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We report on the enzymatic degradation of 14C-labelled 5',5"-linked dinucleoside triphosphates 

Gp3A, 2-0-m G p3A, 2 'dG p3A, 2 ',3"ddG p3A and m7G p3A in rat liver nuclei. The 2'-desoxy- and 
2',3'-didesoxy compounds are poorer substrates than the other cap-structured dinucleotides in­
vestigated.

1. Einleitung

Die eukaryotische Zelle ist für die Bildung kap­
pentypischer Dinucleosidtriphosphate enzymatisch 
ausgestattet [1 -9 ] . Ebenso besitzt die lebende Zelle 
die grundsätzliche Eigenschaft, Biom oleküle wie 
z.B. kappengeschützte m RNA abzubauen [10]. D ie  
Abbauprodukte werden je nach Stoffwechsellage aus 
dem Organismus eliminiert oder als Synthesevorstu­
fen -  im Sinne eines „Biologischen Recycling” — 
wieder in den Zellstoffwechsel eingeschleust.

Untersuchungen mit Extrakten aus W eizenkei­
men, Maus-L-Zellen und Hefe haben u.a. gezeigt, 
daß kappengeschützte m RNA im Gegensatz zu 
mRNA mit freien 5'-terminalen Phosphatgruppen 
von 5'-Exonucleasen nicht hydrolysiert werden 
[12-17], Für diese Schutzfunktion ist aufgrund von 
Abbaubefunden mit Reoviren-m RNA gegenüber 
Weizenkeimextrakten eine Methylierung der Kappe 
nicht erforderlich [12].

Wie in Versuchen mit der rohen Zellkemfraktion  
und anderen subzellulären Fraktionen der Rattenle­
berzelle gezeigt werden konnte, liegen derartige nu- 
cleolytische Aktivitäten offenbar im Bereich des

Abkürzungen: G p3[14C]A, P \P 3-(5'-Guanosyl-5"-[14C]adeno- 
syl triphosphat; 2 'dG p3[14C]A, Pl,P3-(2'-Desoxy-5'-guano- 
syl-5"-[14C]adenosyl) triphosphat; 2 ',3 'ddG p3[14C]A, PSP3- 
(2/,3'-Didesoxy-5'-guanosyl-5"-[14C]adenosyl) triphosphat; 
2'-0-mGp3[14C]A P \P 3-(2'-0-M ethyl-5'-guanosyl-5"-[l4C]- 
adenosyl) triphosphat; rroG p3rro[14C]A, P1,P3-(5'-rro- 
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Zellkerns vor [11]. Mit reinen Zellkernen wurde d ie­
sem Hinweis nachgegangen und radioaktiv markier­
te Kappenanaloga, die wie G p3A das Strukturmerk­
mal des 5'-Terminus von m RNA enthalten, auf ihr 
Abbauverhalten untersucht. Darüber hinaus wurde 
der Bedeutung des Ribofuranosidsystems und der 
2',3'- cw-Diolgruppe mit Analoga nachgegangen, die 
Ribosemodifizierungen im Guanosinteil der Kappe 
trugen.

2. Experimentelles

2.1. Material

5'-Nucleotidase wurde von Sigma-Chemie, Mün­
chen, alle anderen Enzyme wurden von Boehringer, 
Mannheim, bezogen. D ie N ucleotide 2'dGDP, 
2',3'ddGDP, 2'-0-m G D P und m 7G D P stammen von 
PL-Biochemicals, St. Goar, sämtliche anderen N u ­
cleotide von Boehringer, Mannheim. 14C-5'AMP, 
New England Nuclear, Boston, USA Tiermaterial: 
Ratten, männlich, 130 bis 160 g, vom Stamm Bor: 
WISW (SPF TNO), F. Winkelmann, Borchen.

