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ABSTRACT

T h e  i n t e r a c t i o n  o f  E s c h e r i c h i a  c o i i  I n i t i a t i o n  F a c t o r  3  ( I F 3 )  w i t h  

c o l i p h a g e - M S 2  R N A  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A  

a g a i n s t  p a n c r e a t i c  r i b o n u c l e a s e  d i g e s t i o n  t o  g i v e  a  p r o t e c t e d  s i t e  t h a t  

m i g r a t e d  a s  a  d i s t i n c t  b a n d  u p o n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

u n d e r  n o n - d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  H o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  

o f  t h i s  m a t e r i a l  s h o w e d  t h a t  i t  w a s  c o m p r i s e d  o f  s e v e r a l  s p e c i e s  o f  

R N A  o f  d i f f e r e n t  l e n g t h  a n d  n u c l e o t i d e  c o m p o s i t i o n .

N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  c o n ­

s i s t e d  o f  t h r e e  n o n - c o n t i g u o u s  r e g i o n s  o f  M S 2  R N A  l o c a t e d  c l o s e  

t o g e t h e r  in  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  o f  t h e  m o l e c u l e :  ( 1 )  R e g i o n  I

c o v e r e d  m a x i m a l l y  r e s i d u e s  3 3 4 4  -  3 3 6 3 ;  ( 2 )  R e g i o n  II c o v e r e d  m a x i m ­

a l l y  r e s i d u e s  3 3 6 7  -  3 3 8 6 ;  a n d  ( 3 )  R e g i o n  III  c o v e r e d  r e s i d u e s  3 4 2 7  -  

3 4 6 0  a n d  p o s s i b l y  u p  t o  r e s i d u e  3 4 6 6 .  T h e  p r o t e c t e d  s i t e  w a s  p a r t i c ­

u l a r l y  r i c h  in  G  r e s i d u e s  a n d  w a s  p a r t l y  l o c a t e d  in  t h e  m o s t  G - r i c h  

p o r t i o n  o f  t h e  M S 2  R N A  m o l e c u l e .

M i l d  h e a t  d e n a t u r a t i o n  o f  M S 2  R N A  p r i o r  t o  b i n d i n g  d i d  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  a l t e r  t h e  s i t e  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  I F 3 ;  h o w e v e r ,  s t u d i e s  

u s i n g  p a r t i a l l y  h e a t  d e n a t u r e d  S j  n u c l e a s e  f r a g m e n t e d  M S 2  R N A  s u g g ­

e s t e d  t h a t  a d d i t i o n a l  w e a k  a n d  p o s s i b l y  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s  o n  t h e  

R N A  w e r e  p r o d u c e d  b y  t h e  p a r t i a l  d e n a t u r a t i o n  p r o c e s s .  c o l i  r i b o -  

s o m a l  p r o t e i n  S I  r e d u c e d  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  M S 2  R N A  p r o t e c t e d  b y  

I F 3 ,  b u t  d i d  n o t  m o d i f y  t h e  r e g i o n s  o f  R N A  p r o t e c t e d  a s  j u d g e d  b y  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s .

S t u d i e s  u s i n g  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  p r o t e c t e d  

f r a g m e n t  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n d i v i d u a l  r e g i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  

w e r e  s t r o n g l y  h e l d  t o g e t h e r  b y  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n s .



T h u s ,  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  i n  M S 2  R N A  a p p e a r s  t o  c o n s i s t  o f  

t h r e e  n o n - c o n t i g u o u s  r e g i o n s  o f  R N A  h e l d  t o g e t h e r  b y  s t r o n g  s e c o n d a r y  

a n d  p o s s i b l e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n s  t o  f o r m  a  s i n g l e  s i t e .  O n  

t h e  b a s i s  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  a  t h e o r e t i c a l  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  

f o r  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  i s  p r o p o s e d .
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INTRODUCTION

O n e  o f  t h e  m a j o r  p r o b l e m s  i n  c o n t e m p o r a r y  m o l e c u l a r  b i o l o g y  

c o n c e r n s  t h e  i n t e r p l a y  o f  t w o  k e y  m a c r o m o l e c u l a r  s p e c i e s ,  t h e  p r o t e i n s  

a n d  t h e  n u c l e i c  a c i d s .  A l t h o u g h  t h e r e  h a s  b e e n  c o n s i d e r a b l e  w o r k  i n  

t h i s  f i e l d ,  l i t t l e  o f  a  d e t a i l e d  a n d  f u n d a m e n t a l  n a t u r e  i s  k n o w n  a b o u t  

t h e  t y p e  o f  i n t e r a c t i o n s  i n v o l v e d  ( e . g . ,  H e l e n e  a n d  L a n c e l o t ,  1 9 8 2 )  a n d  

t h e  w a y  t h a t  t h e y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  t o t a l  o r g a n i s a t i o n  o f  b i o l o g i c a l  

s y s t e m s .  I n d e e d ,  t h e r e  i s  n o  r e a s o n  t o  s u p p o s e  t h a t  t h e r e  s h o u l d  b e  

a n y  g e n e r a l  ' r u l e s '  f o r  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  ( B r i m a c o m b e ,  1 9 7 8 )  s i n c e ,  f o r  

e x a m p l e ,  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  D N A  a n d  R N A  p o l y m e r a s e  ( e . g . ,  

S i e r b e n l i s t  eX_ a l . ,  1 9 8 0 )  i s  u n l i k e l y  t o  h a v e  v e r y  m u c h  i n  c o m m o n  w i t h  

t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a  r i b o s o m a l  p r o t e i n  a n d  • r i b o s o m a l  R N A  ( e . g . ,  U n g e -  

w i c k e l l  e t_  a l . ,  1 9 7 7 ) .  W h i l s t  t h i s  m a y  b e  t h e  c a s e ,  t h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  

o f  t h e  v a r i o u s  p r o t e i n  ; n u c l e i c  a c i d  i n t e r a c t i o n s  i s  a n  e s s e n t i a l  p r e ­

r e q u i s i t e  f o r  a  d e t a i l e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s  b y  

w h i c h  t h e s e  m a c r o m o l e c u l e s  c a n  i n t e r a c t  w i t h  t h e i r  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  

s p e c i f i c i t y .

In  t h i s  w o r k ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  EL_ c o l i  I n i t i a t i o n  F a c t o r  I F 3 ,  a  

p r o t e i n  i n v o l v e d  i n  t h e  i n i t i a t i o n  o f  p r o k a r y o t i c  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  w i t h  

t h e  R N A  o f  c o l i p h a g e  M S 2 ,  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  T h e  r e s u l t s  f r o m  

t h i s  s t u d y ,  i n  a d d i t i o n  t o  c h a r a c t e r i s i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e s e  

t w o  m o l e c u l a r  s p e c i e s ,  p e r m i t s  s o m e  i n s i g h t  i n t o  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  

p r o t e i n  w i t h  1 6 S  R N A  o f  t h e  3 0 S  r i b o s o m a l  s u b u n i t  w h e r e  I F 3  i s  

f u n c t i o n a l l y  a c t i v e .
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1 .1  E .  C O L I  I N I T I A T I O N  F A C T O R  3

1 . 1 . 1  D i s c o v e r y , p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  a n d  m u l t i p l e  f o r m s  o f  I F 3

I n  t h e  m i d d l e  1 9 6 0 ’ s ,  t h e  d i s c o v e r y  o f  t r a n s l a t i o n  i n i t i a t i o n  f a c t ­

o r s  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i  w a s  i n d e p e n d e n t l y  r e p o r t e d  b y  t h r e e  g r o u p s  o f  

w o r k e r s  ( S t a n l e y  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  R e v e l  a n d  G r o s ,  1 9 6 6 ,  1 9 6 7 ;  E i s e n s t a d t  

a n d  B r a w e r m a n ,  1 9 6 6 ) .  I t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  w a s h i n g  o f  r i b o s o m e s  

w i t h  0 . 5 M  N H ^ C l  c a u s e d  a  c o n s i d e r a b l e  d e c r e a s e  i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  

s y n t h e s i z e  p o l y p e p t i d e s  w h e n  n a t u r a l  m R N A s  w e r e  u s e d .  S u p p l e m e n t i n g  

t h e  r i b o s o m e s  w i t h  t h e  r i b o s o m a l  w a s h  r e s t o r e d  t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y .  

F r o m  t h e  0 . 5 M  w a s h ,  t w o  i n i t i a t i o n  f a c t o r s ,  I F 1  a n d  I F 2 ,  w e r e  s e p a r ­

a t e d  a n d  p a r t l y  p u r i f i e d .  T w o  y e a r s  l a t e r ,  a  t h i r d  i n i t i a t i o n  f a c t o r ,  

I F 3 ,  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  1 M  N H ; i C l  w a s h  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  e s s e n -
T

t i a l  f o r  t h e  s p e c i f i c  t r a n s l a t i o n  o f  n a t u r a l  m R N A ' s  ( I w a s a k i  e t  a l . ,  

1 9 6 8 ;  R e v e l  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .

S i n c e  t h a t  t i m e ,  t h e  i n i t i a t i o n  f a c t o r s  o f  EL_ c o l i  h a v e  b e e n  p u r i ­

f i e d  a n d  t h e i r  f u n c t i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  l e a d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a c t ­

i v e  7 0 S  i n i t i a t i o n  c o m p l e x e s  e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i s e d  ( f o r  r e c e n t  r e ­

v i e w s ,  s e e :  O c h o a  a n d  M a z u m d e r  1 9 7 4 ;  R e v e l ,  1 9 7 7 ;  G r u n b e r g -

M a n a g o  a n d  G r o s ,  1 9 7 7 ;  G r u n b e r g - M a n a g o  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  G u a l e r z i  a n d  

P o n ,  1 9 8 1 ;  M a i t r a  e t_  a l . ,  1 9 8 2 ) .  F o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  r e v i e w ,  

s u f f i c e  i t  t o  s a y  t h a t  I F 1  c o n s i s t s  o f  a  p o l y p e p t i d e  c h a i n  o f  71  a m i n o  

a c i d s  ( P o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 )  w i t h  a n  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  o f  8 , 9 0 0 -  

9 , 4 0 0  ( D u b n o f f  a n d  M a i t r a ,  1 9 7 1 a ;  D u b n o f f  e t  a l . ,  1 9 7 2 a ;  W a h b a  a n d  

M i l l e r ,  1 9 7 4 ;  L e e - H u a n g  e t  a h ,  1 9 7 1 ;  H e r s h e y  e t  a l . ,  1 9 7 7 )  a n d  i s  

i n v o l v e d ,  t o g e t h e r  w i t h  I F 3 ,  i n  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  7 0 S  r i b o s o m e s  ( c f  

s e c t i o n  1 . 1 . 4  b e l o w )  a n d  a l s o  i n  t h e  c a t a l y t i c  r e c y c l i n g  o f  I F 2  ( C h a e  e t  

a l . ,  1 9 6 9 ;  B e n n e  e t  a l . ,  1 9 7 2 ,  1 9 7 3 ;  D u b n o f f  e t  a l . ,  1 9 7 2 b ;  S t r i n g e r  

e t  a h ,  1 9 7 7 ) .  F o r  I F 2 ,  t w o  f o r m s ,  I F 2 a  ( M f  =  9 0 , 0 0 0 - 1  1 8 , 0 0 0 )  a n d  I F 2 b
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( M ^  =  8 2 , 0 0 0 - 9 0 , 0 0 0 )  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  ( F a k u n d i n g  e t_  a l . ,  1 9 7 2 ;  

M i l l e r  a n d  W a h b a ,  1 9 7 3 ;  K r a u s s  a n d  L e d e r ,  1 9 7 5 ;  H e r s h e y  e t_  a h ,

1 9 7 7 )  w i t h  t h e  l a t t e r  f o r m  p r o b a b l y  r e f l e c t i n g  a n  a r t e f a c t  o f  t h e  i s o l ­

a t i o n  p r o c e d u r e  d u e  t o  l i m i t e d  p r o t e o l y s i s  o f  I F 2 a  ( H e r s h e y  e t  a h ,  

1 9 7 7 ) .  T h e  r o l e  o f  I F 2  i n  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  

t o  s t a b i l i z e  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  f o r m y l a t e d  i n i t i a t o r  t . R N A  w i t h  t h e  

r i b o s o m e  ( M a i t r a  e t  a h ,  1 9 8 2 ) .

I F 3  h a s  b e e n  p u r i f i e d  t o  h o m o g e n e i t y  b y  a  n u m b e r  o f  w o r k e r s  

( I w a s a k i  e t  a h ,  1 9 6 8 ;  D u b n o f f  a n d  M a i t r a ,  1 9 7 1 b ;  W a h b a  e t  a h ,  1 9 6 9 ;  

R e v e l  e t  a h ,  1 9 7 0 ;  S a b o l  e t  a h ,  1 9 7 0 ;  L e e - H u a n g  a n d  O c h o a ,  1 9 7 3 ,  

1 9 7 4 ;  S a b o l  a n d  O c h o a ,  1 9 7 4 ;  H e r s h e y  e t  a h ,  1 9 7 7 )  a n d  t h e  r e p o r t e d  

M ^  v a l u e s  f o r  t h e  f a c t o r  a r e  i n  t h e  r a n g e  2 1 , 0 0 0 - 2 3 , 5 0 0  ( T a b l e  1 ) .  T h e  

s e d i m e n t a t i o n  c o n s t a n t  o f  2 . 2 S  ( D u b n o f f  a n d  M a i t r a ,  1 9 7 1 b )  a g r e e s  w i t h  

t h e  M ^  e s t i m a t e s  ( T a b l e  1) a n d  t h e  h y d r o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  s u g g e s t  

t h a t  t h e  f a c t o r  h a s  a  r a t h e r  g l o b u l a r  s h a p e  i n  s o l u t i o n  ( G u a l e r z i  a n d  

P o n ,  1 9 8 1 ) .

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( L e e - H u a n g  a n d  O c h o a ,  1 9 7 1 ,  1 9 7 3 ) ,  a l t h o u g h  

n o t  u n i v e r s a l l y  f o u n d  ( D u b n o f f  a n d  M a i t r a ,  1 9 7 1 b ;  S c h i f f  e t  a h ,  1 9 7 4 ;  

H e r s h e y  e t_  a h ,  1 9 7 7 ) ^  t h a t  E .  c o l i  c o n t a i n s  a t  l e a s t  t w o  f o r m s  o f  I F 3  

h a v i n g  s i m i l a r  M ^  v a l u e s ,  b u t  w i t h  d i f f e r e n t  i s o e l e c t r i c  p o i n t s ,  c h r o m a ­

t o g r a p h i c  b e h a v i o u r  a n d  m R N A  d i s c r i m i n a t i o n  p r o p e r t i e s .  I F 3 < = <  ( M ^  

2 2 , 5 0 0 )  w a s  r e p o r t e d  t o  c a t a l y s e  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  M S 2  R N A  p r e f e r ­

e n t i a l l y  t o  l a t e  b a c t e r i o p h a g e  T ^ m R N A ,  w h e r e a s  I F 3 / 3  ( M ^  2 1 , 0 0 0 )  h a d  

t h e  i n v e r s e  s p e c i f i c i t y .  S u r y a n a r a y a n a  a n d  S u b r a m a n i a n  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  

t h a t  3 0 S  s u b u n i t s  f r o m  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  E ^  c o l i  y i e l d e d  a t  l e a s t  t w o  

f o r m s  o f  I F 3 .  T h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e s  o f  t h e s e  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  

a n d  f o u n d  t o  d i f f e r  o n l y  a t  t h e  N - t e r m i n a l  r e g i o n s ,  w i t h  o n e  b e i n g  6  

r e s i d u e s  l o n g e r  t h a n  t h e  o t h e r  ( B r a u e r  a n d  W i t t m a n n - L i e b o l d ,  1 9 7 7 ) .  

T h e .  l o n g e r  f o r m * .  I F 3 - 1 ,  c o n s i s t s  o f  181  a m i n o  a c i d s  a n d  h a s  a n  M^ d e t e F -
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TABLE 1

M o l e c u l a r  w e i g h t  r a t i o  d e t e r m i n a t i o n s  o f  E .  c o l i  I F 3

M e t h o d S p e c i e s M  
— r

R e f

A m i n o  a c i d  

s e q u e n c e :

I F 3 - 1 2 0 6 6 8 a

I F 3 - S 1 9 9 9 7 a

S D S - P A G E : I F 3 < * 2 3 0 0 0 - 2 3 5 0 0 b

I F 3 £ 2 1 0 0 0 - 2 1 5 0 0 b

I F 3 2 1 0 0 0 c , d , e

2 2 2 0 0 - 2 2 8 0 0 f

2 2 6 0 0 g

S e d i m e n t a t i o n : I F  3 2 5 0 0 0 e

G e l  f i l t r a t i o n : I F 3 < * 2 3 0 0 0 b

I F 3 0 2 1 0 0 0 b

I F 3 3 2 0 0 0 h

R e f e r e n c e s :

a  B r a u e r  a n d  W i t t m a n n - L i e b o l d  ( 1 9 7 7 )

b  ‘ L e e - H u a n g  a n d  o c h o a  ( 1 9 7 3 )

c  S a b o l  e t  a l .  ( 1 9 7 0 )

d  D u b n o f f  a n d  M a i t r a  ( 1 9 7 1 b )

e  D u b n o f f  e t  a l .  ( 1 9 7 2 a )

f  H e r s h e y  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )

g  S c h i f f  e t  a l .  ( 1 9 7 4 )

h  G u a l e r z i  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )
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m i n e d  b y  c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  2 0 , 6 6 8  a n d  t h e  s h o r t e r  f o r m ,  I F 3 - S ,  c o n ­

s i s t s  o f  1 7 5  a m i n o  a c i d s  a n d  h a s  a n  M  o f  1 9 , 9 9 7 .  I n  a d d i t i o n ,  a t  l e a s t
r

o n e  m i n o r  f o r m  ( I F 3 - D  h a s  b e e n  f o u n d  w h i c h  d i f f e r s  f r o m  I F 3 - 1  b y  t h e  

a b s e n c e  o f  t h e  f i r s t  a m i n o  a c i d  r e s i d u e ,  n a m e l y  f o r m y l - m e t h i o n i n e  

( B r a u e r  a n d  W i t t m a n n - L i e b o l d ,  1 9 7 7 ) .  A l l  t h r e e  f o r m s  w e r e  f o u n d  t o  b e  

a c t i v e  i n  p h a g e  R N A  d i r e c t e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  r i b o s o m e  d i s s o c ­

i a t i o n .

T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  I F 3 - 1  a n d  I F 3 - s  a n d  IF 3 ® <  a n d  I F 3 0  i s  u n ­

c l e a r .  W h e r e a s  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  o f  t h e  l a r g e r  I F 3 *  a n d  s m a l l e r  

I F 3 £  w e r e  f o u n d  t o  b e  8 . 3  a n d  8 . 4  r e s p e c t i v e l y  ( L e e - H u a n g  a n d  O c h o a ,  

1 9 7 3 ) ,  t h e  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r m  I F 3 - 1  w a s  f o u n d  t o  b e  m o r e  

b a s i c  t h a n  t h e  s m a l l e r  I F 3 - S  ( S u r a n a r a y a n a  a n d  S u b r a m a n i a n ,  1 9 7 7 ) .  I t  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  m i l d  t r y p s i n  d i g e s t i o n  o f  I F 3 - 1  g i v e s  r i s e  t o  

I F 3 - S  ( G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 8 1 )  a n d  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  l a t t e r  f o r m  

a r i s e s  f r o m  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  o f  t h e  A r g  6 - V a L  7  p e p t i d e  b o n d  d u r i n g  

p u r i f i c a t i o n .

C o m p u t e r  p r e d i c t i o n s  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  I F 3 - 1  b a s e d  

o n  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  ( B r a u e r  a n d  W i t t m a n n - L i e b o l d ,  1 9 7 7 )  s u g g ­

e s t  t h a t  t h e  h e l i x  c o n t e n t  i s  i n  t h e  r a n g e  3 4 - 3 7 % ,  j$ s t r u c t u r e  6 - 8 % ,  

t u r n s  ( o r  l o o p s )  1 5 - 1 7 %  a n d  r a n d o m  c o i l  4 0 - 4 3 % .  E x p e r i m e n t a l l y  d e t e r ­

m i n e d  v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  s t u d i e s  w e r e  r e p o r t e d  t o  

b e  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e s e  v a l u e s  ( c i t e d  i n  B r a u e r  a n d  W i t t m a n -  

L i e b o l d ,  1 9 7 7 ) .

1 . 1 . 2  I F 3  l e v e l s  i n  E .  c o l i  a n d  e x p r e s s i o n  o f  t h e  i n f C  g e n e

I F 3  i s  p r e s e n t  i n  a n  a p p r o x i m a t e l y  e q u i m o l a r  a m o u n t  w i t h  I F 1 a n d  

I F 2  a n d  a t  a  f a c t o r  : r i b o s o m e  m o l a r  r a t i o  o f  0 . 1 5 - 0 . 2  i n  c e l l s  g r o w i n g  

i n  e n r i c h e d  m e d i u m  ( H o w e  et_ a l . ,  1 9 7 8 ;  H o w e  a n d  H e r s h e y ,  1 9 8 1 ) .  

E a r l y  s t u d i e s  s u g g e s t e d  t h a t  I F 3  a c t i v i t y  i n  t h e  c e i l  w a s  p a r t i c u l a r l y  

u n s t a b l e  a n d  w a s  s t r i k i n g l y  d i m i n i s h e d  i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  ( S c h e p s  

a n d  R e v e l ,  1 9 7 2 )  o r  u p o n  c h l o r a m p h e n i c o l  t r e a t m e n t  ( Y o u n g  a n d  N a k a d ^
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1 9 7 1 ) .  H o w e v e r ,  w h e n  M i n k s  e t_  a h _  ( 1 9 7 8 )  s t u d i e d  t h e  r a t i o s  o f  I F 3 - 1  

a n d  I F 3 - s  d u r i n g  t h e  g r o w t h  c y c l e  o f  EL_ c o l i ,  t h e y  f o u n d  t h a t  t h e  r e ­

l a t i v e  r a t i o s  o f  t h e  t w o  f o r m s  a n d  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  I F 3  r e l a t i v e  t o  

t h e  r i b o s o m e  c o n t e n t  w e r e  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e  i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  

a n d  i n  m i d - l o g  p h a s e .  L i k e w i s e ,  H o w e  a n d  H e r s h e y  ( 1 9 8 3 )  f o u n d  t h a t  

t h e  I F 3  :  r i b o s o m e  r a t i o  w a s  c o n s t a n t  a t  d i f f e r e n t  g r o w t h  r a t e s  a n d  

t h a t  t h e  I F 3  l e v e l  w a s  a p p r o x i m a t e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  g r o w t h  r a t e .  

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  I F 3  g e n e  e x p r e s s i o n  i s  c o - o r d i n a t e d  w i t h  

t h o s e  o f  t h e  r i b o s o m a l  c o m p o n e n t s .

T h e  g e n e  f o r  I F 3  ( i n f C )  h a s  b e e n  m a p p e d  a t  3 8  m i n .  o n  t h e  E .  

c o l i  g e n o m e  a n d  i s  n o t  c o n t i g u o u s  w i t h  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  o r  t r a n s l a t i o n  

f a c t o r s  ( S p r i n g e r  e t  a h ,  1 9 7 9 ) .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  a  1 . 2 6 k b  

f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  g e n e  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  ( S a c e r d o t  e t_  a l . ,  

1 9 8 2 )  a n d  s t u d i e s  h a v e  b e e n  m a d e  o n  t r a n s c r i p t i o n  u n i t s  a r o u n d  t h e  

g e n e  ( S p r i n g e r  et_ a h ,  1 9 8 2 ) .  E x p r e s s i o n  o f  t h e  i n f C  g e n e  i s  a p p a r e n t l y  

n o t  u n d e r  ' a u t o g e n o u s  - r e g u l a t i o n '  a s  i s  t h e  c a s e  f o r  r i b o s o m a l  p r o t e i n  

a n d  R N A  s y n t h e s i s  ( N o m u r a  e t  a h ,  1 9 8 2 ) ,  s i n c e  I F 3  l e v e l s  a r e  p r o p o r t ­

i o n a l  t o  i n f C  d o s a g e  a n d  I F 3  a d d e d  t o  a  c e l l - f r e e  D N A  d e p e n d e n t  p r o ­

t e i n  s y n t h e s i s  s y s t e m  d o e s  n o t  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t  I F 3  s y n t h e s i s  ( L e s -  

t i e n n e  e t_  a h ,  1 9 8 2 ) .

1 . 1 . 3  N u c l e i c  a c i d  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  I F 3

I t  h a s  b e e n  k n o w n  f o r  s o m e  t i m e  t h a t  I F 3  i s  e n d o w e d  w i t h  a  n u c ­

l e i c  a c i d  b i n d i n g  c a p a c i t y  ( S a b o l  e t_  a h ,  1 9 7 0 ) .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  

s h o w n  t h a t  t h i s  f a c t o r  c a n  b i n d  t o  s i n g l e -  a n d  d o u b l e - s t r a n d e d  v i r a l  

R N A s  ( S a b o l  e t  a h ,  1 9 7 0 ;  K a e m p f e r  a n d  K a u f m a n n ,  1 9 7 3 ;  J a y  e t  a h ,  

1 9 7 4 a ) ,  h a i r p i n  l o o p  s t r u c t u r e s  ( W i c k s t r o m ,  1 9 7 4 ) ,  s y n t h e t i c  p o l y n u c l e o ­

t i d e s  ( W i c k s t r o m ,  1 9 7 4 ;  W i c k s t r o m  e t_  a h ,  1 9 8 0 )  a n d  D N A  ( K a e m p f e r  

a n d  K a u f m a n n ,  1 9 7 3 ) .  I F 3  b i n d s  t o  1 6 S  a n d  2 3 S  r i b o s o m a l  R N A s

( G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 7 3 )  a n d  t h e r e  i s  i n d i r e c t  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  

t h e  f a c t o r  b i n d s  t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t  d i r e c t l y  v i a  t h e  1 6 S  r R N A  m o i e t y  

r a t h e r  t h a n  t h r o u g h  t h e  3 0 S  p r o t e i n s  ( G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 7 3 ;  P o n  a n d
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G u a l e r z i ,  1 9 7 6 )  ( c f  s e c t i o n  1 . 1 . 5 ) .

W i c k s t r o m  ( 1 9 7 4 )  f o u n d  t h a t  I F 3  b o u n d  t o  R N A  h a i r p i n  l o o p s  w i t h  

2 0  o r  l e s s  n u c l e o t i d e s  w h e n  t h e y  c o n t a i n e d  t h e  s e q u e n c e  A - U - G  i n  a n  

e x p o s e d  c o n f i g u r a t i o n ,  b u t  n o t  w h e n  t h e y  w e r e  l a c k i n g  t h e  A - U - G  

s e q u e n c e .  A d d i t i o n a l l y ,  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  t h e  t r i n u c l e o t i d e  

A - U - G  w a s  o b s e r v e d  a n d  i t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  I F 3  w a s  s p e c i f i c a l l y  

r e c o g n i s i n g  a n  A - U - G  s e q u e n c e  i n  a n  e x p o s e d  h a i r p i n  l o o p  s t r u c t u r e .  

B i n d i n g  o f  I F 3  t o  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A  o f  t h e  p h a g e  0 6  w a s  s h o w n  

b y  J a y  e t_  a k _  ( 1 9 7 4 a ) ,  a l b e i t  w i t h  a  l o w e r  a p p a r e n t  a f f i n i t y  t h a n  t h a t  

f o r  R 1 7  R N A .  T h e  a f f i n i t y  o f  t h e  f a c t o r  f o r  M S 2  R N A  w a s  f o u n d  t o  

b e  l e s s  t h a n  t h a t  f o r  t h e  3 0 5  r i b o s o m a l  s u b u n i t  ( V e r m e e r  e t  a l . ,  1 9 7 3 a ) ;  

h o w e v e r ,  t h i s  b i n d i n g  i s  s u f f i c i e n t l y  s t r o n g  t o  p r o t e c t  s p e c i f i c  f r a g m e n t s  

o f  M S 2  R N A  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 9 )  

( c f  s e c t i o n  1 . 3 . 7 ) .

T J i e  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  t h e  s i n g l e - s t r a n d e d  

p o l y n u c l e o t i d e s  p o l y  ( A ) ,  p o l y  ( C )  a n d  p o l y  ( U )  w a s  d e t e r m i n e d  t o  a v e r ­

a g e  1 4  4  ̂ 1 n u c l e o t i d e s  p e r  I F 3  m o l e c u l e  ( W i c k s t r o m  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  T h i s  

i s  i n  t h e  s a m e  r a n g e  a s  t h a t  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I  b i n d i n g  t o  p o l y  ( C )  

( 1 5  n u c l e o t i d e s  p e r  S I )  ( B e a r  et_  aL _ , 1 9 7 6 ;  D r a p e r  a n d  V o n  H i p p e l ,

1 9 7 8 )  a n d  a l s o  t h a t  o f  t h e  a c  r e p r e s s o r  b i n d i n g  t o  n o n - o p e r a t o r  D N A  

( 1 2 - 1 5  b a s e  p a i r s  p e r  t e t r a m e r )  ( B u t l e r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  R e v z i n  a n d  V o n  

H i p p e l ,  1 9 7 7 ;  K e l s e y  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .

1 . 1 . 4  I F 3  a c t i v i t i e s  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s

I F 3  a p p e a r s  t o  p o s s e s s  t w o  a c t i v i t i e s  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( f o r  

r e c e n t  r e v i e w s  s e e :  G r u n b e r g - M a n a g o  a n d  G r o s ,  1 9 7 7 ;  K u r l a n d ,  1 9 7 7 ;

G r u n b e r g - M a n a g o  e t_  a l . ,  1 9 7 8 ;  B o s c h  a n d  V a n  d e r  H o f s t a d ,  1 9 7 9 ;  

G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 8 1 ;  M a i t r a  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  F i r s t l y ,  t h e  f a c t o r  a c t s  

a s  a  ' d i s s o c i a t i o n  f a c t o r '  d i s p l a c i n g  t h e  e q u i l i b r i u m :
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7 0 S  ------- - 1 ------ -  5 0 S  +  3 0 S

t o w a r d s  d i s s o c i a t i o n .  S e c o n d l y ,  I F 3  a p p e a r s  t o  b e  r e q u i r e d  f o r  t h e  

e f f i c i e n t  r i b o s o m a l  b i n d i n g  o f  m R N A  d u r i n g  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m ­

a t i o n .

( i )  ’D i s s o c i a t i o n  f a c t o r 1 a c t i v i t y

T w o  c l a s s e s  o f  7 0 S  r i b o s o m e s  c a n  b e  d i s c r i m i n a t e d  b y  t h e i r  

d i f f e r e n c e s  i n  s e n s i t i v i t y  t o  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e  d u r i n g  c e n t r i f u g a t i o n

( H a p k e  a n d  N o l l ,  1 9 7 5 ) .  T y p e - A  r i b o s o m e s  ( ' t i g h t  c o u p l e s ' ) ,  p r e p a r e d

2 ̂
b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  5 m M  M g  , a r e  m o s t  a c t i v e  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

a n d  a r e  r e s i s t a n t  t o  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e ,  w h e r e a s  T y p e - B  r i b o s o m e s  

( ' l o o s e  c o u p l e s ' )  a r e  m o r e  f l e x i b l e  a n d  a p p e a r  t o  u n d e r g o  a  c o n f o r m ­

a t i o n a l  c h a n g e  t h a t  m a k e s  t h e m  u n f i t  f o r  r e a s s o c i a t i o n  ( V a n  D i g g l e n  a n d  

B o s c h ,  1 9 7 3 ;  N o l l  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  D e b e y  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  A t  p h y s i o l o g i c a l  

M g  c o n c e n t r a t i o n  ( 4 - 5 m M ) ,  t y p e - A  r i b o s o m e s  a r e  n e a r l y  a l l  a s s o c ­

i a t e d  ( D e b e y  e t_  a h ,  1 9 7 5 ;  N o l l  a n d  N o l l ,  1 9 7 6 )  a n d ,  s i n c e  e a c h  i n i t i ­

a t i o n  e v e n t  i s  p r e c e d e d  b y  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  r i b o s o m e ,  a  r e q u i r e m e n t  

f o r  p r o t e i n  f a c t o r s  i s  e x p l a i n e d  ( N o l l  a n d  N o l l ,  1 9 7 6 ) .

A  s t u d y  o n  r i b o s o m a l  e q u i l i b r i u m  b y  G o d e f r o y - C o l b u r n  e t_  a l .

( 1 9 7 5 )  s h o w e d  t h a t  I F 3 ,  b y  b i n d i n g  t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t ,  c a u s e d  a  d e ­

c r e a s e  i n  t h e  s i t e  c o n s t a n t  K ^  f o r  a s s o c i a t i o n ,  b u t  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  

d i s s o c i a t i o n  r a t e  c o n s t a n t  K ^ .  In  t h i s  ' a n t i - a s s o c i a t i o n '  m o d e l ,  t h e  I F 3  

d i s s o c i a t i o n  a c t i o n  a p p e a r s  t o  b e  p u r e l y  p a s s i v e ,  w i t h  t h e  f a c t o r  b i n d i n g  

t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t  w h i c h  t h e n  b e c o m e s  u n f i t  f o r  r e a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  

5 0 S  s u b u n i t .  A  m o d u l a t i n g  e f f e c t  o f  I F 1  w a s  f o u n d  t o  b e  d u e  t o  i t  

g r e a t l y  i n c r e a s i n g  t h e  r a t e  c o n s t a n t  K j  a n d  o f  t h e  r e a c t i o n .  T h u s ,  

I F 1  i n c r e a s e s  t h e  r a t e  o f  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  7 0 S  c o u p l e s  a n d  I F 3 ,  b y  

b i n d i n g  t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t ,  p r e v e n t s  t h e i r  r e a s s o c i a t i o n ,  t h e r e b y  d i s ­

p l a c i n g  t h e  e q u i l i b r i u m  t o w a r d s  t h e  d i s s o c i a t e d  s t a t e .
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S u c h  a n  ' a n t i - a s s o c i a t i o n *  m o d e l  i s  s u p p o r t e d  b y  a  r e c e n t  k i n e t i c  

s t u d y  ( C h a i r e s  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  a n d  a l s o  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  a f f i n ­

i t y  o f  I F 3  f o r  t h e  3 0 S  s u b u n i t  i s  s t r o n g  ( s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 5 )  a n d  t h a t  a t  

p h y s i o l o g i c a l  M g  c o n c e n t r a t i o n s ,  I F 3  d o e s  n o t  b i n d  s i g n i f i c a n t l y  t o

2~h
T y p e - A  7 0 %  c o u p l e s  ( W e i e l  e t_  a l ^  1 9 7 8 ) .  A t  h i g h  M g  c o n c e n t r a t i o n  

( l O m M ) ,  s o m e  i n t e r a c t i o n  w i t h  7 0 S  r i b o s o m e s  m a y  h o w e v e r  o c c u r  ( s e e  

s e c t i o n  1 . 1 . 6 ) .

