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We report on the chemical preparation of *C-labeled P?, P*-(5’-guanosyl-5"-adenosyl) triphos-
phate (1) which is the parent compound of 5’-terminal cap structures of most eukaryotic mRNAs.

Incubation experiments of cap (1)- and non cap-structured nucleotides as Ap,A (2) as well as
their ribose ring opened derivatives (3, 4) with rat liver subcellular fractions show that cap-
degrading nucleases being able to unblock 5’ termini are present in nuclei but not in mitochondria.

1. Einleitung

Die 5’-terminalen Sequenzbereiche eukaryotischer
und bestimmter viraler Messenger-Ribonucleinsiure
(mRNA) tragen 5,5"-verkniipfte Dinucleosidtriphos-
phate als Kappen * (,,caps®) [1—3].

Die physiologische Bedeutung dieser bisher in
Prokaryonten nicht nachgewiesenen 5’-terminalen
Kappenstrukturen ist weitgehend unverstanden, wo-
bei es allerdings fiir zwei wichtige Funktionen ex-
perimentelle Untersuchungsbefunde gibt: Einmal spie-
len sie eine Rolle bei der Bildung des Initiations-
komplexes der ribosomalen Proteinsynthese und
zum anderen haben Kappen offenbar eine nicht un-
wichtige Schutzfunktion fiir die mRNA gegeniiber
zellularen Nucleasen [5], so da die mRNA erst
nach Abbau dieser Strukturen 5’-Exonucleasen zu-
ganglich wird.

Fiir die Schutzfunktion kann die Kappe nach Ab-
baubefunden von Reoviren mRNA gegeniiber Wei-
zenkeimextrakten unmethyliert vorliegen, nicht da-

* Aus sprachlicher Sicht halten wir die Eindeutschung
,,Kappe* fur besser als ,,Hiitchen* [4].
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gegen fir die Bildung stabiler ribosomaler Kom-
plexe [6]. Deshalb sollte die Zelle Phosphatasen ent-
halten, die nun ihrerseits kappenspezifisch sind und
mithin kappentragende mRNA dem Abbau durch
5’-Exonucleasen zugidnglich machen.

Wir sind deshalb der Frage nachgegangen, ob es
in der eukaryotischen Zelle unter den Dinucleosid-
phosphat-spaltenden Enzymen [7—10] solche gibt,
die insbesondere 5,5-Dinucleosidtriphosphate spal-
ten, also moglicherweise auf Dinucleotide vom Kap-
penstrukturtyp spezialisiert sind. Als Untersuchungs-
molekiile wurden verschiedene *C-markierte Di-
nucleosidphosphate dargestellt und auf ihre Abbau-
barkeit gegeniiber verschiedenen subzelluldren Frak-
tionen der Rattenleberzelle untersucht [11]**.

2. Experimentelles
2.1 Methoden

UV-Spektren: Shimadzu UV 200-Spektrometer.

3 P-NMR-Spektren: Diese wurden protonenent-
koppelt in D,0O bei pHI1l mit einem Bruker
WP 60 DS (60 MHz) aufgenommen.

** Die Ergebnisse wurden von den Autoren auf der
Frithjahrstagung der Gesellschaft fiir Biologische Chemie
in Berlin (1979) vorgestellt.
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Enzymatische Analyse: Es wurden folgende En-
zyme in den jeweiligen Reaktionsansidtzen einge-
setzt: (a) Orthophosphorsduremonoesterphosphohy-
drolase [Alkalische Phosphatase (APase)], E. C.
3.1.3.1; Reaktionsansatz: 50 pl Trispuffer 0,1 M, pH
8,0; 10 ul MgCl, 0,2 M; 20 pl Nucleotidlésung (ca.
30 nmol); 5ul APase (~ 3,3 nKatal; bezogen auf p-
Nitrophenylphosphat als Substrat). (b) Oligonucleo-
tid-5"-nucleotidhydrolase [Phosphodiesterase (PDEase,
Schlangengift)], E. C. 3.1.4.1; Reaktionsansatz: 40pl
Trispuffer 0,2 M, pH 9,0; 20 ul Nucleotidlésung (ca.
30 nmol); 5 pl PDEase-Suspension (verdiinnt 1:10);
(~ 13,3 pKatal; bezogen auf Bisnitrophenylphosphat
als Substrat). (c) Oligonucleotid-3’-nucleotidohydro-
lase [Phosphodiesterase (PDEase, Kalbsmilz)], E. C.
3.1.4.18; Reaktionsansatz: 50 pl Citrat-Puffer 0,1 M,
pH 6,0; 20 ul Nucleotidldsung (ca. 30 nmol); S pl
PDEase (~ 0,3 nKatal, bezogen auf Thymidin-3'-
nitrophenylphosphat als Substrat). (d) 5’-Ribonu-
cleotidphosphohydrolase [5-Nucleotidase], E. C.
3.1.3.5; Reaktionsansatz: 40 pul Veronal-Puffer 0,04 M,
pH 8,0; 20 ul Nucleotidlésung (ca. 30 nmol); S pl 5'-
Nucleotidase (~ 1,7 nKatal; bezogen auf 5AMP als
Substrat). 5-Nucleotidase wurde von Sigma-Che-
mie, Miinchen, simtliche anderen Enzyme wurden
von Boehringer, Mannheim, bezogen.