2.2. Methoden

Dünnschichtchromatographie (DC):
(a) Polyethylenimin (PEI)-imprägnierte C ellulo­

seplatten (Macherey und Nagel, Düren); (b) C ellulo­
seplatten F 1440 LS 254 (Schleicher und Schüll, 
Dassel). Als Lösungsmittelsysteme (LS) dienten: 
LS 1 =  0,5 m  K N 0 3 (pH 5,7); LS II =  0,8 m  K N 0 3 
(pH 5,5); LS III =  Ethanol/1 M Amm onium acetat 
(7 : 3, v/v) (pH 6,8); LS IV = 0,4 m  TBK (pH 7,5, bei
4 °C).
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Rattenleber
I____________ zerschneiden und in 30 ml
f  Puffer b aufnehmen

Homogenat
I_____________durch Nylon-Gaze 300, 100
1 T und 41 ^m filtrieren

1. Zentrifugation [10 min, 600 x g , 4 °C]
L------------------ Sediment in 30 ml Puffer b
T resuspendieren

rohe Zellkerne
durch Nylon-Gaze

------------------- (a) 20 und 10 um oder
 ̂ (b) 20 um filtrieren

2. Zentrifugation [10 min, 600 x g , 4 °C]
h------------------  Sediment in 20 ml Puffer b
f  resuspendieren

3. Zentrifugation [10 min, 1200x#, 4 °C]
Sediment nach mechanischer Entfer- 

____________ nung vorhandener Erythrozyten
(a) in 20 ml Puffer a oder
(b) in 20 ml Puffer b (0.1% Triton 

j  X 100) resuspendieren
4. Zentrifugation [10 min, 1200 x g , 4 °C]

____________ Sediment
(a) in 6 ml Puffer a oder 

▼ (b) in 4 ml Puffer a resuspendieren
Zellkerne

Abb. 1. Fließbild der Zellkernisolierung.

Radioaktivitätsmessungen erfolgten in einem Tri- 
carb-Scintillationsspektrometer, Modell 3385 (Pak- 
kard Instrument Comp., Illinois, USA). D ie Dünn- 
schichtchromatogramme wurden mit einem TLC-Li- 
near-Analyzer LB2821 (Berthold, W ildbad) ausge­
wertet. D ie weitere Charakterisierung der Dinucleo- 
tide erfolgte wie beschrieben [18, 19].

Mitochondrien und die Fraktion roher Zellkerne 
wurden wie beschrieben isoliert [20]. D ie Präpara­
tion der Rattenleber-Zellkerne erfolgte nach einer 
von Jungblut zur Isolierung von N uclei aus Schwei­
neuteri entwickelten Methode [21]. Das Isolierungs­
schema zeigt Abb. 1.

D ie Aufreinigung der Zellkerne erfolgte in: (1) 
Puffer a: 0,01 m  K 2H P 0 4, 0,003 m  MgCl2, 0,005 m  

N aN 3; (2) Puffer b: 0,01 m  K 2H P 0 4, 0,003 m  MgCl2, 
0,005 m  N aN 3, 0,44 m  Sucrose; (3) Puffer b mit 0,1% 
Triton X 100. Zur Zentrifugation des Homogenates 
wurde eine Tischzentrifuge (Heraeus Christ, Oste­
rode) benutzt. Für die Filtrationsschritte wurden 
Nylon-M onofilam ent-Gewebe (Babendererde, Ham­
burg) eingesetzt. D ie Bestimmung des Proteinge­
haltes erfolgte nach der BIURET-Methode.

D ie DNA-Bestim m ung erfolgte gemäß [22, 23]. 
Probenvorbereitung: 10, 30 und 50 |il der tiefgefrore­

nen Nuclei jeder Versuchsreihe wurden mit 500 nl
5 mM NaOH und 500 nl 1 m  H C 104 versetzt und 
15 min bei 70 °C  hydrolysiert. Test: D ie  Proben 
wurden mit 2 ml Farbreagenz versetzt, 13 Std. bei 
35 °C im Dunkeln inkubiert, die Extinktion bei 
/  =  578 nm (/.max =  595 nm) bestimmt und mit Hilfe 
einer Eichgeraden ausgewertet.

Die RNA-Bestimmung erfolgte entsprechend [23, 
24], Test: 100 und 500 nl der N uclei jeder Versuchs­
reihe wurden mit Farbreagens zu 8 ml ergänzt und 
40 min in kochendem Wasser inkubiert. Nach Ab­
kühlung der Proben wurde ebenfalls die Extinktion 
bei /. =  691 nm (Amax =  675 nm) bestimmt und mit 
Hilfe einer Eichgeraden ausgewertet.

