploid) 12 wurde in Edinburg Minimal Medium 13 mit 
Belüftung aufgezogen. Nach Zugabe von Eis wurden 
die Zellen aus verschiedenen Wachstumsphasen bei 
einer Trübung zwischen 0,2 und 0,65 (OD525nnn 
'Lange Kolorimeter) geerntet und dreimal mit Puf­
fer (30 m M  Tris-HCl pH 7,5, 50 m M  KCl, 5 m M  

MgCl2) gewaschen. 15 g Zellen (Feuchtmasse) wur­
den mit Homogenisationspuffer (30 m M  Tris-HCl 
pH 7,5, 200 m M  KCl, 5 m M  MgCl2, 500 m M  Sac­
charose, 6 m M  2-Mercaptoäthanol, 0,25 m M  EDTA, 
20% (v/v) Glycerin) auf 40 ml aufgefüllt, 30 min 
bei 20 °C inkubiert und in einer French-Press-Zelle 
mit einem Gemisch aus Trockeneis und Äthanol ein­
gefroren. Danach wurden die Hefen mit einem 
Drude von 20 000 pSi durch eine Kanüle mit
1,4 mm Innendurchmesser gepreßt. Die Isolierung 
der Polyribosomen erfolgte in Anlehnung an die von 
Falvey und Staehelin beschriebene Methode14. Das 
Homogenat wurde 10 min mit 18 0 0 0 x g  zentrifu­
giert. Zu dem postmitochondrialen Uberstand wurde 
Brij 58 (Endkonzentration 1%) gegeben, bevor er 
(20 ml) auf einen diskontinuierlichen Saccharose­
gradienten von 1,8m (8m l) und I m  (8m l) (3 0 m M
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Tris-HCl pH 7,5, 200 m M  KCl, 5 m M  MgCl2, 6 m M  

2-Mercaptoäthanol, 0,25 m M  EDTA) geschichtet und 
in einem SW 27 Rotor ]  8 h mit 131 000 X  g (0 °C ) 
zentrifugiert wurde. Der gesamte Überstand wurde 
abgesaugt, der Niederschlag mit destilliertem Was­
ser gespült und in Puffer mit niedriger KCl-Konzen- 
tration (50 m M  KCl, sonst wie oben) gelöst. Die 
Polyribosomensuspension wurde auf eine optische 
Dichte von 200 — 400 OD200 nm’/m  ̂ eingestellt und 
bei — 25 °C aufbewahrt. Die Ausbeute aus 15 g 
Hefe betrug zwischen 50 mg und 70 mg Polyribo­
somen.

Die Charakterisierung der Polyribosomen er­
folgte mit Hilfe von Sedimentationsanalysen. 10 bis 
15 OD260 nm wurden auf einen linearen Gradienten 
(20 — 45% Saccharose in Puffer mit niedriger KC1- 
Konzentration) aufgetragen und 5 h mit 131 000 x g 
im SW 27 Rotor bei 0 °C zentrifugiert. Nach der 
Zentrifugation wurden 1,2 ml Fraktionen entnom­
men und ihre optische Dichte bei 260 nm bestimmt.

Die biologische Aktivität der Polyribosomen 
wurde im zellfreien Protein-synthetisierenden Sy­
stem getestet. Ein Ansatz von 0,1 ml enthielt 0,1 
bis 0,5 mg Polyribosomen, 0,02 bis 0,03 mg En­
zyme, 0,15//mol Adenosintriphosphat (A T P ), 0,03 
jumol Guanosintriphosphat (G TP ), 0 ,3//mol Phos- 
phoenolpyruvat (PE P ), 0,5 ixg PEP-Kinase und 
0,1 juCi eines [ 14C] Aminosäuregemisches, das mit 
5 nicht markierten Aminosäuren ergänzt wurde. Die 
Enzyme wurden durch 30 — 60% Ammoniumsulfat- 
fällung des S100-Uberstandes erhalten. Diese Frak­
tion enthielt neben Aminoacyl-tRNA-synthetasen, 
Initiations- und Elongationsfaktoren auch tRNA. 
Die Inkubation erfolgte in einem Puffer mit 30 m M  

Tris-HCl pH 7,5, 50 m M  KCl, 6 m M  MgCl2, 6 m M

2-Mercaptoäthanol und 0,2 m M  EDTA bei 30 °C. 
Die Reaktion wurde mit 5% Trichloressigsäure 
(TC A ) gestoppt. Die Proben wurden 15 min auf 
90 °C erhitzt, um aminoacylierte tRNA zu zerstö­
ren. Der Niederschlag wurde an Selectron Glas­
faserfilter Typ GF92 (Schleicher und Schüll, Das­
sel) adsorbiert, mit 5% TCA sowie Äther/Äthanol 
(1 :1 ) gewaschen, getrocknet und zu 5 ml Scintilla- 
tionsmix (4 g Omnifluor/l 1 Toluol) gegeben. Die 
Radioaktivität wurde mit 90% Zählausbeute gemes­
sen.