I n  p r i n c i p l e ,  I F 3  w o u l d  a c t  b y  e i t h e r  o f  t h e  p a t h w a y s :  ( I - I I I - I V  o r

I - I I I - I V ) :

(I)

7 0 S  +  I F 3

ir
7 0 S . I F 3

( I I I )

5 0 S  +

5 0 S  +

( I I )

3 0 S  +  I F 3

3 0 S . I F 3

( I V )

T h e  ' a n t i - a s s o c i a t i o n '  m o d e l  d e s c r i b e d  a b o v e  w o u l d  f o l l o w  th fe  p a t h w a y  

I II I V .  H o w e v e r ,  t h e  f i n d i n g  t h a t  I F 3  m a y  i n t e r a c t  w i t h  t h e  7 0 S  

c o u p l e ,  a t  l e a s t  u n d e r  c e r t a i n  i o n i c  c o n d i t i o n s ,  s u g g e s t s  t h a t  u n d e r  s o m e  

c i r c u m s t a n c e s  t h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  I III  —^  IV  m a y  a l s o  a p p l y  

( C h a i r e s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

A  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  m o d e l  f o r  I F 3  a c t i v i t y  i n  d i s s o c i a t i n g  7 0 S

r i b o s o m e s  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  G o s s  e t_  a l ^  ( 1 9 8 0 a ) .  I n  t h i s  a l l o s t e r i c -

t y p e  m o d e l ,  t w o  c o n f o r m a t i o n s  e x i s t  f o r  t h e  s u b u n i t s  a n d  7 0 S  r i b o s o m e s

2 +
a n d  t h e  a c t i o n  o f  I F 3 ,  t o g e t h e r  w i t h  o t h e r  e f f e c t o r s  ( M g  a n d  s p e r m ­

i d i n e )  i s  t o  s h i f t  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  e q u i l i b r i u m .  H o w e v e r ,  d o u b t  h a s  

b e e n  c a s t  o n  t h e  v a l i d i t y  o f  t h i s  m o d e l ,  s i n c e  t h e  k i n e t i c  d a t a  u p o n  

w h i c h  t h e  m o d e l  w a s  b a s e d  a r e  i n  d i s a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o f  C h a i r e s  

e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  a n d  m a y  h a v e  r e s u l t e d  f r o m  s o m e  m o d i f i c a t i o n  o r  i n a c t i ­

v a t i o n  o f  t h e  s u b u n i t s  d u r i n g  d i s s o c i a t i o n  o f  r i b o s o m e s  b y  t r e a t m e n t  i n
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t h e  p r e s e n c e  o f l  m M  M g  +  ( C h a i r e s  e t  a h ,  1 9 8 1 ) .

( i i )  A c t i v i t y  i n  t h e  i n i t i a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

I n  o r d e r  t o  h e l p  t o  u n d e r s t a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  I F 3  i n  t h e  i n i t i a t i o n  

o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  t h e  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  l e a d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  

t h e  7 0 S  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  ( F i g .  1) i s  b r i e f l y  s u m m a r i s e d  b e l o w  ( b a s e d  

o n  M a i t r a  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 ) .

T h e  f i r s t  s t e p  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  3 0 S  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  i n ­

v o l v e s  t h e  c o - o p e r a t i v e  b i n d i n g  o f  t h r e e  i n i t i a t i o n  f a c t o r s  t o  a  3 0 S  s u b ­

u n i t  t o  f o r m  a  3 0 S . I F 1  . I F 2 . I F 3  c o m p l e x  ( F i g .  1) t o  w h i c h  f M e t - t R N A ^ ? e t  

a n d  m R N A  s p e c i f i c a l l y  b i n d .  T h e  o r d e r  o f  a d d i t i o n  o f  t h e s e  t w o  s p e c ­

i e s  t o  t h e  3 0 S  c o m p l e x  i s ,  h o w e v e r ,  u n c e r t a i n  w i t h  s o m e  e v i d e n c e  s u g g -

M e t
e s t i n g  t h a t  f M e t - t R N A  ^ a n d  m R N A  m a y  b i n d  i n d e p e n d e n t l y  o f  o n e

a n o t h e r ,  w h e r e a s  o t h e r  d a t a  a r e  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  b i n d i n g  o f  m R N A

M e t
p r e c e d i n g  t h a t  o f  m M e t - t R N A  . I F 3  i s .  r e l e a s e d  f r o m  t h e  3 0 S  r i b o ­

s o m e s  d u r i n g  t h e  b i n d i n g  o f  f M e t - t R N A  ^ e t  a n d  G T P .  F i n a l l y ,  a d d i t i o n  

o f  t h e  5 0 S  s u b u n i t  t o  t h e  3 0 S  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t ­

i o n  o f  t h e  7 0 S  i n i t i a t i o n  c o m p l e x ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  h y d r o l y s i s  o f  G T P  

b y  r i b o s o m e  b o u n d  I F 2  t o  G D P  a n d  P i  a n d  t h e i r  r e l e a s e ,  t o g e t h e r  w i t h  

I F 1  a n d  I F 2  f r o m  t h e  r i b o s o m a l  c o m p l e x .

T h e  r e s u l t s  o f  e a r l y  s t u d i e s  o n  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  I F 3  d u r i n g  

i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  w e r e  s o m e w h a t  c o n f u s e d  a n d  p r o b a b l y  r e ­

f l e c t  t o  s o m e  e x t e n t  t h e  l a c k  o f  a  s t a n d a r d  m e t h o d *  f o r  p r e p a r i n g  r i b o ­

s o m e s  ( t h e r e b y  g i v i n g  r i s e ,  f o r  e x a m p l e ,  t o  d i f f e r e n t  g r o u p s  u s i n g  p r e p ­

a r a t i o n s  o f  r i b o s o m e s  h a v i n g  d i f f e r e n t  p r o p o r t i o n s  o f  T y p e - A  a n d  T y p e - B  

r i b o s o m e s ) ,  a s  w e l l  a s  t h e  d e g r e e  o f  p u r i t y  o f  t h e  f a c t o r  p r e p a r a t i o n .  

F o r  e x a m p l e ,  s o m e  s t u d i e s  s u g g e s t e d  t h a t  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n a t u r a l  m R N A s  r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  I F 3 ,  

w h e r e a s  s y n t h e t i c  d i d  n o t ,  a n d  i t  w a s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  f a c t o r  w a s  

p r o b a b l y  i n v o l v e d  i n  t h e  d i r e c t  r e c o g n i t i o n  o f  s o m e  s p e c i f i c  m e s s e n g e r  

s t a r t i n g  s i g n a l s  o n  t h e  m R N A  ( I w a s a k i  et_  a L ,  1 9 6 8 ;  R e v e l  e t  a h ,  1 9 7 0 ;  

M e i e r  e t_  a L ,  1 9 7 3 ;  V e r m e e r  e t_  a l . ,  1 9 7 3 b ) .  T h e  i s o l a t i o n  o f  t w o

2 +
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m R N A  d i s c r i m i n a t i n g  s p e c i e s  o f  I F 3  ( s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 1 )  a s  w e l l  a s  t h e  

o b s e r v a t i o n  t h a t  d i f f e r e n t  v a r i a n t s  o f  I F 3  d i r e c t e d  r i b o s o m e s  t o  d i f f e r ­

e n t  c i s t r o n s  i n  a  p o l y c i s t r o n i c  m e s s a g e  ( B e r i s s i  e t_  a h ,  1 9 7 1 )  l e n t  

s u p p o r t  t o  t h i s  h y p o t h e s i s .  F u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  I F 3  v a r i a n t ,  

h o w e v e r ,  p o i n t e d  t o  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  m o r e  h o m o g e n e o u s  s p e c i e s  o f  

I F 3  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  o t h e r  p r o t e i n s ,  t h e  i n t e r f e r e n c e  f a c t o r s ,  w h i c h  

h a d  e i t h e r  a  p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  i n f l u e n c e  o n  t h e  b i n d i n g  o f  r i b o s o m e s  

t o  i n i t i a t i o n  s i t e s  ( G r o n e r  e t  a h ,  1 9 7 2 ) .  O n e  o f  t h e s e  f a c t o r s  w a s  l a t e r  

s h o w n  t o  b e  t h e  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I  ( W a h b a  e t  a h ,  1 9 7 4 ) .

O t h e r  e a r l y  w o r k  s u g g e s t e d  t h a t  I F 3  w a s  e s s e n t i a l  f o r  i n i t i a t i o n  

c o m p l e x  f o r m a t i o n  w i t h  b o t h  n a t u r a l  a n d  s y n t h e t i c  m R N A s  ( W a h b a  e t_  

a h ,  1 9 6 9 ;  M i l l e r  a n d  W a h b a ,  1 9 7 3 ;  S u t t l e  e t  a h ,  1 9 7 3 ;  B e r n a l  e t  a h ,  

1 9 7 4 ;  D o n d o n  e t  a h ,  1 9 7 4 ;  S o b u r a  e t_  a h ,  1 9 7 7 ) .  S i n c e  m a n y  o f  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  7 0 S  r i b o s o m e s ,  t h e  s t i m u l a t i n g  a c t ­

i v i t y  o f  I F 3  c o u l d  h a v e  r e s u l t e d  f r o m  a n  e f f e c t  o n  t h e  7 0 S  r i b o s o m e  -  

s u b u n i t  e q u i l i b r i u m ,  r a t h e r  t h a n  f r o m  a  s p e c i f i c  i n f l u e n c e  o n  i n i t i a t i o n  

c o m p l e x  f o r m a t i o n .  H o w e v e r ,  a t  h i g h  M g  c o n c e n t r a t i o n ,  w h e n  I F 3  i s  

u n a b l e  t o  p r o m o t e  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  7 0 S  r i b o s o m e s ,  t h e  f a c t o r  w a s  

f o u n d  t o  b e  a b l e  t o  s t i m u l a t e  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  s y n t h e t i c  m e s s a g e s  

( S c h i f f  e t  a h ,  1 9 7 4 ) .

R e c e n t l y ,  i t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  I F 3  i n  t h e  

t r a n s l a t i o n  o f  b o t h  n a t u r a l  a n d  s y n t h e t i c  m e s s a g e s ,  i s  g r e a t l y  d e p e n d e n t  

o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  m e s s e n g e r .  T h u s ,  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  I F 3  

i n  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  s y n t h e t i c  p o l y n u c l e o t i d e s  c a n  b e  m a d e  n e a r l y  

a b s o l u t e  b y  r e d u c i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  ( S c h i f f  e t  

a h ,  1 9 7 4 ;  G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 8 1 )  a n d ,  c o n v e r s e l y ,  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  

I F 3  i n  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  n a t u r a l  m R N A s  i s  n o t  a b s o l u t e  ( B e n n e  a n d  

P o u w e l s ,  1 9 7 5 ;  Z i p o r i  e t  a h ,  1 9 7 8 )  a n d  m a y  b e  o v e r c o m e  b y  i n c r e a s i n g
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t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m R N A .

T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  I F 3 ,  r a t h e r  t h a n  b e i n g  a n  e s s e n ­

t i a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  r e a c t i o n  l e a d i n g  t o  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  

m a y  b e  i n v o l v e d  i n  f a c i l i t a t i n g  a n  a l r e a d y  i n h e r e n t  a b i l i t y  o f  t h e  3 0 S  

s u b u n i t  t o  f o r m  i n i t i a t i o n  c o m p l e x e s .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  f u n c t i o n  

m a y  i n v o l v e  f a c i l i t a t i n g  t h e  r e c o g n i t i o n  b y  t h e  3 0 S  s u b u n i t  o f  s o m e  

a s p e c t  o f  n a t u r a l  i n i t i a t i o n  s i t e s  t h a t  a r e  a b s e n t  f r o m  s y n t h e t i c  m R N A s  

a r i s e s  f r o m  t h e  w o r k  o f  S t e i t z  e t_  a l . ,  1 9 7 7 .  T h e s e  w o r k e r s  f o u n d  t h a t  

r i b o s o m a l  r e c o g n i t i o n  o f  t h e  c o a t  a n d  r e p l i c a s e  c i s t r o n  i n i t i a t i o n  s i t e s  

o n  R 1 7  R N A  w e r e  s e v e r a l - f o l d  m o r e  d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  

i n i t i a t i o n  f a c t o r s  t h a n  w a s  b i n d i n g  t o  t h e  A - p r o t e i n  i n i t i a t o r  r e g i o n .  

L i k e w i s e ,  H e r s h e y  e t^  a L _  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  t h a t  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  

w i t h  R 1 7  R N A  w a s  m o r e  d e p e n d e n t  o n  I F 3  t h a n  w a s  c o m p l e x  f o r m a t i o n  

w i t h  A - U - G  o r  p o l y  ( A , G , U ) .  A  c l u e  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  s i g n a l s  

c o m e s  f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  R 1 7  f a c t o r  r e q u i r e m e n t  f o u n d  b y  

S t e i t z  e t^  a L _  ( 1 9 7 7 )  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  d e g r e e  o f  c o m p l e ­

m e n t a r i t y  o f  t h e  S h i n e - D a l g a r n o  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  

1 6 S - R N A  m o i e t y  o f  t h e  3 0 S  s u b u n i t  a n d  a  p u r i n e - r i c h  s e q u e n c e  n e a r  

t h e  m R N A  i n i t i a t i o n  c o d o n .  S u c h  a n  i n t e r a c t i o n  w a s  p r o p o s e d  b y  S h i n e  

a n d  D a l g a r n o  ( 1 9 7 4 ,  1 9 7 5 )  t o  b e  i m p o r t a n t  i n  t h e  r e c o g n i t i o n  b y  3 0 S  

s u b u n i t s  o f  i n i t i a t i o n  s i t e s  o n  n a t u r a l  m R N A s  a n d  h a s  r e c e i v e d  e x p e r i ­

m e n t a l  s u p p o r t  f r o m  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  s u c h  a n n e a l i n g  c o u l d  i n d e e d  

o c c u r  ( S t e i t z  a n d  J a k e s ,  1 9 7 5 ;  S t e i t z  a n d  S t e e g e ,  1 9 7 7 ) .  F u r t h e r  

s u p p o r t  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  c o m e s  f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  o l i g o n u c l e o ­

t i d e s  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  3 '  e n d  o f  1 6 S - R N A  c o u l d  i n h i b i t  r i b o s o m a l  

i n t e r a c t i o n  w i t h  m R N A ,  b u t  n o t  w i t h  A - U - G  o r  p o l y - U  ( T a n i g u c h i  a n d  

W e i s s m a n n ,  1 9 7 8 ;  E c k h a r d t  a n d - L U h r m a n n ,  1 9 7 9 ) ,  a s  w e l l  a s  t h e  f i n d i n g  

t h a t  r e d u c i n g  t h e  c o m p l e m e n t a r i t y  o f  t h e  S h i n e - D a l g a r n o  i n t e r a c t i o n  i n
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t h e  c a s e  o f  t h e  0 . 3  g e n e  m R N A  o f  b a c t e r i o p h a g e  T 7  c a u s e d  a  s i g n i f i ­

c a n t  d e c r e a s e  i n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  s y n t h e s i s  o f  g e n e  0 . 3  p r o t e i n  i n  i n ­

f e c t e d  c e l l s  ( D u n n  e t  a h ,  1 9 7 8 ) .

S i n c e  I F 3  a p p e a r s  t o  e x e r t  i t s  a c t i o n  i n  b o t h  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  

7 0 S  r i b o s o m e s  a n d  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  t h r o u g h  t h e  3 0 S  s u b ­

u n i t ,  a  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  f a c t o r ' s  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  3 0 S  s u b u n i t  i s  

e s s e n t i a l  b e f o r e  c o n s i d e r i n g  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d  i n  t h e s e  

a c t i v i t i e s .

1 . 1 . 5  T o p o g r a p h y  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  3 0 S  r i b o s o m a l  s u b u n i t s

I F 3  b i n d s  t o  t h e  3 0 S  r i b o s o m a l  s u b u n i t  w i t h  h i g h  a f f i n i t y  a t  a  

s t o i c h i o m e t r y  o f  1 :  1 ( V e r m e e r  e t_  a h ,  1 9 7 3 a )  a n d  w i t h  a  b i n d i n g  c o n ­

s t a n t  i n  t h e  r a n g e  o f  0 . 5  -  4  x  1 0 ^  M   ̂ ( S u b r a m a n i a n  a n d  D a v i s ,  1 9 7 0 ;  

S a b o l  e t  a l . , - 1 9 7 3 ;  G o d e f r o y - C o l b u r n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  W e i e l  e t_  a l ^  1 9 7 8 ;  

W e i e l  a n d  H e r s h e y ,  1 9 8 1 ) ,  b u t  n o t  t o  a n  e x t e n t  t o  m o d i f y  t h e  h y d r o -  

d y n a m i c  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s u b u n i t .  K i n e t i c  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  i n

4
v i t r o  t h e  r a t e  c o n s t a n t  f o r  t h i s  a s s o c i a t i o n  i s  i n  t h e  r e g i o n  1 . 7  x  1 0  

t o  4 . 0  x  1 0 ^ m ~ U ~ ^  ( G o s s  e t_  a L ,  1 9 8 0 b ;  W o o l l e y  a n d  B o x ,  1 9 7 9 ) .  

W h i l s t  e x c e s s  I F 3  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a l t e r  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  3 0 S  

s u b u n i t  a s  m e a s u r e d  b y  l o w  a n g l e  X - r a y  d i f f r a c t i o n  a n d  s e d i m e n t a t i o n  

s t u d i e s  ( P a r a d i e s  e t_  a L ,  1 9 7 4 ) ,  e q u i m o l a r  I F 3  d o e s  n o t  ( B e a u d r y  e t  a l . ,  

1 9 7 6 ) .  L i k e w i s e ,  G i r i  e t _ £ L _ ( 1 9 7 9 )  h a v e  r e p o r t e d  n o  d e t e c t a b l e  c h a n g e  

i n  t h e  h y d r o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  o f  3 0 S  s u b u h i t s  u p o n  I F 3  b i n d i n g .  

H o w e v e r ,  s o m e  r e a r r a n g e m e n t  o f  a m i n o  a c i d  s i d e  c h a i n s  m a y  o c c u r  

( G u a l e r z i  e t_  a L ,  1 9 7 5 ) .

N u m e r o u s  s t u d i e s  h a v e  b e e n  m a d e  u s i n g  p r o t e i n - p r o t e i n  a n d  

p r o t e i n - R N A  c r o s s l i n k i n g  r e a g e n t s ,  i m m u n o e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a n d  

c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n s  o f  3 0 S  s u b u n i t s  i n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  n e a r  

n e i g h b o u r s  o f  I F 3  b o u n d  t o  t h e  s u b u n i t  ( r e v i e w e d  i n  B r i m a c o m b e  e t  a l . ,
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1 9 7 6 ;  G r u n b e r g - M a n a g o  a n d  G r o s ,  1 9 7 7 ;  G r u n b e r g - M a n a g o  e t_  a h ,  1 9 7 8 ;  

B r i m a c o m b e ,  1 9 7 8 ;  G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 8 1 ) .

B y  f a r  t h e  m o s t  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  3 0  S  p r o t e i n s  a t  t h e  

b i n d i n g  s i t e  o f  I F 3  h a s  c o m e  f r o m  c r o s s - l i n k i n g  s t u d i e s  u s i n g  e i t h e r  

e l e c t r o p h i l i c  r e a g e n t s  ( H a w l e y  e t_  a h ,  1 9 7 4 a ;  V a n  D u i n  e t_  a h ,  1 9 7 5 ;  

H e i m a r k  e t_  a h ,  1 9 7 6 ;  G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 8 1 ;  C h a i r e s  e t  a h ,  1 9 8 2 ) ,  

d i r e c t  p h o t o c h e m i c a l  c r o s s - l i n k i n g  ( M a c k e e n  e t_  a h ,  1 9 8 0 )  o r  b y  t h e  u s e  

o f  a  p a r t  e l e c t r o p h i l i c  a n d  p a r t  p h o t o c h e m i c a l  r e a g e n t  ( C o o p e r m a n  e t  

a h ,  1 9 8 1 )  ( T a b l e  2 ) .  S t r o n g  o v e r l a p  i s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  r e s u l t s  

o b t a i n e d  u s i n g  t h e  d i f f e r e n t  c r o s s - l i n k i n g  m e t h o d s ,  a l t h o u g h  i t  s h o u l d  b e  

n o t e d  t h a t  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  w o r k  o f  C o o p e r m a n  e t  a h  ( 1 9 8 1 )  

a n d  C h a i r e s  e t_  a h _  ( 1 9 8 2 ) ,  s o m e  p r o t e i n s  m a y  h a v e  b e e n  c r o s s - l i n k e d  t o  

t h e  f a c t o r  b y  a  s e c o n d  p r o t e i n  s i n c e  b i f u n c t i o n a l  r e a g e n t s  w e r e  u s e d .  

C o o p e r m a n  e t  a h _  ( 1 9 8 1 )  s h o w e d  t h a t  I F 3  c o u l d  b e  d i r e c t l y  c r o s s - l i n k e d *  

t o  s i x  p r o t e i n s  ( S 2 ,  S 3 ,  S 1 1 ,  S I 2 ,  S I 8  a n d  S 2 1 )  a n d  C h a i r e s  e t  a h

( 1 9 8 2 ) ,  u s i n g  a  d i f f e r e n t  r e a g e n t ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d i r e c t  c r o s s - l i n k s  

c o u l d  b e  m a d e  t o  t w o  p r o t e i n s  ( S 9  o r  S 1 1 a n d  S I 2 ) .  T h u s ,  a t  l e a s t  

t h e s e  s i x  p r o t e i n s  a r e  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e .

I m m u n o e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  o n  t h e  l o c a t i o n  o f  p r o t e i n s  

w i t h i n  t h e  3 0 S  s u b u n i t ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  I F 3  c r o s s - l i n k i n g  d a t a ,  a l l o w e d  

L a k e  ( L a k e  a n d  K a h a n ,  1 9 7 5 ;  L a k e ,  1 9 7 8 ,  1 9 8 0 )  t o  i n f e r  t h a t  I F 3  b i n d s  

i n  a  r e g i o n  t h a t  i n c l u d e s  p a r t  o f  t h e  p l a t f o r m  a n d  t h e  u p p e r  o n e  t h i r d  

( F i g .  2 a ) .  A  c l o s e l y  a n a l o g o u s  I F 3  b i n d i n g  s i t e  h a s  a l s o  b e e n  p r o p o s e d  

b y  S t b f f l e r  a n d  c o - w o r k e r s  b a s e d  o n  t h e  B e r l i n  m o d e l  o f  t h e  3 0 S  s u b ­

u n i t  ( S t t t f f l e r  e t_  a h ,  1 9 8 0 ;  W i t t m a n n  e t _ a h _ ,  1 9 8 0 ) .  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  

o f  S 3 ,  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  f o r  a l l  o f  t h e  p r o t e i n s  f o u n d  t o  b e  c r o s s -  

l i n k e d  t o  I F 3  l i e  w i t h i n  t h e  p r o p o s e d  I F 3  b i n d i n g  s i t e  ( F i g .  2 b ) .  S i n c e  

S 3  i s  t h o u g h t  t o  b e  a n  e l o n g a t e d  p r o t e i n  ( W i t t m a n n  e t  a h ,  1 9 8 0 ) ,  i t  i s
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T A B L E  2  N O T E S

N u m b e r  o f  p l u s e s  i n d i c a t e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  c r o s s - l i n k i n g  w h e r e  s u c h

c o m p a r i s o n s  c a n  b e  m a d e .

*  M o d i f i e d  f r o m  C o o p e r m a n  et_ a L

a  C o o p e r m a n  e t  a l ,  ( 1 9 8 1 )

b  M a c k e e n  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )

c  H e i m a r k  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )

d  G u a l e r z i  a n d  P o n  ( 1 9 8 1 )

e  H a w l e y  e t  a l .  ( 1 9 7 4 a )

f  V a n  D u i n  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )

g  C h a i r e s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )

( 1 9 8 1 )

a l l  S  p r o t e i n s  t e s t e d

a l l  S  p r o t e i n s  t e s t e d

a l l  S  p r o t e i n s  t e s t e d  e x ­
c e p t  S I  7

a l l  S  p r o t e i n s  t e s t e d

o n l y  S I  2  t e s t e d

o n i y  5 7  i d e n t i f i e d ,  a l t h o u g h  
o t h e r  p r o t e i n s  a r e  c r o s s -  
l i n k e d

a l l  S  p r o t e i n s  t e s t e d  e x c e p t  
S I  a n d  S I 7 .  S 9  a n d  S 1 1 
w e r e  p o o r l y  r e s o l v e d  a n d  
c o n s e q u e n t l y  w h i c h  p r o t e i n  

w a s  c r o s s - l i n k e d  t o  I F 3  
w a s  n o t  i d e n t i f i e d .

A b b r e v i a t i o n s :

F M N  : f l a v i n  m o n o n u c l e o t i d e

P N B M : p - n i t r o b e n z y l  m a l e i m i d e

D M S  : d i m e t h y l  s u b e r i m i d a t e

P D N  : p h e n y l e n e  d i a z i d e

T . D A  : t a r t a r y l  d i a z i d e

2 - I T 2- i m i n o t h i o l a n e
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F I G U R E  2  T o p o g r a p h y  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  t h e  3 0 S  

r i b o s o m a l  s u b u n i t

( a )  L o c a l i s a t i o n  b y  i m m u n o - e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  ( A f t e r  L a k e  a n d  

K a h a n ,  1 9 7 5 ) .

( b )  L o c a t i o n s  o f  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  f o r  t h e  3 0 S  p r o t e i n s  c r o s s -  

l i n k e d  t o  I F 3 .  S o l i d  l i n e s  a r e  d r a w n  b e t w e e n  c r o s s - l i n k e d  3 0 S  p r o t e i n s .  

( A f t e r  C o o p e r m a n  e t  a L ,  1 9 8 1 ) .

( c )  L o c a t i o n s  o f  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  f o r  t h o s e  3 0 S  p r o t e i n s  w i t h  

a l t e r e d  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  p r o p e r t i e s  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  

I F 3  ( A f t e r  G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 8 1 ) .
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p o s s i b l e  t h a t  t h e  p o r t i o n  t h a t  i s  c r o s s - l i n k e d  t o  I F 3  i s  s o m e  d i s t a n c e  

f r o m  t h e  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t  s i t e .  S u p p o r t  f o r  t h i s  i d e a  c o m e s  f r o m  

t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  S 3  c a n  b e  c r o s s - l i n k e d  w i t h  S 2  a n d  S 1 2  ( S u n  e t  a h ,  

1 9 7 4 ;  T r a u t  e t_  a h ,  1 9 8 0 ) ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  m a p p e d  w i t h i n  t h e  I F 3  

b i n d i n g  r e g i o n ,  b o t h  b y  c r o s s - l i n k i n g  ( T a b l e  2 )  a n d  b y  i m m u n o e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y  ( L a k e  a n d  K a h a n ,  1 9 7 3 ;  L a k e ,  1 9 7 8 ) .

S t u d i e s  u s i n g  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  p r o t e i n s  o f  3 0 S  s u b u n i t s ,  

w i t h  a n d  w i t h o u t  b o u n d  I F 3 ,  ( E w a l d  e t^  a h ,  1 9 7 6 ;  M i c h a l s k i  e t  a h ,

1 9 7 5 )  s h o w  t h a t  t h e  p r o t e i n s  w h i c h  a c q u i r e  a n  i n c r e a s e d  r e a c t i v i t y  t o ­

w a r d s  m o d i f i c a t i o n  f o l l o w i n g  I F 3  b i n d i n g  a r e  l o c a t e d  o n  t h e  e x t e r i o r  

s u r f a c e  p r i m a r i l y  i n  t h e  u p p e r  o n e  t h i r d  p o r t i o n  o f  t h e  s u b u n i t ,  o r  o n  

t h e  s u b u n i t  i n t e r f a c e  o f  t h e  p l a t f o r m  ( F i g .  2 c ) .  T h o s e  p r o t e i n s  w h i c h  

a r e  p r o t e c t e d  f r o m  m o d i f i c a t i o n  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  c l e f t .  T h e s e  o b ­

s e r v a t i o n s  a r e  i n  g e n e r a l  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o f  t h e  c r o S s - l i n k i n g  a n d  

i m m u n o e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  o f  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  

s i t e  ( F i g .  2 ) .  G u a l e r z i  a n d  P o n  ( 1 9 8 1 )  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  I F 3  m a y  

b r i d g e  t h e  p l a t f o r m  a n d  u p p e r  o n e  t h i r d  p o r t i o n  o f  t h e  s u b u n i t  b y  i n ­

s e r t i n g  i n  t h e  c l e f t .

R i b o s o m a l  p r o t e i n s  S I  a n d  S 2 1 ,  b o t h  o f  w h i c h  c a n  b e  c r o s s - l i n k e d  

t o  I F 3  ( T a b l e d ) ,  a r e  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  o f  t h e  3 ' - e n d  o f  1 6 S  r R N A  

( C z e r n i l o f s k y  e t  a l . ,  1 9 7 3 )  a n d  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  R N A  h a s  b e e n  m a p p e d  

t o  t h e  s a m e  r e g i o n  o f  t h e  s u b u n i t  a s  t h a t  o f  I F 3  ( P o l i t z  a n d  G l i t z ,  

1 9 7 7 ;  O l s o n  a n d  G l i t z ,  1 9 7 9 ) .

T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  w i t h  n o r m a l  a f f i n i t y  t o  3 0 S  s u b u n i t s  d e p l e t e d  

o f  p r o t e i n s  S I ,  S 2 ,  S 3 ,  S 9 ,  S 1 0 ,  S I 4 ,  S 2 0  a n d  S 2 1  ( L a u g h r e a  et_  a l . ,

1 9 7 8 ) ,  a s  w e l l  a s  t h o s e  l a c k i n g  e i t h e r  S I  o r  S 1 1 ,  S I 2 ,  S I 9 ,  S 2 1  a n d  

p o s s i b l y  S I 4  ( P o n  a n d  G u a l e r z i ,  1 9 7 6 ) ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  I F 3  b i n d i n g  w a s  i n h i b i t e d  b y  R N A  l i g a n d s  ( P o n  a n d  G u a l e r z i ,  1 9 7 6 ) ,
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s u g g e s t s  t h a t  t h e  f a c t o r  b i n d s  t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t  t h r o u g h  t h e  1 6 S  r R N A

m o i e t y  ( G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 7 3 ;  P o n  a n d  G u a l e r z i ,  1 9 7 6 ) .  L i k e w i s e ,

2  4*
t h e  o b s e r v a t i o n  b y  W e i e l  a n d  H e r s h e y  ( 1 9 8 1 )  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  M g  

c o n c e n t r a t i o n  d e c r e a s e d  t h e  I F 3  : 3 0 S  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  2 . 5  f o l d ,  

a l t h o u g h  i n  c o n t r a d i c t i o n  t o  e a r l i e r  s t u d i e s  ( S a b o l  a n d  O c h o a ,  1 9 7 1 ;  

V e r m e e r  e t_  a L ,  1 9 7 3 c ;  G o d e f r o y - C o l b u r n  e t_  aL _ , 1 9 7 5 )  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  n o t i o n  t h a t  t h e  1 6 S  r R N A  i s  a n  i m p o r t a n t  c o n t r i b u t o r  t o  t h e  

s t a b i l i t y  o f  I F 3  b i n d i n g .

V a n  D u i n  e t  a L _  ( 1 9 7 5 )  s h o w e d  t h a t  I F 3  b e c a m e  c r o s s - l i n k e d  t o  

t h e  3 ' - t e r m i n u s  o f  1 6 S  r R N A  w h e n  3 0 S  s u b u n i t s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  p e r i ­

o d a t e  o x i d a t i o n  a n d  b o r o h y d r i d e  r e d u c t i o n .  H o w e v e r ,  d o u b t  h a s  b e e n  

c a s t  o n  t h e  v a l i d i t y  o f  t h i s  r e s u l t  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  m a n y  o f  

t h e  3 0 S  p r o t e i n s  c a n  b e c o m e  c r o s s - l i n k e d  t o  t h e  R N A  b y  t h i s  m e t h o d  

( R i n k e  a n d '  B r i m a c o m b e ,  1 9 7 8 )  a n d  m a y  r e f l e c t  a  h i g h  d e g r e e  o f  f l e x i ­

b i l i t y  o f  t h e  3 ’ - e n d  o f  t h e  R N A .  L a u g h r e a  e t_  a L _  ( 1 9 7 8 )  f o u n d  t h a t  

r e m o v a l  o f  t h e  3 ' - t e r m i n a l  4 9  n u c l e o t i d e s  o f  1 6 S  r R N A  d i d  n o t  p r e v e n t  

t h e  b i n d i n g  o f  I F 3 ,  a l t h o u g h  u p  t o  1 0 %  o f  t h e  f r e e  e n e r g y  o f  b i n d i n g  

m a y  b e  c o n t r i b u t e d  b y  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  R N A .

I F 3  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  p h o t o c h e m i c a l l y  c r o s s - l i n k e d  t o  1 6 S  

r R N A  p r e s e n t  i n  3 0 S  s u b u n i t s ,  e i t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p h o t o s e n s i t i z e r s  

( C o o p e r m a n  e t_  a l . ,  1 9 7 7 )  o r  b y  n e a r - u l t r a  v i o l e t  i r r a d i a t i o n  a l o n e  

( M a c k e e n  e t_  a l . ,  1 9 8 0 ) .  P o n  e t_  a l .  ( 1 9 7 7 )  s t u d i e d  t h e  p h o t o c h e m i c a l  

a n d  f o r m a l d e h y d e  c r o s s - l i n k i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  1 6 S  R N A  i n  i n t a c t  3 0 5  

s u b u i t s  a n d  f o u n d  t h a t  a f t e r  l i m i t e d  R N a s e  d i g e s t i o n  o f  t h e  s u b u n i t s  

t h e  f a c t o r  w a s  u n e q u a l l y  l i n k e d  t o  t w o  s u b - p a r t i c l e s .  T h e  m a j o r  s u b ­

p a r t i c l e  ( 8 0 - 9 0 %  o f  c r o s s - l i n k e d  I F 3 )  r e p r e s e n t e d  t h e  f i r s t  9 0 0  n u c l e o ­

t i d e s  f r o m  t h e  5 ' - e n d  o f  t h e  R N A ,  t o g e t h e r  w i t h  s e v e r a l  r i b o s o m a l  

p r o t e i n s  ( S 4 ,  S 5 ,  S 6 ,  S I 5 ,  S I 8 ,  S 2 0  a n d  S I 6  o r  5 1 7 ) .  T h e  m i n o r  s u b -
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p a r t i c l e  ( 1 0 - 2 0 %  o f  t h e  c r o s s - l i n k e d  f a c t o r )  r e p r e s e n t e d  t h e  r e m a i n i n g  

3 ' - s i d e  o f  t h e  R N A  m i n u s  t h e  l a s t  1 5 0  n u c l e o t i d e s ,  t o g e t h e r  w i t h  s e v e r ­

a l  p r o t e i n s  (5 7 f S 9 ,  5 1 0 ,  S I 4  a n d  S I 9 ) .  T h e s e  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t ,  

a l t h o u g h  s o m e  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  i s  s e e n  w i t h  t h e  3 , -  p ° r+-»o^ o f  1 6 S

r R N A ,  t h e  m a i n  i n t e r a c t i o n  t a k e s  p l a c e  a t  t h e  5 ' -  p o r t i o n  o f  t h e

m o l e c u l e .

T h e  n a t u r e  o f  t h e  r e g i o n s  o f  I F 3  t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  i n t e r ­

a c t i o n  w i t h  t h e  3 0 S  s u b u n i t  h a v e  a l s o  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  B r u h n s  a n d  

G u a l e r z i  ( 1 9 8 0 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  o f  i o d i n a t i o n  o f  t h e  f a c t o r  u p o n  i t s  

b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  a n d  i t s  b i n d i n g  t o  3 0 S  s u b u n i t s .  T h r e e  T y r  r e s i d u e s  

a n d  o n e  H i s  r e s i d u e  w e r e  f o u n d  t o  b e  m o d i f i e d  a n d  o f  t h e s e ,  T y r - 1 0 9  

w a s  f o u n d  t o  b e  i m p o r t a n t  i n  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  t h e  s u b u n i t .  

B a s e d  o n  s t u d i e s  o f  t h e  b i n d i n g  o f  m o d e l  o l i g o - p e p t i d e s  t o  n u c l e i c  a c i d s  

( H e l e n e ,  1 9 7 7 ;  M a y e r *  e t a L ,  1 9 7 9 ;  H e l e n e  a n d  L a n c e l o t ,  1 9 8 2 ) ,  B r u h n s  

a n d  G u a l e r z i  ( 1 9 8 0 )  p r o p o s e d  t h a t  t h e  r e g i o n  o f  I F 3  i n c l u d i n g  T y r - 1 0 9  

a n d  L y s - 1 1 2  h a s  t h e  p o t e n t i a l  i n f o r m a t i o n  t o  s e l e c t  s i n g l e - s t r a n d e d  R N A  

a n d  t o  r e c o g n i s e  g u a n i n e  r e s i d u e s  b o t h  i n  s i n g l e -  a n d  d o u b l e - s t r a n d e d  

c o n f i g u r a t i o n s .  A  h y d r o p h o b i c  r e g i o n  o f  t h e  f a c t o r  a l s o  a p p e a r s  t o  b e  

i m p o r t a n t  i n  b i n d i n g  t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t  ( B o x  e t  a L ,  1 9 8 1 ;  P o n  e t  a h ,  

1 9 8 2 ) .  T h e  s i n g l e  C y s  r e s i d u e  o f  t h e  f a c t o r  w a s  f o u n d  n o t  t o  b e  

l o c a t e d  w i t h i n  t h e  r i b o s o m a l  b i n d i n g  s i t e  ( P o n  e t_  a L ,  1 9 8 2 ) .

