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Biologische Laboratorien der CIBA Aktiengesellschaft Basel
Fharmazeutische Abteilung

Struktur und Funktion der transfer-RNS

M. STAEHELIN

Transfer-Ribonukleinsduren sind vor etwa zehn Jahren von TIssiERES
als eine relativ einheitliche Klasse von Substanzen mit einer Sedimentations-
konstante von 4 = und emem Molekulargewicht von etwa 25 000 genau cha-
rakterisiert worden. Die transfer-Ribonukleinsiuren sind diejenigen Mole-
lkiile, welche die genetische Information, welche in der Basensequenz der
messenger-RNS liegt, abgreilen und fiir die Synthese einer spezifischen
Aminosduresecquenz verwerten konnen, An Hand des genetischen Kodes
lifit es sich errechnen, dall dazu mindestens 32 verschiedene transter-Ribo-
nukleinsiduren notwendig sind ; wahrscheinlich ist ihre Zahl in einer lebenden
Zelle jedoch viel grolier,

Bis heute sind die Strukturen von je 5 transfer- Ribonukleinsiuren {(1-5)
aus Hefen, je 3 aus K. col (6-8) und von 1 tierischen Ursprungs (9) bekannt
geworden. Allen bisher bekannten Strukturen st gemeinsam, dal} sich die
Priméirsequenz in Form eines Kleeblatts falten lalt, wobel die beiden Enden
sehr nahe zuemmander zu liegen kommen (8. Abb. 1). In dieser Struktur ist
auch die Anzahl der méglichen Basenpaarungen in allen transfer-Ribonu-
kleinsduren gleich, némlich 7 Basenpaare in der Region nahe der beiden
Fnden, 3 Basenpaare im Stiele der linken Schlinge, welche durch einen
besonders hohen Gehalt an Dihydrouridin gekennzeichnet ist, 5 Basenpaare
im Stiel der unteren Schlinge, welche die fiir die Ablesung des genetischen
Kodes notwendigen Nukleotide trigt, und 5 Basenpaare im Stiel der rechten
Schlinge. welche durch die gemeinsame Sequenz G-T-Ps-C-Pu ausgezeichnet
ist. Kine vierte Schlinge. zwischen den beiden letztgenannten, der sogenannte
amini-loop», 15t von Nukleinsdure zu Nukleinsfiure sehr varabel.

Allen bisher bekannten transfer-Ribonukleinséiuren gemeinsam ist auch
thr hoher GGehalt an ungewthnlichen Nukleotiden. Folgende Umlagerungen
bzw. Basenabwandlungen sind bisher in den Nukleotiden der transfer-
Ribonuklemsiure beschrieben worden:

Methyvlierung Hydrogenierung
Desaminierung Azylierung
Isopentenvlierung Transglykosidierung
Thiolierung Karboxvmethylierung

5 Bullsehwedz, Akad. med. Wisz, 1969 {5:)



Tabelle 1

1-Methyladeninhaltige Sequenzen

Methylierung in vitro Endogenes 1-Methyladenin

E. coli Hefe K. coli Hefe Leber
tRNS tRINS tHRNS tRNS tRNS
Basenreste pro
tRNS-Kette 0.9 0.2 - 0.55 (.90
Sequenzen
Py-A-1MeA-U — 4.0 - 0.05 005
Py-G-1MeA-U — 3395 — (.20 (.20
Py-(i-1MeA-C — 8% — (105 .10
Py-A-1MeA-A-U 809, 2009, —- .10 (.30
Py-G-1MeA-A-U 109%, 23%, (10 (.20
Py-G-1MeA-A-C — 104, (.05 0.05

Interessanterweise nimmnit der (Gehalt an modifizierten Nukleotiden im
Laute der Evelution zu. Wihrenddem die trapsfer-Ribonukleinsiiure von
Schleimpilzen fast nur aus normalen Basen besteht, enthilt die transfer-
Ribonukleinsdure von 8. coli ca. 5-10%,, diejenige von Hefe 10-15%, die-
jenige tierischer Gewebe iiber 209, modifizierter Nukleotide. An Hand der
Primérstruktur der bisher hekannten transter-Ribonukleinsduren (s. Tab. 1)
st ersichtlich, dal} sich in der Lokalisation dieser seltenen Basen gewisse
(esetzmiBigkeiten feststellen lassen, So ist, falls vorhanden, 1-Methyl-
Guanin immer im 9., 2-Methyl-Guanin immer im 10. Nukleotid vom 5’- Ende,
1-Methyl-Adenin immer 1m 19., Thymin mmer m 23. Nukleotid vom
3'- Ende lokalisiert. Di-Methyl-G; findet sich zwischen den Stielen der Ihi-
hydro-U-Schlinge und der Antikedon-Schlinge, und Inosin st oft eine der
drel Basen der Antilcoden-Schlinge.