Saccharose, Ammoniumsulfat, ATP, GTP, Chlor­
amphenicol und Cycloheximid wurden von der 
Firma Serva, PEP, PEP-Kinase und Ribonuklease 
(RNase) aus Rinderpankreas von Boehringer Mann­
heim und das [ 14C] Aminosäuregemisch (140 Ci/ 
mol) von der Firma Isotopen Dienst West, Sprend­
lingen, bezogen. Omnifluor wurde von NEN Chemi­
cals, Dreieichenhain, Aurintricarboxylic Acid von 
Sigma (St. Louis, USA) und Edeine von Calbio-

diem (Luzern, Schweiz) geliefert. Alle anderen 
Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darm­
stadt) bezogen.

Ergebnisse und Diskussion

Der Aufschluß von Hefezellen mit der French - 
Press ist eine schonende Methode, die es erlaubt, 
so fragile Zellkomponenten wie Kerne15 und Poly­
ribosomen zu isolieren. Dieses Verfahren hat gegen­
über der Herstellung und Lysis von Sphaeropla- 
sten 16-18 den Vorteil, daß es von den Wachstums­
und Inkubationsbedingungen sowie von den Eigen­
schaften des Hefestammes unabhängig ist. Polyribo­
somen konnten aus Zellen der Saccharomyces- 
Stämme 211 (diploid), R X II (diploid), 2200 
(tetraploid), 1000 (haploid) und aus dem Schizo- 
saccharomyces pombe Stamm 975 (diploid) isoliert 
werden. Für die Experimente dieser Arbeit wurde 
der Saccharomyces-Stamm 211 benutzt.

Zellen aus verschiedenen Wachstumsphasen wur­
den vor dem Aufbrechen mit der French-Press in 
Homogenisationspuffer aufgenommen und 30 min 
bei 20 °C inkubiert. Es ist wichtig, frische Zellen zu 
nehmen, da ein Einfrieren und Auftauen der Hefen 
ohne Homogenisationspuffer zur teilweisen Zerstö­
rung der Polyribosomen in der Zelle führt. Um die 
Bildung von unspezifischen Polyribosomen-Protein- 
Komplexen zu verhindern, wurde zur Isolierung ein 
Puffer mit hoher Salzkonzentration (200 m M ) ge­
wählt. Zur Anreicherung der Polyribosomen wurde 
der postmitochondriale Überstand auf einen dis­
kontinuierlichen Saccharosegradienten (1,8 m / I m  

Saccharose) geschichtet und 18 h mit 131000 
zentrifugiert. Der Niederschlag enthielt bis zu 95% 
Polyribosomen, deren Anteil an der gesamten Ribo­
somenmenge betrug aber nur ca. 15%.

Für den Nachweis von Polyribosomen wurden 
Sedimentationsanalysen, wie in Material und Metho­
den beschrieben, durchgeführt. Da bekannt ist, daß 
Polyribosomen RNase-sensitiv sind 19) 20, wurde eine 
Inkubation mit niedriger RNase-Konzentration vor­
genommen. Abb. 1 zeigt ein typisches Polyribo- 
somen-Profil. Nach 10 min Inkubation bei 35 °C 
nahm der Anteil schwerer Polyribosomen zugunsten 
von Oligoribosomen und Monoribosomen ab. Mit 
0,2 jug RNase/ml inkubierte Polyribosomen wurden 
vollständig zu Monoribosomen abgebaut.

In dem Experiment, dessen Ergebnis in Abb. 2 
dargestellt ist, wurde der Polyribosomengehalt der 
Hefen in Abhängigkeit von der Wachstumsphase
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Fraktionsn ummer

Abb. 1. Sedimentation RNase-behandelter Polyribosomen. 
Polyribosomen wurden mit 0,2 jug RNase/ml 10 min bei 
35 °C  inkubiert. Die Sedimentation wurde 5 h mit 131 000 
x g im SW 27 Rotor durchgeführt (20 — 45% Saccharosegra­
dient). ■ — ■ ,  Nicht inkubierte Polyribosomen; O ----O»

ohne RNase inkubiert; % — mit RNase inkubiert.