1 . 1 . 6  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  5 0 S  s u b u n i t s  a n d  7 0 S  r i b o s o m e s

I F 3  h a s  b e e n  r e p o r t e d  n o t  t o  b i n d  t o  t h e  5 0 S  r i b o s o m a l  s u b u n i t  

( G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 7 3 ;  P o n  a n d  G u a l e r z i ,  1 9 7 6 ) .  H o w e v e r ,  w h e n  

l a b e l l e d  I F 3  w a s  a d d e d  t o  5 0 S  s u b u n i t s  a n d  f o l l o w e d  b y  p e r i o d a t e  o x i ­

d a t i o n ,  l a b e l l e d  I F 3  w a s  f o u n d  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  2 3 S  r R N A  

m o i e t y  ( V a n  D u i n  e t^  a L ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  c o m p l e x  w a s  l o c a t e d  i n  t h e  

i m m e d i a t e  v i c i n i t y  o f  t h e  3 ' - t e r m i n u s  o f  t h e  2 3 S  R N A  b u t ,  b y  a n a l o g y
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w i t h  t h e  c a s e  o f  1 6 s  r R N A  ( R i n k e  a n d  B r i m a c o m b e ,  1 9 7 8 ) ,  t h i s  m a y  

m e r e l y  r e f l e c t  t h e  h i g h  r e a c t i v i t y  o f  t h e  3 ' - e n d  o f  t h i s  m o l e c u l e  i n  

t h i s  r e a c t i o n .

L a r g e l y  f r o m  e x p e r i m e n t s  u s i n g  s u c r o s e  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n ,  i t  

h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  I F 3  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  7 0 S  r i b o ­

s o m e  ( S a b o l  a n d  O c h o a ,  1 9 7 1 ;  P o n  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  T h i b a u l t  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  

S a b o l  e t_  a l . ,  1 9 7 3 ) .  H o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  I F 3  

a l t e r s  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  7 0 S  r i b o s o m e s  ( T a l e n s  e t_  a l . ,  

1 9 7 0 ) ,  a s  w e l l  a s  t h e i r  r e a c t i v i t y  t o  l a c t o p e r o x i d a s e  ( M i c h a l s k i  e t^  a l . ,  

1 9 7 8 ) .  I F 3  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  c r o s s - l i n k e d  t o  7 0 S  r i b o s o m e s  a t  

1 8 m M  M g  ( H a w l e y  e t_  a l . ,  1 9 7 4 b )  a n d  a n  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  f a c t o r  

w i t h  7 0 S  r i b o s o m e s  f o l l o w i n g  g l u t a r a l d e h y d e  f i x a t i o n  h a s  b e e n  d e m o n ­

s t r a t e d  ( V e r m e e r  e t  a L ,  1 9 7 3 a ) .  S p e c t r o s c o p i c  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  a t  

2 +
1 0 m M  M g  , I F 3  i n t e r a c t s  w i t h  7 0 S  r i b o s o m e s  a n d  a l t e r s  t h e i r  c o n ­

f o r m a t i o n  ( C h a i r e s  e t_  a l . ,  1 9 8 2 ) .

C h a i r e s  e t_  a L _  ( 1 9 8 2 ) ,  u s i n g  t h e  c r o s s - l i n k i n g  a g e n t ,  2 - i m i n o t h i o -

2 +
l a n e ,  f o u n d  t h a t  a t  1 0 m M  M g  c o n c e n t r a t i o n ,  I F 3  c o u l d  b e  c r o s s -  

l i n k e d  t o  p r o t e i n s  L 2 ,  L 5  a n d  L I 7  o f  p u r i f i e d  3 0 5  s u b u n i t s  a n d  l i k e w i s e ,  

S c h w a r t z  ( c i t e d  i n  C h a i r e s  e t^  a L ,  1 9 8 2 )  f o u n d  t h a t  t h e  f a c t o r  c o u l d  b e  

p h o t o c h e m i c a l l y  c r o s s - l i n k e d  t o  p r o t e i n s  L 2 ,  L 4 ,  L 2 7  a n d  L 3 3 .  I m m u n o -  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  p r o t e i n s  L 2 ,  L 5 ,  L 1 0  a n d  L 2 7  

a r e  l o c a t e d  a t  t h e  i n t e r f a c e  o f  t h e  5 0 S  a n d  3 0 S  s u b u n i t s  ( C o v e r  e t  

a l . ,  1 9 8 1 )  a n d  c r o s s - l i n k s  c a n  b e  f o r m e d  b e t w e e n  s e v e r a l  o f  t h e  5 0 S  a n d  

3 0 S  p r o t e i n s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e s  o n  t h e s e  s u b u n i t s ,  

n a m e l y ,  L 2 - 5 1 1 ,  L 3 - S 1 2 ,  L 3 - S 1 3  a n d  L 3 - S 1 9  ( C o v e r  e t^  a L ,  1 9 8 1 ) .

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  u n d e r  c e r t a i n  c i r c u m s t a n c e s ,  t h e  7 0 S  

r i b o s o m e  m a y  h a v e  a  w e l l - d e f i n e d  s i t e  t o  a c c o m m o d a t e  b o u n d  I F 3 .  

H o w e v e r ,  t h e  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  i s  u n c e r t a i n ,  s i n c e  t h e  r e -
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s u i t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  a t  h i g h  M g  c o n c e n t r a t i o n  m a y  n o t  n e c e s s a r i l y

2~h
b e  g e n e r a l i s e d  t o  l o w e r  M g  c o n c e n t r a t i o n s  a t  w h i c h  t h e  f a c t o r  i s

m o r e  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e .  A s  w e  h a v e  a l r e a d y  s e e n  ( s e c t i o n  1 . 1 . 4 ) ,  i t

2+
i s  p o s s i b l e  t h a t  a t  h i g h  M g  c o n c e n t r a t i o n ,  a  p a t h w a y  i n v o l v i n g  t h e  

b i n d i n g  o f  I F 3  t o  t h e  7 0 S  c o u p l e  m a y  a p p l y  t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  d i s s o ­

c i a t i o n  o f  t h e  7 0 S  r i b o s o m e s  b y  I F 3 .  S u c h  a  p a t h w a y  m a y  b e  p e r m i t t e d

2"4"
b y  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  o f  t h e  r i b o s o m e  i n d u c e d  b y  t h e  h i g h  M g  

c o n c e n t r a t i o n  ( N o l l  a n d  N o l l ,  1 9 7 6 ) .

1 . 1 . 7  M e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  I F 3

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  I F 3  c o u l d  b e  c r o s s - l i n k e d  t o  t h e  3 ' - e n d  

t e r m i n u s  o f  1 6 S  a n d  2 3 S  r R N A s  ( V a n  D u i n  e t_  a h ,  1 9 7 5 ,  1 9 7 6 )  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  e n d s  o f  t h e s e  R N A s  w e r e  b o t h  n e a r  t o  I F 3  a n d  t o  e a c h  o t h e r .  

T h i s  l e d  t o -  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  i n  t h e  7 0 S  c o u p l e ,  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  

1 6 S  r R N A  m o i e t y  o f  t h e  3 0 S  s u b u n i t  f o r m e d  c o m p l e m e n t a r y  b a s e  p a i r s  

w i t h  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  2 3 S  r R N A  m o i e t y  o f  t h e  5 0 S  s u b u n i t ,  ' t h e r e b y  

s t a b i l i s i n g  t h e  7 0 S  c o u p l e  ( V a n  D u i n  e t_  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  p r o p o s a l  i s  

s u p p o r t e d  b y  t h e  r e a s o n a b l y  c o m p l e m e n t a r y  n a t u r e  o f  t h e  3 ' - t e r m i n a l  

s e q u e n c e s  o f  t h e  t w o  R N A s  ( F i g .  3 a )  a n d  b y  t h e  f i n d i n g  o f  d i f f e r e n c e s  

i n  n u c l e a s e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  1 6 S  r R N A  i n  3 0 S ,  a s  o p p o s e d  t o  7 0 S  r i b o -  

s o m a l  p a r t i c l e s  ( C h a p m a n  a n d  N o l l e r ,  1 9 7 7 ;  S a n t e r  a n d  S h a n e ,  1 9 7 7 ) .

T o  a c c o u n t  f o r  b o t h  t h e  ' a n t i - a s s o c i a t i o n '  f a c t o r  a c t i v i t y  o f  I F 3  

a n d  i t s  a c t i v i t y  i n  t h e  i n i t i a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( s e c t i o n  1 . 1 . 4 ) ,  a  

m o d e l  o f  I F 3  a c t i o n  h a s  b e e n  p r o p o s e d  w h e r e b y  u p o n  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  

7 0 S  c o u p l e ,  t h e  b a s e  p a i r  e x i s t i n g  b e t w e e n  t h e  1 6 S  a n d  2 3 S  r R N A s  a r e  

r e p l a c e d  b y  s e l f - c o m p l e m e n t a r y  b a s e  p a i r s  i n  b o t h  R N A s  ( F i g .  3 b )  a n d  

t h a t  t h e  3 0 S  c o n f o r m a t i o n  i s  s t a b i l i s e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  b o u n d  I F 3  

( V a n  D u i n  e t_  a l . ,  1 9 7 6 ;  K u r l a n d ,  1 9 7 7 ;  G r u n b e r g - M a n a g o  a n d  G r o s ,  

1 9 7 7 ;  G r u n b e r g - M a n a g o  e t_  a l . ,  1 9 7 8 ) .  B y  b i n d i n g  t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t

2+
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F I G U R E  3  B a s e - p a i r i n g  p o s t u l a t e d  t o  o c c u r  b e t w e e n  t h e  3 ' - t e r m i n u s  1 6 S  r R N A  a n d  2 3 S  o n  m R N A .

( a )  B a s e - p a i r i n g  s c h e m e  p r o p o s e d  b e t w e e n  t h e  3 ' - t e r m i n i  o l  1 6 S  a n d  2 3 S  r R N A s .  T h e  ' S h i n e - D a l g a r d o '  

s e q u e n c e  i n  1 6 S  r R N A  ( s e e  t e x t )  i s  b o x e d .  A f t e r  V a n  D u i n  e t ^  a h _  ( 1 9 7 6 ) .  2 3 S  r R N A  s e q u e n c e  t a k e n  f r o m

B r o s i u s  e t^  a l ^  ( 19 8 0 ) .  ( b )  P r o p o s e d  i n t r a - m o l e c u l a r  b a s e - p a i r i n g  o f  t h e  3 ' - t e r m i n u s  o f  1 6 S  r R N A  p r e s e n t

i n  f r e e  3 0 S  s u b u n i t s .  A f t e r  S t e i t z  a n d  J a k e s  ( 1 9 7 5 ) .  ( c )  B a s e - p a i r i n g  s c h e m e  o f  t h e  ' S h i n e - D a l g a r d o '

s e q u e n c e  o f  t h e  3 ' - e n d  o f  I 6 S  r R N A  a n d  t h e  p h a g e  R 1 7  A - p r o t e i n  c i s t r o n .  A f t e r  S t e i t z  a n d  J a k e s  ( 1 9 7 5 ) .
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i n  a  r e g i o n  n e a r  t o  t h e  3 ' - e n d  o f  1 6 S  r R N A  ( s e c t i o n  1 . 1 . 5 ) ,  I F 3  c a n  a c t  

a s  a n  ' a n t i - a s s o c i a t i o n ’ f a c t o r  b y  p r e v e n t i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  1 6 S  

a n d  2 3 5  r R N A s .  F u r t h e r m o r e ,  b y  b i n d i n g  i n  t h i s  r e g i o n ,  I F 3  m a y  f a c i l i ­

t a t e  t h e  f u r t h e r  t r a n s i t i o n  o f  c o m p l e m e n t a r y  n u c l e o t i d e  i n t e r a c t i o n s  

f r o m  t h e  s e l f - c o m p l e m e n t a r y  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  1 6 5  r R N A  ( F i g .  3 b )  t o  

t h e  S h i n e - D a l g a r n o  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  1 6 S  r R N A  a n d  m R N A  ( F i g .  3 c ) .  

A c c o r d i n g  t o  t h i s  m o d e l ,  i n i t i a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  m a y  o c c u r  m o r e  

e f f i c i e n t l y  a t  c i s t r o n s  h a v i n g  g r e a t e r  c o m p l e m e n t a r y  p a i r i n g  i n  t h e  

S h i n e - D a l g a r n o  i n t e r a c t i o n  ( c f  S t e i t z  e t_  a L ,  1 9 7 7 ;  s e c t i o n  1 . 1 . 4 ) .

T h o s e  m R N A  i n i t i a t i o n  s i t e s  s h o w i n g  p o o r  c o m p l e m e n t a r i t y  w o u l d  b i n d  

w e a k l y  a n d  b e  m o r e  d e p e n d e n t  o n  I F 3 ,  o r  o t h e r  s t a b i l i s i n g  f a c t o r s .

A n  a l t e r n a t i v e  m o d e l  f o r  t h e  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  I F 3  i n  

i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  G u a l e r z i  a n d  P o n

( 1 9 8 1 ) .  I n  t h i s  m o d e l ,  I F 3  b i n d s  t o  t w o ’ d o m a i n s  o n  t h e  3 0 S  s u b u n i t  a n d  

m a y  t h u s  b r i d g e  t w o  r e g i o n s  o n  t h e  s u b u n i t  ( i . e . ^ t h e  p l a t f o r m  a n d  t h e  

u p p e r  o n e  t h i r d  -  s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 5 )  b y  i n s e r t i n g  i n  t h e  c l e f t .  B i n d i n g  

a n d  ' u n b i n d i n g '  a t  o n e  o r  b o t h  o f  t h e s e  s i t e s  c o u l d  c a u s e  a  s m a l l  c o n ­

f o r m a t i o n a l  c h a n g e  w h i c h  w o u l d  c o n v e r t  a  3 0 S  p r e - i n i t i a t i o n  c o m p l e x  

c o n t a i n i n g  n o n - i n t e r a c t i n g  m R N A  a n d  f M e t  t R N A  i n t o  a  3 0 S  i n i t i a t i o n  

c o m p l e x  i n  w h i c h  t h e  c o d o n - a n t i c o d o n  i n t e r a c t i o n  h a s  t a k e n  p l a c e .

O f  t h e s e  t w o  m o d e l s ,  t h e  f o r m e r  a p p e a r s  t o  b e  p r o b a b l y  m o r e  

c o r r e c t  s i n c e  i t  c a n  r e a d i l y  a c c o u n t  f o r  t h e  t w o ,  a t  a  f i r s t  g l a n c e  

a p p a r e n t l y  u n r e l a t e d ,  a c t i v i t i e s  o f  t h e  f a c t o r .  I t  i s ,  o f  c o u r s e ,  p o s s i b l e  

t h a t  t h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  I F 3  f a c i l i t a t e s  t h e  t r a n s i t i o n  o f  t h e  

c o m p l e m e n t a r y  n u c l e o t i d e  i n t e r a c t i o n s  s h o w n  i n  F i g .  3  m a y  i n v o l v e  

s m a l l  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  o f  t h e  3 0 S  s u b u n i t ,  p e r h a p s  i n v o l v i n g  a  

m e c h a n i s m  s i m i l a r  t o  t h a t  p r o p o s e d  b y  G u a l e r z i  a n d  P o n  ( 1 9 8 1 ) .  T h e  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  1 6 5  r R N A  m a y  h e l p
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t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e s e  t w o  m o d e l s  o f  a c t i o n .  In  

v i e w  o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  r e g i o n s  o f  1 6 S  r R N A  t h a t  i n t e r a c t  w i t h  I F 3  

h a v e  b e e n ,  a s  y e t ,  p o o r l y  c h a r a c t e r i z e d  ( s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 5 ) ,  t h e  c h a r a c ­

t e r i z a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  M S 2  R N A ,  w h i c h  i s  t h e  s u b ­

j e c t  o f  t h i s  w o r k ,  m a y  a d d  t o  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  

t h e  f a c t o r  w i t h  t h e  3 0 S  s u b u n i t  a n d ,  u l t i m a t e l y ,  i t s  m e c h a n i s m  o f  

a c t i o n .

1 . 2  C O L I P H A G E  M S 2  A N D  I T S  R N A  G E N O M E

1 , 2 . 1  P h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  c o l i p h a g e  M S 2

C o l i p h a g e  M S 2 ,  i s o l a t e d  b y  3 .  C l a r k  f r o m  a  s e w e r  i n  B e r k l e y ,  

C a l i f o r n i a  ( U S A ) ,  ( c i t e d  i n  D a v i s  e t  a h ,  - 1 9 6 1 ;  W e i s s m a n n ,  1 9 7 4 ) , -

i s  a  m e m b e r  o f  t h e  G r o u p  I f a m i l y  o f  R N A  c o l i p h a g e s ,

w h i c h  i n c l u d e  R 1 7 ,  f 2 ,  M l 2 ,  M 2  a n d  R 2 3  i n  t h e i r  n u m b e r  ( F i e r s ,  1 9 7 9 ) .  

M S 2  p h a g e  h a s  a  s e d i m e n t a t i o n  c o n s t a n t ,  S ^ q w  > o f  7 8 . 5 - 8 I S  a n d  a  

m o l e c u l a r  w e i g h t  r a t i o  o f  3 . 6  -  3 . 8 7  x  1 0 ^  ( S t r a u s s  a n d  S i n s h e i m e r ,  

1 9 6 3 )  a n d  h a s  a n  i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  3 . 9  ( O v e r b y  e t_  a l . ,  1 9 6 6 a ) .

A n  M S 2  v i r i o n  c o n s i s t s  o f  a  s i n g l e  3 5 6 9 - n u c l e o t i d e - l o n g  R N A  

m o l e c u l e ,  a  s h e l l  c o m p o s e d  o f  1 8 0  c o p i e s  o f  a  c o a t  p r o t e i n  a n d  o n e  

m o l e c u l e  o f  a  m a t u r a t i o n ,  o r  A ,  p r o t e i n  ( F i e r s ,  1 9 7 9 ) .  E a c h  p a r t i c l e  

a d d i t i o n a l l y  c o n t a i n s  n e a r l y  1 0 0 0  m o l e c u l e s  o f  s p e r m i d i n e ,  w h i c h  i s  

s u f f i c i e n t  t o  n e u t r a l i z e  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  o n  

t h e  v i r a l  R N A  ( F u k u m a  a n d  C o h e n ,  1 9 7 5 ) .  T h e  d i a m e t e r  o f  t h e  p a r t ­

i c l e  i s  a b o u t  2  6 n m  w i t h  t h e  p r o t e i n  s h e l l  b e i n g  2 - 3 n m  t h i c k ,  a s  d e t e r ­

m i n e d  b y  X - r a y  s c a t t e r i n g  ( Z i p p e r  e t  a l . ,  1 9 7 1 )  a n d  b y  e l e c t r o n  m i c r o ­

s c o p y  ( C r o w t h e r  e t_  a l . ,  1 9 7 5 ) .  S t u d i e s  b y  n e u t r o n  s c a t t e r i n g  h a v e  

s u g g e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  c e n t r a l  h o l e  w i t h  a  r a d i u s  o f  6 n m  ( 3 a c r o t



e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  T h e  i s o c o s a h e d r a l  s h e l l  h a s  a  T  =  3  s u r f a c e  l a t t i c e ,  

p r o b a b l y  c o n s i s t i n g  o f  c o a t  p r o t e i n  m o l e c u l e s  a s s o c i a t e d  a s  d i m e r s ,  

w h i c h  f o r m  r i n g s  o f  f i v e  a b o u t  t h e  3 - f o l d  a x e s  a n d  r i n g s  o f  s i x  a b o u t  

t h e  3 - f o l d  ( q u a s i  6 - f o l d )  a x e s  ( C r o w t h e r  e t_  a h ,  1 9 7 3 ) .  A  s u p e r f i c i a l l y  

s i m i l a r ,  b u t  a c t u a l l y  d i f f e r e n t ,  b o n d i n g  s c h e m e  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  

D u n k e r  a n d  P a r a n c h y c h  ( 1 9 7 5 ) .  T h e  e a r l i e r  c a p s i d  m o d e l  p r o p o s e d  b y  

V a s q u e z  ( 1 9 6 6 ) ,  i n v o l v i n g  3 2  m o r p h o l o g i c a l  s u b u n i t s ,  i s  n o t  c o m p a t i b l e  

w i t h  t h e  m o r e  r e c e n t ,  h i g h e r - r e s o l u t i o n  d a t a .

T h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  R N A  m o l e c u l e s  o f  t h e  G r o u p  I 

c o i i p h a g e s  h a v e  b e e n  r e c e n t l y  r e v i e w e d  b y  F i e r s  ( 1 9 7 9 ) .  T h e  e x a c t  

v a l u e  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  r a t i o  o f  M S 2  R N A  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  

f r o m  t h e  c o m p l e t e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  t o  b e  1 . 2 3  x  1 0 ^  f o r  t h e  N a +  

s a l t  ( F i e r s  et_ a l . ,  1 9 7 6 ;  F i e r s ,  1 9 7 9 ) .  M r  v a l u e s  f o r  M S 2  a n d  R 1 7  

R N A s  d e t e r m i n e d  b y  a  v a r i e t y  o f  o t h e r  m e t h o d s  a r e  i n  t h e  r a n g e  1 . 0  x

1 . 4  x  1 0 ^  ( T a b l e  3 )  a n d  t h e  v a r i a t i o n s  r e f l e c t  t h e  v a r i o u s  u n c e r t a i n t i e s  

i n h e r e n t  i n  t h e  t e c h n i q u e s  u s e d  f o r  t h e s e  d e t e r m i n a t i o n s .

T h e  r e l a t i v e l y  h i g h  s e d i m e n t a t i o n  c o n s t a n t  o f  M S 2  a n d  R 1 7  R N A s  

( S 2 0 w , 1 6 . 5 S  ( 1 0 m M  N a C l ) ,  2 6 - 2 7 S  ( 0 . 1 M  N a C l )  -  G e s t e l a n d  a n d

B o e d t k e r ,  1 9 6 4 ;  M i t r a  e t  a l . ,  1 9 6 3 )  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  a r e  e x c e p t i o n ­

a l l y  c o m p a c t  m o l e c u l e s .  T h i s  i s  r e f l e c t e d  i n  t h e  r a d i u s  o f  g y r a t i o n  o f  

M S 2  R N A  b e i n g  1 6 n m  i n  0 . 2 M  N a C l  ( S t r a u s s  a n d  S i n s h e i m e r ,  1 9 6 3 )  a n d  

o f  R 1 7  R N A  b e i n g  1 8 . 3  -  1 9 . 6 n m  i n  0 . 1 M  N a C l  a n d  4 8 . 5 n m  i n  1 0 m M  

N a C l  ( G e s t e l a n d  a n d  B o e d t k e r ,  1 9 6 4 ) .  S m a l l - a n g l e  X - r a y  s c a t t e r i n g  

s t u d i e s  o f  M S 2  R N A  a t  i o n i c  s t r e n g t h  0 . 1  s h o w e d  t h a t  t h e  R N A  a p p e a r s  

t o  b e  a  f l a t ,  e l o n g a t e d  c o i l  o f  a b o u t  6 2 n m  d i a m e t e r  a n d  w i t h  r a t i o s  o f  

a b o u t  2 : 1 :  0 . 5  f o r  t h e  m e a n  r a d i i  o f  g y r a t i o n  i n  t h e  t h r e e  d i r e c t i o n s  

o f  s p a c e  ( Z i p p e r  e t  a h ,  1 9 7 5 ) .

O p t i c a l  s t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  a  h i g h  d e g r e e  o f  s e c o n d a r y  s t r u c t -



T A B L E  3

M o l e c u l a r  w e i g h t  r a t i o  d e t e r m i n a t i o n s  o f  M S 2  a n d  R 1 7

M e t h o d  P h a g e  M ^

C o m p l e t e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e : M S 2 1 . 2 3 X 1 0 6

L i g h t  s c a t t e r i n g : M S 2 1 . 0 5 - 1 . 1 5 X .o6

M S 2 1 . 0 X I 0 6

M S 2 1 . 1 5 X .o6

R 1 7 •  1 .1 + 0 . 1 X to6

S e d i m e n t a t i o n  v i s c o s i t y : M S 2 1 . 0 9 - 1 . 3 5 X I 0 6

R 1 7 1 . 0 - 1 . 4 X I 0 6

G e l  e l e c t r o p h o r e s i s : M S 2 1 . 2 3 X ,o6

R 1 7 1 . 3 X I 0 6

P u r i n e  t r a c t  a n a l y s i s : M S 2 1.0- 1 . 1 2 X I 0 6

R 1 7 1 .1  + 0 . 1  * ,o6

R N A s

R e f e r e n c e

F i e r s  e t  a L _  ( 1 9 7 6 ) ,  F i e r s  ( 1 9 7 9 )  

S t r a u s s  a n d  S i n s h e i m e r  ( 1 9 6 3 )  

O v e r b y  e t^  a l ^  ( 1 9 6 6 b )

S i e g e r s  e t^  a l ^  ( 1 9 7 3 )

G e s t e l a n d  a n d  B o e d t k e r  ( 1 9 6 4 )  

S i e g e r s  e t^  a l ^  ( 1 9 7 3 )

M i t r a  _et_ a h _  ( 1 9 6 3 )

R e i j n d e r s  et_ a l ^  ( 1 9 7 3 )

B o e d t k e r  ( 1 9 7 1 )

F i e r s  e t  a h _  ( 1 9 6 5 )

S i n h a  e t  a l .  ( 1 9 6 5 )
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u r e  i n  t h e  G r o u p  I p h a g e  R N A s .  I n  0 . 1 M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  t h e  h y p o -  

c h r o m i c i t y  a m o u n t s  t o  21  -  2 3 %  a n d  t h e  T m  i s  5 8 ° C  a n d  t h e  l a t t e r  i s  

f u r t h e r  e n h a n c e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  M g  ( G e s t e l a n d  a n d  B o e d t k e r ,  

1 9 6 4 ;  B o e d t k e r ,  1 9 6 7 ;  S i e g e r s  a n d  F i e r s ,  1 9 7 2 ) .  M i t r a  e t  a l .  ( 1 9 6 3 )  

e s t i m a t e d  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  7 6 %  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  a r e  i n  a  h e l i c a l  

c o n f i g u r a t i o n .  B y  c o m p a r i n g  t h e  h y p o c h r o m i c i t y  o f  R 1 7  R N A  b e f o r e  

a n d  a f t e r  r e a c t i o n  w i t h  H C H O  ( w h i c h  p r e v e n t s  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  b u t  

n o t  b a s e  s t a c k i n g ) ,  B o e d t k e r  ( 1 9 6 7 )  e s t i m a t e d  t h a t  7 3 %  +  5 %  o f  t h e  

b a s e s  w e r e  h y d r o g e n  b o n d e d .  I s e n b e r g  e t^  a l .  ( 1 9 7 1 ) ,  u s i n g  i n f r a - r e d  

s p e c t r o s c o p y  o f  t h e  d e u t e r a t e d  R N A  o f  c o l i p h a g e  y 2  i n  b u f f e r ,

d e t e r m i n e d  t h e  h e l i c i t y  t o  b e  6 3 %  +  5 % ;  h o w e v e r ,  a s  n o t e d  b y  F i e r s

( 1 9 7 9 ) ,  t h i s  m a y  r e p r e s e n t  a  l o w e r  e s t i m a t e  s i n c e  s o m e  d e n a t u r a t i o n  

m a y  h a v e  o c c u r r e d  d u r i n g  t h e i r  s a m p l e  p r e p a r a t i o n .  R e c e n t l y ,  T h o m a s  

e t  a l .  ( 1 9 7 6 ) ,  u s i n g  l a s e r - R a m a n  s p e c t r o s c o p y ,  h a v e  s h o w n  t h a t  a p p r o x ­

i m a t e l y  8 5 %  o f  t h e  b a s e s  o f  M S 2  R N A  a r e  e i t h e r  p a i r e d  o r  s t a c k e d ,  

b o t h  i n s i d e  t h e  v i r i o n  a n d  i n  t h e  i s o l a t e d  v i r a l  R N A .  S u c h  a  d e g r e e  o f  

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i s  q u a n t i t a t i v e l y  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  in  t R N A  

( T h o m a s  a n d  H a r t m a n ,  1 9 7 3 ) .  S e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l s  b a s e d  o n  t h e  

k n o w n  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  a r e  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 2 . 4 .

1 . 2 . 2  G e n e t i c  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  R N A  g e n o m e

M a i n l y  b e c a u s e  o f  t h e  s m a l l  s i z e  o f  t h e i r  g e n o m e s ,  t h e  g e n e t i c s  

o f  M S 2  a n d  o t h e r  m e m b e r s  o f  t h e  G r o u p  I c o l i p h a g e s  h a v e  b e e n  i n ­

v e s t i g a t e d  i n  d e p t h  ( f o r  a  r e v i e w ,  s e e  H o r i u c h i ,  1 9 7 5 ) .  C o m p l e m e n t ­

a t i o n  a n d  p h y s i o l o g i c a l  a n a l y s e s  o f  a m b e r  a n d  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  

m u t a n t s  o f  t h e s e  p h a g e s  e s t a b l i s h e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h r e e  c i s t r o n s  b y  

t h e  m i d d l e  1 9 6 0 s  ( H o r i u c h i ,  1 9 7 5 )  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  R N A  r e p l i c a s e  

( t h e  p r o d u c t  o f  g e n e  1 o r  C ) ,  a  m a t u r a t i o n  p r o t e i n  ( g e n e  2  o r  A )  a n d  a  

c o a t  p r o t e i n  ( g e n e  3  o r  B ) .  S i n c e  r e c o m b i n a t i o n  a m o n g  R N A  p h a g e s



h a s  n e v e r  b e e n  o b s e r v e d ,  t h e  o r d e r  o f  t h e  c i s t r o n s  h a d  t o  b e  d e t e r ­

m i n e d  b y  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n a l y s i s  a n d  f o r  R 1 7 ,  a s  f o r  t h e  o t h e r  

m e m b e r s  o f  t h i s  g r o u p ,  t h i s  o r d e r  i s :

5 ’ - g e n e  2  ( m a t u r a t i o n  p r o t e i n ) - g e n e  3 ( c o a t ) - g e n e  l ( r e p l i c a s e ) - 3 '  

( J e p p e s e n  e t_  a L ,  1 9 7 0 )  ( F i g .  4 a ) .

In  t h e  c o u r s e  o f  t h e  s e a r c h  f o r  o p a l  ( U - G - A )  m u t a n t s  o f  f 2  

p h a g e ,  a  m u t a n t ,  O p 3 ,  w a s  i s o l a t e d  w h i c h  d i d  n o t  l y s e  a  n o n - p e r m i s s i v e  

( S u  )  c e l l ,  b u t  d i d  l y s e  a n y  o f  t h r e e  i n d e p e n d e n t l y  i s o l a t e d  U - G - A  

s u p p r e s s o r  s t r a i n s  ( M o d e l  e t_  a l . ,  1 9 7 9 ) .  I n  t h e  S u ”  h o s t ,  t h e  O p 3  

m u t a n t  p r o d u c e d  a  n o r m a l  b u r s t  o f  p h a g e  w h i c h  c o u l d  b e  r e l e a s e d  b y  

l y s i s  _in v i t r o .  N o  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  p a r t i c l e s  m a d e  

i n  t h e  S u +  a n d  S u  h o s t s  w i t h  r e g a r d  t o  i n f e c t i v i t y  o r  t h e i r  p h y s i c a l  

p r o p e r t i e s .  T h e s e  p r o p e r t i e s  r e q u i r e d  t h a t  t h e  O p 3  m u t a n t  b e  p l a c e d  i n  

a  n e w  c o m p l e m e n t a t i o n  g r o u p  a n d  s u g g e s t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  f o u r t h  

g e n e .  B e r e m a n d  a n d  B l u m e n t h a l  ( 1 9 7 9 )  i d e n t i f i e d  a  7 5  ’a m i n o  a c i d  p o l y ­

p e p t i d e  ( L  p r o t e i n )  f o l l o w i n g  f 2  i n f e c t i o n  o f  Eh_ c o l i  c e l l s  a n d  w h i c h  w a s  

a b s e n t  i n  t h e  O p 3  m u t a n t .  L i k e w i s e ,  t h e  b i n d i n g  o f  m a m m a l i a n  r i b o ­

s o m e s  t o  M S 2  R N A  t o g e t h e r  w i t h  t r a n s l a t i o n  _in v i t r o  y i e l d e d  a  75 

a m i n o  a c i d  p o l y p e p t i d e  c o d e d  f o r  i n  t h e  + 1  r e a d i n g  f r a m e  ( F i g .  4 b ) ,

i n i t i a t i n g  a t  a n  A U G  t r i p l e t  w i t h i n  t h e  c o a t  p r o t e i n  g e n e  a n d  t e r m i n a t ­

i n g  a t  a  U A A  c o d o n  i n  t h e  r e p l i c a s e  g e n e  ( A t k i n s  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  T h e

b i n d i n g  o f  w h e a t  g e r m  r i b o s o m e s  t o  f r a g m e n t e d  R 1 7  R N A  w a s  f o u n d

b y  K o z a k  ( 1 9 8 0 )  t o  b e  a t  a  s i m i l a r  s i t e  t o  t h a t  o f  m a m m a l i a n  r i b o ­

s o m e s  ( A t k i n s  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .

1 . 2 . 3  P r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  M S 2  R N A

T h e  b r i l l i a n t  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  e n t i r e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M 5 2  

R N A  b y  F i e r s  a n d  c o - w o r k e r s  ( M i n  J o u  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,

1 9 7 6 ) ,  a s  c o r r e c t e d  b y  I s e r e n t a n t  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) ,  m a d e  t h i s  t h e  f i r s t
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F I G U R E  4  G e n e t i c  a n d  r e a d i n g  f r a m e  m a p  o f  M S 2 .

( a )  G e n e t i c  m a p .  T h e  n u c l e o t i d e s  a r e  n u m b e r e d  f r o m  t h e  5 *  t o  t h e  3 *  

e n d  a n d  t h e  p o s i t i o n s  o f  s o m e  i m p o r t a n t  s i g n a l s  a r e  i n d i c a t e d  ( F i e r s ,  

1 9 7 9 ;  B e r e m a n d  a n d  B l u m e n t h a l ,  1 9 7 9 ) ( t h e  i n i t i a t i o n  c o d o n  i s  c o n s i d e r ­

e d  p a r t  o f  t h e  g e n e s  a n d  t h e  t e r m i n a t i o n  c o d o n  p a r t  o f  t h e  u n t r a n s l a t e d  

r e g i o n ) .