Chromatographie: Die Sdulenchromatographie
wurde mit DEAE-Cellulose, HCO3;-Form, (Fa.
Whatman) durchgefiihrt. Fiir die analytische Diinn-
schichtchromatographie (DC) wurden folgende Tra-
gerfolien verwendet: (a) Polyethylenimin-impra-
gnierte Cellulose-Platten (Fa. Macherey und Nagel,
Diiren); (b) Cellulose-Platten F 1440 LS 254 (Fa.
Schleicher und Schiill, Dassel).

Als Substanznachweis diente die UV,,,-Absorp-
tion. Als Losungsmittelsysteme (LS) fiir die DC wur-
den eingesetzt: LSI=0,5M KNO, (pH 5,5); LSII =
Ethanol/1 M Ammoniumacetat (7:3, V:V) (pH 6,8)
(siehe Tabelle 1).

Diinnschichtelektrophorese: DE-Doppelkammer
(Desaga, Heidelberg) mit Kieselgel-Diinnschicht-
platten (Woelm, Eschwege). Als Elektrophoresepuf-
fer wurde 0,1 M Natriumcitratpuffer, pH 4,0 verwen-
det.

Phosphatbestimmung: Diese erfolgte angelehnt an
die Methode von Zilversmit und Davis [12].

Radioaktivititsmessungen: Die Radioaktivitdts-
messungen wurden in einem Tricarb-Scintillations-
spektrometer der Fa. Packard, Modell 3385, durch-
gefiihrt.

P, P3-(5'-Guanosyl-5"-[**C] adenosyl)triphosphat
2.2 Chemische Synthesen

Zur Synthese der Kappenmutterverbindung P?,P*-
(5’-Guanosyl-5"-adenosyl) triphosphat, Gp,A, (1)
(sieche Abb.1) wurde Adenosin-5-monophosphat
(5’ AMP) und Guanosin-5'-diphosphat (5 GDP) ge-
maB dem Verfahren von Khorana und Todd [13] zur
Darstellung von Pyrophosphaten umgesetzt, wobei
in wissrigem Pyridin mit einem auf 5AMP bezo-
genen 200fachen UberschuB N,N’-Dicyclohexylcar-
bodiimid (DCC) als Kondensationsmittel gearbeitet
wurde. Neben der Zielverbindung Gp,A (1) ent-
standen als Nebenprodukte die Substanzen P?,P3-
Di(5’-adenosyl) diphosphat, Ap,A, (3) sowie P!, P*-
Di (5’-guanosyl) tetraphosphat, Gp,G.

Die Trennung der entstandenen Verbindungen er-
folgte saulenchromatographisch an DEAE-Cellulose
mit Triethylammoniumbicarbonat (TBK)-Puffer,
pH 7,5, (0—0,5 M) als Elutionsmittel. Abb. 2 zeigt ein
typisches Elutionsprofil der Chromatographie eines
Gp,A-Syntheseansatzes.
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Abb. 1. Formelschema.
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Abb. 2. Elutionsprofil der Chromatographie eines Gp,A-Reaktionsansatzes. Ordinate: Absorption bis 254 nm; Abszisse:
(a) Fraktionen zu je 20 ml; (b) Triethylammoniumcarbonatpuffer [M]. Folgende Substanzen wurden identifiziert: AMP

(0,20 M), 3 (0,22 M), GDP (0,28 M), 1 (0,33 M), Gp,G (0,40).

Die isolierten Verbindungen waren chromatogra-
phisch und elektrophoretisch einheitlich und wurden
durch UV- und *P-NMR-Spektroskopie charakteri-
siert.

Ausgehend von [*C]5AMP betrug die durch-
schnittliche Ausbeute nach Abbau der nicht 5,5'-
verkniipften Nucleotide mit Alkalischer Phosphatase
zu den entsprechenden Nucleosiden und anschlie-
Bender Rechromatographie unter den in Abb. 2 ge-
nannten Bedingungen, sowie Uberfiihrung der Ver-
bindung in die Natriumsalzform und ausschlieBli-
cher Verwendung der hochreinen Hauptpeakfrak-
tion an Gp,[**C]A 1,5—3 pmol (1 —2%).