Gemeinsam mit Dr. BacULEy haben wir die Frage zu beantworten ge-
sucht, wodurch die Spezifitit der Lokalisation dieser modifizierten Basen
bedingt sei. Zu diesem Zweck haben wir zwei Methylasen isoliert, welche
imstande sind, Nukleotide m ganz bestimmter Weise zu methylieren, ndmlich
(Guanin zu 2-Methyl-Guanin und Adenin zu 1-Methyl-Adenin. Aus Tabelle 1
ist ersichtlich, daii li.-eoli-transfer-RNS sehr wenig dieser beiden methylier-
ten Basen enthilt, welche jedcch in Hefe transfer-Ribonukleinsduren an
ganz bestimmten Stellen vorkommen. Deshalb wurde zuerst einmal die
Methylierung ven KE.-coli-transfer-RNS durch die tierschen Enzyme mit
Hilfe von 8-Adencsvimethionin als Subistrat untersucht, und nach partiellem
Abbau der tRNS die Sequenzen bestimmt, i welchen die methylierten
Nukleotide lokalisiert waren. Daber zeigte es sich, dall durch die beiden
Tnzyme Guanin und Adencsin nur in ganz bestimmten Sequenzen methyliert
wurden, so dal} nach dem Abban mit Pankreasribonuklease 2-Methylguanin
nur im Trinukleotid A 2MeG C, und 1MeA zu 80% im Tetranukleotid
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Abb. 1. Kleeblattmodell der transfer-RNS mit den Basen, die den bisher bekannten
tRNS gemeinsam sind.

G-1MeA AU und zu einer ganz geringen Menge im Tetranukleotid A-1ME-
A-U zu finden waren [ 10].

Diese Versuche sprechen fiir eine strenge Basenspezifitit der Methylie-
rung. Insbesondere ist es auffallend, daB die Methylierung von E.-coli-RNS
in vitro zu den genau gleichen methylierten Sequenzen fuhrt, wie sie in der
Hefe-transfer-RNS fiir das 2Me(s gefunden wurde. Beim 1MeA dagegen
besteht eine Diskrepanz zwischen den In-vitro-Versuchen mit E.-coli-RNA
und der Struktur der bekannten Hefe-transfer-RNS, indem hier in vitro
ein Tetranukleotid methvliert wird. wihrenddem in vivo das 1MeA nach
Pankreas-RNase-Hydrolyse im Trinukleotid vorliegt.

Leber-transfer-RNS hat einen Gehalt von 1MeA, der etwa einem Basen-
rest pro tRNS-Molekiil entspricht. wihrenddem Hefe tRNS nur etwa 2j
s0 viel 1MeA enthiilt, Wir haben daher versucht, auch Hefe-transter-RNS
n vitro zu methylieren; daber konnten in vitro mm Hefe-transfer-RNS noch
weitere (0,2 Basenreste 1MeA eingefiihrt werden. Nach Spaltung mit Pan-
kreas-RNase zeigte es sich, dall sowohl das endogen vorhandene 1MeA als
auch das nach In-vitro-Methylierung gebildete 1MeA sich in 6 verschiedenen
Sequenzen fand, nimlich 3 Trinukleotiden und 3 Tetranukleotiden (s. Tab. 1),
Dies zeigt, dall die Spezifitit des Enzyms fiir eine bestimmte Sequenz doch
nicht so grof} ist, wie dies von der E.-coli-transfer-RNS her vermutet wurde,
sondern spricht dafiir, dall eher ein ganz bestimmtes Nukleotid in der drei-
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Tabelle 2
Der genetische Kode

1. Base 2. Base 3. Base
H/-Ende i 3/ -Ende
{ ).' :} l. {_: _,\- (| { f) ( }
u Phe ber Lyr Cys U

Phe Ser Tyr (Cys &

Leu Rer Ochre® ? A

Leu Ser Awmber# Try (s
C Leu Pro His Arg U

Leu Pro His Arg C

Leu Pro CiluN Arg A

Leu Pro CrluN Arg (s
A e Thr AspN Ser U

Tlen Thr AspN Ser (!