( b )  R e a d i n g  f r a m e  m a p  o f  M S 2 .  R e a d i n g  f r a m e  +1  b e g i n s  w i t h  n u c l e o ­

t i d e  1 a t  t h e  5 *  e n d ,  r e a d i n g  f r a m e  + 2  w i t h  n u c l e o t i d e  2  a n d  r e a d i n g  

f r a m e  + 3  w i t h  n u c l e o t i d e  3  ( a f t e r  B e r e m a n d  a n d  B l u m e n t h a l ,  1 9 7 9 ) .
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l i f e - f o r m  f o r  w h i c h  t h e  e n t i r e  p r i m a r y  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  h a s  b e e n  d e ­

t e r m i n e d .  T h e  M S 2  R N A  g e n o m e  i s  s o m e  3 5 6 9  n u c l e o t i d e s  l o n g  a n d  

s t a r t s  f r o m  t h e  5 '  e n d  w i t h  a  1 2 9  n u c l e o t i d e - l o n g  u n t r a n s l a t e d  s e q u e n c e  

( F i g .  4 ) .  T h e r e  n e x t  f o l l o w s  t h e  A - p r o t e i n  g e n e  o f  1 1 7 9  n u c l e o t i d e s ,  

s t a r t i n g  w i t h  a  G - U - G  c o d o n  a n d  e n d i n g  w i t h  a  U - A - G  c o d o n  a n d  r e a d  

i n  t h e  +1  r e a d i n g  f r a m e  ( F i g .  4 b ) .  T h i s  i s  a  p r o t e i n  o f  3 9 3  a m i n o  a c i d s  

w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 8 , 0 0 0 - 4 2 , 0 0 0  a n d  i s  p r e s e n t  i n  o n e  c o p y  

p e r  v i r i o n  ( N a t h a n s  e t^  a L ,  1 9 6 6 ;  S t e i t z ,  1 9 6 8 ;  R e m a u t  a n d  F i e r s ,

1 9 7 2 ) .  T h e  p r o t e i n  i s  r e q u i r e d  f o r  c o r r e c t  e n c a p s i d a t i o n  o f  t h e  v i r a l  

R N A  s i n c e  i n f e c t i o n  o f  n o n - p e r m i s s i v e  c e l l s  w i t h  a m b e r  A - p r o t e i n  

m u t a n t s  o f  f 2  a n d  R 1 7  l e a d s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  n o n - i n f e c t i o u s  p a r t ­

i c l e s  h a v i n g  a  n o r m a l  s h e l l  o f  c o a t  p r o t e i n s ,  b u t  f r o m  w h i c h  p a r t  o f  

t h e  R N A  m a y  ' d a n g l e '  o u t  ( L o d i s h  e t  a l . ,  1 9 6 5 ;  A r g e t s i n g e r  a n d  G u s s i n ,  

1 9 6 6 ;  H e i s e n b e r g ,  1 9 6 7 ) .  S e l e c t i v e  r e m o v a l  o f  t h e  A - p r o t e i n  b y  h i g h  

s a l t  t r e a t m e n t  o f  v i r i o n s  c o r r e l a t e s  c l o s e l y  w i t h  l o s s  o f  v i a b i l i t y  

( V e r b r a e k e n  a n d  F i e r s ,  1 9 7 2 ) .

F o l l o w i n g  t h e  A - p r o t e i n  t e r m i n a t i o n  c o d o n  i s  a n  i n t e r c i s t r o n i c  

r e g i o n  o f  2 6  n u c l e o t i d e s ,  f o l l o w e d  b y  t h e  c o a t  p r o t e i n  g e n e  o f  3 9 0  

n u c l e o t i d e s ,  s t a r t i n g  w i t h  a n  A - U - G  c o d o n ,  e n d i n g  w i t h  a  U - A - A  c o d o n  

a n d  r e a d  i n  t h e  + 3  r e a d i n g  f r a m e  ( F i g .  4 b ) .  T h i s  p r o t e i n  i s  1 2 9  a m i n o  

a c i d s  l o n g  a n d  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 4 , 0 0 0  ( W e b e r  

a n d  K o n i s b e r g ,  1 9 7 5 )  a n d  i s  n o t a b l e  f o r  i t s  a b s e n c e  o f  h i s t i d i n e  r e s i ­

d u e s .  T h e  m o s t  o b v i o u s  f u n c t i o n  o f  t h e  c o a t  p r o t e i n  i s  t h a t  o f  e n c a p ­

s u l a t i o n  o f  t h e  v i r a l  R N A .  A  l e s s  o b v i o u s  f u n c t i o n  i s  t h a t  o f  r e g u l a t i n g  

t h e  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  b y  b i n d i n g  a t  t h e  i n t e r c i s t r o n i c  

r e g i o n  p r e c e d i n g  t h i s  c i s t r o n  a n d  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  r i b o s o m e  a t t a c h ­

m e n t  ( c f  s e c t i o n s  1 . 2 . 5  a n d  1 . 3 . 3 )  ( B e r n a r d i  a n d  S p a h r ,  1 9 7 2 ;  B e r z i n  

e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .



T h e r e  n e x t  f o l l o w s  a n  ' i n t e r c i s t r o n i c '  r e g i o n  o f  3 6  n u c l e o t i d e s  

( h o w e v e r ,  t h i s  i s  n o t  a  t r u e  i n t e r c i s t r o n i c  r e g i o n  s i n c e  i t  c o n t a i n s  t h e  

i n f o r m a t i o n  c o d i n g  t h e  l y s i s  g e n e  d e s c r i b e d  b e l o w ) ,  f o l l o w e d  b y  t h e  r e p -  

l i c a s e  g e n e .  T h i s  i s  s o m e  1 6 5 5  n u c l e o t i d e s  l o n g ,  s t a r t i n g  w i t h  a n  

A - U - G  c o d o n ,  t e r m i n a t i n g  w i t h  a  U - A - G  c o d o n  a n d  r e a d  i n  t h e  + 3

r e a d i n g  f r a m e  ( F i g .  4 b ) .  O f  t h e  G r o u p  I p h a g e s ,  t h e  f 2  c o d e d  p r o t e i n  

h a s  b e e n  t h e  m o s t  s t u d i e d  a n d  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  6 5 , 0 0 0

( F e d e r o f f  a n d  Z i n d e r ,  1 9 7 1 )  a n d ,  b a s e d  o n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e ,  c o n ­

s i s t s  o f  5 4 4  a m i n o  a c i d s .  T h e  a c t i v e  r e p l i c a s e  c o m p l e x  c o n s i s t s  o f

f o u r  p o l y p e p t i d e s :  ©< , f t  , X  a n d  §  , o f  w h i c h  £  i s  s p e c i f i e d  b y  t h e  r e p ­

l i c a s e  g e n e ,  w h i l e  t h e  r e m a i n i n g  t h r e e  a r e  c o d e d  f o r  b y  t h e  E ^  c o l i

h o s t  a n d  a p p e a r  t o  b e  t h e  s a m e  a s  t h o s e  f o u n d  i n  t h e  G r o u p  III  R N A  

p h a g e  Q £  ( F e d e r o f f ,  1 9 7 5 ) .  P r o t e i n  c *  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  S I  ( W a h b a  e t  a h ,  1 9 7 4 )  a n d  a n d  §  a s  t h e  e l o n g a t i o n  f a c t o r s

E F - T u  a n d  E F - T s  r e s p e c t i v e l y  ( B l u m e n t h a l  e t_  a h ,  1 9 7 2 ) .  A n  a d d i t i o n a l  

p r o t e i n  f a c t o r  f r o m  t h e  h o s t  m a y  b e  r e q u i r e d  f o r  e f f i c i e n t  r e p l i c a t i o n

o f  t h e  G r o u p  I p h a g e s  ( F e d e r o f f ,  1 9 7 5 ) ,  a l t h o u g h  t h i s  h a s  y e t  t o  b e

c h a r a c t e r i s e d .  T h e  w h o l e  r e p l i c a s e  c o m p l e x  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  a u t o -  

c a t a l y t i c  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  v i r a l  R N A  v i a  a  d o u b l e - s t r a n d e d  r e p l i c a ­

t i v e  i n t e r m e d i a t e  ( s e e  W e i s s m a n n ,  1 9 7 4 ) .

F o l l o w i n g  t h e  r e p l i c a s e  g e n e  i s  a  1 7 4  n u c l e o t i d e - l o n g  u n t r a n s l a t e d  

s e g m e n t  f o r m i n g  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e .

S t a r t i n g  s o m e  n i n e - t e n t h s  o f  t h e  w a y  t h r o u g h  t h e  c o a t  p r o t e i n  

g e n e  w i t h  a n  A - U - G  c o d o n  a n d  r e a d  i n  t h e  +1  r e a d i n g  f r a m e  i s  t h e  2 2 8  

n u c l e o t i d e - l o n g  l y s i s  p r o t e i n  g e n e  ( F i g .  4 b )  w h i c h  s p a n s  t h e  i n t e r ­

c i s t r o n i c  r e g i o n  b e t w e e n  t h e  c o a t  a n d  r e p l i c a s e  g e n e s  a n d  t e r m i n a t e s  

w i t h  a  U - A - A  c o d o n  w i t h i n  t h e  l a t t e r  g e n e  ( B e r e m a n d  a n d  B l u m e n t h a l ,  

1 9 7 9 ;  A t k i n s  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  I n i t i a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a t  t h i s  g e n e
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r e q u i r e s  a  f r a m e - s h i f t  o f  r i b o s o m e s  r e a d i n g  t h e  u p s t r e a m  c o a t  p r o t e i n  

m R N A  w i t h  t h e  o u t - o f - p h a s e  f r a c t i o n  o f  r i b o s o m e s  t e r m i n a t i n g  a t  

e i t h e r  o n e  o r  t w o  n o n s e n s e  c o d o n s  j u s t  p r e c e d i n g  t h e  l y s i s  c i s t r o n  a n d  

b e i n g  f o l l o w e d  b y  i n i t i a t i o n  a t  t h e  A - U - G  c o d o n  o f  t h e  l y s i s  p r o t e i n  

g e n e  ( K a s t e l e i n  e t  a h ,  1 9 8 2 ) .  T h e  g e n e  t h u s  o v e r l a p s  t h e  c o a t  p r o t e i n  

a n d  r e p l i c a s e  g e n e s , . b o t h  o f  w h i c h  a r e  r e a d  i n  t h e  + 3  r e a d i n g  f r a m e .  

O v e r l a p p i n g  g e n e s  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  i n  t h e  D N A  b a c t e r i o p h a g e s  

|5 x  1 7 4  a n d  G 4  ( B a r r e l l  e t^  a h ,  1 9 7 6 ;  S a n g e r  e t_  a h ,  1 9 7 7 ;  S h a w  e t  

a h ,  1 9 7 8 ;  G o d s o n  e t  a h ,  1 9 7 8 )  a s  w e l l  a s  i n  t h e  t w o  m a m m a l i a n  v i r u s ­

e s ,  S V 4 0  ( F i e r s  e t_  ah_, 1 9 7 8 ;  R e d d y  e t_  a h ,  1 9 7 8 )  a n d  p o l y o m a  ( S o e d a  

e t  a h ,  1 9 7 9 ,  1 9 8 0 ) .

A  f i f t h  p h a g e - s p e c i f i c  p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 3 , 0 0 0  d a l t o n s  h a s  

b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  p r o d u c e d  i n  f 2  i n f e c t e d  c o l i  ( B e r e m a n d  a n d  

B l u m e n t h a l ,  1 9 7 9 )  a n d  • m a y  b e  t h e  p r o d u c t  o f  c o n t i g u o u s  s e g m e n t s  o f  

b o t h  t h e  c o a t  a n d  l y s i s  g e n e s  a r i s i n g  f r o m  a  s h i f t  i n  r e a d i n g  f r a m e  

d u r i n g  p r o t e i n  s y n t h e s i s .

O f  t h e  3 5 6 9  n u c l e o t i d e s  o f  M S 2  R N A ,  s o m e  9 1 %  a r e  u s e d  f o r  t h e  

c o d i n g  o f  f i v e  p o l y p e p t i d e s  w i t h  a  t o t a l  s i z e  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 5 0 , 0 0 0  

d a l t o n s .  O f  t h e  t h r e e  p o s s i b l e  r e a d i n g . f r a m e s ,  o n l y  t w o  (+ 1  a n d  + 3 )  

a r e  u t i l i s e d  f o r  c o d i n g  t h e s e  p r o t e i n s  a n d  t h u s  i n f o r m a t i o n  i s  e x t r e m e l y  

e f f i c i e n t l y  s t o r e d  i n  t h i s  g r o u p  o f  s m a l l  v i r u s e s .

1 . 2 . 4  S e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  M S 2  R N A

S e v e r a l  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  f o r  t h e  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  ( M i n  J o u  e t  a h ,  1 9 7 2 ;  V a n d e n b e r g h e  

e t  a h ,  1 9 7 5 ;  F i e r s  e t_  a h ,  1 9 7 5 ,  1 9 7 6 ;  F i e r s ,  1 9 7 9 ;  I s e r e n t a n t  a n d  

F i e r s ,  1 9 7 9 ;  I s e r e n t a n t  e t  a h ,  1 9 8 0 ) .  T h e s e  m o d e l s  h a v e  b e e n  b a s e d  

o n :  ( 1 )  t h e  i s o l a t i o n  o f  s p e c i f i c  R N A  c o m p l e x e s  ( D e W a c h t e r  a n d

F i e r s ,  1 9 7 2 ) ,  ( 2 )  o n  s t u d i e s  o f  l i m i t e d  R N a s e  d i g e s t i o n  a n d  c h e m i c a l
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m o d i f i c a t i o n  s t u d i e s  ( F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ,  1 9 7 6 ;  I s e r e n t a n t  a n d  F i e r s ,

1 9 7 9 ) ,  ( 3 )  t h e o r e t i c a l  p r e d i c t i o n s  o f  t h e  s t a b i l i t y  o f  p r o p o s e d  s t r u c t u r e s  

u s i n g  t h e  m e t h o d s  o f  T i n o c o  e t  a l .  ( 1 9 7 1 ,  1 9 7 3 )  a n d  ( 4 )  p u r e  c o n j e c t u r e .  

N o  s t u d i e s  h a v e  s o  f a r  b e e n  m a d e  u s i n g  a  d i r e c t  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h  

s u c h  a s  t h a t  o f  R o s s  a n d  B r i m a c o m b e  ( 1 9 7 9 ) ,  w h i c h  h a s  b e e n  u s e d  i n  

t h e  c a s e  o f  E .  c o l i  1 6 S  r R N A  ( G l o t z  a n d  B r i m a c o m b e ,  1 9 8 0 ) .  S e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  s t u d i e s  o f  M S 2  a n d  f 2  R N A s  u s i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a v e  

a l s o  b e e n  m a d e  ( J a c o b s o n ,  1 9 7 6 ;  J a c o b s o n  a n d  S p a h r ,  1 9 7 7 ;  E d l i n d  a n d  

B a s s e l ,  1 9 7 7 ) .  T h e s e  s t u d i e s  g i v e  i n f o r m a t i o n  o n  p o s s i b l e  l o n g - r a n g e  

i n t e r a c t i o n s  w i t h i n  t h e  R N A  m o l e c u l e s ;  h o w e v e r ,  a s  y e t  t h e r e  i s  n o  

e v i d e n c e  t h a t  t h e  l o o p  s t r u c t u r e s  s e e n  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  a r e  

r e l a t e d  t o  t h o s e  w h i c h  m i g h t  o c c u r  i n  s o l u t i o n  o r  w i t h i n  t h e  b a c t e r i a l  

c e l l .

T h e  m o s t  g r e a t l y  c h a r a c t e r i s e d  p o r t i o n s  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t ­

u r e  o f  M S 2  R N A  a r e  t h o s e  o f  t h e  5 ' -  a n d  3 ' - t e r m i n a l  r e g i o n s .  T h e  t w o  

e a r l y  t e n t a t i v e  m o d e l s  f o r  t h e  5 ' - r e g i o n  b a s e d  o n  R N a s e  T ^  a n d  

C M - R N a s e  c l e a v a g e  p o i n t s  a n d  e s t i m a t e s  o f  t h e r m o d y n a m i c  s t a b i l i t y  

( D e W a c h t e r  e t  a l . ,  1 9 7 1 a ;  F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 5 )  h a v e  b e e n  r e f i n e d  a n d  a  

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  b a s e d  o n  t h e  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  b y  m e t h -  

o x y a m i n e  a n d  k e t h o x a l  o n  a n  i s o l a t e d  5 ' - t e r m i n a l  f r a g m e n t  o f  1 1 7  

n u c l e o t i d e s  h a s  b e e n  p r o p o s e d  ( F i g .  5 a )  ( I s e r e n t a n t  a n d  F i e r s ,  1 9 7 9 ) .  

S i n c e  t h e  m o d e l  w a s  b a s e d  o n  a n  i s o l a t e d  R N A  f r a g m e n t ,  i t  h a s  t o  b e  

a s s u m e d  t h a t  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n  t h e  f r a g m e n t  w i l l  l a r g e l y  b e  

t h e  s a m e  a s  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d o m a i n  i n  t h e  m a c r o - m o l e c u l e .  O f  

c o u r s e ,  i n  t h e  t o t a l  v i r a l  R N A  m o l e c u l e ,  l o n g  r a n g e  i n t e r a c t i o n s  m a y  b e  

p r e s e n t ,  a s  s u g g e s t e d  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  ( J a c o b s o n ,  1 9 7 6 ;  

J a c o b s o n  a n d  S p a h r ,  1 9 7 7 ;  E d l i n d  a n d  B a s s e l ,  1 9 7 7 ) .  T h e  p r o p o s e d  

m o d e l  o f  t h i s  f r a g m e n t  i s  v a l i d a t e d  b y  i t  b e i n g  in  c o m p l e t e  a g r e e m e n t
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F I G U R E  5  S e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l s  f o r  t h e  5 '-  a n d  3 ' - t e r m i n i  o f  

iMS2 R N A

( a )  S e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  f o r  5 ’ - t e r m i n u s  ( a f t e r  I s e r e n t a n t  a n d  

F i e r s ,  1 9 7 9 ) .

( b )  S e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  f o r  3 ' - t e r m i n u s .  P o s i t i o n s  o f  m u t a t i o n  

a r e  i n d i c a t e d  b y  c i r c l e s  a n d  s i l e n t  m u t a t i o n  a n d  r e v e r s i o n s  a r e  i n d i c a t e d  

_ b y  _ s q u a r e s . _  A f t e r  I s e r e n t a n t  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .
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w i t h  t h e  p a r t i a l  e n z y m a t i c  d i g e s t i o n  d a t a  f o r  c o m p l e t e  M S 2  R N A  

( F i e r s  e t_  a l . ,  1 9 7 5 )  a n d  c o n s i s t s  o f  t h r e e  h a i r p i n - l o o p s  w i t h  s o m e  7 2 %  

o f  t h e  t o t a l  n u c l e o t i d e s  b e i n g  b a s e  p a i r e d  ( F i g .  5 a ) .

F o r  a s  f a r  a s  t h e  u n t r a n s l a t e d  5 ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  

h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d ,  M S 2 ,  R 1 7  a n d  f 2  a l l  h a v e  a n  i d e n t i c a l  n u c l e o ­

t i d e  s e q u e n c e  ( A d a m s  a n d  C o r y ,  1 9 7 0 ;  L i n g ,  1 9 7 1 ;  D e W a c h t e r  e t  a l . ,  

1 9 7 1 b )  a n d  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  s e v e r e  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  v a r i a t i o n

i m p l i e s  a n  i m p o r t a n t  b i o l o g i c a l  r o l e .  O n e  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  o f  a n

i n v o l v e m e n t  i n  t h e  c o n t r o l  o f  e x p r e s s i o n  o f  t h e  A - p r o t e i n  c i s t r o n  

w h e r e b y  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m a s k s  t h e  r i b o s o m e  b i n d i n g  s i t e  f o r  

t h i s  g e n e  ( R o b e r t s o n  a n d  L o d i s h ,  1 9 7 0 ;  I s e r e n t a n t  a n d  F i e r s ,  1 9 7 9 )  

( S e c t i o n  1 . 2 . 5 ) .  A n  a l t e r n a t i v e  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t ­

u r e  i s  i m p o r t a n t  f o r  r e c o g n i t i o n  b y  t h e  r e p l i c a s e  c o m p l e x ,  s i n c e  a

s i m i l a r  m o d e l  f o r  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  c a n  b e  c o n s t r u c t e d  f o r  t h e

3 ' - e n d  o f  t h e  c o m p l e m e n t a r y  ( m i n u s )  s t r a n d  ( I s e r e n t a n t  a n d  F i e r s ,  1 9 7 9 ) .

I n  c o n t r a s t  t o  t h e  5 ' - t e r m i n a l  s e q u e n c e ,  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  

o f  t h e  3 ’ - t e r m i n a l  r e g i o n  h a s  n o t  b e e n  f u l l y  c h a r a c t e r i s e d .  E a r l y

m o d e l s  w e r e  b a s e d  o n  R N a s e  c l e a v a g e  p o i n t s  a n d  e s t i m a t e s  o f  t h e r m o ­

d y n a m i c  s t a b i l i t y  o f  p r o p o s e d  s t r u c t u r e s  ( V a n d e n b e r g h e  e t  a L ,  1 9 7 5 ;  

F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h e  l a t e s t  m o d e l  ( I s e r e n t a n t  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  ( F i g .  5 b ) ,  

c o v e r i n g  t h e  l a s t  3 4 9  n u c l e o t i d e s  o f  t h e  s e q u e n c e  a n d  c o n t a i n i n g  a  

c o r r e c t i o n  t o  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e ,  c o n s i s t s  o f  n i n e  h a i r p i n - l o o p s  w i t h  

m u t a t i o n s  o b t a i n e d  i n  t h e  s t u d y  b y  t r e a t m e n t  w i t h  n i t r o u s  a c i d ,  o c c u r r ­

i n g  i n  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  a n d  r e v e r s i o n s  o c c u r r i n g  i n  b o t h  s i n g l e -  

s t r a n d e d  a n d  b a s e  p a i r e d  r e g i o n s .  S o m e  5 7 %  o f  t h e  n u c l e o t i d e s  i n  t h i s  

m o d e l  a r e  b a s e  p a i r e d ,  w h i c h  i s  s o m e w h a t  l o w e r  t h a n  t h e  e s t i m a t e s  o f  

7 3 - 8 5 %  f o r  t h e  o v e r a l l  m o l e c u l e  ( M i t r a  e t  a l . ,  1 9 6 3 ;  B o e d t k e r ,  1 9 6 7 ;  

T h o m a s  e t^  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h e  p a r t i a l  e n z y m a t i c  d i g e s t i o n  d a t a  f o r  t h i s
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r e g i o n  o f  t h e  m o l e c u l e .  ( F i e r s  e t_  a L ,  1 9 7 6 )  a r e  i n  p o o r e r  a g r e e m e n t  

w i t h  t h i s  m o d e l  t h a n  i s  t h e  c a s e  f o r  t h e  5 ' - r e g i o n  m o d e l .

T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  f o r  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p o r t i o n s  o f  s e v e r a l  

o f  t h e  G r o u p  I c o l i p h a g e s  ( M S 2 ,  R 1 7 ,  J P 5 0 1 ,  F R 1 ,  B O l )  h a v e  b e e n  

c o m p a r e d  ( I n o k u c h i  e t  a h ,  1 9 8 2 )  a n d  f o u n d  t o  d i f f e r  b y  o n l y  3 . 3 %  o v e r  

m o r e  t h a n  2 0 0  r e s i d u e s .  L i k e  t h e  ^ ' - t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e ,  

t h i s  h i g h  d e g r e e  o f  c o n s e r v a t i o n  o f  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  w o u l d  s u g g e s t  

t h a t  t h i s  r e g i o n  h a s  a n  i m p o r t a n t  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n ,  p o s s i b l y  i n  t h e  

i n i t i a t i o n  p r o c e s s  o f  R N A  r e p l i c a t i o n  ( F i e r s ,  1 9 7 9 ) .

1 . 2 . 3  T r a n s l a t i o n  o f  M 5 2  R N A

T h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  v i r a l  g e n e s  o f  t h e  G r o u p  I R N A  p h a g e s  i s  

f i n e l y  c o n t r o l l e d ,  b o t h  i n  t h e i r  r e l a t i v e  a m o u n t s  a n d  t i m e s  o f  s y n t h e s i s  

t h r o u g h o u t  t h e  s h o r t  ( 4 0 - 6 0  m i n . )  i n f e c t i o u s  . c y c l e  ( f o r  r e v i e w s  s e e :  

K o z a k  a n d  N a t h a n s ,  1 9 7 2 ;  R o b e r t s o n ,  1 9 7 5 ;  W e i s s m a n n ,  1 9 7 4 ;  L o d l s h ,  

1 9 7 5 ;  F i e r s ,  1 9 7 9 ) .  T h e  m o l a r  r a t i o  o f  s y n t h e s i s  o f  c o a t  p r o t e i n  t o  A -  

p r o t e i n  t o  r e p l i c a s e  £  s u b u n i t  i s  a p p r o x i m a t e l y  2 0  : 2  : 1 i n  t h e  c a s e s  

o f  M S 2  a n d  f 2  ( N a t h a n s  e t^  a L ,  1 9 6 6 ;  V i n u e l a  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  F r o m a g e o t  

a n d  Z i n d e r ,  1 9 6 8 )  a n d  s y n t h e s i s  o f  t h e  f 2  l y s i s  p r o t e i n  e x c e e d s  t h a t  o f  

t h e  r e p l i c a s e  s u b u n i t  ( B e r e m a n d  a n d  B l u m e n t h a l ,  1 9 7 9 ) .

A n a l y s i s  o f  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  p h a g e  p r o t e i n s  i n  E .  

c o l i  ( O e s c h g e r  a n d  N a t h a n s ,  1 9 6 6 ;  N a t h a n s  e t_  a L ,  1 9 6 9 ;  B e r e m a n d  a n d  

B l u m e n t h a l ,  1 9 7 9 )  ( F i g .  6 a ) ,  s h o w s  t h a t  t h e  r e p l i c a s e  s u b u n i t  i s  t h e  f i r s t  

d e t e c t a b l e  p h a g e  p r o t e i n ,  a p p e a r i n g  b e t w e e n  5  a n d  1 5  m i n u t e s  a f t e r  

i n f e c t i o n  w h e r e u p o n  i t s  r a t e  o f  s y n t h e s i s  i n c r e a s e s  u n t i l  a b o u t  2 5  

m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  a n d  t h e n  d i m i n i s h e s .  S y n t h e s i s  o f  t h e  A - p r o t e i n  

s t a r t s  l a t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  r e p l i c a s e  a n d  c o n t i n u e s  l a t e r  i n  t h e  i n f e c t ­

i o u s  c y c l e .  '  . ‘ .
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F I G U R E  6  T r a n s l a t i o n  o f  c o l i p h a g e  R N A

( a )  T i m e - c o u r s e  o f  f 2 - c o d e d  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  ( a f t e r  B e r e m a n d  a n d  

B l u m e n t h a l ,  1 9 7 9 )  

c o n t ' d  o v e r l e a f . . .



5 k

( b )  M o d e l  o f  t r a n s l a t i o n  o n  m a t u r e  a n d  n a s c e n t  p h a g e  R N A  

A :  T r a n s l a t i o n  o n  m a t u r e  R N A  ( 1 ) .  O n l y  t h e  c o a t  p r o t e i n  i n i t i a t i o n

s i t e  i s  a c c e s s i b l e  t o  r i b o s o m e s  ( 2 ) .  A s  t h e  c o a t  c i s t r o n  i s  t r a n s l a t e d ,  

r i b o s o m e s  c a n  a t t a c h  a t  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  ( 3 )  g i v i n g  r i s e  t o  a  p o l y ­

s o m e  o n  w h i c h  t h e  c o a t  a n d  r e p l i c a s e ,  b u t  n o t  t h e  m a t u r a t i o n  c i s t r o n ,  

a r e  t r a n s l a t e d  ( 4 ) .  D u r i n g  l a t e r  s t a g e s  o f  t h e  i n f e c t i v e  c y c l e ,  c o a t  p r o ­

t e i n  a c c u m u l a t e s  i n  t h e  c e l l  a n d  b i n d s  t o  t h e  R N A  s o  a s  t o  b l o c k  i n i t i ­

a t i o n  a t  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  (5 ).

B :  T r a n s l a t i o n  o f  n a s c e n t  R N A .  T h e  v i r a l  r e p l i c a s e  i n i t i a t e s  s y n t h e s i s

o f  a  p l u s  s t r a n d  a t  t h e  3 ' - e n d  o f  a  m i n u s  s t r a n d  ( 1 ) .  W h e n  t h e  r i b o ­

s o m e  b i n d i n g  s i t e  o f  t h e  A - p r o t e i n  h a s  b e e n  f o r m e d ,  r i b o s o m e s  a t t a c h  

a n d  b e g i n  t r a n s l a t i o n  o f  t h i s  c i s t r o n  ( 2 ) .  A s  p l u s  s t r a n d  s y n t h e s i s  p r o ­

g r e s s e s ,  t h e  p l u s  s t r a n d  a s s u m e s  a  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  w h i c h  p r e v e n t s  

a c c e s s  o f  r i b o s o m e s  t o  t h e  A  c i s t r o n  ( 3 ) .  A t  t h i s  p o i n t ,  i n i t i a t i o n  o f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  n o w  p o s s i b l e  o n l y  a t  t h e  c o a t  c i s t r o n  (k ), a s  i n  t h e  

c a s e  o f  m a t u r e  R N A  ( p a r t  A ) .  ( A f t e r  W e i s s m a n n ,  1 9 7 4 ) .
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C o a t  p r o t e i n

s y n t h e s i s  b e g i n s  before. t h a t  o f  t h e  r e p l i c a s e  a n d  c o n t i n u e s  t o  b e  

m a d e  t h r o u g h o u t  m o s t  o f  t h e  p h a g e  g r o w t h  c y c l e .  T h e  l y s i s  p r o t e i n  

a p p e a r s  l a t e  i n  t h e  i n f e c t i o n  a f t e r  t h e  r e p l i c a s e  s t a r t s  t o  d e c l i n e  a n d  

i t s  s y n t h e s i s  c o n t i n u e s  d u r i n g  t h e  n e x t  1 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  g r a d u a l l y  

d e c r e a s e s  d u r i n g  t h e  l a t t e r  s t a g e s  o f  i n f e c t i o n .  W i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  c o m p l e t e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  ( F i e r s  e t_  a L ,  1 9 7 6 )  

t h e  p o s s i b l e  m o l e c u l a r  p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t h i s  r e g u l a t i o n  c o u l d  b e  

p r o p o s e d  a n d  a r e  b r i e f l y  d e s c r i b e d  b e l o w .

W h e n  r i b o s o m e s  a r e  a d d e d  t o  i n t a c t  R 1 7  R N A ,  t h e y  b i n d  o n l y  t o  

t h e  c o a t  p r o t e i n  i n i t i a t o r  r e g i o n  w h e r e a s ,  w h e n  p a r t i a l l y  d e g r a d e d  R N A  

i s  u s e d ,  b i n d i n g  o c c u r s  a l s o  t o  t h e  A - p r o t e i n  a n d  r e p l i c a s e  s u b u n i t  

i n i t i a t i o n  s i t e s  ( S t e i t z ,  1 9 6 9 ) .  L i k e w i s e ,  p a r t i a l  d e n a t u r a t i o n  o f  i n t a c t  

v i r a l  R N A  w a s  f o u n d  t o  i n c r e a s e  r i b o s o m e  i n i t i a t i o n  ' a t  t h e  A - p r o t e i n  

a n d  r e p l i c a s e  s i t e s  ( L o d i s h ,  1 9 7 0 ,  1 9 7 1 ,  1 9 7 5 )  a n d  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  

r e l a t i v e  i n t r i n s i c  e f f i c i e n c i e s  o f  t h e  r i b o s o m e  b i n d i n g  s i t e s  w a s  f o u n d  t o  

b e :  A  >  R e p l i c a s e  >  C o a t  ( S t e i t z ,  1 9 7 3 ) .  T h u s ,  f o r  i n t a c t  v i r a l  R N A ,

t h e  A - p r o t e i n  a n d  r e p l i c a s e  s u b u n i t  r i b o s o m e  b i n d i n g  s i t e s  a r e  b l o c k e d ;  

p o s s i b l y  b y  s o m e  a s p e c t  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  R N A .

R o b e r t s o n  a n d  L o d i s h  ( 1 9 7 0 )  p r o p o s e d  t h a t  t h e  A - p r o t e i n  i s  s y n ­

t h e s i z e d  o n l y  o n  n a s c e n t  s t r a n d s  a n d  t h a t  w h e n  t h e  R N A  c h a i n  g r o w s  

l o n g e r ,  a  t h r e e - d i m e n s i o n a l  f o l d i n g  o c c u r s  w h i c h  e f f e c t i v e l y  s h u t s  o f f  

f u r t h e r  e x p r e s s i o n  ( F i g .  6 b ) .  T h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  f o r  t h e  A -  

p r o t e i n  c i s t r o n  i n c l u d e s  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a  r e g i o n  j u s t  b e f o r e  t h e  

G - U - G  i n i t i a t o r  t r i p l e t  a n d  a  s e g m e n t  l o c a t e d  a t  a b o u t  t w o - t h i r d s  

d i s t a n c e  ( F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  m o d e l  f o r  a u t o c o n t r o l  i s  

n o t  y e t  s t r o n g l y  s u p p o r t e d  b y  d i r e c t  e x p e r i m e n t a l  d a t a .
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L i k e w i s e ,  t h e  i n i t i a t o r  r e g i o n  o f  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  m a y  a l s o  b e  

h i d d e n  b y  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  R N A  ( F i g .  6 b ) .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  

s u p p r e s s o r - s e n s i t i v e  a m b e r  m u t a n t s  r e v e a l e d  a  c l a s s  o f  m u t a n t s  i n  t h e  

c o a t  g e n e  w h i c h  g a v e  o n l y  p o o r  a n d  d e l a y e d  c o m p l e m e n t a t i o n  ( G u s s i n ,  

1 9 6 6 ) .  T h e s e  p o l a r  m u t a n t s  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  r e p l i ­

c a s e  g e n e  a n d  w e r e  s u b s e q u e n t l y  i d e n t i f i e d  a s  b e i n g  i n  p o s i t i o n  6  o f  

t h e  c o a t  g e n e  f o r  R 1 7 ,  f 2  a n d  M S 2  ( r e v i e w e d  i n  H o r i u c h i ,  1 9 7 5 ) .  

A m b e r  m u t a t i o n s  a t  p o s i t i o n s  5 0 ,  54  o r  7 0  a r e  n o t  p o l a r  a n d  d o  n o t  

i n t e r f e r e  w i t h  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  r e p i i c a s e  c i s t r o n  ( s e e  H o r i u c h i ,

1 9 7 5 ) .  T h u s ,  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  c o a t  g e n e  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  e x p r e s s ­

i o n  o f  t h e  r e p l i c a s e  g e n e .  A  p o s s i b l e  m o l e c u l a r  b a s i s  f o r  t h e  p o l a r i t y  

e f f e c t  s t e m s  f r o m  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  o f  t h e  c o a t  p r o t e i n  

g e n e  b y  M i n  J o u  e t^  a l ^  ( 1 9 7 2 )  i n  w h i c h  a  b a s e - p a i r e d  r e g i o n  c a n  b e

f o r m e d  b e t w e e n  r e s i d u e s  . 1 ^ 0 9 - 1 4 3 3  ( l o c a l i s e d  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  

c o a t  p r o t e i n  g e n e ,  b u t  d i s t a l  f r o m  p o s i t i o n  6 )  a n d  r e s i d u e s  1 7 3 8 - 1 7 6 9  

( e n c o m p a s s i n g  t h e  r e p l i c a s e  g e n e  r i b o s o m e  b i n d i n g  s i t e ) .  W h e n  r i b o ­

s o m e s  t r a n s l a t e  t h e  c o a t  g e n e ,  t h e y  t h e r e f o r e  o p e n  t h i s  b a s e - p a i r e d  

s t r u c t u r e  a n d  t h u s  m a k e  t h e  i n i t i a t o r  r e g i o n  o f  t h e  r e p l i c a s e  g e n e

a c c e s s i b l e  t o  r i b o s o m e s .

A d d i t i o n a l  r e g u l a t i o n  o f  r e p l i c a s e  s y n t h e s i s  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  

t r a n s l a t i o n a l  r e p r e s s i o n  b y  t h e  c o a t  p r o t e i n  ( G u s s i n ,  1 9 6 6 ) .  T h e  p r o t e i n  

b i n d s  i n  t h e  r e g i o n  o f  t h e  i n i t i a t i n g  A - U - G  o f  t h e  r e p l i c a s e  g e n e

( s e c t i o n  1 . 3 . 3 ) ,  t h u s  p r e v e n t i n g  i t s  f u r t h e r  f u n c t i o n i n g  ( F i g .  6 b ) .  H o w  

t h i s  m o l e c u l e  i s  a g a i n  r e m o v e d  i s  u n c l e a r ,  s i n c e  t h e  i n f e c t i n g  p a r e n t a l  

R N A  m o l e c u l e  m u s t  b e  f r e e  f r o m  s u c h  a  r e p r e s s o r  w h e n  i t  e n t e r s  t h e  

c e l l .

T r a n s l a t i o n a l  r e p r e s s i o n  b y  t h e  r e p l i c a s e  m a y  o c c u r  i n  t h e  G r o u p  

III  p h a g e s  i n  o r d e r  t o  c l e a r  t h e  t e m p l a t e  o f  r i b o s o m e s  p r i o r  t o  r e p l i c a ­
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t i o n  a n d  a  s i m i l a r  p r o c e s s  m a y  a l s o  o c c u r  i n  t h e  G r o u p  I p h a g e s  ( F i g .