Bei der Zellkernpräparation wurde von jeweils 
5 - 6  g blutfrei gespülter Rattenleber ausgegangen 
und die isolierten Zellkerne in 6 ml Puffer a resus- 
pendiert. D ie Charakterisierung der Rattenleber- 
zellkeme ergab folgendes Ergebnis (Durchschnitts­
werte aus 7 Präparationen): Protein 8,7 mg x m l-1; 
RNA 335 ng x m l-1, D N A  640 ng x m l“1; die G e­
wichtsverhältnisse ergaben für: Protein/R N A  =  27 
(±8,2); Protein/DNA =  13 (±4,2).

Enzymatische Abbauversuche mit Nuclei: D ie en­
zymatischen Abbauversuche mit den 14C-markierten 
Dinucleosidphosphaten wurden (a) unter hypotoni­
schen Bedingungen in 0,001 bzw. 0,05 m  Triethanol- 
amin • HCl-Puffer (Tra-HCl), pH 7,2 und (b) unter 
isotonischen Bedingungen in 0,44 m  Sucrose-Puffer 
bei 25 °C über eine m aximale Inkubationszeit von 
30 Minuten ausgeführt. A lle Abbauexperimente 
wurden unter Bedingungen der Substratsättigung 
ausgeführt. Dieser M eßbereich wurde durch Abbau­
versuche von Dinucleotiden in Abhängigkeit der 
eingesetzten Nuclei ermittelt [25]. Inkubationsansatz: 
Gesamtvolumen 150 nl; die in die jeweiligen Abbau­
versuche eingesetzten Nuclei enthielten zwischen 
0,14 bis 0,18 mg Protein; die Abbaukurven der ver­
schiedenen Dinucleotide waren aber normierbar, da 
zu jeder Versuchsreihe ein Parallelversuch mit der 
Kappenmutterverbindung G p3A durchgeführt wur­
de. Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wur­
den Aliquots des Ansatzes entnommen und zunächst 
in 5 nl 15-prozentiger Perchlorsäure denaturiert, 
vom ausgefällten Protein abzentrifugiert und mit 
0,1 m  NaOH alkalisiert (pH 11). D ie dünnschicht­
chromatographische Auswertung erfolgte (1) auf 
Platte a in LS I bzw. LS II sowie (2) auf Platte b in 
LS III (siehe Abschnitt 2.2). D ie Zuordnung der d e ­
markierten Spaltungs- und Abbauprodukte 5'ADP,
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Tab. I. Spezifische Aktivität der eingesetzten [14C]Dinu- 
cleosidtriphosphate.

Eingesetzte 14C-Dinu- spezifische eingesetzte
cleosidtriphosphate Aktivität Menge

[cpm x nmol-1] [nmol]

G p3A 1024 32
2'dG p3A 562 31
2\3 'ddG p3A 837 30
2'-0-m G p3A 604 33
rroGp3rroA 567 24
m7G p3A 909 6

5'AMP und Adenosin gelang mit authentischen ra­
dioaktiven Vergleichssubstanzen. Der Befund, daß 
kein [14C]Inosin mehr nachzuweisen war, zeigte, daß
— im Vergleich zu der rohen Zellkem fraktion — die 
aufgereinigten Nuclei frei von Adenosindesam inase 
waren. In Abbauexperimenten mit Zellkernen, die 
zusätzlich in Triton X 100 (0,l% )-haltigem  Puffer b 
resuspendiert und zentrifugiert worden waren 
(Abb. 1), entstand neben 5'ADP und 5'AMP nur we­
nig Adenosin, so daß eine Phosphataseaktivität of­
fenbar von noch nicht vollständig entfernten cyto­
plasmatischen Membranteilchen herrührte.

Sämtliche Ergebnisse sind Doppelbestim m ungen  
aus 7 Versuchsreihen, sie wurden auf nmol x mg Pro­
tein-1 umgerechnet und in Form von Abbaukurven, 
bzw. deren Reziprokform (Linearisierung) darge­
stellt. Angaben über die eingesetzten D inucleotide  
finden sich in Tabelle I.