Die erhaltenen Dinucleosidphosphate Gp,[**C]A
(1) sowie [“C]Ap,[**C]JA (3) und ihre ribosering-
offenen Derivate rro(Gp,[**C]A) (2) bzw. rro-
([*C]Ap,[**C]A) (4) (siche Abb. 1) wurden in die
biochemischen Abbauversuche eingesetzt.

2.2.1 P, P3-(5-Guanosyl-5"”-adenosyl) triphosphat (1)

Zunichst wurde das Zielprodukt (1) als nicht
markierte Verbindung dargestellt, um eine Bezugs-
bzw. Vergleichssubstanz fiir die Reindarstellung der
#C-markierten Zielverbindung (1) zu erhalten. Der
Reaktionsansatz dieser Gp,A-Synthese enthielt:

75mg (187,5pmol) SAMP-Na, und 140 mg
(300 pumol) S’GDP - Li,. Beide Nucleotide wurden
in 1 ml dest. Wasser gelost und zu einer Losung von
6,2 ¢ DCC (30 mmol) in 20 ml Pyridin gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 11 Tage bei Raumtempera-
tur geriihrt und nach Abtrennung des ausgefallenen
Dicyclohexylharnstoffs aufgearbeitet.

Die Ausbeuten betrugen: 14% Gp,A (1); 7% Ap,A
(3) und 8% Gp,G.

2.2.2 P!, P*-(5’-Guanosyl-5"-[**C]adenosyl)triphos-
phat (1)

60mg (150 pmol) SYAMP - Na,, 140 mg (300 pmol)
5’GDP - Li, und 58,5 nmol [*C]5AMP (1,4 ml der
[*C]AMP-Stammlosung: 0,02 mCi/ml; 479 mCi/
mmol; New England Nuclear, Boston, USA) wurden
in 1,5 ml dest. Wasser gelost. Diese Nucleotidldsung
wurde zu 6,2 g (30 mmol) DCC in 40 ml Pyridin ge-
geben. Der Reaktionsansatz wurde 24 Tage bei
Raumtemperatur gerithrt und nach Abtrennung des
ausgefallenen Dicyclohexylharnstoffs aufgearbeitet.

Die Ausbeuten an Gp,[**C]A betrugen: 10% und
nach Rechromatographie und Uberfithrung der
Titelverbindung in das Natriumsalz: 1,8%.
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Die Offnung der Ribose zum Produkt rro(Gp,-
[**C]A) (2) wird wie fiir rro ATP beschrieben [14]
ausgefiihrt:

150 nmol Gp,[**C]A, die in 500 pl dest. Wasser ge-
16st vorlagen, wurden mit 200 pl 0,1 M Phosphatpuf-
fer pH7,0 und 100pl 0,01 M Natriumperjodat
(NaJO,) versetzt. Nach einer 45-miniitigen Reak-
tionszeit wurde lberschiissiges Perjodat durch Zu-
gabe von 30 pl 1 M Glucose zerstort. Zu diesem An-
satz wurden 0,5 mg Natriumborhydrid (NaBH,), ge-
16st in 100 pl dest. Wasser, sowie 700 ul 2 M Na-
triumacetatpuffer pH 5,2 gegeben und das Reak-
tionsgemisch auf pH 7,8 eingestellt. Nach einer Re-
aktionszeit von 1 Tag wurde der pH-Wert mit 1 N
HCI auf pH 5,2 eingestellt und das Reaktionsge-
misch sdulenchromatographisch aufgearbeitet.

Ausbeute an rro (Gp,[*C]A): 127,5 nmol (85%).

2.2.3 P, P%-Di(5-[**C]adenosyl)diphosphat (3)

75 mg (187,5 umol) AMP - Na, und 140 mg (300 p-
mol) GDP-Li, wurden mit 42,0nmol [“C]5SAMP in
1,5ml dest. Wasser gelost, zu dieser Nucleotidlosung
wurden 6,2 g (30 mmol) DCC in 30 ml Pyridin ge-
geben. 12 Tage wurde dieser Reaktionsansatz bei
Raumtemperatur geriithrt. Der ausgefallene Dicy-
clohexylharnstoff wurde abgetrennt und der Ansatz
sdaulenchromatographisch aufgearbeitet.

Ausbeute an [**C]Ap,[**C]A: 8%.