7 ) .  I n  t h e  c a s e  o f  Q $  R N A ,  t h e  r e p l i c a s e  i s  k n o w n  t o  b e  a b l e  t o  

r e d u c e  t h e  b i n d i n g  o f  r i b o s o m e s  t o  t h e  v i r a l  R N A  ( K o l a k o f s k y  a n d  

W e i s s m a n n ,  1 9 7 1 a ,  1 9 7 1 b ) .  T h e  Q / 3  r e p l i c a s e  b i n d s  t o  a  r e g i o n  a r o u n d  

t h e  c o a t  p r o t e i n  c i s t r o n  i n i t i a t i o n  s i t e  ( W e b e r  e t_  a l . ,  1 9 7 2 )  ( s e c t i o n  

1 . 3 . 4 ) ,  t h u s  p r e v e n t i n g  f u r t h e r  i n i t i a t i o n  a t  t h i s  s i t e .  S i n c e  t h e  t e m ­

p l a t e  i s  c o m p l e t e ,  t h e  A - p r o t e i n  g e n e  i n i t i a t i o n  s i t e  i s  a l r e a d y  c l o s e d  b y  

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  R i b o s o m e s  t h u s  t r a n s l a t e  t h e  c o a t  a n d  r e p l i c a s e  

g e n e s  a n d ,  o n c e  t h e  f i r s t  s e g m e n t  o f  t h e  c o a t  g e n e  h a s  b e e n  t r a n s l a t e d  

b y  t h e  l a s t  r i b o s o m e  t r a n s l a t i n g  t h i s  g e n e ,  t h e  p o l a r i t y  e f f e c t  c o m e s  

i n t o  e f f e c t  a n d  t h e  r e p l i c a s e  g e n e  i n i t i a t o r  r e g i o n  b e c o m e s  c l o s e d .  T h e  

r e m a i n i n g  r i b o s o m e s  o n  t h e  r e p l i c a s e  g e n e  c o m p l e t e  t r a n s l a t i o n  a n d  t h e n  

t h e  R N A  t e m p l a t e  i s  c l e a r  o f  r i b o s o m e s  a n d  i s  r e a d y  f o r  R N A  r e p l i c a ­

t i o n .

1 . 2 . 6  S t a b i l i t y  o f  t h e  g e n o m e s  o f  t h e  G r o u p  I c o l i p h a g e s

B e f o r e  m o v i n g  o n  t o  c o n s i d e r  p r o t e i n s  i n t e r a c t i n g  w i t h  M S 2  R N A ,

t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  R N A  s e q u e n c e  o f  M S 2  a s  a  r e p o s i t o r y  o f  g e n e t i c

i n f o r m a t i o n  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d .  T h e  e a r l y  w o r k  o f  Z i n d e r  a n d  C o o p e r

( 1 9 6 4 )  s h o w e d  t h a t  s o m e  f 2  m u t a t i o n s  h a d  a  r e v e r s i o n  f r e q u e n c y  o f  

_ 3
1 0  a n d  t h u s ,  i f  t h i s  d r i f t  r a t e  o f  b a c k  m u t a t i o n  w e r e  i n d i c a t i v e  o f  a  

g e n e r a l  d r i f t ,  a n d  i f  n o  c o u n t e r  s e l e c t i o n  a g a i n s t  v a r i a b i l i t y  e x i s t e d ,  

t h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  w o u l d  b e  c o n s i d e r a b l e  v a r i a b i l i t y  i n  i n ­

d i v i d u a l  g e n o m e s  o f  M S 2 .  U n d e r  t h e s e  c i r c u m s t a n c e s ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  l o c a t i o n  o f  a n y  p r o t e i n  b i n d i n g  s i t e  b y  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  o n e  

s t r a i n  o f  M S 2 ,  f o l l o w e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  t o t a l  n u c l e o t i d e  

s e q u e n c e  o f  a n o t h e r  s t r a i n ,  a s  i s  t h e  c a s e  o f  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  in  

t h i s  t h e s i s ,  w o u l d  p r o v e  d i f f i c u l t .  F o r t u n a t e l y ,  s t u d i e s  c o m p a r i n g  t h e  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  s e v e r a l  G r o u p  I p h a g e s  h a s  s h o w n  t h a t  t h e s e
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In it ia t io n  a lto  opon  

^  In it ia t io n  a lt»  e lo aad  

/  Term ination  a lto

0  R ap lla aaa  

•  Rlfeoaomo

m  H rd ro fo n  bondina  

— » Maw mlnaa otrand

F I G U R E  7  T r a n s i t i o n  o f  p h a g e  R N A  f r o m  p o l y s o m e  t o  r e p l i c a t i n g  c o m ­

p l e x .

( 1 )  R i b o s o m e s  a t t a c h  t o  t h e  R N A  a t  t h e  c o a t  i n i t i a t i o n  s i t e .  T h e  i n ­

i t i a t i o n  s i t e  o f  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  i s  u n a v a i l a b l e  b e c a u s e  o f  t h e  s e c ­

o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  R N A .  ( 2 )  T r a n s l a t i o n  o f  t h e  c o a t  c i s t r o n  e n ­

s u e s  a n d  t h e  i n i t i a t i o n  s i t e  o f  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  i s  e x p o s e d .  T h e  r e ­

p l i c a s e  c i s t r o n  i s  t r a n s l a t e d .  ( 3 )  W h e n  r e p l i c a s e  b e c o m e s  a v a i l a b l e ,  i t  

a t t a c h e s  t o  t h e  i n i t i a t i o n  s i t e  o f  t h e  c o a t  p r o t e i n  a n d  b l o c k s  a t t a c h ­

m e n t  o f  r i b o s o m e s  i n  t h i s  p o s i t i o n .  T h e  R N A  r e f o l d s ,  p r e v e n t i n g  i n i t i a ­

t i o n  a t  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n .  ( 4 )  T h e  R N A  i s  c l e a r e d  o f  r i b o s o m e s .  

( 5 )  R e p l i c a s e  c a n  n o w  a t t a c h  t o  t h e  3 ’ - t e r m i n u s  a n d  i n i t i a t e  s y n t h e s i s  

o f  t h e  m i n u s  s t r a n d .  T h e  A  c i s t r o n  i n i t i a t i o n  s i t e  i s  a t  a l l  t i m e s  i n ­

a c c e s s i b l e  t o  r i b o s o m e s  b e c a u s e  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  m a t ­

u r e  R N A  ( c f  F i g .  6 ) .  ( A f t e r  K o l a k o f s k y  a n d  W e i s s m a n n ,  1 9 7 1 b ) .
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g e n o m e s  a r e  w e l l  c o n s e r v e d .

M i n  J o u  a n d  F i e r s  ( 1 9 7 6 )  c o m p a r e d  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  

M S 2 ,  R ? 7  a n d  f 2  p h a g e  R N A s  a n d  e s t i m a t e d  t h e  o v e r a l l  d e g r e e  o f  v a r i ­

a t i o n  t o  b e  3 . 9 %  f o r  M S 2  v e r s u s  R 1 7 ,  3 .k %  f o r  M S 2  v e r s u s  f 2  a n d  3 . 7 %  

f o r  R 1 7  v e r s u s  f 2 .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  s o m e w h a t  h i g h e r  t h a n  t h o s e  f o u n d  

e a r l i e r  b y  R o b e r t s o n  a n d  J e p p e s e n  ( 1 9 7 2 ) ;  h o w e v e r ,  l a r g e r  r e g i o n s  o f  

t h e  R N A  s e q u e n c e s  w e r e  s t u d i e d  b y  M i n  J o u  a n d  F i e r s  ( 1 9 7 6 ) ,  r a t h e r  

t h a n  j u s t  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s ,  w h i c h  w o u l d  t e n d  t o  u n d e r e s t i m a t e  

t h e  e x t e n t  o f  v a r i a b i l i t y .  V a r i a t i o n  i n  t h e  u n t r a n s l a t e d  r e g i o n s  w a s  f o u n d  

t o  b e  m o r e  c o n s t r a i n e d  t h a n  i n  t h e  t r a n s l a t e d  r e g i o n s  a s  h a d  a l r e a d y  

b e e n  f o u n d  b y  s e v e r a l  a u t h o r s  ( D e W a c h t e r  e t_  a h ,  1 9 7 1 a ;  S a n g e r ,  1 9 7 1 ;  

A d a m s  e t^  a h ,  1 9 7 2 ;  R o b e r t s o n  a n d  J e p p e s e n ,  1 9 7 2 )  a n d ,  a s  n o t e d  

a b o v e ,  t h e  s e q u e n c e s  o f  t h e  f i r s t  7k  u n t r a n s l a t e d  n u c l e o t i d e s  o f  t h e  5 ' -  

e n d  o f  M S 2 ,  R 1 7  a n d  f 2  a r e  i d e n t i c a l  ( A d a m s  a n d  C o r y ,  1 9 7 0 ;  L i n g ,  

1 9 7 1 ;  D e W a c h t e r  e t_  a h ,  1 9 7 1 a ) .  L i k e w i s e ,  t h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 5 0  n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  3 ' - e n d s  

o f  M S 2 ,  J P 5 0 1 ,  B O I  a n d  F R 1  ( I n o k u c h i  e t^  a h ,  1 9 8 2 )  s h o w e d  v a r i a b i l i t y  

b e t w e e n  0 . 9  a n d  2 . 3 % .  E a r l i e r ,  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  t h e  3 ' -  

t e r m i n a l  51  n u c l e o t i d e s  o f  R 1 7  R N A  h a d  b e e n  s h o w n  t o  b e  i d e n t i c a l  t o  

t h a t  o f  M S 2  R N A  ( C o r y  e t  a h ,  1 9 7 2 )  a n d  i n  t h i s  r e s p e c t  t h e  s e q u e n c e s  

o f  u p  t o  kO r e s i d u e s  f r o m  t h e  3 ’ - e n d  o f  t h e  R N A s  o f  t h e  v a r i o u s  G r o u p  

I p h a g e s  s t u d i e d  b y  I n o k u c h i  e t _ a L . ( 1 9 8 2 )  w e r e  f o u n d  t o  b e  c o m p l e t e l y  

c o n s e r v e d .

D o m i n g o  et_ a h _  ( 1 9 7 8 )  s t u d i e d  t h e  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  

o b t a i n e d  f r o m  s e v e r a l  c l o n e s  o f  t h e  G r o u p  III  p h a g e  Q $  a n d  e s t i m a t e d  

t h a t  e a c h  v i a b l e  p h a g e  i n  a  m u l t i p l y  p a s s a g e d  p o p u l a t i o n  d i f f e r e d  i n  o n e  

o r  t w o  p o s i t i o n s  f r o m  t h e  ’ a v e r a g e '  s e q u e n c e  o f  t h e  p a r e n t a l  p o p u l a t i o n .  

A  s i m i l a r  s l i g h t  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  s e q u e n c e s  o f  i n d i v i d u a l  i s o l a t e s  o f  

M S 2  w e r e  s e e n  b y  M i n  J o u  e t  a h ,  ( 1 9 7 2 )  a n d  a l s o  i n  s e q u e n c e s  o f  R N A
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d e r i v e d  f r o m  t h e  ’ C a m b r i d g e *  a n d  ’ G h e n t '  i s o l a t e s  o f  R 1 7  ( M i n  J o u  a n d  

F i e r s ,  1 9 7 6 ) .  D o m i n g o  e t_  a L _  ( 1 9 7 8 )  p r o p o s e d  t h a t  a  Q / 9  p h a g e  p o p ­

u l a t i o n  i s  i n  a  d y n a m i c  e q u i l i b r i u m ,  w i t h  v i a b l e  m u t a n t s  a r i s i n g  a t  a  

h i g h  r a t e  o n  t h e  o n e  h a n d  ( B a t s c h e l e t  e t_  a l . ,  1 9 7 6 ;  D o m i n g o  e t_  a h ,

1 9 7 6 )  a n d  b e i n g  s t r o n g l y  s e l e c t e d  a g a i n s t  o n  t h e  o t h e r  h a n d .  A  s i m i l a r  

s i t u a t i o n  m a y  a p p l y  t o  M S 2  a n d  o t h e r  m e m b e r s  o f  t h e  G r o u p  I p h a g e s  

a n d ,  t h u s ,  t h e  g e n o m e s  o f  t h e s e  p h a g e s ,  l i k e  t h a t  o f  ,  c a n n o t  b e

d e s c r i b e d  a s  a  d e f i n e d  u n i q u e  s t r u c t u r e ,  b u t  r a t h e r  a s  a  w e i g h t e d  a v e r ­

a g e  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  i n d i v i d u a l  s e q u e n c e s .  

H o w e v e r ,  t h e s e  d i f f e r e n c e s  w o u l d  n o t  a p p e a r  t o  p r e c l u d e  t h e  d e t e r m i n ­

a t i o n  o f  a  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e ,  s u c h  a s  a  p r o t e i n  b i n d i n g  s i t e ,  o n  o n e  

i s o l a t e  a n d  t h e n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  c o m p l e t e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  

d e t e r m i n e d  f r o m  a  d i f f e r e n t  i s o l a t e  o f  t h e  s a m e  p h a g e .

F i n a l l y ,  s i n c e ’ t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  M S 2 ,  R 1 7  a n d  f 2  R N A s  

v a r y  i n d e p e n d e n t l y  a n d  t h u s  t h e  v a r i a t i o n  o b s e r v e d  b e t w e e n  a  g i v e n  

p a i r  o f  p h a g e s  i s  n o t  a  s u b s e t  o f  t h e  v a r i a t i o n  p r e s e n t  i n  a n o t h e r  p a i r  

( R o b e r t s o n  a n d  J e p p e s e n ,  1 9 7 2 ;  M i n  J o u  a n d  F i e r s ,  1 9 7 6 ) ,  t h e s e  p h a g e s  

a r e  n o t  o f  l i n e a r  d e s c e n t ,  b u t  m a y  h a v e  e v o i «e<L ' f r o m  a  c o m m o n  

a n c e s t o r .

1 . 3  P R O T E I N S  I N T E R A C T I N G  W I T H  M S 2  R N A

S e v e r a l  p r o t e i n s ,  o r  c o m p l e x e s  o f  p r o t e i n s ,  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  

i n t e r a c t  w i t h  t h e  R N A  o f  t h e  G r o u p  I c o l i p h a g e s :  r i b o s o m e s  ( b o t h  p r o ­

k a r y o t i c  a n d  e u k a r y o t i c ) ,  t h e  v i r a l  A -  a n d  c o a t  p r o t e i n s ,  t h e  Q £  p h a g e  

h o s t  f a c t o r ,  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I ,  t h e  v i r a l  r e p l i c a s e  c o m p l e x  a n d  I n i t ­

i a t i o n  F a c t o r  I F 3 .  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e s e  p r o ­

t e i n s  o n  M S 2  R N A  ( a n d  a l s o  t h e  o t h e r  G r o u p  I p h a g e  R N A s ,  m a i n l y
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R 1 7 )  a r e  d i s c u s s e d  b e l o w .

1 . 3 . 1  R i b o s o m e s

T a k a n a m i  e t_  ( 1 9 6 5 ) ,  u s i n g  a n  R N a s e  p r o t e c t i o n  t e c h n i q u e ,  w e r e  

t h e  f i r s t  t o  s h o w  t h a t  a  s i n g l e  p r o k a r y o t i c  r i b o s o m e  b i n d s  t o  a n  f 2  

R N A  m o l e c u l e .  U s i n g  a n  i m p r o v e d  t e c h n i q u e  f o r  i s o l a t i n g  r i b o s o m e  

b i n d i n g  s i t e s ,  f o l l o w e d  b y  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n a l y s i s ,  S t e i t z  ( 1 9 6 9 )  

s h o w e d  t h a t  r i b o s o m e s  c o u l d  p r o t e c t  t h r e e  s i t e s  o n  R 1 7  R N A ,  e a c h  

a p p r o x i m a t e l y  3 5  n u c l e o t i d e s  l o n g  a n d  c o n t a i n i n g  a n  A - U - G  t r i p l e t  a t  

a b o u t  t h e  m i d d l e .  T h e s e  b i n d i n g  s i t e s  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  s t a r t  o f  t h e  

c o a t ,  A - p r o t e i n  a n d  r e p l i c a s e  g e n e s .  T h e  t h r e e  r i b o s o m e  b i n d i n g  s i t e s  

o n  M S 2  R N A  w e r e  l a t e r  f o u n d  t o  b e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  R 1 7  R N A  

b o t h  i n  t e r m s  o f  t h e i r  s i z e  a n d  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  ( T a b l e  4 )  ( M i n  J o u  

e t  a l , ,  1 9 7 2 ;  V o l c k a e r t  a n d  F i e r s ,  1 9 7 3 ) .  O n e  m a j o r  d i f f e r e n c e ,  h o w ­

e v e r ,  w a s  t h a t  t h e  M S 2  A - p r o t e i n  g e n e  w a s  f o u n d  t o  s t a r t  w i t h  a  

G - U - G  i n i t i a t i o n  c o d o n .  T h i s  i n i t i a t i o n  c o d o n  i s  f u n c t i o n a l l y  e q u i v a l e n t  

t o  A - U - G  a n d ,  l i k e w i s e ,  t h e  r e p r e s s o r  g e n e  _i_ o f  t h e  E .  c o l i  l a c  o p e r o n  

h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  i n i t i a t e d  b y  a  G - U - G  c o d o n  ( S t e e g e ,  1 9 7 7 ) .

M a m m a l i a n  r i b o s o m e s  b i n d  t o  M S 2  R N A  a n d  t h e  r e g i o n  t h a t  i s  

m o s t  t h o r o u g h l y  p r o t e c t e d  a g a i n s t  R N a s e  d i g e s t i o n  c o n t a i n s  a  c e n t r a l  

A - U - G  t r i p l e t  i n  t h e  + 1  r e a d i n g  f r a m e  a n d  i s  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  c o a t  

p r o t e i n  g e n e  ( T a b l e  4 ) .  T h i s  p r o t e c t e d  r e g i o n  c o v e r s  t h e  i n i t i a t i o n  

c o d o n  o f  t h e  l y s i s  g e n e .  A  s i m i l a r  b i n d i n g  s i t e  w a s  o b s e r v e d  f o r  w h e a t  

g e r m  r i b o s o m e s  o n  M S 2  R N A  ( K o z a k ,  1 9 8 0 ) .

In  o r d e r  t o  a t t e m p t  t o  u n d e r s t a n d  t h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  r i b o ­

s o m e s  r e c o g n i s e  f u n c t i o n a l  i n i t i a t i o n  s i t e s  o n  M S 2  R N A ,  o n e  h a s  t o  r e ­

m e m b e r  t h a t  r i b o s o m e s  a r e  c o m p l e x e s  o f  b o t h  p r o t e i n s  a n d  R N A  m o l e ­

c u l e s  ( e . g . ,  B r i m a c o m b e  et_  a h ,  1 9 7 6 ;  B r i m a c o m b e ,  1 9 7 8 ;  W i t t m a n n ,  

1 9 8 2 )  a n d  t h a t  t h e s e  c o m p o n e n t s ,  e i t h e r  s i n g l y  o r  i n  c o m b i n a t i o n ,  m a y
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E .  c o l i  r i b o s o m e s :

H O
A U U C C U C C A C U ......................3 '  t e r m i n u s  o f  E .  c o l i  1 6 S  r R N A R e f

A  p r o t e i n
g e n e :  C A U U C C U  A  G  G  A  G  G  U  U  U  G  A  C  C  U  | G U  G )  C G A G C U U U U A G U G  ( a )

C o a t  g e n e :  C C U C A A C C  G  G  A  G U U U G A A G C  | A U  G  G C U U C C A A C U U U A C U  ( b)

R e p l i c a s e  A  A  A  C  A  U  G  A  G  G  A  U  U  A  C  C  C  |A  U  G |  U C G A A G A C A A C A A A G

g e n e :

M a m m a l i a n  r i b o s o m e s :  

L y s i s  g e n e : U C U C C U A A A A G A U G G A A A C C C G

R e f e r e n c e s :

( a )  V o l c k a e r t  a n d  F i e r s  ( 1 9 7 3 )

( b )  M i n  J o u  e t  a l .  ( 1 9 7 2 )

( c )  A t k i n s  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )

( b )

( c )

CTNK)

N o t e :

T h e  u n d e r l i n e d  s e g m e n t  i s  c o m p l e m e n t a r y  t o  p a r t  o f  t h e *  3 ' - t e r m i n a l  s e q u e n c e  o f  E .  c o l i  1 6 S  r R N A  s h o w n  a t  t h e  t o p  o f  

t h e  t a b l e .  D o t s  i n d i c a t e  a  G  -  U  b a s e  p a i r  a n d  t h e  g a p  i n  t h e  u n d e r l i n i n g  o f  t h e  c o a t  g e n e  i m p l i e s  a  l o o p e d  o u t  b a s e .  

I n i t i a t i o n  c o d o n s  a r e  b o x e d .
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c o n t r i b u t e  t o  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  i n t e r a c t i o n .  I n d e e d ,  t h e  w a y  i n  

w h i c h  1 6 S  r R N A  m o i e t y  o f  t h e  3 0 S  s u b u n i t  o f  p r o k a r y o t i c  r i b o s o m e s  

a p p e a r s  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h i s  

i n t e r a c t i o n  h a s  a l r e a d y  b e e n  d e s c r i b e d  ( s e c t i o n  1 . 1 . 4 ) .

T h e  A - p r o t e i n ,  c o a t  a n d  r e p l i c a s e  g e n e  r i b o s o m e  b i n d i n g  s i t e s  o n  

M S 2  R N A  a l l  c o n t a i n  s e q u e n c e s  c o m p l e m e n t a r y  t o  1 6 S  r R N A  b e f o r e  t h e  

i n i t i a t i o n  c o d o n  ( T a b l e  4 ) ,  w h e r e a s  t h e  l y s i s  g e n e  b i n d i n g  s i t e  f o r  

m a m m a l i a n  r i b o s o m e s  d o e s  n o t .  H o w e v e r ,  E ^  c o l i  r i b o s o m e s  d o  n o t  

d i r e c t l y  i n i t i a t e  a t  t h i s  s i t e ,  s i n c e  t r a n s l a t i o n  d e p e n d s  o n  a  f r a m e - s h i f t  

d u r i n g  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  o v e r l a p p i n g  c o a t  g e n e  ( K a s t e l e i n  e t_  a h ,  1 9 8 2 )  

a n d ,  i n  t h i s  r e s p e c t ,  a  S h i n e - D a l g a r n o  r e g i o n  s e e m s  t o  b e  d i s p e n s a b l e  

f o r  a  t r a n s l a t i o n a l  r e s t a r t  ( N a p o l i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  r o l e  

o f  a  p o s s i b l e  S h i n e - D a l g a r n o  i n t e r a c t i o n  i n  t h e  m e c h a n i s m  o f  i n i t i a t i o n  

s i t e  s e l e c t i o n  b y  e u k a r y o t i c  r i b o s o m e s  i s  s o m e w h a t  i n  d o u b t  ( K o z a k ,

1 9 7 8 )  .

T h e  S h i n e - D a l g a r n o  i n t e r a c t i o n  d o e s  n o t ,  h o w e v e r ,  t o t a l l y  e x p l a i n  

t h e  s e l e c t i o n  o f  i n i t i a t i o n  s i t e s  b y  E ^  c o l i  r i b o s o m e s  s i n c e :  ( i )  M S 2

R N A ,  a s  w e l l  a s  o t h e r  m R N A s ,  c o n t a i n s  m a n y  r e g i o n s  w i t h  p o t e n t i a l  

i n i t i a t i o n  c o d o n s  p r e c e d e d  b y  a  s e q u e n c e  c o m p l e m e n t a r y  t o  1 6 S  r R N A  

a n d  y e t  d o  n o t  f u n c t i o n  a s  i n i t i a t i o n  s i t e s  ( F i e r s  e t^  a L ,  1 9 7 6 ;  F i e r s ,

1 9 7 9 )  ;  a n d  ( i i )  S p r a g u e  e t  a L _  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  t h a t  1 6 S  r R N A  f r o m  B .  

S t e a r o t h e r m o p h i l u s  a n d  f r o m  E ^  c o l i  h a v e  a n  i d e n t i c a l  n u c l e o t i d e  

s e q u e n c e  n e a r  t h e  3 *  t e r m i n u s  a n d  y e t  p r e f e r e n t i a l l y  r e c o g n i s e  d i f f e r e n t  

i n i t i a t i o n  s i g n a l s  i n  R 1 7  R N A .

W e  h a v e  a l r e a d y  s e e n  t h a t  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n s  m a y  

b e  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  i n i t i a t i o n  a t  t h e  M S 2  R N A  A - p r o t e i n  a n d  r e p ­

l i c a s e  i n i t i a t i o n  s i t e s  ( s e c t i o n  1 . 2 . 5 ) .  F r o m  s t u d i e s  o f  t h e  c r o  g e n e  o f  

b a c t e r i o p h a g e  A  , I s e r e n t a n t  a n d  F i e r s  ( 1 9 8 0 )  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  i n i t i ­
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a t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  i n v o l v e s  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a n  a c t i v a t e d  3 0 S  s u b u n i t  

w i t h  t h e  ^ ' - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  a n  m R N A  f o l d e d  i n  a  s p e c i f i c  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e .

O f  t h e  p r o t e i n  c o m p o n e n t s  o f  t h e  i n i t i a t i o n  s y s t e m ,  I F 3  a n d  t h e  

r i b o s o m a l  p r o t e i n s  S I  a n d  S I 2  a r e  p r o b a b l e  c a n d i d a t e s  f o r  i n f l u e n c i n g  

t h e  s e l e c t i o n  o f  i n i t i a t i o n  s i t e s  b y  r i b o s o m e s .  T h e  i n f l u e n c e  o f  I F 3  

h a s  b e e n  d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( s e c t i o n s  1 . 1 . 4  a n d  1 . 1 . 7 ) .  D a h l b e r g  a n d  

D a h l b e r g  ( 1 9 7 5 )  f o u n d  t h a t  S I  r e v e r s i b l y  b i n d s  t o  t h e  c o l i c i n  E 3  f r a g ­

m e n t  o f  1 6 S  r R N A ,  w h i c h  r e p r e s e n t s  t h e  l a s t  4 9  n u c l e o t i d e s  o f  t h e  

m o l e c u l e  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  S I  m a y  o p e n  u p  a  d o u b l e - s t r a n d e d  s t r u c t ­

u r e  i n  t h i s  r e g i o n  ( c f  F i g .  3 b )  t o  f a c i l i t a t e  a n n e a l i n g  w i t h  m R N A .  

H o w e v e r ,  s o m e  d o u b t  h a s  b e e n  c a s t  o n  t h i s  m e c h a n i s m  w i t h  t h e  o b s e r v ­

a t i o n  t h a t  t h e  l a s t  4 9  n u c l e o t i d e s  a t  t h e  e n d  o f  t h e  1 6 S  r R N A  a r e  n o t  

e s s e n t i a l  f o r  t h e  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  o f  S I  t o  3 0 S  s u b u n i t s  ( L a u g h r e a  

a n d  M o o r ^ e ,  1 9 7 8 ) .  A d d i t i o n a l l y ,  p r o t o n  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  s t u d i e s  o f  

t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  c o l i c i n  E 3  f r a g m e n t  s u g g e s t  t h a t  S 1 

p r o t e i n  m a y  n o t  b e  r e q u i r e d  t o  o p e n  u p  t h i s  d o u b l e - s t r a n d e d  s t r u c t u r e  

( B a a n  e t_  a h ,  1 9 7 7 ) .

H e t e r o l o g o u s  r e c o n s t i t u t i o n  e x p e r i m e n t s  o f  3 0 S  s u b u n i t s  i m p l i c a t e d  

t h e  p r o t e i n  m o i e t y  o f  t h e  s u b u n i t  t o  c o n f e r  c i s t r o n  s p e c i f i c i t y  ( G o l d b e r g  

a n d  S t e i t z ,  1 9 7 4 ) .  S p e c i f i c a l l y ,  t h e  p r o t e i n  S I 2  w a s  f o u n d  b y  H e l d  et_  

a l .  ( 1 9 7 4 )  t o  b e  i n v o l v e d  a n d ,  a l t h o u g h  t h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  s u c h  

s p e c i f i c i t y  w a s  c o n f e r r e d  w a s  u n c e r t a i n ,  a n  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  1 6 5  

r R N A  m o i e t y  w a s  p r o p o s e d .

T h u s ,  f r o m  t h e  a b o v e ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  

o f  t h e  3 0 S  s u b u n i t  w i t h  m R N A  a p p e a r s  t o  i n c l u d e  a n  R N A  : R N A  

i n t e r a c t i o n  a n d  p o s s i b l y  p r o t e i n  : R N A  i n t e r a c t i o n s  i n  o r d e r  t o  d e t e r ­

m i n e  t h e  h i g h  d e g r e e  s p e c i f i c i t y .  T h e  i n t e r a c t i o n s  d e s c r i b e d  b e l o w  a r e
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p u r e l y  p r o t e i n  :  R N A  i n t e r a c t i o n s ,  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  s p e c i f i c i t y  b e i n g  

c o n f e r r e d  b y  t h e  p r o t e i n  m o i e t y .

1 . 3 . 2  V i r a l  A - p r o t e i n

T h e  b i n d i n g  o f  t h e  A - p r o t e i n  t o  t h e  G r o u p  I p h a g e  R N A s  h a s  

b e e n  i m p l i e d  f o r  s o m e  t i m e  b y  t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  A - p r o t e i n  p e n ­

e t r a t e s  t h e  h o s t  c e l l ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  p h a g e  R N A  ( P a r a n c h y c h  e t  a l . ,  

1 9 7 0 ;  K o z a k  a n d  N a t h a n s ,  1 9 7 1 ) .  L e i p o l d  a n d  H o f s c h n e i d e r  ( 1 9 7 5 ,  

1 9 7 6 )  i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d  a n  R N A - A - p r o t e i n  c o m p l e x  w i t h  a  1 :  1 

m o l a r  r a t i o  i s o l a t e d  f r o m  c o l i p h a g e  M l 2 ;  h o w e v e r ,  t h e  s i t e  o f  i n t e r ­

a c t i o n  o n  t h e  R N A  w a s  n o t  i n v e s t i g a t e d .  L a t e r ,  L e i p o l d  ( 1 9 7 7 )  i s o l a t e d  

a  s i m i l a r  c o m p l e x  f r o m  M S 2  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s p e r m i d i n e  p r e s e n t  

i n  t h e  v i r i o n s  ( F u k u m a  a n d  C o h e n ,  1 9 7 5 )  m a y  p l a y  a  r o l e  i n  m a i n t a i n i n g  

a  s t a b l e  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  i n f e c t i n g  R N A - A - p r o t e i n  c o m p l e x e s  a n d  

p r o f e c t  t h e m  f r o m  c e l l  a s s o c i a t e d  n u c l e a s e s .  R e c e n t l y ,  L e i p o l d  e t_  a l .  

( c i t e d  i n  F i e r s ,  1 9 7 9 )  f o u n d  t h a t  u n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s  a  n u m b e r  

o f  h a i r p i n s  d e r i v e d  f r o m  a  f e w  q u i t e  s e p a r a t e  r e g i o n s  o f  M S 2  R N A  

c o u l d  b e  p r o t e c t e d  b y  t h e  A - p r o t e i n  f r o m  r i b o n u c l e a s e  d i g e s t i o n .  I t  

w o u l d  a p p e a r  f r o m  t h e i r  s t u d i e s  t h a t  t h e  A - p r o t e i n  i n t e r a c t s  w i t h  

s e v e r a l  d i f f e r e n t  s i t e s  o n  t h e  m a c r o m o l e c u l e  a n d  m a y  f u n c t i o n  i n  p h a g e  

a s s e m b l y  b y  b r i n g i n g  t h e s e  s c a t t e r e d  r e g i o n s  t o g e t h e r  i n  a  m o r e  c o m ­

p a c t  s t r u c t u r e  ( F i e r s ,  1 9 7 9 ) .

1 . 3 . 3  V i r a l  c o a t  p r o t e i n

B e r n a r d i  a n d  S p a h r  ( 1 9 7 2 )  f o u n d  t h a t  t h e  R 1 7  c o a t  p r o t e i n  b i n d s  

t o  R 1 7  R N A  a t  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  i n i t i a t i o n  s i t e  a n d  t h e r e b y  p r e ­

v e n t s  r i b o s o m e s  f r o m  i n i t i a t i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  r e p l i c a s e  p r o t e i n .  

T h e  b i n d i n g  w a s  s t a b l e  e n o u g h  t o  p r o t e c t  a  p a r t  o f  t h e  R N A  f r o m  

R N a s e  T ^  d i g e s t i o n ,  w h i c h  w a s  c h a r a c t e r i s e d  b o t h  i n  r e s p e c t  t o  i t s  

p r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e s  ( B e r n a r d i  a n d  S p a h r ,  1 9 7 2 ;  G r a l l a  e t
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a l . ,  1 9 7 4 ) .  T h e  5 9  n u c l e o t i d e - l o n g  p r o t e c t e d  s e q u e n c e  c o r r e s p o n d s  t o  

r e s i d u e s  1 7 0 8 - 1 7 6 6  i n  t h e  t o t a l  M 5 2  R N A  s e q u e n c e  ( F i e r s  e t  a h ,  1 9 7 6 ) .  

In  a  s i m i l a r  w a y ,  W e b e r  ( 1 9 7 6 )  i s o l a t e d  s e v e r a l  s p e c i f i c  f r a g m e n t s  

d e r i v e d  f r o m  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  i n i t i a t i o n  s i t e  o f  Q 3  R N A .

B e r z i n  e t  a h _  ( 1 9 7 8 )  d i g e s t e d  a n  M S 2  R N A  c o a t  p r o t e i n  c o m p l e x  

w i t h  R N a s e  a n d  i s o l a t e d  t w o  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s ,  t h e  s h o r t e r  o f  

w h i c h  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h e  5 9  n u c l e o t i d e - l o n g  s i t e  i s o l a t e d  f r o m  R 1 7  

R N A ,  b u t  w i t h  t w o  U  t o  C  b a s e  t r a n s i t i o n s .  T h e  l a r g e r  f r a g m e n t  h a d  

t h e  s a m e  s e q u e n c e ,  b u t  w a s  e x t e n d e d  b y  a n  a d d i t i o n a l  4 4  n u c l e o t i d e s  

a t  t h e  3 * - e n d  a n d  w a s  e v i d e n t l y  g e n e r a t e d  b y  a  l a r g e r  a m o u n t  o f  c o a t  

p r o t e i n  b o u n d  s i n c e  t h e  r e l a t i v e  y i e l d  i n c r e a s e d  a t  h i g h e r  c o a t  p r o t e i n -  

t o - R N A  i n p u t  r a t i o s .

S p a h r  e t_  a h _  ( 1 9 6 9 )  o b s e r v e d  t h a t  o n l y  o n e  m o l e c u l e  o f  c o a t  

p r o t e i n  w a s  t i g h t l y  b o u n d  t o  R 1 7  R N A ,  w h e r e a s  o t h e r  w o r k e r s  h a v e  

o b s e r v e d  t h a t ,  i n  t h e  c a s e  o f  f 2  R N A ,  r e p r e s s i o n  w a s  d u e  t o  a  c o ­

o p e r a t i v e  b i n d i n g  o f  f r e e  c o a t  p r o t e i n  d i m e r s  t o  t h e  R N A ,  t h u s  f o r m i n g  

a  h e x a m e r i c  p r o t e i n  c l u s t e r  o n  t h e  R N A  ( Z a g o r s k a  e t  a h ,  1 9 7 5 ;  

C h r o b o c z e k  a n d  Z a g o r s k i ,  1 9 7 5 ) .  B e r z i n  e t_  a h _  ( 1 9 7 8 )  e s t i m a t e d  t h a t  

t h e  c o m p l e x  o f  c o a t  p r o t e i n  w i t h  t h e  s h o r t e r  f r a g m e n t  o f  M S 2  R N A  

c o n t a i n e d  a  t w o - f o l d  e x c e s s  o f  t h e  p r o t e i n ,  w h e r e a s  t h e  s e d i m e n t a t i o n  

d a t a  o f  G r a l l a  e t  a h _  ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t s  a n  e q u i m o l a r  b i n d i n g  o f  R 1 7  c o a t  

p r o t e i n  t o  R 1 7  R N A .  A p p a r e n t l y ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  p h a g e  R N A  

w i t h  c o a t  p r o t e i n  d o e s  n o t  p o s s e s s  a  d e f i n i t e  s t o i c h i o m e t r y  a n d  v a r i e s  

d e p e n d i n g  u p o n  t h e  c o n d i t i o n s  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a n d  c o a t  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n .

