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A biospecific resin for the retardation of ribosomal pep-
tidyltransferase by affinity chromatography was prepared by
condensing the a-amino group of puromycin with the N-
hydroxysuccinimide ester of CH-Sepharose 4B to yield the
resin-linked puromycin derivative 4.

Puromycin (1) 173 ist ein natiirliches Struktur-
analogon einer an C-3’ mit L-Tyrosin beladenen
tRNA (2).

Wie aminoacylierte tRNA wird Puromycin (1)
an die 50S-Untereinheit von E. coli-Ribosomen ge-
bunden?, wo es vermutlich die Bindungsstelle des
terminalen Aminoacyl-Adenosinrestes der tRNA
(Peptidyltransferasezentrum) besetzt.
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Notizen

Um Kenntnis von der Struktur der Peptidyltrans-
ferase zu erlangen, wird ein Harz zur Affinitits-
chromatographie von Ribosomen beschrieben, das
eine biospezifische Abtrennung der Peptidyltrans-
ferase gestatten sollte.

Die Abtrennung der Puromycin-Bindungspartner
mit Hilfe der Affinitdtschromatographie besitzt ge-
geniiber den bisher benutzten Affinity labeling Me-
thoden % ¢ den Vorteil, da8 der Bindungspartner in
chemisch unverédnderter Form erhalten werden kann.

Als Matrix fiir (1) wurde Sepharose 4B benutzt,
die iiber eine Alkylkette (spacer) kovalent mit Puro-
mycin verkniipft wurde. Kondensiert man CH-
Sepharose 4B (3a) mit N-Hydroxysuccinimid durch
N - Athyl - N- (3-dimethylaminopropyl) - carbodiimid,
so wird der aktivierte N-Hydroxysuccinimidester 3b
erhalten. Dieser wird in Wasser/Dioxan mit der pri-
maéren Aminogruppe von Puromycin zum farblosen
Affinitdtsharz der Struktur 4 umgesetzt.

Die Ligandenkonzentration von 4 ergibt sich nach
dessen alkalischer Hydrolyse und Bestimmen der
UVy,g-Absorption der Losung zu 2,4 umol/ml. Wie
erste chromatographische Auftrennungen von E. coli-
Ribosomen zeigen?, wird ein ribosomales E. coli-
Protein von 4 spezifisch zuriickgehalten und kann
in reiner Form abgetrennt werden.

Die Arbeit wurde mit Mitteln des Landes Nord-
rhein-Westfalen gefordert.

Experimentelles

N-Hydroxysuccinimidester von CH-Sepharose 4B
(3b): 3,0 g in 50ml 0,5M wilrig. Natriumchlorid
gequollene CH-Sepharose (3a) werden auf der
Glasfritte erst mit 250ml 0,5M Natriumchlorid,
dann mit 250 ml Wasser gewaschen, abgesaugt und
in eine Losung von 230 mg (2 mmol) N-Hydroxy-
succinimid in 30 ml Wasser eingetragen. Der pH-
Wert der Suspension betridgt 4,0. Nach Zusatz einer
Lésung von 0,5 g N-Athyl-N'-(3-dimethylaminopro-
pyl) -carbodiimidhydrochlorid in 1 ml Wasser schiit-
telt man 12 Stunden, saugt ab und wéscht ausgiebig
mit Wasser. 14,5ml farbloses Sepharose 4B-Deri-
vat 3b.

Puromycin-Derivat von CH-Sepharose 4B (4):
12 ml gequollenes Sepharose 4B-Derivat 3b werden
in 20ml einer Dioxan/Wasser(1:1)-Mischung, die
54,5 mg (100 umol) Puromycin-dihydrochlorid ent-
hilt, bei 0 °C eingetragen. Man versetzt mit 30 ul
(200 umol) Tridthylamin, schiittelt 6 Stunden und
148t noch reaktives 3b durch Zusatz von 20ml 1M
Athanolamin, das mit konz. Salzsdure auf pH 10,0
eingestellt worden war, abreagieren. Nach 1 Stunde
Reaktionszeit wird das Harz abgesaugt (Glasfritte)
und alternierend mit 0,1 M Na-Formiatpuffer pH 3,5
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und 0,1 M Na-Carbonatpuffer pH 10,0, die beide 1 M
NaCl enthalten, gewaschen. Durch Nachwaschen mit
Wasser entfernt man Salze und erhalt 12 ml farb-
loses Sepharose 4B-Derivat 4.

Quantitative Ligandenbestimmung des Sepharose-

4B-Derivates (4): 0,5ml Sepharose 4B-Derivat 4
bzw. 0,5 ml CH-Sepharole 4B (3a) werden jeweils
mit 4,5 ml 2 N NaOH versetzt und bei 90 °C 2 Stun-
den hydrolysiert. 100 ul-Proben der hellbraunen
Hydrolysate von 4 bzw. 3a werden in einer Kiivette
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mit 1,9ml Hy,O verdiinnt und die Extinktion bei
276 nm bestimmt. Aus der Extinktion der Lésung
des Puromycin-Derivates 4 (E=0,409 )und der
CH-Sepharose 4B (E =0,289) ergibt sich ein 4E =
0,24. Die Probe enthalt somit 0,48 A,;¢-Einheiten
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somit (50 x 0,48 A,,¢-Einheiten) 24,0 A,;¢-Einhei-
ten. Bei einem molaren Extinktionskoeffizienten des
Puromycins von &£ =20300! entsprechen 24,0 Ay¢-
Einheiten 1,2 umol Puromycin-Derivat. Die Ligan-
denkonzentration betridgt somit 2,4 umol Puromy-
cin/ml Harz.
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