Die riboseringoffene Verbindung rro([**C]Ap,-
[**C]A) (4) wurde wie folgt dargestellt:

60 nmol [“*C]Ap,["*C]A in 200 pul dest. Wasser
wurden mit 100 pl 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 und
50 ul 0,1 M Natriumperjodat versetzt. Uberschiissiges
Perjodat wurde nach einer Reaktionszeit von 45 min
mit 30 pl I M Glucose zerstort. Die anschlieBende Na-
triumborhydrid-Reduktion wurde wie bei der Dar-
stellung von rro(Gp,[**C]A) beschrieben durchge-
fihrt.

Ausbeute an rro ([**C]Ap,[**C]A): 48 nmol (80%).

Weitere Daten zur Charakterisierung der Synthe-
seprodukte (1—4) sind in Tab. I zusammengestellt.

2.3 Biochemische Experimente
2.3.1 Zellfraktionierung

Die Rattenleber (ménnliche Ratten, Stamm Wi-
star, 120—150 g Gewicht, Versuchstierzuchtbetrieb
Winkelmann, Nordborchen) wurde in isotonischem

Tab. I. Charakterisierung der Syntheseprodukte 1—4.
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Isolationsmedium bestehend aus 0,22 M Mannit,
0,07 M Sucrose und 0,001 M Triethanolamin x HCI,
pH 7,2, bei 4 °C zerkleinert, blutfrei gewaschen, im
Potter-Homogenisator aufgeschlossen und durch
differentielle Zentrifugation in einer Kiihlzentrifuge
die Zellkernfraktion bei 500 x g und die Mitochon-
drienfraktion bei 15000 x g isoliert [18, 19 und dort
zitierte Arbeiten]. Beide subzelluliren Fraktionen
wurden im Isolationsmedium resuspendiert und ein
Proteingehalt zwischen 20 und 40 mg/ml eingestellt.
Protein wurde nach der Biuretmethode bestimmt.

2.3.2 Enzymatische Abbauversuche

Die enzymatischen Abbauversuche mit den C-
markierten Dinucleosidphosphaten Gp,A (1), Ap,A
(3), rro (Gp,A) (2) und rro (Ap,A) (4) wurden unter

P!, P5-(5-Guanosyl-5"-[*C]adenosyl)triphosphat 61

hypotonischen Bedingungen in 170 pl 0,001 M Tri-
ethanolamin x HCI-Puffer pH 7,2 bei 25°C iiber
eine Inkubationszeit von 30 Minuten ausgefiihrt. Die
Ansitze enthielten analog zu Befunden aus fritheren
Untersuchungen [9] jeweils 0,5—0,6 mg Protein der
Zellkern- bzw. Mitochondrienfraktion und 20 bis
30 nmol des jeweils eingesetzten *C-markierten Nu-
cleotids (1—4), wobei folgende Aktivititen vorlagen:
(1) und (2) 567 cm x nmol~, (3) und (4): 365cpm
xnmol™. Nach verschiedenen Inkubationszeiten
wurden Aliquots des Ansatzes entnommen, in 15%
Perchlorsdure denaturiert und nach Zentrifugation
und Neutralisation diinnschichtchromatographisch
ausgewertet (Platte a, LS I siehe Abschnitt 2.1). Die
nucleotidhaltigen Flecken wurden zugeordnet, aus-
geschnitten und ihre Radioaktivitdt im Liquidscintil-
lationszahler bestimmt. Die Ergebnisse fuflen auf
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Abb. 3. Abbau der “C-markierten Dinucleosidphosphate mit der Nucleusfraktion. A Ordinate: Abbau der Dinucleosid-
phosphate in [nmol x mg Protein~']; Abszisse: Zeit in [min]; B Ordinate: Reziproke Auftragung des Abbaus der Di-
nucleosidphosphate in [mg Protein x nmol~]; Abszisse: Reziproke Zeit in [min~']. Die Linearisierung der in Abb. 3A
dargestellten Abbaukurven von Gp,A () fithrt unter Beriicksichtigung des 95% Vertrauensbereiches zu folgender Gera-

dengleichung
y=0,055 (£ 0,028) x +0,0177 (£ 0,007) mit

r=0,964 bei

n=>3,.

Die Grenzen des 95% Vertrauensbereiches sind durch die gestrichelten Geraden gekennzeichnet.
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Doppelbestimmungen aus jeweils zwei bis vier Ver-
suchsreihen und wurden in nmol x mg Protein™
umgerechnet. Fiir die *C-markierten Nucleotide (1)
und (2) wurden fiir die Abbaureihen mit der Zell-
kernfraktion Stoffbilanzen aufgestellt.