T h e  p r o p o s e d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  l a r g e r  o f  t h e  c o a t  p r o ­

t e i n  p r o t e c t e d  r e g i o n s  o n  M S 2  R N A  c o n s i s t s  o f  t h r e e  h a i r p i n  l o o p s  ( F i g .

8 )  ( B e r z i n  e t  a h ,  1 9 7 8 ) .  T h e  h a i r p i n  l o o p  s t r u c t u r e s  ( a )  a n d  ( b )  h a v e
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F I G U R E  S  P o s s i b l e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  f o r  t h e  c o a t  p r o t e i n  

b i n d i n g  s i t e  o n  M S 2  R N A  ( r e s i d u e s  1 7 0 8  -  1 8 1 0 ) .  A f t e r  B e r z i n  e t  a l .  

( 1 9 7 8 ) .



68

r e c e i v e d  e x p e r i m e n t a l  s u p p o r t  f r o m  a n a l y s i s  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s t r u c t ­

u r e  i n  R 1 7  R N A ,  b o t h  b y  m e l t i n g  k i n e t i c s  ( G r a l l a  e t  a l . ,  1 9 7 4 )  a n d  b y  

N M R  m e a s u r e m e n t s  ( H i l b e r s  e t_  a h ,  1 9 7 4 ) .  A d d i t i o n a l  s u p p o r t  f o r  t h e s e  

s t r u c t u r e s  h a s  r e c e n t l y  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  s t u d i e s  

o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  ( C a r e y  e t_  a h ,  1 9 8 3 ) .  T h i s  m o d e l  i s  c o n s i d e r ­

a b l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  p r o p o s e d  b y  F i e r s  e t_  a L _ ( 1 9 7 6 )  w h i c h  i n v o l v e s  

a  ’ l o n g  d i s t a n c e '  i n t e r a c t i o n  a t  t h i s  s i t e .  I t  i s ,  o f  c o u r s e ,  p o s s i b l e  t h a t  

f o r  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  a l t e r n a t i v e  c o n f o r m a t i o n  m a y  e x i s t  a n d  

t h a t  c o n f o r m a t i o n a l  r e a r r a n g e m e n t  m a y  e v e n  b e  l i n k e d  t o  b i o l o g i c a l  

f u n c t i o n ,  a s  i s  t h e  p r o b a b l e  c a s e  w i t h  1 6 S  r R N A  ( W i t t m a n n ,  1 9 8 2 ) .

T h e r e  a r e  m a n y  r e a s o n s  t o  p r e s u m e  t h a t  t h e  n e c e s s a r y  i n f o r m ­

a t i o n  r e q u i r e d  f o r  t h e  r e c o g n i t i o n  a n d  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  c o a t  p r o t e i n  

i s  e n c o d e d  i n  t h e  h a i r p i n  l o o p  ( b )  o f  t h i s  s t r u c t u r e  ( F i g .  8 )  a n d  p r o b a b l y  

i n  s o m e  a s p e c t  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  G r a l l a  e t_  a L _  ( 1 9 7 4 )  d e m o n ­

s t r a t e d  t h a t  R 1 7  R N A  w a s  r e c o g n i s e d  w h i l e  i t  a s s u m e d  a  s t a b l e  s e c o n d ­

a r y  s t r u c t u r e ,  t h a t  t h e  r a t e  o f  m e l t i n g  o f  h e l i x  ( b )  w a s  s l o w e d  i n  t h e  

R N A - p r o t e i n  c o m p l e x  a n d  t h a t  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  o f  t h e  R 1 7  R N A -  

c o a t  p r o t e i n  c o m p l e x  s o m e t i m e s  y i e l d e d  o n l y  h a i r p i n  ( b )  i n  t h e  p r o t e c t ­

e d  f r a g m e n t ,  b u t  n e v e r  o n l y  h a i r p i n  ( a ) .  B o t h  S t e i t z  ( 1 9 7 4 )  a n d  7 a n s o n e  

e t  a l ^ ( 1 9 7 9 )  s h o w e d  t h a t  t h e  f r a g m e n t  c o v e r i n g  m a i n l y  h a i r p i n  l o o p  ( b )  

o f  R 1 7  R N A  a l o n e  w a s  s u f f i c i e n t  f o r  r e c o g n i t i o n  b y  t h e  c o a t  p r o t e i n .  

L i k e w i s e ,  B e r z i n  e t^  a L _  ( 1 9 7 8 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  

o n l y  l o o p  ( a )  o f  t h e  M S 2  R N A  p r o t e c t e d  s i t e  w a s  c o m p l e t e l y  i n a c t i v e  i n  

b i n d i n g  t h e  c o a t  p r o t e i n .  R e c e n t l y ,  C a r e y  e t^  a L _ ( 1 9 8 3 )  f o u n d  t h a t  t h e  

r e g i o n  o f  t h e  5 9 - m e r  f r a g m e n t  t h a t  w a s  e s s e n t i a l  f o r  p r o t e i n  b i n d i n g  

e x t e n d e d  f r o m  a b o u t  p o s i t i o n  1 7 4 6  t o  1 7 6 1  a n d  e n c o m p a s s e d  t h e  f o u r  

r e s i d u e s  i n  h a i r p i n  l o o p  ( b ) ,  t h e  u p p e r  p a r t  o f  t h e  s t e m  r e g i o n  a n d  t h e  

b u l g e d  A  r e s i d u e  a t  p o s i t i o n  1 7 3 1  ( F i g .  8 ) .  T h u s ,  t h e  p r o t e i n  a p p e a r s  

t o  b e  r e c o g n i s i n g  s o m e  a s p e c t  o f  t h e  R N A  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n
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h a i r p i n  ( b ) ,  r a t h e r  t h a n  a  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n .  I t  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  

t h a t  m o s t  o f  t h e  f r e e  e n e r g y  f o r  b i n d i n g  r e s u l t s  f r o m  n o n - e i e c t r o s t a t i c  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  p r o t e i n  a n d  t h e  R N A ,  a l t h o u g h  i o n i c  c o n t a c t s  

m a y  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  i n t e r a c t i o n  ( C a r e y  a n d  U h l e n b e c k ,  1 9 8 3 ) .

1 . 3 . 4  Q fi  ' p h a g e  h o s t  f a c t o r

A  h e a t - s t a b l e  h o s t  f a c t o r  p r o t e i n  i s  r e q u i r e d  i n  t h e  G r o u p  III 

Q / S  ' p h a g e  r e p l i c a t i o n  r e a c t i o n  w h e n  t h e  v i r a l  ( p l u s )  s t r a n d  i s  t h e  t e m ­

p l a t e  ( F r a n z e  d e  F e r n a n d e z  e t  a h ,  1 9 7 2 ) .  T h i s  f a c t o r ,  a  h e x a m e r  o f  

i d e n t i c a l  s u b u n i t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 2 0 0 0  d a l t o n s  ( F r a n z e  d e  F e r n a n d e z  

e t_  aL_, 1 9 7 2 ) ,  i s  p r o b a b l y  o f  r i b o s o m a l  o r i g i n  ( C a r m i c h a e l  e t  a l . ,  1 9 7 5 )  

a n d  b i n d s  a n d  p r o t e c t s  f r o m  R N a s e  T j  d i g e s t i o n  t w o  A - r i c h  o l i g o ­

n u c l e o t i d e s  o f  Q fi  R N A .  O n e  o l i g o n u c l e o t i d e  i s  l o c a t e d  a t  r e s i d u e s  - 6 3  

t o  - 3 8  f r o m  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  m o l e c u l e  a n d  t h e  o t h e r  l o c a t e d  w i t h i n  

t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n  ( S e n e a r  a n d  S t e i t z ,  1 9 7 6 ;  B i l l e t e r ,  1 9 7 8 ) .  T h e  

t i g h t  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  r e s u l t  f r o m  t h e  b i n d i n g  

o f  a n  a g g r e g a t e  o f  c i r c u l a r  s p a t i a l  o r i e n t a t i o n  w h i c h  c a n  i n t e r a c t  

s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  s e v e r a l  l o w  a f f i n i t y  s i t e s  o n  t h e  R N A  ( d e  H a s e t ht
a n d  U h l e n b e c k ,  1 9 8 0 a ,  1 9 8 0 b ) .

A l t h o u g h  i t  i s  d o u b t f u l  w h e t h e r  t h i s  f a c t o r  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  r e p ­

l i c a t i o n  o f  t h e  G r o u p  I p h a g e s  ( F e d e r o f f  a n d  Z i n d e r ,  1 9 7 3 ) ,  i t  c a n  

n e v e r t h e l e s s  b i n d  t o  a  s i n g l e  r e g i o n  o f  R 1 7  R N A .  S e n e a r  a n d  S t e i t z

( 1 9 7 6 )  f o u n d  t h a t  a  2 1  n u c l e o t i d e - l o n g  s e g m e n t  o f  R 1 7  R N A  w a s  p r o ­

t e c t e d  a g a i n s t  R N a s e  d i g e s t i o n  a n d ,  u n d o u b t e d l y ,  t h i s  c o r r e s p o n d s  t o  

r e s i d u e s  2 3 5 0 - 2 3 7 0  o f  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  ( F i e r s  e t_  a L _  1 9 7 6 )  a n d  i s  

l o c a t e d  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n .  T h i s  i n t e r a c t i o n  p r e s u m ­

a b l y  h a s  n o  b i o l o g i c a l  m e a n i n g  a n d ,  s i n c e  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n  c o n t a i n s  

a p p r o x i m a t e l y  6 0 %  A  r e s i d u e s ,  t h e  i n t e r a c t i o n  i s  p r o b a b l y  r e f l e c t i n g  t h e
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a f f i n i t y  o f  t h i s  f a c t o r  f o r  A  r e s i d u e  ( C a r m i c h a e l  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .

1 . 3 . 5  R i b o s o m a l  p r o t e i n  S I

R i b o s o m a l  p r o t e i n  S I  b i n d s  a n d  p r o t e c t e d  t w o  r e g i o n s  o f  Q £  R N A  

f r o m  R N A s e  d i g e s t i o n  ( S e n e a r  a n d  S t e i t z ,  1 9 7 6 ;  G o e l z  a n d  S t e i t z ,

1 9 7 7 ) .  O n e  o f  t h e  f r a g m e n t s  i s  2 1  n u c l e o t i d e s  l o n g  a n d  i s  d e r i v e d  f r o m  

t h e  i n t e r c i s t r o n i c  r e g i o n  p r e c e d i n g  t h e  c o a t  p r o t e i n  g e n e .  T h e  o t h e r  i s  

2 6  n u c l e o t i d e s  l o n g  a n d  i s  d e r i v e d  f r o m  r e s i d u e s  - 6 3  t o  - 3 8  f r o m  t h e  

3 ’ - t e r m i n u s  a n d  i s  t h e  s a m e  a s  t h a t  p r o t e c t e d  b y  t h e  h o s t  f a c t o r  ( s e e  

a b o v e  s e c t i o n  1 . 3 . 4 ) .  B o t h  o l i g o n u c l e o t i d e s  a r e  r i c h  i n  p y r i m i d i n e  r e s i d ­

u e s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  i s o l a t e d  S I  p r o t e i n  h a s  a n

a f f i n i t y  f o r  p y r i m i d i n e  r i c h  s e q u e n c e s  ( T a l  e t_  a h ,  1 9 7 2 ;  M i l l e r  a n d

W a h b a ,  1 9 7 4 ) .

I n  c o n t r a s t  t o  Q P  R N A ,  51  p r o t e i n  b i n d s  t o  a  l a r g e  n u m b e r  o f  

s i t e s  i n  R 1 7  R N A  ( S e n e a r  a n d  S t e i t z ,  1 9 7 6 )  a n d  p r o t e c t s  f r a g m e n t s  i n  

t h e  s i z e  r a n g e  4 0  t o  1 0 0  n u c l e o t i d e s  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n .  F i n g e r ­

p r i n t  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  g a v e  a  c o m p l e x  p a t t e r n ,  s u g g e s t ­

i n g  t h a t  b i n d i n g  w a s  t o  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s i t e s .  In  b i n d i n g  t o  M S 2  

RrfA., a s  w e l l  a s  t o  s y n t h e t i c  a n d  n a t u r a l  s i n g l e - s t r a n d e d  p o l y n u c l e o t i d e s ,  

S I  p r o t e i n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  d i s r u p t  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  p r e s e n t  in  

t h e s e  m o l e c u l e s  ( S z e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ,  1 9 7 7 ;  B e a r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  T h o m a s  

e t a L j  1 9 7 8 ) .

1 . 3 . 6  V i r a l  r e p l i c a s e  c o m p l e x

B y  t h e  v e r y  n a t u r e  o f  t h e  m o d e  o f  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  G r o u p  I 

c o l i p h a g e s  ( W e i s s m a n ,  1 9 7 4 ) ,  t h e  r e p l i c a s e  c o m p l e x  m u s t  i n t e r a c t  w i t h  

t h e  v i r a l  R N A .  A l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  k n o w n  f o r  s o m e  t i m e  t h a t  t h e  

r e p l i c a s e s  o f  t h e  R N A  c o l i p h a g e s  a r e  s t r o n g l y  c o m p l e x e d  w i t h  e n d o ­

g e n o u s  t e m p l a t e  R N A  ( A u g u s t  e t  a h ,  1 9 6 3 ;  W e i s s m a n  e t_  a L ,  1 9 6 3 ) ,  

l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  r e p l i c a s e  

c o m p l e x  w i t h  t h e  G r o u p  I p h a g e  R N A  t e m p l a t e s .  W h a t  i s  k n o w n  i s
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t h a t  t h i s  i n t e r a c t i o n  i s  h i g h l y  s p e c i f i c ,  s i n c e  n e i t h e r  Q fi  R N A  n o r  r e o -  

v i r u s  R N A  a n d  E .  c o l i  c e l l u l a r  R N A  a r e  s u p p o r t e d  a s  t e m p l a t e s  f o r  t h e  

f 2  r e p l i c a s e  c o m p l e x  ( F e d o r o f f ,  1 9 7 5 ) .  L i k e w i s e ,  M S 2  r e p l i c a s e  a c c e p t s  

o n l y  M S 2  R N A  a s  t e m p l a t e  a n d  n o t  Q $  R N A  a n d  v i c e  v e r s a  ( H a r u n a  

a n d  S p i e g e l m a n ,  1 9 6 5 a ) .

T o  a t t e m p t  t o  u n d e r s t a n d  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r e p l i c a s e - R N A  i n t e r ­

a c t i o n  i n  t h e  G r o u p  I p h a g e s ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  c o n s i d e r  t h e  c a s e  o f  

t h e  r e l a t e d  G r o u p  III  p h a g e  Q fi  , s i n c e  t h e  Q / 3  r e p l i c a s e  i s  t h e  o n l y  

c o l i p h a g e  R N A - d e p e n d e n t  R N A  p o l y m e r a s e  t h a t  h a s  b e e n  o b t a i n e d  i n  

s u f f i c i e n t  q u a n t i t y  a n d  p u r i t y  t o  c a r r y  o u t  b i n d i n g  a n d  p r o t e c t i o n  

s t u d i e s .  A s  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  G r o u p  I r e p l i c a s e s ,  t h e  Q j 9  r e p l i c a s e  i s  

c o m p o s e d  o f  f o u r  n o n - i d e n t i c a l  s u b u n i t s :  r i b o s o m a l  p r o t e i n  5 1 ,  t h e

p h a g e - c o d e d  r e p l i c a s e  s u b u n i t  a n d  t h e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  e l o n g a t i o n  

f a c t o r s ,  E F - T u  a n d  E F - T s  ( K a m e n ,  1 9 7 0 ;  K o n d o  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  B l u m e n -  

t h a l  e t_  a L ,  1 9 7 2 ;  W a h b a  e t_  a L ,  1 9 7 4 ) .  T h e  c o m p l e x  b i n d s  a v i d l y  a n d  

s p e c i f i c a l l y  t o  Q 3  R N A  ( A u g u s t  e t^  a l . ,  1 9 6 8 )  a n d  t h i s  b i n d i n g  w a s  

f o u n d  t o  i n v o l v e  t h e  o v e r a l l  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  R N A ,  r a t h e r  t h a n  t h e  

3 ' - e n d ,  s i n c e  p a r t i a l l y  d e g r a d e d  Q ( 3  R N A  w o u l d  n o  l o n g e r  s u s t a i n  

i n i t i a t i o n  o f  R N A  s y n t h e s i s  ( H a r u n a  a n d  S p i e g e l m a n ,  1 9 6 5 b ) .  W e b e r  e t_  

a l .  ( 1 9 7 2 )  i s o l a t e d  s e v e r a l  f r a g m e n t s  o f  Q / 3  R N A  a r i s i n g  f r o m  t h e  

s a m e  r e g i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  t h a t  w e r e  p r o t e c t e d  b y  t h e  r e p l i c a s e  

a g a i n s t  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n .  T h e  l a r g e s t  f r a g m e n t  w a s  a b o u t  1 0 0  

n u c l e o t i d e s  l o n g  a n d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  

p r o t e c t e d  r e g i o n  o v e r l a p p e d  t h e  r i b o s o m e  b i n d i n g  s i t e  o f  t h e  c o a t  

p r o t e i n  c i s t r o n .  T h i s  i n t e r a c t i o n  m a y  h a v e  a n  i m p o r t a n t  r o l e ,  n o t  o n l y  

i n  r e p l i c a t i o n ,  b u t  a l s o  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  s i n c e ,  a s  w e  

h a v e  s e e n  i n  s e c t i o n  1 . 2 . 5 ,  t h e  r e p l i c a s e  a p p e a r s  t o  p r e v e n t  r i b o s o m e s  

f r o m  i n i t i a t i n g  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  c o a t  p r o t e i n  ( K o l a k o f s k y  a n d  W e i s s -
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m a n n ,  1 9 7 1 a ,  b ) .  T h i s  r e p r e s s o r  a c t i v i t y  a g r e e s  w e l l  w i t h  t h e  s p e c i f i c ­

i t y  o f  t h i s  r e p l i c a s e - t e m p l a t e  i n t e r a c t i o n .

U n d e r  d i f f e r e n t  b i n d i n g  c o n d i t i o n s  ( l o w e r  t e m p e r a t u r e  a n d  i n  t h e  

2 +
p r e s e n c e  o f  M g  ) t h e  r e p l i c a s e  b i n d s  t o  a n o t h e r  r e g i o n  o f  Q 0  R N A  

l o c a t e d  w i t h i n  t h e  r e p l i c a s e  g e n e  ( W e b e r  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  T h i s  s i t e  c o n ­

s i s t s  o f  t h r e e  n o n - o v e r l a p p i n g  s e q u e n c e s  o f  l e n g t h s  1 6 4 ,  1 6 0  a n d  21  

n u c l e o t i d e s  r e s p e c t i v e l y  ( M e y e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 )  a n d  m a y  p l a y  a n  i m p o r t a n t  

r o l e  i n  f o r m i n g  t h e  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r  r e p l i c a t i o n .  T h e  b i n d i n g  o f  

t h e  h o s t  f a c t o r  t o  t w o  s i t e s  i n  Q / 3  R N A  ( S e n e a r  a n d  S t e i t z ,  1 9 7 6 )  

( s e c t i o n  1 . 3 . 4 )  m a y  f u n c t i o n  b y  b r i n g i n g  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  R N A  t e m ­

p l a t e  i n t o  a n  a p p r o p r i a t e  p o s i t i o n  t o  t h e  r e p l i c a s e  c o m p l e x  b o u n d  w i t h i n  

t h e  r e p l i c a s e  c i s t r o n .

U s i n g  a  d i f f e r e n t  a p p r o a c h ,  V o l l e n w e ' i d e r  e t _ a L _ ( 1 9 7 6 )  s h o w e d  b y  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  Q / 3  R N A - r e p l i c a s e  c o m p l e x e s  t h a t  t h e  r e p l i c a s e  

i n t e r a c t s  w i t h  t h e  t w o  s i t e s  o n  t h e  v i r a l  R N A .  T h e s e  s i t e s  p r e s u m a b l y  

c o r r e s p o n d  t o  t h e  t w o  s i t e s  d e s c r i b e d  a b o v e .

T h e r e  h o w e v e r ,  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  d e t a i l s  

o f  t h e  m o d e  o f  r e p l i c a t i o n  i n  t h e  G r o u p  I a n d  III  p h a g e s  w h i c h

s u g g e s t  t h a t  a  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m  o f  t e m p l a t e  r e c o g n i t i o n  a n d  i n t e r ­

a c t i o n  m a y  a p p l y  i n  t h e  G r o u p  I p h a g e s .  F i r s t l y ,  i t  w a s  n o t e d  a b o v e  

t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  r e p l i c a s e  a n d  t e m p l a t e  i s  v e r y  s p e c i f i c  

w i t h ,  f o r  e x a m p l e ,  Q / 3  R N A  b e i n g  u n a b l e  t o  b e  u t i l i s e d  a s  a  t e m p l a t e  

f o r  t h e  M S 2  r e p l i c a s e  ( H a r u n a  a n d  S p i e g e l m a n ,  1 9 6 5 a ) .  T h i s  w o u l d  

s u g g e s t  t h a t  t h e  s t r u c t u r e s  b e i n g  r e c o g n i s e d  b y  t h e  d i f f e r e n t  r e p l i c a s e  

c o m p l e x e s  a r e  s o m e w h a t  d i f f e r e n t .  S e c o n d l y ,  t h e  Q j 3  r e p l i c a t i o n  r e ­

a c t i o n  r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  h o s t  f a c t o r  f o r  c o p y i n g  t h e  p l u s  

s t r a n d  R N A  ( C a r m i c h a e l  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) ,  w h e r e a s  t h i s  p r o t e i n  i s  a p p a r e n t ­

l y  n o t  r e q u i r e d  f o r  e f f i c i e n t  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  G r o u p  I p h a g e s  ( F e d e r -
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o f f ,  1 9 7 5 ) .  H o w e v e r ,  a n  a s  y e t  u n i d e n t i f i e d  h o s t  d e r i v e d  p r o t e i n  m a y  

b e  r e q u i r e d  f o r  e f f i c i e n t  r e p l i c a t i o n  o f  t h i s  g r o u p  o f  p h a g e s  ( F e d e r o f f ,  

1 9 7 5 ) .  T h i r d l y ,  S I  p r o t e i n ,  t h e  c o m p o n e n t  o f  b o t h  t h e  G r o u p  I a n d  

III  r e p l i c a s e  c o m p l e x e s ,  b i n d  t o  t w o  s p e c i f i c  s i t e s  o n  Q &  R N A  ( G o e l z  

a n d  S t e i t z ,  1 9 7 7 )  ( c f  s e c t i o n  1 . 3 . 5 ) ,  o n e  o f  w h i c h  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  

t h e  i n i t i a t i o n  o f  r e p l i c a t i o n ,  w h e r e a s  i n  R 1 7  R N A  t h i s  p r o t e i n  b i n d s  t o  

a  l a r g e  n u m b e r  o f  s i t e s .  I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t h a t  a  s i t e  n e a r  t h e  

3 ' - e n d  o f  t h e  R N A  h o m o l o g o u s  t o  t h  a.1 .< o f  Q / 9  R N A  i s ,  i n d e e d ,  p r e ­

s e n t  i n  t h e  S I  p r o t e i n  p r o t e c t e d  r e g i o n s  a n d  i s  i m p o r t a n t  f o r  t h e  i n i t ­

i a t i o n  o f  r e p l i c a t i o n .

1 . 3 . 7  I n i t i a t i o n  F a c t o r  I F 3

D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  E ^  c o l i  I F 3 ,  S a b o l  e t^  

a l .  ( 1 9 7 0 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  f a c t o r  c o u l d  b i n d  t o  M S 2  R N A .  J a y  

e t  a h _ ( 1 9 7 ^ a )  s h o w e d  t h a t  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  R 1 7  R N A  w a s  s a t u r ­

a b l e  w i t h  a  m o l a r  r a t i o  o f  a b o u t  5 0  : 1 ( I F 3  : R 1 7  R N A )  b e i n g  r e q u i r e d  

t o  r e t a i n  t h e  m a x i m u m  a m o u n t  ( 7 5 % )  o f  t h e  R N A  i n  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  

f i l t r a t i o n  a s s a y .  T h e  f a c t o r  e x h i b i t e d  a  g r e a t e r  a p p a r e n t  a f f i n i t y  f o r  

R 1 7  R N A  t h a n  f o r  0 6  d o u b l e - s t r a n d e d  R N A .  L e f f l e r  a n d  S z e r  ( 1 9 7 4 )  

f u r t h e r  s h o w e d  t h a t  I F 3  p u r i f i e d  f r o m  b o t h  c o l i  a n d  C a u l o b a c t e r  

c r e s c e n t u s  c o u l d  p r o t e c t  a  r e g i o n  o f  M S 2  R N A  a g a i n s t  R N a s e  d i g e s t i o n .  

T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  I F 3  w a s  r e c o g n i s i n g  a  s p e c i f i c  s i t e  ( o r  s i t e s )  o n  

M S 2  R N A ,  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d  t h e  

s i t e  t h a t  w a s  p r o t e c t e d  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n  b y  t h i s  f a c t o r .  S o m e  

0 . 5 %  t o  1 %  o f  t h e  R N A  w a s  r e s i s t a n t  t o  R N a s e  A  d i g e s t i o n  a n d ,  w h e n  

i s o l a t e d ,  t h i s  p r o t e c t e d  s i t e  m i g r a t e d  a s  a  s i n g l e  h o m o g e n e o u s  b a n d  i n  a  

n o n - d e n a t u r i n g  g e l .  T h e  m i n i m u m  s i z e  o f  t h i s  f r a g m e n t  d e t e r m i n e d  

f r o m  t h e  e x t e n t  o f  p r o t e c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  1 8 - 3 6  n u c l e o t i d e s  

a n d  t h e  f r a g m e n t  m i g r a t e d  i n  t h e  g e l  w i t h  a  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  t h a t
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o f  t h e  3 0  n u c l e o t i d e - l o n g  2 S  r R N A  f r o m  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  

( J o r d a n  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .

S e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  b y  p a p e r  f i n g e r ­

p r i n t i n g  o f  R N a s e  a n d  R N a s e  A  d i g e s t s  g a v e  s i m p l e  p a t t e r n s

s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  b i n d i n g  w a s  n o t  r a n d o m ,  b u t  s e q u e n c e  s p e c i f i c .  

F i v e  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  f o u n d  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  R N a s e  A  d i g e s t s  

( T a b l e  5 )  a r e  u n i q u e  t o  t h e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  ( F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  

I s e r e n t a n t  e t_  a l . ,  1 9 8 0 ) :  P 9  ( G - A - A - A - G - C )  a t  p o s i t i o n s  3 4 5 3 . - 3 4 6 0 ;

P 1 1  ( A - G - G - G - A - C )  a t  p o s i t i o n s  3 4 9 6 - 3 5 0 1 ;  P I 2  ( G - A - A - A - G - A - G - C )  a t  

p o s i t i o n s  3 4 3 7 - 3 4 4 4 ;  P I 5  ( A - G - G - A - G - U )  a t  r e s i d u e s  3 3 6 7 - 3 3 7 2 ;  a n d  

P I 6  ( G - A - A - A - G - G - U )  a t  r e s i d u e s  3 4 7 3 - 3 4 7 9  ( F i g .  9 ) ,  a l t h o u g h  o l i g o ­

n u c l e o t i d e  P I 5  w a s  n o t  r e c o g n i s e d  a s  s u c h  b y  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y

( 1 9 7 7 ) .  T h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  R N a s e  A  a n d  a l l  o f  t h e  R N a s e  T ^

d i g e s t i o n  p r o d u c t s  h a d  n o  u n i q u e  s e q u e n c e s  a n d  t h e r e f o r e  c o u l d  n o t  b e  

l o c a t e d  u n a m b i g u o u s l y  i n  t h e  M 5 2  R N A  s e q u e n c e ;  h o w e v e r ,  t h e  m a j o r ­

i t y  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  c o u l d  b e  l o c a t e d  i n  t h e  l a s t  1 4 3  r e s i d u e s  o f  

t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  ( F i g .  9 ) .  T h e  f i n d i n g  t h a t  t w o  p y r i m i d i n e - r i c h  

s e q u e n c e s  p r e s e n t  i n  t h i s  p o r t i o n  o f  t h e  R N A  s e q u e n c e  ( r e s i d u e s  3 4 6 6 -  

3 4 7 2  a n d  3 4 8 8 - 3 4 9 5 )  w e r e  n o t  f o u n d  i n  t h e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  s e v e r a l  R N a s e  A  a n d  R N a s e  T ^  

d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o r i g i n a t e d  f r o m  m o r e  d i s t a n t  p a r t s  o f  t h e  s e q u e n c e  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  w a s  n o n - c o n t i g u o u s  w i t h  p r o t e c t e d  

r e g i o n s  b e i n g  s e p a r a t e d  b y  n o n - p r o t e c t e d  r e g i o n s .  H o m o c h r o m a t o g r a p h y  

f i n g e r p r i n t i n g  o f  n a t i v e  p r o t e c t e d  m a t e r i a l  t h a t  m i g r a t e d  a s  a  s i n g l e  

b a n d  u p o n  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s h o w e d  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  d i d ,  i n  

f a c t ,  c o m p r i s e  s e v e r a l  s t r e t c h e s  o f  R N A  o f  d i f f e r e n t  l e n g t h  a n d  b a s e  

c o m p o s i t i o n  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 9 ) .  T h e s e  R N A  s t r e t c h e s  w e r e  

p r e s u m a b l y  h e l d  t o g e t h e r  b y  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  i n t e r a c t i o n s  i n  t h e
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TABLE 5

M a i n  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  i d e n t i f i e d  i n  P a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  

R N a s e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  i n  M S 2  R N A .  

( A f t e r  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 )

R N a s e  f r a g m e n t s  P a n c r e a t i c  R N a s e  f r a g m e n t s

T 1 . G T 8 . U G p o .  c n P 9 .  ( G , A A A G ) C *

T 2 . C G T 9 a . U C C G P 1 .  U P 1 0 .  G G G C

T 3 . A G
T

9 b . C U C G P 2 .  A C P 1 1 .  ( G , G , A G ) A C *

C C G
T

1 0 . U C U C G
P
r 3 .  G C P 1 2 .  ( G , A G , A A G ) C

T * C A C G
T

1 1 .
V ( U 3 / 4 ’ S / 5 ’ A C ’ A U )

P
k.  A U P 1 3 .  G G U

T 5 b . C C A G P 5.  A G C P 1 ^ .  G G G U

T 6 . A A C G
p

6 .  G U P 1 5 .  ( G , A G , A G ) U *

T 7 . A A A G P 7 .  G G C P 1 6 .  ( G , G , A A A G ) U

P 8 .  ( A G , G ) C

□  N o t  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  b y  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  

( 1 9 7 7 )  s i n c e  m o b i l i t y  w a s  s l o w  i n  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  a n d  t h e r e f o r e  w a s  

n o t  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  ( c f  S a n g e r  e t_  a h ,  1 9 6 5 ) .

*  U n i q u e  o l i g o n u c l e o t i d e s  o c c u r r i n g  o n l y  o n c e  i n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  

( F i e r s  e t_  a h ,  1 9 7 6 ;  I s e r e n t a n t  e t_  a h ,  1 9 8 0 ) .

V  R e v i s e d  c o m p o s i t i o n  ( B .  J o h n s o n  p e r s .  c o m m u n . ) .
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F I G U R E  9  E x t e n t  o f  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  o n  M 5 2  R N A  a s  d e t e r m i n e d  b y  

J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 ) .

T h e  3 ?- t e r m i n a l  u n t r a n s l a t e d  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  s h o w i n g  t h e

l o c a t i o n s  o f  R N a s e  a n d  P a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  ( T a b l e

5 ) .  R N a s e  T ^  p r o d u c t s  a r e  s h o w n  b y  a  l i n e  a b o v e  t h e  s e q u e n c e  a n d

p a n c r e a t i c  R N a s e  p r o d u c t s  b y  a  l i n e  b e l o w .  T h e  u n i q u e  P a n c r e a t i c

R N a s e  p r o d u c t s  ( i n  o r d e r  f r o m  5 ' - e n d :  P ^ ,  P Q, P f / . a n d  P , t ) a r eI Z  y  I o  1 1
i n d i c a t e d  b y  a  d o u b l e  u n d e r l i n i n g .  A r r o w s  i n d i c a t e  n u c l e a s e  c l e a v a g e  

s i t e s .

N o t e :  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  s h o w n  i s  t h a t  d e t e r m i n e d  b y  F i e r s  e t_

a l .  ( 1 9 7 6 ) .  I n  t h e  r e v i s e d  s e q u e n c e  b y  I s e r e n t a n t  e t_  a L _  ( 1 9 8 0 ) ,  t h e  

R N a s e  T ^  o l i g o n u c l e o t i d e s  U - C - C - G  ( r e s i d u e s  3 4 6 1  -  3 4 6 4  a b o v e )  a n d  

U - G  ( r e s i d u e s  3 4 5 0  -  3 4 5 1 )  a r e  i n t e r c h a n g e d .
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n o n - d e n a t u r i n g  g e l  a n d ,  i n  t h i s  r e s p e c t ,  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  r e s e m b l e d  

t h e  b i n d i n g  s i t e s  o f  s e v e r a l  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  o n  1 6 S  r R N A  ( B r i m a -  

c o m b e  e t^  a h ,  1 9 7 6 ;  B r i m a c o m b e ,  1 9 7 8 ;  N o l i e r  a n d  W o e r ,  1 9 8 1 ) .

T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t ­

e d  r e g i o n s  t o g e t h e r  w i t h  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  p r o c e d u r e s  k n o w n  t o  

d i s r u p t  R N A  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e s  u p o n  b i n d i n g  a n d  p r o ­

t e c t i o n  b y  t h e  f a c t o r ,  w o u l d  s u p p o r t  t h e  v a l i d i t y  o f  t h i s  m o d e l .  A d d ­

i t i o n a l l y ,  t h e  k n o w l e d g e  o f  t h e  s e q u e n c e s  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  

w o u l d  a l l o w  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  p o s s i b l e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l s  o f  

t h e  p r o t e c t e d  s i t e  a n d  g i v e  s o m e  i n s i g h t  i n t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r ­

a c t i o n  o f  t h e  f a c t o r  w i t h  t h e  R N A .

) A  S C O P E  O F  T H I S  T H E S I S

T h i s  t h e s i s  i s  a  s t u d y  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  c o l i  I n i t i a t i o n

F a c t o r  I F 3  w i t h  c o l i p h a g e  M S 2  R N A  a n d ,  t h u s ,  f o r m s  a  c o n t i n u a t i o n  o f  

t h e  w o r k  o f  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 ,  1 9 7 9 )  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .

T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  M S 2  R N A  p r o t e c t e d  b y  I F 3  f r o m  

p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n s  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  a n d  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e  l o c a t e d  i n  t h e  M S 2  R N A  p r i m a r y  s e q u e n c e .  S t u d i e s  o f  t h e  e f f e c t s  

o f  v a r i o u s  t r e a t m e n t s  o f  M S 2  R N A  k n o w n  t o  a f f e c t  t h e  s e c o n d a r y  a n d  

t e r t i a r y  s t r u c t u r e s  o f  t h e  m o l e c u l e  o n  t h e  b i n d i n g  a n d  p r o t e c t i o n  b y  

I F 3  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  

s t r u c t u r e s  p r e s e n t  a t  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e .  A  h y p o t h e t i c a l  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  m o d e l  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  o n  t h e  R N A  t h a t  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e s e  d a t a  i s  p r o p o s e d .  B y  c o m p a r i s o n  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e  o n  M S 2  R N A  w i t h  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n d  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  m o d e l  o f  1 6 S  r R N A ,  s o m e  i n s i g h t  i s  p e r m i t t e d  i n t o  t h e  n a t u r e  

o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  f a c t o r  w i t h  t h i s  m o i e t y  o f  t h e  3 0 S  s u b u n i t ,  

w h e r e  I F 3  i s  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e .
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M A T E R IA L S

2 . 1  C H E M I C A L S

G l a s s  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  u s e d  t h r o u g h o u t .  A l l  r e a g e n t s ,  u n l e s s

o t h e r w i s e  s t a t e d ,  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e  p u r c h a s e d  f r o m  H o p k i n  &

W i l l i a m s ,  B D H  C h e m i c a l s  L t d . ,  T h e  S i g m a  C h e m i c a l  C o .  o r  t h e  B o e h r -

i n g e r  C o r p o r a t i o n  ( L o n d o n )  L t d .  T r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) m e t h y l a m i n e  w a s

T r i z m a  b a s e  f r o m  S i g m a .  R i b o n u c l e a s e - f r e e  s u c r o s e  w a s  f r o m  B e t h e s d a

R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  d y e s  f r o m  G u r r  L t d .