Teu? Thr Lys Arg A

Met, I"-Met Thr Lys Arg (i
G Val Ala Asp Gly J

Val Ala Asp Gly L8

Val Ala Cilu Gly A

Val, F-Met Ala Gilu Gly (:

T A AwmdU A G Kettenende.

dimensionalen Konfiguration der transfer-RNS vom Enzym erkannt wird.
Daf3 tatsichlich durch das Enzym in vitro auch das gleiche Nukleotid. d.h.
das 19. Nukleotid vom 3’-Ende methyliert wird. konnte an Hand von reiner
Hefe Serin-transfer-RNS gezeigt werden, die ber Methvlierung in vitro das
Tetranukleotid A-1MeA A U gibt, denn an Hand der bekannten Primiir-
sequenz der Hefe-Serin-transfer-RNS kann dieses Tetranukleotid genau
lokalisiert werden, Dall nur eine ganz bestimmte Anzahl von Sequenzen
methyvliert wird, diirfte daher weniger auf der Spezifitdt des Enzyms be-
ruhen als auf der Tatsache, daB in dieser Region das 19, Nukleotid vom
3-Ende immer em Adenosin ist, dag auf ein Purin und die drei gemein-
samen Pyrimidinnukleotide T-PsU C folgt. Abb. 1 gibt die gemeinsamen
Basen in der Umgebung des 1-Methvladenins in den bekannten tRNS
wieder.

Von besonderer Bedeutung sind in der transfer-RNS natiirlich die drer
Niukleotide des Antikodons, d. h. die drel Basen, welche mit den drei Basen
dermessenger-RNSeine Basenpaarung eingehen konnen. Der genetische Kode
(Tab. 2) besagt, dal} alle 64 miglichen Trinukleotidsequenzen eine Bedeutung
haben, wobel die ersten beiden Basen jeweils eine ganz bestimmte Amino-
siiure definieren, withrend die dritte Base insofern weniger bedeutungsvoll
ist. als fur die gleiche Aminosiure 2, 3 oder sogar 4 Basen die gleiche Amino-
sdure bestimmen konnen. Aus dieser Tatsache sowie aus dem Umstand.
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Abb. 2, Stereomodell der tierischen Serin-transfer-IRRNS.

dal} verschiedene transfer-Ribonukleinséuren in der Antikodonregion Inosin
enthalten. hat Cricx [L1] vor einigen Jahren die sogenannte «wobbles-
Hyvpothese entwickelt. Ihese besagt, dall nur die Basenpaarungen der er-
sten zwel Basen klassische Basenpaarungen, also G -C und A U sein miissen,
withrend bei der dritten Base anch sogenannte unorthodoxe Basenpaarungen
moglich sind. Fiir solche unorthodoxe Basenpaarungen hat Crick einerseits
eine Paarung von Inosin mit Uracyvl. Cytosin oder Adenin und andererseits
eine Paarung von Guanin mit Uracvl vorgeschlagen. Bei den bisher bekann-
ten transfer-Ribonukleinsiuren 1zt noch keine Ausnahme von dieser Regel
efunden worden. dagegen wurde cer eigentliche Beweis. nimlich die Auf-
klirung von zweli oder mehr transfer-Ribonukleinsiduren. welche die gleiche
Aminosiaure binden. aber durch verschiedene messenger-Trinukleotide an
die Ribosomen gebunden werden. noch nicht erbracht worden. Es st uns
nun gelungen, aus Rattenleber-tRNS dre1 verschiedene Serin-t RNS-Spezies
zu isolieren, welche sich dadurch unterscheiden. daB sie durch verschiedene
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Abb. 3. Schematische Darstellung der dem Modell in Abb. 2 zugrunde liegenden Faltung
der Serin-tRNS.

messenger-Trinukleotide an Ribesomen gebunden werden. Dabei zeigte sich
tiir die 6 Serin-Kodons folgende Vertellung:

SHerin-t NS 1 U-C-U U-C-C U-C-A

Herin-tRINS 11 U-0-(-

Nerin-tRNS 111 A-G-C A-G-U

Obwohl erst die tRNS I in threr Struktur vollstindig aufgeklirt werden
konnte, liel sich doch bereits die Sequenz der Nukleotide und Antikodons
mit Sicherheit bestimmen, Dabel zeigte sich, dall die drei Nukleotide in
allen drei Serin-tRNS-Spezies verschieden sind, und zwar enthilt Serin-
tRNS T als Antikodon I-G-A, Serin-tRNS II C-G-A und Serin-tRNS 111
(—C-11, Nachdem cies genau die Antikodons sind, welche nach der ewobblen-
Hypothese vorauszusagen waren, diirfte hiermit der Beweis fiir die Giiltig-
keit dieser Hypothese erbracht sein.

Die Fihigkeit der transfer-Ribonuklemsiuren. den genetischen Kode in
bestimmte Aminosduresequenzen iibersetzen zu konnen, beruht einerseits
auf emer spezifischen Basenpaarung cder transfer-RNS mit den messenger-
Trinukleotiden, andererseits aber auch auf einer spezifischen Bindung der
einzelnen Aminosiauren durch bestimmte Synthetasen an die entsprechenden
transfer-RNS-Spezies. Da die drei Leber-Serin-tRNS sowie die Hefe-Serin-
tRNS doch gewisse Unterschiecde in threr Primirstruktur zeigen, war es von
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Interesse, die Bindung der einzelnen tRNS an das Enzym zu untersuchen.
Mit Hilfe eines 600fach geremigten Fnzyms aus Rattenlebern liel3 sich die
Affinitdt der einzelnen transfer-RNS fiir die Synthetase mit eimiger Ge-
nauigkeit bestimmen. Dabei zeigte es sich, dal} alle vier untersuchten Serin-
tRNS-Spezies die genau gleich starke Affinitéit fiiv das Enzym besitzen. Es
mul} daher geschlossen werden, daB fur diese Bindung an das Enzym solche
Regionen der transter-RNS m Frage kommen, welche fiir alle vier tRNS-
Spezies identisch sind. Ein Vergleich der Struktur der vier Spezies zeigt,
cdal} die emzige Region, welche bei allen vier Spezies identisch ist, die Di-
hydrouridin enthaltende Schlinge 1st. Von CramEir [12] wurde schon vorge-
schlagen, dal} diese Schhinge sehr nahe beim 3-Ende der transfer-RNS,
welche die Aminoséiure bindet, liegen kann, da alle bekannten transter-RNS
in dieser Schlinge einerseits zwei benachbarte GGuanine enthalten und anderer-
seits alle auf das terminale Adenosin folgend zwer Cytosinreste besitzen. was
auf eine spezifische Basenpaarung hindeutet. Tin in dieser Art und Weise
gestaltetes dreidimensionales Modell der transfer-RNS kinnte die gleiche
Affinitiit aller vier Serin-tRNS-Spezies an das gleiche Enzym erkliren

{Abb. 3).

Zusammentassung

Anhand der bisher bekannten Nulkleotidsequenzen der transfer-Ribo-
nulleinsduren werden die gemeinsamen Strukturen aufgezeigt. Die Methylie-
rung von Nukleotiden an ganz bestimmten Stellen des Moleldils spricht da-
tiir, daB die Enzyme eine raumliche Struktur der Nukleinsdure erkennen,
Drei serinspezifische transfer-Ribonukleinsiuren konnten aus Rattenleber
soliert werden, die verschiedene genetische Code erkennen kénnen. Die
Basensequenzen in der Anticodonregion entsprechen der ewobbles-Hypo-
these von Crick. Trotz threr verschiedenen Struktur wurden die drei Nuklein-
siauren sowie auch IHefe Serin-tENS von Aminoacyl-tRNS-Synthetase gleich
gut als Substrat erkannt, was fiiv eine 1dentische Region in der rdumlichen
Struktur spricht. Bin Modell der Serin-tRNS ang Rattenleber zeigt eine
Moghechkeit, wie die tRNS dreidimensional gefaltet sein kiinnte, bei welchem
die allen vier tRNS gemeinsame Dihydrouridinschlinge nahe zum Angriffs-
punkt des Knzyms zu liegen kommt.