Chemische Synthesen: D ie Synthesen der 14C-mar- 
kierten Kappenmutterverbindung G p3[14C]A sowie 
der ribosemodifizierten Analoga 2'dGp3[14C]A und 
2',3'ddGp3[14C]A erfolgte wie bereits beschrieben  
[19], Auf gleiche W eise wurde das Analogon PSP3- 
(2'-0-M ethyl-5'-guanosyl-5"[14C]adenosyl) triphos- 
phat (2'-0-m G p3[14C]A) und die Kappe P1,P3-(7- 
Methyl-5'-guanosyl-5"-[14C] adenosyl)triphosphat 
(m7Gp3[14C]A; cap 0) synthetisiert. D ie säulenchro­
matographische Aufreinigung von 2 '-0 -m G p 3[14C]A 
erfolgte wie beschrieben [19], während das basenme-

thylierte Analogon m7G p3[14C]A an DEAE-Cellulo- 
se, Acetat-Form, mit einem linearen Natriumacetat- 
Gradienten (0 -0 .4  m , pH 5.8) isoliert werden konn­
te. D ie Charakterisierung der Produkte erfolgte ge­
mäß [18, 19].

3. Ergebnisse und Diskussion

In die Abbauversuche mit Rattenleberzellkemen  
wurden neben der Kappenmuttersubstanz G p 3[14C]A 
folgende ribosemodifizierte Kappenanaloga einge­
setzt: 2'dGp3[14C]A, 2',3'ddGp3[14C]A, 2 '-0 -m G p 3- 
[14C]A sowie das riboseringoffene Analogon  
rroGp3rro[14C]A (Abb. 2). D ie experim entellen Be­
funde sind in den Abbaukurven (Abbn. 3 a —c) zu­
sammengefaßt. D ie Reziprokdarstellung der A bbau­
kurven (Abb. 4) erlaubt den enzymatischen Abbau  
der Kappenanaloga mit einer Geradengleichung zu 
beschreiben. Damit ist die Prüfung signifikanter U n­
terschiede im Abbauverhalten verschiedener kap­
penstrukturierter Dinucleotide erleichtert. Abb. 5 
zeigt, daß sämtliche Meßwerte des Abbaus von 2'- 
0-m G p 3A innerhalb des 95-prozentigen Vertrauens­
bereichs (gestrichelte Linien) der Regressionsgera­
den von Gp3A liegen. Beide Verbindungen verhalten 
sich gegenüber Nucleasen des Zellkerns som it b io­
isoster; das trifft dagegen nicht für die D inucleotide  
2'dGp3A, 2',3'ddGp3A und rroGp3rroA zu. Das in 
der rohen Zellkemfraktion nachgewiesene nicht b io­
isostere nucleolytische Abbauverhalten von G p3A  
und rroGp3rroA [11] konnte mit den in dieser Arbeit 
eingesetzten aufgereinigten Zellkernen som it voll 
bestätigt werden. In gleicher W eise wurden frühere 
Befunde [11] mit den kappenuntypischen D inucleo- 
siddiphosphaten Gp2A und Ap2A erhärtet, nach de­
nen Dinucleosidphosphate mit 5',5"-ständiger intra­
molekularer Triphosphatbrücke ein bevorzugtes 
Substrat für Nucleasen des Zellkerns darstellen. D ie  
vorliegenden Ergebnisse zeigen, daß neben dieser 
Triphosphatbrücke ein intaktes Ribofuranosidsy- 
stem vorliegen muß, wobei die 2'.3'-m -D iolgruppe

HjN

H N ^ ----N'

h2c - o - p - o - p - o - p - o - ch2

1© n©

Kappenanalogon Rx R 2 r 3

Gp,A
2'dGp3A
2',3'ddGpjA
2'-0-m G p3A
rr^GpjA

-O H
- H
- H
- o c h 3
-O H

-O H  -  
-O H  -  
- H
-O H  -  
-O H  - C H 3

Abb. 2. Eingesetzte Kappenanaloga.
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A GP2A 