3. Ergebnisse und Diskussion

Gp,A (1) und Ap,A (3) sowie deren ribosering-
offene Derivate (2, 4) werden von Nucleasen der
Rattenleberzelle gespalten und metabolisiert. Die ex-
perimentellen Befunde, die mit der Zellkern- und
der Mitochondrienfraktion erhalten wurden, sind in
den Abbn. 3—6 graphisch wiedergegeben.

P!, P>-(5'-Guanosyl-5"-[**C] adenosyl)triphosphat

Qualitativ fallt beim Vergleich der Abbn. 3 A und
6 A die offenbar bessere Spaltbarkeit des Gp,A (1)
gegeniiber Nucleasen der Zellkernfraktion auf. Zur
Priifung der Signifikanz dieser Beobachtung wurden
die Abbaukurven fiir Gp,A (1) linearisiert (Abbn.
3 B, 6 B). Die beim Abbau mit der Nucleusfraktion
fir die Verbindungen 2, 3 und 4 erhaltenen MeB-
werte liegen simtlich auBerhalb des 95%-Vertrauens-
bereiches der Regressionsgeraden fiir Gp,A (1), d. h.
das kappentypische Nucleotid (1) verhilt sich ge-
geniiber den Nucleotiden (2), (3) und (4) in bezug
auf die Spaltbarkeit gegeniiber Nucleasen der Zell-
kernfraktion quantitativ nicht bioisoster [20]. Dage-
gen tritt ein solcher Befund bei der Analyse mit der
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Abb. 6. Abbau der “C-markierten Dinucleosidphosphate
Dinucleosidphosphate [nmol x mg Protein—]; Abszisse: Zeit
Dinucleosidphosphate in [mg Protein x nmol~']; Abszisse:
dargestellten Abbaukurve von Gp,A () fiihrt unter Beri
dengleichung

y=0,0959 (£ 0,0455) x + 0,0339 (+ 0,0113) mit .

Die Grenzen des 95% Vertrauensbereiches sind durch die g¢

Mitochondrienfraktion erhaltenen Abbauergebnisse
nicht auf (Abb. 6 B). Die Verbindungen (1), (2), (3)
und (4) sind gegeniiber Nucleasen der Mitochon-
drienfraktion bioisoster. Gleichartige Befunde wur-
den mit dem 500 x g (Homogenat ohne Zellkerne)
und dem 15000 x g-Uberstand (Lysosomen, Mikro-
somen , Ribosomen und Hyaloplasma) erhalten.

Die Kappenmutterverbindung Gp,A (1) ist nach
den vorliegenden Ergebnissen fiir Nucleasen des
Zellkernes ein bevorzugtes Substrat, wobei neben
der 5',5-stindigen intramolekularen Triphosphat-
kette fiir die Wechselwirkung mit den offenbar kap-

hondrienfraktion. A Ordinate: Abbau der
nate: Reziproke Auftragung des Abbaus der
min~']. Die Linearisierung der in Abb. 6A
)5% Vertrauensbereiches zu folgender Gera-

=5.

:n gekennzeichnet.

hen Nucleasen intakte Ribofuranosid-

* ... Dinucleosidtriphosphat vorliegen miis-
Phosphatkettenldngen-abhédngige Nuclea-

8 «+..de in der Literatur berichtet [7, 10]; so
wuiucn in Rattenleberextrakten [7] Ap,A-spezifische
und aus Salinenkrebs (Artemia salina) [10] Gp,G-
spezifische Tetraphosphatasen identifiziert. Das Vor-
handensein triphosphatspezifischer Nucleasen steht
im Einklang mit Befunden von Furuichi, La Fiandra
und Shatkin [6], die zeigen konnten, daB fiir die
Erhaltung der Schutzfunktion gegeniiber zelluldren
Nucleasen aus Weizenkeimextrakten Gp,G-Kappen
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von Reoviren-mRNA unmethyliert vorliegen kdnnen
und somit die Schutzwirkung an die Gp,G-Struktur
gebunden ist. Im Gegensatz dazu ist fiir die Bildung
stabiler Komplexe zwischen kappentragender mRNA
und Ribosomen die typische Methylierung der Kap-
pen unerlaBlich [6].

Das gleichartige Abbauverhalten kappentypischer
(1) und -untypischer (2, 3, 4) Nucleotide bei Inku-
bation mit der Mitochondrienfraktion zeigt, daf3
mitochondriale Nucleasen offenbar keine ausgeprag-
te Kappenspezifitit besitzen. Dieser Befund steht im
Einklang mit dem Fehlen von Kappen in mitochon-
drial codierter poly(A)-haltiger RNA aus Hela-Zel-
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