Résumé

On montre les traits commmuns de la structure des acides ribonucléiques
de transfert (tARN) sur la base de séquences connues actuellement. La
méthylation de nucléotides & des endroits bien déterminés de la molécule
indique gue ces enzymes reconnaissent une structure trichmentionnelle. Les
trois tARN de la sérine, préparés a partir de foie de rat, peuvent reconnaitre
différents codes génétiques. Les séquences des bases dans la région de leurs
anticodons respectifs correspondent & I'hypothese du ewobbles, proposée par
Crick. Malgré la diversité de leurs structures, les trois tARN, tout comme le
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tARN de levure spécifique pour la sérine, sont tous reconnus également bien
comme substrats par Iamincacyl-t ARN-svnthétase. Ceci est un argument
en faveuwr d'une région identique dans arrangement stérique de ces 4 molé-
cules. On présente un modéle de tARN 1solé a partir de foie de rat, qu
montre comment la molécule pourrait étre pliée de fagon a ce que la boucle
de la dihydrouridine commune anx 4 structures soit placée prés du site
accepteur.

Riassunio

Vengono messe in rilievo le strutture comuni a tutti gli acidi ribonucleici
(ARN) di trasferta. Il fatto che la metilazione der nueleotidi avvenga in ben
determinati siti della molecola depone per U'ipotesi che gl enzimi riconoscono
la struttura spaziale dell’acido nucleico. 51 ¢ riuseiti ad wolare, dal fegato
di ratto, tre acidi ribonucleict di trasferta in cw sono riconoscibili codier
genetiel diversi. Le sequenze di base nella regione anticodenica corrispon-
dono all’ipotesi awobblen di Crick. Malgrado la struttura diversa i tre acidi
nucleict nonché 1l gervina-tARN del lievito vengono riconoscinti ugnalmente
bene dalla aminoacil-t ARN-sintetasi, 1l che depone in favore d'una regione
wlentica nella struttura spaziale. Un modello del serin-tARN del fegato i
ratto indica come 1l tARN possa essere tridimensionalmente ripiegato, in
modo che Uansa diidrouridiniea, comune ai quattro tARN, venga a situarsi
net pressi del punto d'attacco dell’'enzima.

Summary

The common features of all known RNAs 18 shown. The site specificity
of certain methylases and the lack of a spectficity for any base sequence
indicate that the enzyvmes recognize a three dimensional structure. Three
serine tRNAs with different coding properties have been 1solated from rat
liver, The base sequences in their anticodon regions ave in accord with the
awobble» hvpothesis proposed by Crick. Although they differ in structure,
all three as well as veast serine tRNA are equally well recognized by the
aminoacyl tRNA synthetase. This indicates a common shape of all four
molecules. A model of gerine tRNA from rat liver is presented to show how
the molecule might possibly be folded in a manner which places the common
dihydrouridine 100p close to the acceptor site.
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Diskussion

K. WarLesryeLs (Freiburg i. Br.): Wird auch Pseudouridin im Anschlull an die DNA-
synthese durch Modifikation hergestellt ?

Tu. GinspErc (Basel): Ja. Pseudouridin ist im Makromolekiil synthetisiert durch re-
arrangement» von Uridin.

J.P. Epen (Strasbourg): Verachiedene Ergebnisse zeigen, dall die (G-T-Pa-C-Gegend
clen chemischen Modifikationen schwer zuginglich ist. [st lhr dreidimensionales Mocdell
mit diesen Ergebunissen im Kinklang ?

M. StapHeniN {Basel): Ja. Sie ist durch die Dihydrouridinschlinge geschiitzt.

U. Levronp (Bern): Sind IThnen ang der Literatur Daten iiber den Nachweis und die
Spezifitit von Enzymen bekannt, welche Adenosin in der ersten Antikodonstelle von
Transfer-Ribonukleingiiuren zu Inosin desaminieren? Da mehrere Formen von Hefe-
tENS in der ersten Antikodonstelle Inosin aufweisen, miissen derartige Enzyme exi-
stieren.

M. Sraenenis (Basel): Ein solches Enzym muld existieren, ist aber noch nicht isoliert
worden.
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