Zeit Chi

Abb. 2. Polyribosomengehalt von Hefezellen Stamm 211 
in Abhängigkeit von der Wachstumsphase. Polyribosomen 
wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, isoliert 
und 5 h mit 131 000 x g  im SW 27 Rotor sedimentiert (20 — 
45% Saccharosegradient). Aus den Sedimentationsprofilen 
wurde der Anteil von Polyribosomen (Fraktion 1 bis 17) 
und Monoribosomen (Fraktion 21 — 23) bestimmt. 

w = 18

2  OD 260 nmx(18 —n)

• — 1• ’ X =  m =  23 5
2  OD 260 nm 

n = 21
# — 0 ,  Wachstumskurve Stamm 211 (OD 525 nm).

untersucht. Aus Sedimentationsanalysen wurde das 
Verhältnis von Polyribosomen (OD260nm der Frak­
tionen 1 bis 17) zu Monoribosomen (ODgßOnm der 
Fraktionen 21 bis 23) bestimmt. Unterschiede in 
der Verteilung innerhalb des Polyribosomenbereichs

wurden durch Gewichtung der Polyribosomenfrak- 
tionen berücksichtigt. Schwere Polyribosomen wur­
den gegenüber leichten stärker gewichtet. Es hat 
sich gezeigt, daß während der spätlogarithmischen 
Wachstumsphase der Anteil der Polyribosomen am 
höchsten ist. Dagegen überwiegt der Anteil der 
Monoribosomen besonders stark in der stationären 
Phase. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Unter­
suchungen von Rock und Johnson21, die nachweisen 
konnten, daß der RNase-Gehalt von stationären 
Zellen besonders groß ist. Außerdem fanden Lucas 
et al. 22 sowie Dietz et al. 23, daß Ribosomen aus 
logarithmischen Zellen die höchste biologische Akti­
vität besitzen. Für die weiteren Untersuchungen 
wurden nur Zellen aus der spätlogarithmischen 
Wachstumsphase verwendet. Werden Polyribosomen 
im zellfreien System inkubiert und dann sedimen­
tiert, so sind wachsende Polypeptidketten an Poly­
ribosomen und Monoribosomen zu erkennen (Abb. 
3 ). Die Zunahme der markierten Peptide im Mono- 
ribosomenbereich deutet darauf hin, daß ein Teil 
der synthetisierten Peptide nicht von den Ribosomen

Fraktionsn ummer

Abb. 3. In vitro Synthese von Polypeptiden an Polyribo- 
men. Polyribosomen wurden im zellfreien System 10, 30 und 
50 min inkubiert (Inkubationsbedingungen siehe Material 
und Methoden) und anschließend 5 h mit 131 000 x g im SW 27 
Rotor sedimentiert (20 — 45% Saccharose). A, 10min; B, 
20 min; C, 50 min; D, 50 min ohne ATP, GTP, PEP und 
PEP-Kinase. $ — ■#> OD 260 nm; O --------- O» [ 14C]Amino­

säuren.
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entlassen wurde. Der gleiche Effekt wurde auch von 
Mager und Planta 5 beschrieben. Zum Nachweis von 
freien Polypeptiden wurden die Ribosomen nach der 
Inkubation abzentrifugiert. W ir fanden, daß nach

Zeit Imin1

Abb. 4. Hemmung der zellfreien Proteinbiosynthese mit 
Cycloheximid und Chloramphenicol. Die Inkubation wurde, 
wie unter Material und Methoden beschrieben, durchgefiihrt. 
# — #, Kontrolle; ■ —■, I m M  Cycloheximid; O —  O» 

1 mM Chloramphenicol.

40 min ca. 20% und nach 80 min ca. 40% des 
säureunlöslichen Materials im Überstand enthalten 
waren.