2 f - ( 3 2  P ) - A T P  ( 3 0 0 0  C i / m m o l ) ,  ( 32P  ) - o r t h o p h o s p h a t e  ( c a r r i e r  f r e e )  a n d  

3 5
L - (  S ) - m e t h i o n i n e  ( 1 0 0 0  C i / m m o l )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  R a d i o ­

c h e m i c a l  C e n t r e ,  A m e r s h a m  ( U . K . ) .

2 . 2  C O L U M N  C H R O M A T O G R A P H Y  M E D I A

D E 5 2  a n d  P 1 J  c e l l u l o s e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  W h a t m a n  L t d . ,  S e p h a -  

d e x  G 7 5  a n d  G 5 0 ( f )  w e r e  f r o m  P h a r m a c i a  a n d  h y d r o x y l a p a t i t e  w a s  B i o ­

g e l  H T P  f r o m  B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s  ( U . S . A . ) .

2 . 3  P A P E R S ,  F I L T E R S ,  T H I N - L A Y E R  P L A T E S  A N D  X - R A Y  F I L M S  

C e l l u l o s e  a c e t a t e  w a s  p u r c h a s e d  a s  s t r i p s  3  x  5 5 c m  a n d  3  x  9 5 c m

f r o m  S c h l e i c h e r  &  S c h i i l l  G m b H .  3 M M  p a p e r s  w e r e  f r o m  W h a t m a n  in  

s h e e t s  o f  4 6  x  5 7 c m  a n d  D E 8 1  p a p e r  f r o m  t h e  s a m e  c o m p a n y  i n  r o l l s  

o f  4 6 c m  x  5 0 m .

N i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  w e r e  f r o m  M i l l i p o r e  t y p e  H A W P  0 2 5 0 0  

( 0 . 4 5 p m ) .  D E A E  t h i n  l a y e r  p l a t e s  ( P o l y g r a m  C e l l .  3 0 0  D E A E  H R 2 / 1 5 ,  

2 0  x  4 0 c m )  w e r e  f r o m  M a c h e r e y  &  N a g e l  o b t a i n e d  t h r o u g h  C a m l a b .  

G l a s s  f i b r e  f i l t e r s  w e r e  W h a t m a n  G F / C .
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X - r a y  f i l m s  ( 3 5  x  4 3 c m )  w e r e  B l u e  B r a n d ,  K o d i r e x  a n d  X H - 1  

b r a n d s  o f  K o d a k  L t d .  X - r a y  c a s s e t t e s  w e r e  b y  F u j i m e x  w i t h  H a n i m e x  

M a c h  II s c r e e n s .

2 . 4  B I O L O G I C A L  M A T E R I A L S

R i b o n u c l e a s e  T ^ ( E C  3 . 1 . 2 7 . 3 X 3  x  1 0 ^  u n i t s / m g )  p r e p a r e d  b y

S a n k y o  C o .  ( J a p a n )  f r o m  A s p e r g i l l u s  o r y z a e  w a s  s u p p l i e d  b y  C a l b i o c h e m .

B o v i n e  p a n c r e a t i c  r i b o n u c l e a s e  A  ( E C  3 . 1 . 2 7 . 5 X 3 1 0 0  u n i t s / m g ) ,  r i b o n u c -

l e a s e - f r e e  D e o x y r i b o n u c l e a s e  I ( E C  3 . 1 . 2 1 . 0 ( 2 0 2 9  u n i t s / m g )  c o d e  D P F F

a n d  b a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( E C  3 . 1 . 3 . 0 ( 4 0  u n i t s / m g )  w e r e

o b t a i n e d  f r o m  W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n .  N u c l e a s e  P I

( E C  3 . 1 . 3 0 . 0 ( 3 0 0  u n i t s / m g )  G r a d e  A  f r o m  P e n i c i l l i u m  c i t r i n u m  w a s

o b t a i n e d  f r o m  C a l b i o c h e m  a n d  w a s  h o m o g e n e o u s  o n  u l t r a - c e n t r i f u g a t i o n

a n d  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y .  N u c l e a s e  S ^ ( E C  3 . 1 . 3 0 . 1 ) ( 1 0 ^ u n i t s / m g )  f r o m

A s p e r g i l l u s  o r y z a e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a .  H e n  e g g  w h i t e  l y s o z y m e

( E C  3 . 2 . 1 . 1 7 X 2 2 0 0  u n i t s / m g )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B o e h r i n g e r .

C o l i p h a g e  M S 2  R N A  w a s  t h e  g e n e r o u s  g i f t  o f  D r .  B .  J o h n s o n ,

p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  S t r a u s s  a n d  S i n s h e i m e r  ( 1 9 6 3 )  a n d

M e t
m i g r a t e d  a s  a  s i n g l e  b a n d  u p o n  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  E ^  c o l i  t R N A  ^ 

w a s  o b t a i n e d  f r o m  B o e h r i n g e r .  P c V - d s - R N A s  f r o m  P e n i c i l l i u m  c h r y s o -  

g e n u m  v i r u s  w e r e  t h e  g e n e r o u s  g i f t  o f  D r .  K . W .  B u c k .

C o l i p h a g e  M S 2  w a s  o b t a i n e d  f r o m  M i l e s  L a b o r a t o r i e s .  B a c t e r i o ­

p h a g e  T ^ X F - 1  i n f e c t e d  E .  c o l i  B  c e l l s  w e r e  f r o m  P . L .  B i o c h e m i c a l s  a n d

E .  c o l i  M R E 6 0 0  w a s  g r o w n  i n  t h e  P i l o t  P l a n t  a t  I m p e r i a l  C o l l e g e .

P u r i f i e d  E ^  c o l i  I n i t i a t i o n  F a c t o r s  I F 1  a n d  I F 2  a n d  r i b o s o m a l  

R N A s  w e r e  t h e  g e n e r o u s  g i f t  o f  D r .  B .  J o h n s o n .  P u r i f i e d  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  S I  w a s  t h e  g i f t  o f  M r .  R .  F o r e m a n ,  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  

r i b o s o m a l  R N A s  w e r e  f r o m  D r .  S .  L e g o n  a n d  E .  c o l i  d i a l y s e d w a s
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t h e  g i f t  o f  D r .  J .  J o h n s o n .

2 . 5  I N S T R U M E N T S

T h e  P o w e r p a c k  f o r  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  a  S h a n d o n  S o u t h e r n  

V o k a m  S A E  2 7 6 1 .  H i g h  v o l t a g e  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k s  w e r e  t h o s e  

d e s c r i b e d  b y  B r o w n l e e  ( 1 9 7 2 )  a s  ' h a n g i n g '  a n d  ' u p - a n d - o v e r '  t a n k s .  T h e  

f r a c t i o n  c o l l e c t o r  w a s  a n  L K B  t y p e  7 0 0 0 .  S p e c t r o p h o t o m e t e r s  w e r e  

P y e  U n i c a m  S P 5 0 0  a n d  B e c k m a n  D K 2 A  a n d  t h e  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t e r  w a s  a  B e c k m a n  L S - 2 0 0 0 B  L i q u i d  S c i n t i l l a t i o n  S y s t e m .  U l t r a ­

c e n t r i f u g e s  w e r e  b y  B e c k m a n  a n d  l o w  s p e e d  c e n t r i f u g e s  b y  M S E .

V a r i a b l e  p i p e t t e s  w e r e  P i p e t m a n  P 2 0  a n d  P 2 0 0  b y  G i l s o n  a n d  

c a p i l l a r i e s  f o r  i n c u b a t i o n  w e r e  d r a w n  o u t  f r o m  1 0 0 m m  p l a i n  c a p i l l a r y  

t u b e s  f r o m  T u r n e r  &  C o .  L t d .  P l a s t i c  c o n i c a l  t u b e s  w e r e  b y  E p p e n d o r f  

a n d  w e r e  u s e d - w i t h  a  m i n i - c e n t r i f u g e  m o d e l  5 4 1 2  f r o m  t h e  s a m e

c o m p a n y .
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M E T H O D S

3 . 1  M I S C E L L A N E O U S

3 . 1 . 1  G e n e r a l

G l a s s w a r e  a n d  E p p e n d o r f  t u b e s  w e r e  s i l i c o n e d  p r i o r  t o  u s e  u s i n g  

R e p e l c o t e  ( H o p k i n s  &  W i l l i a m s  L t d . )  a n d  w e r e  a u t o c l a v e d ,  a s  w e r e  

p i p e t t e  t i p s ,  f o r  2 0  m i n s  a t  1 5  p . s . i .  D i a l y s i s  t u b i n g  w a s  b o i l e d  b e f o r e  

u s e  i n  1 0 m M  N a 2 E D T A  a n d  t h e n  b o i l e d  i n  s e v e r a l  c h a n g e s  o f  d i s t i l l e d  

w a t e r  p r i o r  t o  s t o r a g e  a t  4 ° C .  T r i e t h y l a m i n e  w a s  d i s t i l l e d  a n d  c a r b o n ­

a t e d  a s  d e s c r i b e d  b y  B r o w n l e e  ( 1 9 7 2 ) .  P h e n o l  w a s  d i s t i l l e d  p r i o r  t o  u s e  

a n d  b u f f e r s  f o r  h i g h  v o l t a g e  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  a s  d e s c r i b e d  

b y  B r o w n l e e  ( 1 9 7 2 ) .  S c i n t i l l a n t  c o n t a i n e d  i n  5  l i t r e s  o f  t o l u e n e :  3 0 g

B u t y l - P B D  [ 2 - ( 4 ' - t - b u t y l p h e n y l ) - 5 - ( 4 " - b i p h e n y l y l ) - 1 , 3 , 4 - o x d i a z o l e )  a n d  2 5 0 g  

n a p t h a l e n e  ( B D H ) ( S c a l e s ,  1 9 6 7 ) .  U r e a ,  i n  t h e  f o r m  o f  a  1 0 M  s o l u t i o n  i n  

w a t e r ,  w a s  d e i o n i s e d  p r i o r  t o  u s e  w i t h  A m b e r l i t e  M B 3  r e s i n  f o r  1 5  m i n ­

u t e s .

3 . 1 . 2  P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  R N A

P o l y a c r y l a m i d e  g e l s  ( 2 0  x  2 0  x  0 . 4 c m  a n d  2 0  x  4 0  x  0 . 4 c m )  f o r  

R N A  f r a c t i o n a t i o n  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  b y  A d a m s  e t  a l . ( 1 9 6 9 )  

u s i n g  T A E  r u n n i n g  b u f f e r  ( 4 0 m M  T r i s - O A c  p H  8 . 2 ,  1 0 m M  N a 2 E D T A ) .  

E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4 V  c m   ̂ a t  4 ° C .

S t a i n i n g  o f  u n l a b e l l e d  R N A  s p e c i e s  a f t e r  f i x i n g  f o r  1 0  m i n u t e s  i n  

1 M  H O A c  w a s  f o r  2  h o u r s  i n  T o l u i d i n e  b l u e  ( 0 . 2 %  i n  0 . 4 M  N a O A c ,  

p H  4 . 7 )  f o l l o w e d  b y  e x t e n s i v e  d e s t a i n i n g  w i t h  w a t e r  ( S z e k e l y  &  L o v i n y ,  

1 9 7 5 ) .

R N A  w a s  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  e l u t e d  f r o m  c r u s h e d  g e l  s l i c e s  o n t o  

D E A E  p a p e r  a s  d e s c r i b e d  b y  A d a m s  e t  a l .  ( 1 9 6 9 ) .  E l u t i o n  o f  D E A E

p a p e r  w a s  a s  d e s c r i b e d  b y  S a n g e r  e t  a l .  ( 1 9 6 5 ) .
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T w o  d i m e n s i o n a l  1 5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  w e r e  a s  d e s c r i b e d  b y  

R o s s  a n d  B r i m a c o m b e  ( 1 9 7 9 )  u s i n g  i n i t i a l l y  T A E  b u f f e r  f o r  t h e  f i r s t  

d i m e n s i o n  ( 2 0  x  2 0  x  0 . 2 c m )  a n d  T A E  b u f f e r  p l u s  8 M  u r e a  f o r  t h e  

s e c o n d  d i m e n s i o n  ( 4 0  x  2 0  x  0 . 2 c m ) .  L a t e r  g e l s  u s e d  t h e  b u f f e r  s y s t e m  

o f  M a x a m  a n d  G i l b e r t  ( 1 9 7 7 )  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  a n d  w e r e  r u n  a t  

a p p r o x i m a t e l y  4 0 ° C  i n  t h i s  d i m e n s i o n .

G l y o x a l  d e n a t u r a t i o n  o f  e n d - l a b e l l e d  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  w a s  a s  

d e s c r i b e d  b y  M c M a s t e r  a n d  C a r m i c h a e l  ( 1 9 7 7 ) .

3 . 1 . 3  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s

S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  b y  W e b e r  a n d

O s b o r n  ( 1 9 6 9 )  u s i n g  1 0  x  0 . 7 c m  P l e x i g l a s s  t u b e s .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  

a t  4 m A  g e l ”  ̂ f o r  1 8  h o u r s  u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  t r a c k i n g  d y e  w a s  

n e a r  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e .  A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  g e l s  w e r e  

s t a i n e d  f o r  3  h o u r s  i n  C o o m a s s i e  B l u e  ( 1 . 2 5 g  i n  4 5 4 m l  M e O H ,  4 6 m l  9 6 %  

H O A c )  a n d  d e s t a i n e d  w i t h  s u c c e s s i v e  c h a n g e s  o f  d e s t a i n  ( 7 . 5 %  H O A c ,  

5 %  M e O H ) .

3 . 1 . 4  H o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g

T w o - d i m e n s i o n a l  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  w a s  a s  d e s ­

c r i b e d  b y  B r o w n l e e  ( 1 9 7 2 )  a f t e r  B r o w n l e e  a n d  S a n g e r  ( 1 9 6 9 ) .  T h e  f i r s t  

d i m e n s i o n  w a s  o n  a  3  x  5 5 c m  c e l l u l o s e  a c e t a t e  s t r i p  i n  p H  3 . 5  e l e c t r o ­

p h o r e s i s  b u f f e r  c o n t a i n i n g  7 M  u r e a  a t  4 k V  a n d  w a s  c o n t i n u e d  u n t i l  t h e  

b l u e  m a r k e r  d y e  h a d  m i g r a t e d  a p p r o x i m a t e l y  3 5 c m  f r o m  t h e  o r i g i n .  

T r a n s f e r  t o  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  w a s  b y  t h e  m e t h o d  o f  S o u t h e r n  ( 1 9 7 4 )  

a s  m o d i f i e d  b y  V o l c k a e r t  e t  a l .  ( 1 9 7 6 ) .  T h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  w a s  o n  a  

2 0  x  4 0 c m  D E A E  c e l l u l o s e  p l a t e  u s i n g  e i t h e r  3 %  o r  5 %  h o m o m i x  ' C '  a t  

6 0 ° C  ( B r o w n l e e ,  1 9 7 2 ) .

3 2
S p o t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  P  o l i g o n u c l e o t i d e s  w e r e  e l u t e d  a s  d e s ­

c r i b e d  b y  B r o w n l e e  ( 1 9 7 2 )  u s i n g  a n  e l u t i o n  d e v i c e  c o n n e c t e d  t o  a
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v a c u u m  l i n e  t o  c o l l e c t  t h e  c e l l u l o s e  f o l l o w e d  b y  e l u t i o n  w i t h  3 0 %  t r i -  

e t h y l a m i n e  c a r b o n a t e ,  p H  1 0 .

3 . 1 . 3  A u t o r a d i o g r a p h y

A u t o r a d i o g r a p h y  o f  g e l s ,  p a p e r s  a n d  t h i n  l a y e r  p l a t e s  w a s  d i r e c t  

u s i n g  e i t h e r  B l u e  B r a n d  o r  K o d i r e x  X - r a y  f i l m s .  G e l s  w e r e  w r a p p e d  i n  

c l i n g  f i l m  a n d  t h e n ,  t o g e t h e r  w i t h  p a p e r s  a n d  t h i n  l a y e r  p l a t e s ,  w e r e  

m o u n t e d  o n  l e a d - b a c k e d  f o l d e r s  a n d  e x p o s e d  t o  t w o  s h e e t s  o f  X - r a y  

f i l m  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .

A u t o r a d i o g r a p h y  o f  ' w a n d e r i n g  s p o t s '  w a s  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  

o f  L a s k e y  a n d  M i l l s  ( 1 9 7 7 )  u s i n g  h y p e r s e n s i t i z e d  X H - 1  f i l m  a n d  H a n i -  

m e x  M a c h  II c a l c i u m  t u n g s t a t e  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n s  a t  - 7 0 ° C .

3 . 1 . 6  T C A  p r e c i p i t a t i o n

L a b e l l e d  R N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  w i t h  2 . 3 m l  o f  5 %  T C A  a n d  8 0 | j g  

o f  u n l a b e l l e d  M S 2  R N A  a s  c a r r i e r  f o r  1 3  m i n s ,  a t  0 ° C .  T h e  p r e c i p i ­

t a t e s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  W h a t m a n  G F / C  f i l t e r s  a n d  w a s h e d  w i t h  

t h r e e  1 0 m l  a l i q u o t s  o f  i c e  c o l d  3 %  T C A  a n d  t h e n  w i t h  1 0 m l  o f  i c e  

c o l d  9 3 %  e t h a n o l .  T h e  f i l t e r s  w e r e  d r i e d  a n d  c o u n t e d  b y  l i q u i d  s c i n t i l l ­

a t i o n  c o u n t i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3 m l  o f  s c i n t i l l a n t  ( s e c t i o n  3 . 1 . 1 ) .

3 . 2  I S O L A T I O N  O F  I N I T I A T I O N  F A C T O R  3  F R O M  E .  C O L I

I F 3  w a s  p r e p a r e d  f r o m  2 k g  l o t s  o f  EL_ c o l i  M R E  6 0 0  a c c o r d i n g  t o  

t h e  m e t h o d  o f  L e e - H u a n g  a n d  O c h o a  ( 1 9 7 4 )  t o  s t e p  4 .  F r a c t i o n s  

c o n t a i n i n g  I F 3  w e r e  c o n c e n t r a t e d  b y  e l u t i o n  f r o m  a  s e c o n d  p h o s p h o -  

c e l l u l o s e  c o l u m n  a n d  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  S e p h a d e x  G 7 3  c o l u m n  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  6 M  u r e a  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 9 )  t o  g i v e  a  h o m o ­

g e n e o u s  p r e p a r a t i o n  o f  I F 3 .  A  t y p i c a l  p r e p a r a t i o n  i s  d e s c r i b e d  b e l o w .
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3 . 2 . 1  G r o w t h  o f  c e l l s

E .  c o l i  M R E  6 0 0  w a s  g r o w n  f o r  2  h o u r s  a t  3 7 ° C  i n  a  6 0  l i t r e  

s t a i n l e s s  s t e e l  f e r m e n t e r  i n  a  m e d i u m ,  p H  7 . 0 ,  c o n t a i n i n g  5 g / 1  p e p t o n e  

( O x o i d ) ,  7 g / l  y e a s t  e x t r a c t  p a s t e ,  2 g / l  N a C l ,  2 . 6 g / l  K H 2 P 0 ^ , 4 . 6 g / l  

N a ^ P O ^ ,  0 . 0 1 %  ( v / v )  p o l y g l y c o l  P - 2 0 0 0 .  T h e  c o n t e n t s  o f  t h e  f e r ­

m e n t e r  w e r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a  3 0 0  l i t r e  s t a i n l e s s  s t e e l  f e r m e n t e r  

a n d  t h e  g r o w t h  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  1 . 5  h o u r s  i n  a  m e d i u m  c o n t a i n ­

i n g  1 0 g / l  g l u c o s e  m o n o h y d r a t e ,  1 4 g / l  y e a s t  e x t r a c t  p a s t e ,  2 g / l  N a C l ,  

2 . 6 g / l  K H 2 P O ^ ,  4 . 6 g / l  N a H 2 P O ^ . 2 H 2 0 ,  0 . 0 1 %  p o l y g l y c o l  P - 2 0 0 0 ,  p H  7 . 0 ,  

u n t i l  t h e  O 2  u p t a k e  w a s  1 . 5 %  ( m i d  l o g .  p h a s e  -  B .  J o h n s o n  p e r s .  

c o m m u n . ) .  T h e  m e d i u m  w a s  t h e n  c h i l l e d  a n d  t h e  c e l l s  h a r v e s t e d  a t  

1 3  2 0 0  x  g  i n  a  S h a r p i e s  N o . 6  S u p e r  C e n t r i f u g e .  T h e  c e l l  p a s t e  w a s  

t h e n  w e i g h e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  u s e d .  F r o m  a  3 0 0  l i t r e  f e r m e n ­

t a t i o n ,  a p p r o x i m a t e l y  2  k g  w e t  . w e i g h t  o f  c e l l s  w a s  o b t a i n e d .  I t h a n k  

M r .  G . T .  B a n k s  a n d  t h e  P i l o t  P l a n t  S t a f f ,  D e p t ,  o f  B i o c h e m i s t r y ,  I m p e r ­

i a l  C o l l e g e ,  f o r  p e r f o r m i n g  t h e s e  f e r m e n t a t i o n s .

3 . 2 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  R i b o s o m e s

T h e  f r o z e n  c e l l  p a s t e  w a s  b r o k e n  u p  i n t o  c o n v e n i e n t  s i z e d  p i e c e s  

a n d  5 0 0 g  r a p i d l y  w e i g h e d  o u t .  T h e  c e l l s  w e r e  t h a w e d  i n  2 5 0 m l  o f  T M S  

b u f f e r  ( 2 0 m M  T r i s  H C 1 ,  p H  7 . 8 ,  1 0 m M  M g ( O A c ) 2 , 1 0 m M  2 - m e r c a p t o -  

e t h a n o l ) ,  c e n t r i f u g e d  a t  8  0 0 0  x  g  a t  4 ° C  a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  

a  f u r t h e r  2 5 0 m l  o f  T M S  b u f f e r .  D i s r u p t i o n  o f  t h e  c e l l s  w a s  a c h i e v e d  

b y  o n e  p a s s a g e  t h r o u g h  a  p r e - c o o l e d  A P V  M a n t o n - G a u l i n  1 5 M - 8 B A  

h o m o g e n i s e r  a t  8  0 0 0  p . s . i .  T h e  v i s c o u s  h o m o g e n a t e  w a s  c o o l e d  o n  i c e  

a n d  1 m l  o f  I m g / m l  D e o x y r i b o n u c l e a s e  I a d d e d .  T h e  m i x t u r e  w a s  g e n t l y  

s t i r r e d  a t  4 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s ,  o r  u n t i l  t h e  v i s c o s i t y  h a d  f a l l e n  s u f f i c ­

i e n t l y  f o r  e a s e  o f  m a n i p u l a t i o n .  I n t a c t  c e l l s  t o g e t h e r  w i t h  c e l l  d e b r i s  

w e r e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 ° C ,  f i r s t  a t  8  0 0 0  x  g  f o r  3 0
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m i n u t e s  a n d  t h e n  a t  3 0  0 0 0  x  g  f o r  o n e  h o u r .

R i b o s o m e s  w e r e  s e d i m e n t e d  f r o m  t h i s  e x t r a c t  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

f o r  3  h o u r s  a t  1 0 0  0 0 0  x  g  i n  a  B e c k m a n  T y p e  6 0 - T i  r o t o r  a t  4 ° C .  

T h e  s u r f a c e  o f  e a c h  p e l l e t  w a s  r i n s e d  q u i c k l y  w i t h  c o l d  T M 5  b u f f e r  

a n d  t h e  v i s c o u s  p e l l e t s  r e m o v e d  f r o m  e a c h  t u b e ,  p o o l e d  a n d  s t o r e d  a t  

- 2 0 ° C  u n t i l  u s e d .

T h e  a b o v e  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s  f o r  t h e  r e m a i n i n g

1 . 5  k g  o f  c o l i  c e l l s  a n d  t h e  r i b o s o m e s  p o o l e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .

T h e  p o o l e d  r i b o s o m e s  w e r e  w a s h e d  b y  r e s u s p e n s i o n  o v e r n i g h t  a t  

4 ° C  i n  2 0 0 m l  o f  T M S  b u f f e r  a n d  t h e n  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  3  

h o u r s  a t  1 0 0  0 0 0  x  g  a t  4 ° C  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0 m l  o f  T M S  b u f f e r  

a t  4 ° C .

3 . 2 . 3  I M  N H ^ C l  w a s h  a n d  ( N H ^ ) j O ^ f r a c t i o n a t i o n

I F 3  t o g e t h e r  w i t h  I F 1  a n d  I F 2  w e r e  e l u t e d  f r o m  - t h e  r i b o s o m e s

b y  s t i r r i n g  f o r  1 . 2 5  h o u r s  in  T M S  b u f f e r  c o n t a i n i n g  I M  N K  ^ C 1  ( L e e - .

H u a n g  a n d  O c h o a ,  1 9 7 4 )  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  3  h o u r s  a t

1 0 5  0 0 0  x  g .  A  s m a l l  a l i q u o t  o f  t h e  I M  N H ^ C l  w a s h e d  r i b o s o m e s  w a s

s u b j e c t e d  t o  a  s e c o n d  1 M  N H ^ C l  w a s h ,  c e n t r i f u g e d ,  a n d  t h e  p e l l e t

s u s p e n d e d  i n  T M A G  b u f f e r  ( 1 0 m M  T r i s  H C 1 ,  p H  7 . 4 ,  5 m M  M g C O A c ^ j

0 . 2 5 M  N H ^ C l ,  5 0 %  g l y c e r o l )  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  f o r  u s e  i n  t h e  I F 3

3 5
d e p e n d e n t  r i b o s o m a l  f (  S ) m e t - t R N A  b i n d i n g  a s s a y .

T M S  b u f f e r  s a t u r a t e d  w i t h  ( N H ^ S O ^  w a s  s l o w l y  a d d e d  o v e r  2 0  

m i n u t e s  w i t h  s l o w  s t i r r i n g  a t  4 ° C  t o  t h e  1 M  N H ^ C l  w a s h  t o  g i v e  3 5 %  

s a t u r a t i o n .  T h e  s o l u t i o n  w a s  s t i r r e d  s l o w l y  f o r  3 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  t h e  

p r e c i p i t a t e  t o  f o r m  c o m p l e t e l y  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 0  0 0 0  x  g  f o r  

2 0  m i n u t e s .  F u r t h e r  N H ^ C l  s a t u r a t e d  T M S  b u f f e r  w a s  s l o w l y  a d d e d  t o  

t h e  s u p e r n a t a n t  t o  g i v e  4 5 %  s a t u r a t i o n  a n d  t h e  ^ p r e c i p i t a t e  r e m o v e d  

e x a c t l y  a s  b e f o r e .  T h e  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  f o r  t h e  4 5 - 5 5 %  a n d
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5 5 - 7 5 %  f r a c t i o n .  T h e  p r e c i p i t a t e  r e s u l t i n g  f r o m  t h i s  f i n a l  f r a c t i o n

( c o n t a i n i n g  I F 1  +  I F 3  -  L e e - H u a n g  a n d  O c h o a ,  1 9 7 4 )  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  

1 0 m l  T M S G  b u f f e r  ( 1 0 m M  T r i s  H C 1  p H  7 . 4 ,  I m M  M g ^ A c ^ ,  2 0 m M  

2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  1 0 %  g l y c e r o l )  a n d  d i a l y s e d  f o r  1 5  h o u r s  a g a i n s t  4  

l i t r e s  o f  T M S G  b u f f e r  a t  4 ° C  w i t h  t w o  c h a n g e s  o f  b u f f e r .  A  0 - 7 5 %  

f r a c t i o n  w a s  p r e p a r e d  c o n t a i n i n g  t o t a l  i n i t i a t i o n  f a c t o r s ,  s u s p e n d e d  i n  

5 m l  o f  T M S G  b u f f e r  a n d  d i a l y s e d  t o g e t h e r  w i t h  t h e  5 5 - 7 5 %  f r a c t i o n .  

B o t h  d i a l y s a t e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  2 0  0 0 0  x  g  t o  

r e m o v e  a n y  p r e c i p i t a t e .

3 . 2 . 4  P E A  E - c e l l u l o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y

T h e  d i a l y s a t e  c o n t a i n i n g  I F 3  +  I F 1  ( 2 4 m l )  w a s  a p p l i e d  t o  a  3 0 0 m l  

b e d  v o l u m e  D E 5 2  c o l u m n  a n d  w a s h e d  w i t h  7 5 0 m l  o f  T M S G  b u f f e r .  

F r a c t i o n s  ( 7 . 5 m l )  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  s t a r t  o f  l o a d i n g  t h e  c o l u m n .  

I F 3  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  w i t h  T M S G  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 2 5 M  

N H j C l  w i t h  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  e v e r y  7 . 5 m l .  T h e  ^ s o  ^ r a c t ^o n s

w a s  d e t e r m i n e d  ( F i g .  1 0 )  a n d  f r a c t i o n s  1 0 1 - 1 5 0 ,  c o n t a i n i n g  t h e  p e a k  

^ 2 8 0  e * u t e c * f r o m  t h e  c o l u m n ,  w e r e  r a p i d l y  f r o z e n  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  

A s s a y  o f  t h e  f r a c t i o n s :  I F 3  a c t i v i t y  i n  t h e  c o l u m n  f r a c t i o n s  w a s  d e t e r ­

m i n e d  b y  t h e  I F 3 - d e p e n d e n t  r i b o s o m a l  b i n d i n g  o f  f ( " ^ S ) m e t - t R N A ^ e t  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  I F 1  a n d  I F 2  w i t h  M S 2  R N A  a s  m e s s e n g e r  ( L e e -  

H u a n g  a n d  O c h o a ,  1 9 7 4 ) .  f m e t - t R N A ^ e t  b o u n d  t o  t h e  r i b o s o m e  i s  

r e t a i n e d  o n  a  c e l l u l o s e  n i t r a t e  f i l t e r  u p o n  f i l t r a t i o n  w h e r e a s  u n b o u n d  

f m e t - t R N A ^ e t  p a s s e s  s t r a i g h t  t h r o u g h  ( N i r e n b e r g  a n d  L e d e r ,  1 9 6 4 ) .  

T h e r e f o r e ,  w h e n  f ( ^ S ) m e t - t R N A ^ e t  i s  u s e d  t o g e t h e r  w i t h  a  r e a c t i o n  

m i x t u r e  c o n t a i n i n g  a l l  t h e  c o m p o n e n t s  r e q u i r e d  f o r  i t s  b i n d i n g  t o  r i b o ­

s o m e s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  I F 3 ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  f a c t o r  i n  t h e  

c o l u m n  f r a c t i o n s  c a n  b e  a s s a y e d  b y  t h e  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  r e t a i n e d

o n  t h e  f i l t e r s .
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Fraction number

F IG U R E  1 0  P u r i f i c a t i o n  o f  I F 3  o n  D E A E  c e l l u l o s e .

C h r o m a t o g r a p h y  o f  5 5  -  7 5 %  ( N H ^ S O ^  f r a c t i o n  o f  1 M  N H ^ C l  

r i b o s o m a l  w a s h  o n  D E A E  c e l l u l o s e .  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  e v e r y  

7 . 5 m l  a n d  a s s a y e d  f o r  A 2 g 0  ( •  ) a n d  a c t i v i t y  i n  t h e  I F 3  d e p e n d e n t  

r i b o s o m a l  b i n d i n g  o f  f ( ^ S ) m e t - t R N A ^ e t  a s s a y  ( ▲  ) a f t e r  s t a r t  o f  e l u t i o n  

w i t h  0 . 2 5 M  N H ^ C l .
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E a c h  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 5 j j 1 c o n t a i n i n g :

5 0 m M  T r i s  H C 1  p H  7 A ,  5 m M  M g O D A c ^ j  6 0 m M  N H ^ C l ,  I m M  d i t h i o -

t h r e i t o l ,  0 . 2 m M  G T P ,  I p g  p u r i f i e d  I F  1 ,  2 . 5 p g  p u r i f i e d  I F 2 ,  3  A u n i t s

3 5
N H ^ C l  w a s h e d  E .  c o l i  r i b o s o m e s ,  4 0 j j g  M S 2  R N A ,  1 2  p  m o l e s  f (  5 ) m e t -  

M e t
t R N A ^  a n d  5 j j 1 o f  s e l e c t e d  c o l u m n  f r a c t i o n s .  A  b l a n k  a s s a y  c o n t a i n ­

i n g  5 } j 1 o f  T M S G  b u f f e r  w a s  a l s o  p r e p a r e d  t o g e t h e r  w i t h  a s s a y s  c o n t a i n ­

i n g  t o t a l  i n i t i a t i o n  f a c t o r s  a n d  k n o w n  a c t i v e  p u r i f i e d  I F 3 .  T h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  2 5 ° C  i n  c a p i l l a r y  t u b e s .  

T h e  c o n t e n t s  o f  e a c h  t u b e  w e r e  t h e n  b l o w n  i n t o  i n d i v i d u a l  s i l i c o n e d  

g l a s s  t u b e s  c o n t a i n i n g  i c e  c o l d  T A M  b u f f e r  [  5 0 m M  T r i s  H C 1  p H  7 A ,  

6 0 m M ^ N H  C l ,  5 m M  M g C O A C ^ ]  a n d  s l o w l y  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  n i t r o ­

c e l l u l o s e  f i l t e r  ( M i l l i p o r e  H A W P  0 2 5 0 0 ,  0 . 4 5 j j m )  p r e s o a k e d  i n  T A M  

b u f f e r  a n d  w a s h e d  w i t h  2  x  1 0 m l  a l i q u o t s  o f  i c e - c o l d  T A M  b u f f e r .  

T h e  f i l t e r s  w e r e  d r i e d  a n d  c o u n t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s c i n t i l l a t i o n  

f l u i d  ( s e c t i o n  3 . 1 )  i n  a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  ( F i g  1 0 ) .  F r a c t i o n s  

1 1 5  t o  1 2 9  i n c l u s i v e  c o n t a i n i n g  I F 3  a c t i v i t y  w e r e  p o o l e d  f o r  t h e  n e x t  

c h r o m a t o g r a p h i c  s t e p .

3 . 2 . 5  L a r g e  P I  1- c e l l u l o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y

P o o l e d  f r a c t i o n s  1 1 5 - 1 2 9  f r o m  t h e  D E 5 2  c o l u m n  ( 1 0 0 m l )  w e r e  

l o a d e d  o n t o  a  5 8 m l  P I  1- c e l l u l o s e  c o l u m n  a n d  w a s h e d  w i t h  5 0 0 m l  o f  

T M S G  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 2 5 M  N H ^ C i .  F r a c t i o n s  ( 7 . 5 m l )  w e r e  c o l l e c t e d  

f r o m  t h e  s t a r t  o f  t h e  w a s h .  I F 3  w a s  e l u t e d  w i t h  T M S G  b u f f e r  c o n t a i n ­

i n g  0 . 5 M  N H ^  C l  a n d  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  i n  s i l i c o n e d  g l a s s  t u b e s .  T h e  

A 2 g o  o f  t h e  c o l u m n  f r a c t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  ( F i g .  1 1 )  a n d  f r a c t i o n s  71 

t o  1 2 0  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  t h e  n e x t  c h r o m a t o g r a p h i c  s t e p .