□ 2'-0-mGp3A

a Gp^A 

o 2',3'ddGp3A

Zeit [min]

Zeit [min]

Abb. 3 a. Abbaukurve von 2 'dG p3A (o )  im Vergleich zu 
G p3A ( a ) .  b. Abbaukurve von 2 ',3 'ddG p3A ( o )  im Ver­
gleich zu G p3A ( a ) .  c .  Abbaukurve von 2 '-0 -m G p3A (□) 
im Vergleich zu G p3A ( a ) .

zumindest in der 2'-Position ohne Einschränkung der 
Substratspezifität methyliert sein kann. Es ist be­
kannt, daß die spezifische Methylierung der Kappe
-  vor allem in N7-Position -  die Effizienz der 
Translation von kappentragender m RNA  erhöht 
[26-28]. So konnte auch nach Zugabe von m 7GTP  
wie von 2'-0-m G TP eine Steigerung der viralen Pro­
teinsynthese in Encephalomyocarditis-Virus infizier­
ten Mäusezellen beobachtet werden [28]. Dagegen ist 
für die Schutzwirkung aufgrund von Abbaubefun­
den mit Reoviren-mRNA gegenüber zellulären N u- 
cleasen aus Weizenkeimextrakten die Methylierung 
der Kappe nicht erforderlich [12]. In dieses Bild paßt 
sowohl das bioisostere Abbauverhalten von 2'- 
0-m G p 3A und Gp3A als auch die Beobachtung, daß 
gegenüber Gp3A keine signifikant schnellere Spal­
tung der Cap o-Verbindung m7G p3A nachweisbar
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war. Dagegen zeigen die Experimente mit dem 2'- 
Desoxy- und insbesondere dem 2',3'-Didesoxygua- 
nosin-Derivat des G p3A, daß zumindest die cis- 
Diolgruppe im Guanosinteil die Substratspezifität 
gegenüber kappenspaltenden Nucleasen signifikant 
erhöht (Abb. 4).

Aus vergleichenden Untersuchungen mit dem Ho- 
mogenat, der rohen Zellkernfraktion und den Zell­
kernen kann eine Lokalisierung der kappenspalten­
den Nucleasen im Zellkern abgeleitet werden 
(Abb. 5). D ie Zellkerne enthielten keine auf der 
Aufreinigungsstufe der rohen Zellkemfraktion noch 
vorhandene Adenosindesaminase-Aktivität. Ferner 
konnte gezeigt werden, daß nach 30 minütiger Inku­
bation der Zellkerne unter isotonischen Bedingungen 
nur 7%, unter hypotonischen dagegen 18% der nu- 
cleolytischen Aktivität im Medium nachweisbar war, 
d. h. unter isotonischen in v/rro-Bedingungen erfolgt 
der Abbau der Dinucleosidtriphosphate im Zellkern. 
Bestätigt wurden diese Befunde durch Abbauexperi­
mente mit zerstörten Zellkernen, die durch wieder­
holtes Tieffrieren ( - 2 0  °C) und Auftauen zu erhal­
ten waren. In diesen Untersuchungen trat ein 50-pro­
zentiger Gp3A-Abbau mit Zellkernen im isotoni­
schen Medium nach 30 min, im hypotonischen nach
15 min und mit zerstörten Zellkernen bereits nach
7 min ein.

Abb. 4. Linearisierung. Ordinate: Reziproke Auftragung 
des Abbaus der Dinucleosidphosphate in [mg Protein x 
nmol-1]. Abszisse: Reziproke Zeit [min-1]. Folgende G era­
dengleichungen wurden erhalten: (Die Grenzen des 
95%igen Vertrauensbereiches sind durch die gestrichelten 
Geraden gekennzeichnet). (1) für G p3A ( a ): y  =  0.020 
(±0.005) .x +  0.007 (±0.002) mit r =  0.930 bein n =  12; (2) 
für 2'dGpaA (o): y  = 0.055 x  + 0.009 mit r =  0.963 bei 
n =  6; (3) für 2 ',3 'ddG p3A (o): >> = 0.112 x + 0.005 mit 
r =  0.989 bei n =  6; (4) für 2 '-0 -m G p3A (□): y  = 0.014 
x  +  0.007 mit r =  0.986 bei n =  6.