Um zu testen, ob der durch endogene mRNA ge­
steuerte Aminosäureeinbau auf Initiation und Elon­
gation oder nur auf Elongation der Proteinbiosyn­
these von cytoplasmatischen Ribosomen zurückzu­
führen ist, wurden dem zellfreien System spezifisch 
wirkende Antibiotika zugefügt. Cycloheximid, das 
die Elongation an den Ribosomen vom 80S-Typ

blockiert24, inhibierte das System zu 70% (Abb. 4 ). 
Dagegen bewirkte Chloramphenicol 24 nur eine Hem­
mung von 6%, was zu der Annahme berechtigt, daß 
keine oder nur eine sehr geringe Kontamination mit 
mitochondrialen 70S-Ribosomen stattgefunden hat. 
Die Initiation der Proteinbiosynthese kann auf meh­
reren Stufen blockiert werden24. Während geringe 
Konzentrationen von Aurintricarboxylic Acid 
(A T A ) die Anlagerung der mRNA an die 40S- 
Untereinheit verhindert, wird durch Edeine die 
Bindung der Met-tRNAp an das Initiationscodon 
beeinflußt. Natriumfluorid (NaF) behindert die Bin­
dung der 60S-Untereinheit an den Initiationskom­
plex. Wie aus Abb. 5 zu ersehen ist, wird der 
Aminiosäureeinbau durch Aurintricarboxylic Acid, 
Edeine und Natriumfluorid gehemmt. Damit konn­
ten wir zeigen, daß in einem von hoch gereinigten 
Polyribosomen abhängigen zellfreien System Re­
initiation stattfindet.

Mit diesem System untersuchten wir den Einfluß 
verschiedener Ionenbedingungen auf die Trans­
lation, um Möglichkeiten für eine DNA-abhängige 
in vitro Proteinbiosynthese zu finden. Übereinstim­
mend mit der Arbeit von Gallis und Young6 wurde 
der maximale Aminosäureeinbau mit 6 m M  MgCl2 
erreicht (Abb. 6 A ). Im Gegensatz zur Translation 
sind für die Transkription von Hefe-DNA im zell­
freien System Manganionen essentiell. Ponta et al. 1 
fanden eine optimale Konzentration von 1,6 m M  

MnClo • Es war deshalb für uns von besonderem 
Interesse herauszufinden, ob die Möglichkeit besteht, 
in unserem System Magnesiumionen ganz oder teil­
weise durch Manganionen zu ersetzen. Die Abhän­
gigkeit der Proteinbiosynthese von der MnCl2-Kon- 
zentration wurde bei 2 m M , 3 m M  und 6 m M  MgCl2

Abb. 5. Hemmung der Initiation der Proteinbio­
synthese im zellfreien System (Inkubationsbedin­
gungen siehe Material und Methoden) mit 75 juu 
A T A  (A ) , 5 mM Edeine (B) und 5 mM NaF (C ) . 

# — 0 ,  Kontrolle; O — O » mit Antibiotika. Zeit [min)
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Abb. 6. Einfluß von Magnesium und Mangan- 
ionen auf die zellfreie Proteinbiosynthese. (A ) A b ­
hängigkeit des Aminosäureeinbaus von der MgCl2- 
Konzentration. (B) Abhängigkeit des Aminosäure­
einbaus von der MnCl2-Konzentration bei # — #
6 mM MgCl2 , O -----------O 3 mM MgCl2 , ■ — ■

2 mM MgCl2 .

mM MgCl mM MnCL

getestet. W ird mit 6 m M  MgCl2 inkubiert (Abb. 
6B), nimmt die Aminosäureeinbaurate mit steigen­
der MnCl2-Konzentration stark ab. Dagegen werden 
mit 2 m M  und 3 m M  MgCl2 Maxima bei 2 m M  bzw.
1,5 m M  MnCl2 erreicht. Diese Werte liegen aber 50% 
bzw. 75% unter der Syntheserate des Mangan-freien 
Ansatzes. Neben divalenten Ionen werden Kalium­
oder Ammoniumionen für die zellfreie mRNA- und 
Proteinsynthese benötigt. Die Polyribosomen waren 
über einen weiten Bereich der KCl-Konzentration,

mit einem Maximum bei 50 m M  KCl, aktiv. Audi 
die in vitro Transkription zeigt keine kritische Ab­
hängigkeit von der Ammoniumsulfatkonzentration 1.

Obwohl die optimalen Ionenkonzentrationen von 
Transkription und Translation bei Hefen sehr ver­
schieden sind, zeigen die Untersuchungen, daß es 
doch möglich ist, Ionenbedingungen zu finden, unter 
denen sowohl die mRNA-Synthese als auch der 
Aminosäureeinbau in einem zellfreien System neben­
einander ablaufen können.
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