nmol̂  
mg Profein

Z eit (min]

Abb. 5. Anreicherung der nucleolytischen Aktivität in N u­
clei. Abbau von G p3A im Homogenat (v---v), in der ro­
hen Zellkernfraktion ( A - - - A )  und in aufgereinigten Zellker­
nen (a - a ); keine signifikanten Unterschiede im A b­
bauverhalten mit und ohne Triton X 100-Zentrifugation. 
In allen Abbauexperimenten wurden eingesetzt: 32 nmol 
G p3rC ]A .

Bisher in der Literatur beschriebene kappenab- 
bauende Enzymaktivitäten aus Tabak [29], Kartoffel 
[30], HeLa-Tumorzelle [31] und Hefe [17] sprechen 
aufgrund der entstehenden Spaltungsprodukte von 
m7GMP [2 9 -3 1 ] beziehungsweise m7G D P [17] für 
den Spaltungsmechanismus einer Dinucleosid-tri- 
phosphatase bzw. (bei G p 2A) Dinucleosid-diphos- 
phatase (EC 3.6.1.x). Eine aus Tabak isolierte 
„Phosphodiesterase“ [29] wird zum Beispiel zur Ab­
spaltung von m7GMP aus kappentragender m RNA  
eingesetzt [29, 32].

Außer der Phosphodiesterase aus Tabak spalten 
ebenfalls Nucleasen aus HeLa-Zellen sowohl reine 
Kappenstrukturen vom Typ m7G p3N als auch kap­
pentragende m RNA, dagegen sind die Enzyme aus
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Kartoffel und Hefe offenbar nur gegenüber gekapp­
ter mRNA aktiv. Abbauversuche von kappentragen­
der und von mRNA mit 5'-terminaler Phosphat­
gruppe mit verschiedenen Zellextrakten haben ge­
zeigt, daß die Fähigkeit zum Abbau gekappter 
mRNA offenbar mit dem Differenzierungsgrad der 
jeweiligen Zellen zusammenhängt [32].

Danach enthalten wenig differenzierte Zellen wie 
Erythroblasten oder W eizenkeim zellen im G egen­
satz zu hochdifferenzierten Leber- und Muskelzellen  
keine Nucleasen zur Spaltung kappengeschützter 
mRNA. Diese Befunde unterstützen die vorliegen­
den Ergebnisse, nach denen kappenspezifische N u ­
cleasen in Rattenleberzellkernen nachgewiesen wer­
den konnten.

Bei den Abbauversuchen der vorliegenden Arbeit 
traten 5'Mono- und Diphosphate folgender N ucleo­
side als Abbauprodukte auf: Guo, 2'dGuo, 
2',3'ddGuo, 2'-0-m G uo, rroGuo, m7G uo sowie Ado 
und rroAdo. Es waren auch nach sehr kurzen Inku­
bationszeiten (30 sec) keine Triphosphate als Spal­
tungsprodukte nachweisbar. Beim Abbau von G p2A 
und ApjA wurden nur 5'M onophosphate als Spalt­

produkte gefunden. D iese Befunde sprechen eben­
falls für einen Abbau der 5/,5"-phosphatverknüpften 
Dinucleotide durch eine Dinucleosid-triphosphatase 
bzw. -diphosphatase. Da die Bildung der Kappen 
unter Freisetzung von anorganischem Phosphat bzw. 
Pyrophosphat stattfindet [33 — 35], ist eine Um keh­
rung der Bildungsreaktion, d.h. ein Phosphorylase- 
oder Pyrophosphorylase-Mechanismus, beim Abbau  
der Kappen grundsätzlich nicht auszuschließen. G e­
gen eine Pyrophosphorylase spricht allerdings der 
schon genannte Befund, daß auch nach sehr kurzen 
Inkubationszeiten keine Nucleosidtriphosphate als 
Spaltprodukte nachzuweisen waren.
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