A s s a y  o f  t h e  f r a c t i o n s :  T h e  p r e s e n c e  o f  I F 3  w a s  a s s a y e d  u s i n g  t h e

f ( ^ S ) m e t - t R N A ^ e t  b i n d i n g  a s s a y  a s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  D E - 5 2  c e l l u l o s e  

c o l u m n  ( F i g .  11 ) .  T h e  t o t a l  v o l u m e  o f  e a c h  a s s a y  w a s  2 5 p \  a n d  c o n -
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F I G U R E  11  P u r i f i c a t i o n  o f  I F 3  o n  P 1 1- c e l l u l o s e  ( I ) .

C h r o m a t o g r a p h y  o f  f r a c t i o n s  f r o m  D E A E  c e l l u l o s e  c o l u m n  o n  P 11

c e l l u l o s e .  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  e v e r y  7 . 5 m l  a n d  a s s a y e d  f o r  A o o n3^o u
( • — • )  a n d  a c t i v i t y  i n  t h e  I F 3  d e p e n d e n t  r i b o s o m a l  b i n d i n g  o f  f (  S )  

M e t - t R N A ^ e t  a s s a y  (A— A) d u r i n g  e l u t i o n  w i t h  0 . 5 M  N H ^ C l .

cp
m
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t a i n e d  5 j j 1 o f  s e l e c t e d  c o l u m n  f r a c t i o n s .  F r a c t i o n s  7 9 - 8 5  i n c l u s i v e  

c o n t a i n i n g  t h e  p e a k  I F 3  a c t i v i t y  w e r e  p o o l e d  f o r  t h e  n e x t  c h r o m a t o ­

g r a p h i c  s t e p .

3 . 2 . 6  S m a l l  P 1 1 - c e l l u l o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y

T h e  p o o l e d  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  p r e v i o u s  c o l u m n  w e r e  d i l u t e d  w i t h  

a n d  e q u a l  v o l u m e  o f  T M S G  b u f f e r  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

0 . 2 5 M  N H 4 C I .  T h i s  s o l u t i o n  ( 9 2 m l )  w a s  l o a d e d  o n t o  a  1 2 m l  b e d  v o l u m e  

P 1 1  c o l u m n  o v e r  4  h o u r s  a n d  w a s h e d  o v e r n i g h t  w i t h  4 5 0 m l  o f  T M S G  

b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 2 5 M  N H ^ C l .  I F 3  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  w i t h  

T S M G  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 5 M  N H ^ C l  a n d  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  

s i l i c o n e d  g l a s s  t u b e s ,  e v e r y  0 . 2 m l  b e i n g  n u m b e r e d  f r o m  t h e  s t a r t  o f  

e l u t i o n .  F r a c t i o n s  w e r e  s t o r e d  f r o z e n  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  t h e  n e x t  c o l u m n  

s t e p ;  t h e  ^ 2 8 0  ^ d i v i d u a l  f r a c t i o n s  n o t  b e i n g  d e t e r m i n e d  i n

o r d e r  t o  r e d u c e  l o s s e s  o f  I F 3 .

A s s a y  o f  t h e  f r a c t i o n s :  T h e  p r e s e n c e  o f  I F 3  w a s  a s s a y e d  u s i n g  t h e

f ( ^ S ) m e t - t R N A ^ e t  b i n d i n g  a s s a y  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  T h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e  ( 2 5 j j 1) c o n t a i n e d  I p l  o f  e a c h  c o l u m n  f r a c t i o n  ( F i g .  1 2 )  a n d  t h e  

p e a k  I F 3  a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  i n  f r a c t i o n s  1 2 - 1 7 .  T h e s e  f r a c t i o n s  w e r e  

p o o l e d  f o r  t h e  n e x t  c h r o m a t o g r a p h i c  s t e p .

3 . 2 . 7  S e p h a d e x  G 7 5  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y

P o o l e d  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  p r e v i o u s  c o l u m n  ( 1 2 m l )  w e r e  v a c u u m

d i a l y s e d  a g a i n s t  3  x  1 l i t r e  v o l u m e s  o f  T A M U  b u f f e r  f o r  1 8  h o u r s  a t

4 ° C .  A t  t h e  e n d  o f  t h i s  p e r i o d  t h e  v o l u m e  o f  t h e  d i a l y s a t e  h a d  u s u a l l y

r e d u c e d  t o  1 m l  a n d  t h e  d i a l y s i s  t u b i n g  w a s  r i n s e d  w i t h  a  f u r t h e r  1 m l

o f  T A M U  b u f f e r  a n d  a d d e d  t o  t h e  d i a l y s a t e .  T h i s  w a s  c a r e f u l l y  l o a d e d

o n t o  a  1 9 0 m l  b e d  v o l u m e  S e p h a d e x  G 7 5  c o l u m n  a n d  a l l o w e d  t o  f i l t e r

t h r o u g h  t h e  c o l u m n .  A f t e r  t h e  v o i d  v o l u m e  ( 5 5 m l ) ,  f r a c t i o n s  w e r e

c o l l e c t e d  ( 2 m l )  a n d  i m m e d i a t e l y  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  5  l i t r e s  o f  

*  5 0 m M  I r i s  H C 1  p H  7 . 4 ,  0 . 2 5 M  N h ^ C I ,  1 4 m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  6 M  
u r e a .
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Fraction number

F I G U R E  1 2  P u r i f i c a t i o n  o f  I F 3  o n  P 1 1 - c e l l u l o s e  ( I I ) .

C h r o m a t o g r a p h y  o f  d i l u t e d  f r a c t i o n s  f r o m  l a r g e  P 1 1 - c e l l u l o s e  c o l u m n  o n  

s m a l l  P I  1 - c e l l u l o s e  c o l u m n .  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  e v e r y  2 . 0 m l  f r o m  

t h e  s t a r t  o f  e l u t i o n  w i t h  0 . 5 M  N H ^ C l  a n d  a s s a y e d  f o r  a c t i v i t y  i n  t h e  

I F 3 - d e p e n d e n t  r i b o s o m a l  b i n d i n g  o f  f ( ^ S ) m e t - t R N A L̂ e t  a s s a y  (a — a ).
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T M S G  b u f f e r  c o n t a i n i n g  5 0 m M  N H ^ C l .  T h e  c o n t e n t s  o f  e a c h  d i a l y s i s  

b a g  w e r e  e m p t i e d  i n t o  s m a l l  s i l i c o n e d  t u b e s  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .

A s s a y  o f  t h e  f r a c t i o n s :  T h e  p r e s e n c e  o f  I F 3  w a s  a s s a y e d  b y  S D S -

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e t r o p h o r e s i s  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 1 . 3  u s i n g  

5 0 j j 1 o f  e a c h  f r a c t i o n .  ( R e s u l t  s h o w n  i n  s e c t i o n  4 . 1 . 1 ) .

F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p u r e  I F 3  w e r e  p o o l e d  ( v o l u m e  1 6 m l )  a n d  c o n ­

c e n t r a t e d  b y  v a c u u m  d i a l y s i s  a g a i n s t  T M S G  b u f f e r  c o n t a i n i n g  5 0 m M  

N H ^ C l  a t  4 ° C .  A  t y p i c a l  I F 3  p r e p a r a t i o n  g a v e  a  f i n a l  y i e l d  o f  a p p r o x ­

i m a t e l y  3 0 0 p g  o f  h o m o g e n e o u s  I F 3 ,  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  

M c K n i g h t  ( 1 9 7 7 ) ,  f r o m  2 k g  o f  E .  c o l i  c e i l s .

3 . 2 . 8  S t a b i l i t y  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s

T h e  p r e p a r a t i o n s  o f  I F 3  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  O . l m g / m l  u s u a l l y  

r e t a i n e d  t h e i r  M S 2  R N A  b i n d i n g  a c t i v i t y  f o r  u p  t o  s i x  m o n t h s ,  w h e n  

s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  •

3 . 3  I S O L A T I O N  O F  P O L Y N U C L E O T I D E  K I N A S E

P o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  ( E C  2 . 7 . 1 . 7 8 )  i s o l a t e d  f r o m  b a c t e r i o p h a g e  

T ^  i n f e c t e d  E ^  c o l i  B  c e l l s  w a s  u s e d  f o r  t h e  _Tn v i t r o  5 ’ - e n d  g r o u p  

l a b e l l i n g  o f  R N A .  T h e  e n z y m e  w a s  i s o l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  

o f  R i c h a r d s o n  ( 1 9 7 1 )  a s  m o d i f e d  b y  A n d e r t o n  ( 1 9 7 5 ) .  A  t y p i c a l  p r e p a r ­

a t i o n  i s  d e s c r i b e d  b e l o w .

3 . 3 . 1  C e l l  d i s r u p t i o n

A p p r o x i m a t e l y  2 5 g  o f  f r o z e n  b a c t e r i o p h a g e  T ^ X F I  i n f e c t e d  E .  

c o l i  B  c e l l s  w e r e  b r o k e n  b y  g r i n d i n g  a t  4 ° C  w i t h  2 . 5  t i m e s  t h e i r  w e i g h t  

o f  a l u m i n a  a n d  1 0 m l  o f  T S  b u f f e r  ( 5 0 m M  T r i s  H C 1  p H  7 . 4 ,  1 4 m M  

2 - m e r c a p t o e t h a n o l )  f o r  3 0  m i n u t e s .  A  f u r t h e r  1 0 0 m l  o f  b u f f e r  w a s  

a d d e d  a n d ,  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  t o  r e m o v e  c e i l  d e b r i s  a n d  a l u m i n a ,  t h e
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^ 2 6 0  t ^i e  s u P e r n a t a n t  w a s  a d j u s t e d  t o  1 0 3  w i t h  T S  b u f f e r  ( F r a c t i o n

I).

3 . 3 . 2  S t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n

3 %  s t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e  w a s  a d d e d  d r o p w i s e  w i t h  s t i r r i n g  a t  

0 ° C  t o  F r a c t i o n  I t o  g i v e  a  1 %  s o l u t i o n .  A f t e r  3 0  m i n u t e s ,  t h e  s u s ­

p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0  0 0 0  x  g  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d .  

T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 m l  o f  K P S  b u f f e r  ( 0 . 1 M  K P O ^ ,  

p H  7 . 5 ,  2 0 m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l )  a n d  s t i r r e d  s l o w l y  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  

A  f u r t h e r  8 0 m l  o f  K P S  b u f f e r  w a s  t h e n  a d d e d  t o  g i v e  1 0 0 m l  o f  F r a c t ­

i o n  II .

3 . 3 . 3  A u t o l y s i s

N u c l e i c  a c i d  p r e s e n t  i n  F r a c t i o n  II w a s  a u t o l y s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  0 . 2 8 m l  o f  1 M  M g C l ^  t o  a c t i v a t e  e n d o g e n e o u s  n u c l e a s e s  i n  t h e  1 0 0 m l  

o f  F r a c t i o n  I I .  I n c u b a t i o n  w a s  a t  3 7 ° C  a n d  t h e  ^ 2 ^ 0  s u s P e n s ^o n

a n d  o f  t h e  p e r c h l o r i c  a c i d  s o l u b l e  f r a c t i o n  w e r e  d e t e r m i n e d  a t  i n t e r ­

v a l s .  A u t o l y s i s  w a s  c o m p l e t e  w h e n  t h e  ^ 2 6 0  a C ^  s ° l u b l e  m a t ­

e r i a l  w a s  e q u a l  t o  o r  g r e a t e r  t h a n  9 0 %  o f  t h e  t o t a l  A  2 6 0 * T h e  p r o c e s s  

t y p i c a l l y  t o o k  a b o u t  1 3 5  m i n u t e s  ( F i g .  1 3 ) .  D u r i n g  a u t o l y s i s  a  w h i t e  

p r e c i p i t a t e  f o r m e d ;  t h i s  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  t o  g i v e  t h e  

s u p e r n a t a n t  -  F r a c t i o n  I I I .

3.3 A  ( N H ^ S O , f r a c t i o n a t i o n

F r a c t i o n  III  w a s  m a d e  1 0 %  i n  ( N H ^ S O ^  b y  t h e  g r a d u a l  a d d i t i o n  

o f  9 . 7 g  o f  t h e  s o l i d  o v e r  3 0  m i n u t e s  w i t h  s t i r r i n g  a t  4 ° C .  A f t e r  a  

f u r t h e r  2 0  m i n u t e s ,  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  

d i s c a r d e d .  1 8 . 7 g  o f  ( N H ^ S O ^  w a s  a d d e d  g r a d u a l l y  a s  b e f o r e  t o  t h e  

s u p e r n a t a n t .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  

t h e  p e l l e t  d i s s o l v e d  i n  2 0 m l  o f  P P S  b u f f e r  ( 1 0 m M  K . P O ^  p H  7 . 5 ,  1 4 m M  

2 - m e r c a p t o e t h a n o l )  a n d  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  2  l i t r e s  o f  t h e  s a m e
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F I G U R E  1 3  T i m e  c o u r s e  o f  a u t o l y s i s  o f  K i n a s e  F r a c t i o n  I I .

I n c u b a t i o n  w a s  a t  3 7 ° C  a n d  t h e  o f  t h e  t o t a l  s u s p e n s i o n  ( • — • )  a n d

t h e  p e r c h l o r i c  a c i d  s o l u b l e  f r a c t i o n  (a — a ) w e r e  d e t e r m i n e d  a t  i n t e r v a l s  

a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .
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b u f f e r  a t  ^ ° C  w i t h  t w o  c h a n g e s  o f  b u f f e r .  T h i s  p r e p a r a t i o n  w a s  c a l l e d  

F r a c t i o n  I V .

3 . 3 . 5  D E A E - c e l i u l o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y

F r a c t i o n  IV  ( 2 0 m l )  w a s  a p p l i e d  t o  a  1 0 0 m l  b e d  v o l u m e  D E 5 2 -  

c e l l u l o s e  c o l u m n .  A f t e r  w a s h i n g  w i t h  P P S  b u f f e r ,  t h e  e n z y m e  w a s :

e l u t e d  w i t h  P P S ( 5 0 )  b u f f e r  ( 5 0 m M  K P O ^  b u f f e r  p H  7 . 5 ,  1 ^ m M  2 -  

m e r c a p t o e t h a n o l ) .  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  ( 1 0 m l )  a n d  n u m b e r e d  w h e n  

t h e  P P S ( 5 0 )  b u f f e r  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n .

A s s a y  o f  t h e  f r a c t i o n s :  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  a s s a y e d  a c c o r d i n g  t o  t h e

r a p i d  s e m i - q u a n t i t a t i v e  a s s a y  o f  S z e k e l y  a n d  S a n g e r  ( 1 9 6 9 ) .  E a c h  a s s a y

w a s  p e r f o r m e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  f y j l  c o n t a i n i n g :  T M M  b u f f e r  ( 1 0 m M

T r i s  H C 1  p H  8 . 1 ,  1 0 m M  M g C l ? ,  1 4 m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l ) ,  5  n m o l e s  

3 2
C p U ,  1 n m o l e  £ - (  P ) - A T P  a n d  2 p l  o f  e a c h  c o l u m n  f r a c t i o n .  I n c u b ­

a t i o n  w a s  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  i n  c a p i l l a r y  t u b e s .  R i c h a r d s o n  ( 1 9 7 1 )  

s h o w e d  t h a t  p h o s p h a t e  a n i o n s  i n h i b i t e d  t h e  k i n a s e  a c t i v i t y  b y  5 0 %  a t  a  

c o n c e n t r a t i o n  o f  7 m M  a n d  b y  u p  t o  9 5 %  a t  7 0 m M .  T h e  f i n a l  p h o s ­

p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  a s s a y  w a s  2 5 m M  w h i c h  m e a n t  t h a t  t h e  

e n z y m e  w a s  p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  b u t ,  s i n c e  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  i n  a l l  

t h e  a s s a y s  w a s  t h e  s a m e ,  t h e  a s s a y s  w e r e  c o m p a r a b l e  w i t h o u t  g i v i n g  a  

m a x i m a l  v a l u e  f o r  t h e  k i n a s e  a c t i v i t y .  A n  a s s a y  o f  I p l  o f  F r a c t i o n  IV  

w a s  p e r f o r m e d  a t  t h e  s a m e  t i m e ,  t o g e t h e r  w i t h  a  c o n t r o l  o f  2 p l  o f  

r e a c t i o n  m i x t u r e  o n l y .  T h e  s a m p l e s  w e r e  a p p l i e d  t o  a  D E 8 1  p a p e r  

s h e e t ,  t h e  s a m p l e  l i n e  c a r e f u l l y  w e t t e d  a n d  t h e n  t h e  w h o l e  s h e e t  p l a c e d  

o n  a  r a c k  a n d  w e t t e d  w i t h  e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  ( 0 . 5 %  p y r i d i n e  -  5 %  

a c e t i c  a c i d  ( v / v ) ,  p H  3 . 5 )  a s  d e s c r i b e d  b y  S a n g e r  e t  a L _  ( 1 9 6 5 ) .  O n e  

s m a l l  d r o p  o f  d y e  m i x t u r e  c o n s i s t i n g  o f  e q u a l  v o l u m e s  o f  1 %  X y l e n e  

C y a n o l  F F  ( B l u e ) ,  2 %  o r a n g e  G  ( Y e l l o w ) ,  1 %  A c i d  F u c h s i n  ( P i n k )  

( S a n g e r  e t  a l . ,  1 9 6 5 )  w a s  a p p l i e d  a t  e a c h  e n d  o f  t h e  o r i g i n  t o  f o l l o w
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t h e  p r o g r e s s  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t

t w o  k i l o v o l t s  f o r  o n e  h o u r .  T h e  p a p e r  w a s  a l l o w e d  t o  d r y ,  m a r k e d  w i t h

r a d i o a c t i v e  i n k  a n d  e x p o s e d  a g a i n s t  X - r a y  f i l m .

F i g .  s h o w s  a  o n e - d i m e n s i o n a l  r u n  o f  s u c h  a s s a y s  o f  D E 5 2

c o l u m n  f r a c t i o n s .  F r a c t i o n s ,  8 ,  9  a n d  1 0  c o n t a i n e d  t h e  p e a k  k i n a s e

3 2
a c t i v i t y  a s  s h o w n  b y  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  l a b e l l e d  d i n u c l e o t i d e  ( p C p U )  

s p o t s .  T h e s e  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  t o  g i v e  k i n a s e  F r a c t i o n  V .

3 . 3 . 6  P h o s p h o c e l l u l o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y

F r a c t i o n  V  ( 3 0 m l )  w a s  l o a d e d  o n t o  a  1 3 m l  b e d  v o l u m e  P 1 1 -  

c e l l u l o s e  c o l u m n  a n d  w a s h e d  w i t h  1 0 m l  o f  P P S ( 5 0 )  b u f f e r .  T h e  e n z y m e  

w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  - w i t h  2 0 m l  p o r t i o n s  o f  P P S ( 5 0 )  c o n t a i n i n g  

K C 1  in  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s :  5 0 m M ,  0 . 1 M  a n d  0 . 2 5 M .  F r a c t i o n s

( 2 m l )  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  n u m b e r e d  f o r  c o l l e c t i o n  w h e n  t h e  0 . 2 5 M  K C 1  

b u f f e r  w a s  a p p l i e d .  T h e  a c t i v e  f r a c t i o n s  w e r e  c a l l e d  F r a c t i o n  V I .

A s s a y  o f  t h e  f r a c t i o n s :  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  w i t h  a  t o t a l  v o l u m e  o f  6 j j 1, o f  w h i c h  I j j I w a s  o f  

e a c h  f r a c t i o n ,  g i v i n g  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  8 m M .  I n c u b a t i o n  a n d  

e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  e x a c t l y  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  F r a c t i o n s  1 0 - 1 3  

i n c l u s i v e  w e r e  p o o l e d  t o  g i v e  F r a c t i o n  V I .

3 . 3 . 7  H y d r o x y l a p a t i t e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y

F r a c t i o n  V I  ( 6 m l )  w a s  d i l u t e d  f o u r - f o l d  w i t h  S P P  b u f f e r  ( 2 0 m M  

K P O ^  p H  7 . O . ,  1 4 m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l )  l o a d e d  o n t o  a  3 m l  h y d r o x y l ­

a p a t i t e  c o l u m n  a n d  w a s h e d  w i t h  1 7 5 m l  o f  S P P  b u f f e r .  T h e  e n z y m e  

w a s  e l u t e d  w i t h  s u c c e s s i v e  1 0 m l  b a t c h e s  o f  p H  7  b u f f e r  c o n t a i n i n g  i n ­

c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  K P O ^ :  0 . 1 M ,  0 . 2 M ,  0 . 3 M  a n d  0 . 5 M ,  t o g e t h e r  

w i t h  1 4 m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l .  A p p r o x i m a t e l y  2 m l  c o l u m n  f r a c t i o n s  

w e r e  c o l l e c t e d .  S i n c e  t h e  e l u t i o n  o f  t h e  e n z y m e  f r o m  t h e  h y d r o x y l ­

a p a t i t e  i s  s o m e w h a t  u n p r e d i c t a b l e  ( A n d e r t o n ,  1 9 7 5 ) ,  f r a c t i o n  t u b e s  w e r e
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FIGURE 1̂  Purification of PNK on DEAE-ceilulose.
Assay for PNK activity in fractions from DEAE-cellulose column as 
described in the text (section 3.3.5). C = control with no enzyme 
added; IV = Fraction IV PNK preparation.
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n u m b e r e d  w h e n  t h e  0 . 1 M  b u f f e r  w a s  a p p l i e d  a n d  c o n t i n u e d  u n t i l  t h e  e n d  

o f  t h e  0 . 5 M  b u f f e r .

A s s a y  o f  t h e  f r a c t i o n s :  T h e  c o l u m n  f r a c t i o n s  h a d  t o  b e  d i l u t e d  i n  t h e

r e a c t i o n  m i x t u r e  f o r  a s s a y i n g  s i n c e  t h e y  w e r e  e l u t e d  a t  v e r y  h i g h  p h o s ­

p h a t e  c o n c e n t r a t i o n s .  L e s s  A T P  w a s  u s e d  i n  t h e  a s s a y s  a s  t h e  k i n a s e  

w a s  e l u t e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  a b o u t  f i v e  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h e  v o l u m e  

l o a d e d  o n t o  t h e  c o l u m n  a n d  w a s  t h e r e f o r e  d i l u t e .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e

c o n t a i n e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 0 j j 1, T M M  b u f f e r  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) ,

3 2
4  n m o l e s  C p U  a n d  0 . 2  n m o l e s  t f - (  P ) - A T P .  2^ i l  o f  e a c h  f r a c t i o n  w e r e  

a d d e d ,  b r i n g i n g  a b o u t  a  1 : 1 0  d i l u t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n .  

T h i s  w a s  s t i l l  h i g h  h o w e v e r  a n d  t h u s  t h e  e n z y m e  w a s  u n d e r  c o n d i t i o n s  

o f  i n h i b i t i o n .  I n c u b a t i o n ,  e l e t r o p h o r e s i s  a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  w e r e  e x ­

a c t l y  a s  b e f o r e .

F r a c t i o n s  1 6 - 1 .8  i n c l u s i v e  s h o w e d  p e a k  k i n a s e  a c t i v i t y  w i t h  l i t t l e

c o n t a m i n a t i o n  b y  p h o s p h a t a s e  o r  n u c l e a s e .  T h $ s e  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d

a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  v a c u u m  d i a l y s i s  g a i n s t  2 0 m M  K P O ^  p H  7 . 0 ,  1 4 m M

2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  2 5 m M  K C 1 .  T h e  f i n a l  v o l u m e  o f  F r a c t i o n  V II

e n z y m e  w a s  u s u a l l y  a p p r o x i m a t e l y  3 m l .

A n  e s t i m a t e  o f  t h e  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  o f  F r a c t i o n  V II  w a s

m a d e  b y  a s s a y i n g  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h e  p r e p a r a t i o n .  E a c h  r e a c t i o n

m i x t u r e  ( t o t a l  v o l u m e  1 3 p l )  c o n t a i n e d  T M M  b u f f e r ,  5  n m o l e s  C p U ,  1 

3 2
n m o l e  i f - (  P ) - A T P  a n d  a n  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  t h e  d i l u t e d  e n z y m e .  

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  a n i o n s  i n  t h e  a s s a y s  w a s  k e p t  c o n s t a n t  

a t  1 2 m M .  T h e  r e s u l t  o f  t h e  a s s a y  g a v e  a  m i n i m u m  c o n c e n t r a t i o n ,  b e ­

c a u s e  o f  t h e  p h o s p h a t e  a n i o n s ,  o f  3  u n i t / ^ i l .  O n e  u n i t  r e p r e s e n t s  t h e

3 2
a m o u n t  o f  e n z y m e  r e q u i r e d  f o r  t h e  c o m p l e t e  t r a n s f e r  o f  P  f r o m  1 

3 2
n m o l e  o f  2 f-(  P ) - A T P  i n  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  w i t h o u t  a n y  s u b s t r a t e  

s p e c i f i c a t i o n  ( A n d e r t o n ,  1 9 75).
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3 . 4  P R E P A R A T I O N  O F  ( 3 2 P )  L A B E L L E D  M S 2  R N A  

3 2
( P ) - M S 2  R N A  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  b y  B r o w n l e e  ( 1 9 7 2 )  

e x c e p t  t h a t  t h e  h o s t  w a s  E s c h e r i c h i a  c o l i  C 3 0 0 0  a n d  t h e  g r o w t h  m e d i u m  

c o n t a i n e d  p e r  l i t r e :  l O g  B a c t o - p e p t o n e ,  1 g  g l u c o s e ,  5 g  N a C l ,  2 0 m l

g l y c e r o l ,  1 g  c a s a m i n o  a c i d s  ( D i f c o ) ,  1 g  M g S O ^ . Z H ^ O .  A l l  s o l u t i o n s  

w e r e  a u t o c l a v e d  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  1 5  p . s . i .  a n d  g l a s s w a r e  b a k e d  a t  

1 8 0 ° C  p r i o r  t o  u s e .

3 . 4 . 1  R e v i v a l  o f  t h e  ' p h a g e

B a c t e r i o p h a g e  M S 2 ,  s t o r e d  a s  a n  c o l i  C 3 0 0 0  l y s a t e  a t  - 2 0 ° C ,  

w a s  r e v i v e d  b y  t h r e e  s u c c e s s i v e  p a s s a g e s  t h r o u g h  a n  E ^  c o l i  C 3 0 0 0  h o s t .  

A  p r i m a r y  c u l t u r e  o f  E ^  c o l i  C 3 0 0 0  w a s  g r o w n  u p  o v e r n i g h t  i n  10 0 m l  

o f  m e d i u m  a t  3 7 ° C .  A  4 %  i n o c u l a t i o n  o f  t h i s  c u l t u r e  w a s  t h e n  m a d e  

i n t o  1 0 0 m l  o f  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 2 5 m l  o f  4 m g / m l  T h i a m i n e  

h y d r o c h l o r i d e  ( s t e r i l i z e d  b y  f i l t r a t i o n )  a n d  a l l o w e d  t o  g r o w  f o r  2 . 2 5  

h o u r s  a t  3 7 ° C .  0 . 2 m l  o f  1 M  C a C ^  w a s  a d d e d  t o g e t h e r  w i t h  1 0 m l  o f

t h e  ' p h a g e  l y s a t e  w h i c h  h a d  b e e n  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  A f t e r  l e a v i n g  f o r  

f i v e  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h o u t  s h a k i n g  t o  f a c i l i t a t e  ' p h a g e  

a t t a c h m e n t ,  t h e  i n c u b a t i o n  w a s  c o n t i n u e d  o n  a  s h a k e r  t a b l e  a t  3 7 ° C  f o r  

a  f u r t h e r  4 . 5  h o u r s .  A f t e r  t h i s  t i m e ,  1 . 0 m l  o f  C H C l ^  w a s  a d d e d  o v e r ­

n i g h t .  A  n e w  p r i m a r y  c u l t u r e  w a s  p r e p a r e d  a n d  t h e  a b o v e  p r o c e d u r e  

r e p e a t e d  b u t  i n f e c t i n g  w i t h  2 . 5 m l  o f  t h e  p r e v i o u s  d a y ' s  l y s a t e .  T h e  

p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  f o r  a  t h i r d  t i m e ,  u s i n g  1 m l  o f  t h e  p r e v i o u s  

d a y ' s  l y s a t e .

3 . 4 . 2  G r o w t h  o f  l a b e l l e d  ' p h a g e  a n d  i s o l a t i o n  o f  ( ^ P ) - M S 2  R N A

A  p r i m a r y  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  E .  c o l i  C 3 0 0 0  w a s  g r o w n  i n  1 0 0 m l  

o f  m e d i u m  a t  3 7 ° C .  A  4 %  i n o c u l a t i o n  o f  t h i s  c u l t u r e  w a s  t h e n  m a d e  

i n t o  1 0 0 m l  o f  m e d i u m  i n  a  R o u x  f l a s k ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 2 5 m l  o f  

4 m g / m l  o f  T h i a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  a n d  a l l o w e d  t o  g r o w  f o r  2 . 5  h o u r s  a t
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3 7 ° C  i n  a  w a t e r  b a t h  w i t h  a e r a t i o n  t h r o u g h  a  s t e r i l e  g a s  d i f f u s i o n

t u b e .  T h e  r e s t  o f  t h e  c u l t u r e  w a s  l e f t  t o  g r o w  a t  3 7 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .

T h e  c u l t u r e  i n  t h e  R o u x  f l a s k  w a s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 2 m l  o f  1 m -

C a C ^  a n d  i n f e c t e d  w i t h  0 . 5 m l  o f  t h e  p r e v i o u s  d a y ' s  ' p h a g e  l y s a t e .

T h e  c u l t u r e  w a s  l e f t  w i t h  s l o w  a e r a t i o n  f o r  t e n  m i n u t e s  a n d  t h e n  1 0 m  

3 2
C i  o f  ( P ) - o r t h o p h o s p h a t e  ( c a r r i e r  f r e e )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e  

a l l o w e d  t o  g r o w  f o r  a  f u r t h e r  4 . 5  h o u r s  a t  3 7 ° C  w i t h  s t r o n g  a e r a t i o n .  

L y s o z y m e  ( l O m g ) ,  C H C l ^  ( 0 . 2 5 m l )  a n d  1 . 2 5 m l  o f  0 . 2 M  N a 2 E D T A  ( p H  7 . 8 )  

w e r e  a d d e d  a n d  t h e  a e r a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  1 5  m i n u t e s  a t  

3 7 ° C .  ( N l - ^ ^ S O ^  ( 4 5 g )  w a s  a d d e d  t o g e t h e r  w i t h  5 0 m l  o f  t h e  o v e r n i g h t

c u l t u r e  a n d  t h e  m i x t u r e  s t o r e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .

T h e  l y s a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  2 0  0 0 0  x  g  a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d .  T h e  p e l l e t s  w e r e  t h e n  r e s u s p e n d e d  a n d  t h e  t u b e s  

r i n s e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  1 5 m l  o f  S S C  ( 0 . 1 5 M  N a C l ,  0 . 0 1 5 M  t r i s o d i u m  

c i t r a t e ,  p H  7 . 0 ) .  0 . 4 m l  o f  0 . 1 M  M g C ^  t o g e t h e r  w i t h  0 . 2 5 m g  o f  D e o x y ­

r i b o n u c l e a s e  I w a s  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  h o m o g e n i z e d  a  f e w  t i m e s  

u s i n g  a  h o m o g e n i z e r  w i t h  a  T e f l o n  p e s t l e .  T h e  m i x t u r e  w a s  l e f t  o n  i c e  

f o r  a  t o t a l  o f  3  h o u r s  w i t h  h o m o g e n i z a t i o n  e v e r y  3 0  m i n u t e s .  T h e  

h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  2 0  0 0 0  x  g  a n d  

t h e  p e l l e t  o f  c e l l  d e b r i s  d i s c a r d e d .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t h e n  c e n t r i ­

f u g e d  f o r  2  h o u r s  a t  4 8  0 0 0  r . p . m .  i n  a  B e c k m a n  S p i n c o  S W 5 0 . 1  r o t o r  

a t  4 ° C  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d .  T h e  p e l l e t s  w e r e  s u s ­

p e n d e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  4 m l  o f  S S C  w i t h  h o m o g e n i z a t i o n  a  f e w  

t i m e s  t o  f a c i l i t a t e  s u s p e n s i o n .  C s C l  ( 2 . 6 g )  w a s  a d d e d  t o  t h e  4 m l  o f  

h o m o g e n a t e  a n d  t h e  s o l u t i o n  c e n t r i f u g e d  a t  4 ° C  f o r  4 0  h o u r s  a t  2 5  0 0 0  

r . p . m .  i n  t h e  S W 5 0 . 1  r o t o r .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  v i r u s  c o u l d  b e  

s e e n  a s  a n  o p a q u e  b a n d  a p p r o x i m a t e l y  h a l f - w a y  d o w n  t h e  g r a d i e n t  a n d  

w a s  r e m o v e d  w i t h  a  d r a w n - o u t  P a s t e u r  p i p e t t e  a n d  d i l u t e d  t o  6 m l  w i t h
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w a t e r .

A n  e q u a l  v o l u m e  o f  w a t e r  s a t u r a t e d  p h e n o l  w a s  a d d e d  t o  t h e  m i x ­

t u r e  t o g e t h e r  w i t h  0 . 5 m l  o f  1 0 %  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  a n d  t h e  

e m u l s i o n  m i x e d  f o r  1 0  m i n u t e s  o n  a  w h i r l i m i x .  T h e  t w o  p h a s e s  w e r e  

s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 5 ° C .  B o t h  t h e  a q u e o u s  p h a s e  a n d  t h e  

p h e n o l  p h a s e  w e r e  r e - e x t r a c t e d ,  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  t w o  a q u e o u s  p h a s e s  

c o m b i n e d .  L a s t  t r a c e s  o f  p h e n o l  w e r e  r e m o v e d  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  

d i e t h y l - e t h e r .  T h e  s o l u t i o n  w a s  m a d e  2 %  w i t h  r e s p e c t  t o  N a O A c ,  p H

5 . 4 ,  a n d  t h e  R N A  p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l  a t  - 2 0 ° C .

T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a s h e d  w i t h  

e t h a n o l ,  a l l o w e d  t o  d r y  o n  i c e  a n d  d i s s o l v e d  i n  1 m l  o f  2 %  N a O A c  p H

5 . 4 .  T h e  l a b e l l e d  R N A  p r e p a r a t i o n  w a s  l o a d e d  o n t o  a  1 0 m l  S e p h a d e x  

G 5 0 ( f )  c o l u m n  a n d  e l u t e d  w i t h  2 %  N a O A c ,  p H  5 . 4 .  F r a c t i o n s  ( 0 . 5 m l )  

w e r e *  c o l l e c t e d  a n d  5j j 1 a l i q u o t s  s p o t t e d  o n t o  W h a t m a n  G F / C  f i l t e r s  a n d  

c o u n t e d  i n  a  l i q u i $  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  ( F i g .  1 5 ) .  T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  

r a d i o a c t i v i t y  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n  i n  t h e  v o i d  v o l u m e .  F r a c ­

t i o n s  8  a n d  9  w e r e  p o o l e d  a n d  p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l  a t  - 2 0 ° C .  T h e  

p r e c i p i t a t e  w a s  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  d r i e d , ,  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 2 5 m l

o f  s t e r i l e  w a t e r  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  u s e d .  A  t y p i c a l  p r e p a r a t i o n  

32
y i e l d e d  2 0 0 p g  o f  ( P )  M S 2  R N A  a t  a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  0 . 3 C i / g  w h i c h  

m i g r a t e d  a s  a  s i n g l e  b a n d  w i t h  l i t t l e  t r a i l i n g  u p o n  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  a  

5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .

3 . 5  P R E P A R A T I O N  O F  f ( 3 5 S ) M e t - t R N A fM e t

T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  ( 5 m l )  c o n t a i n e d  0 . 5 m g  c o l i  t R N A ^ e t , 

3 5
4 0  n m o l e s  ( S )  m e t h i o n i n e  ( 2 5 C 1  / m m o l e ) ,  0 . 2 m g  p y r u v a t e  k i n a s e  ( E C  

2 . 7 . 1 . 4 0 )  ( 4 6 5  u n i t s / m g ) ,  0 . 5 m l  d i a l y s e d  S ^ q ,  4 0 m M  T r i s  H C 1  p H  7 . 6 ,  

6 m M  M g C ^ ,  7 2 m M  N H ^ C l ,  5 m M  d i t h i o t h r e i t o l ,  I m M  A T P ,  0.05 j j M C T P ,
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F r a c t i o n  n u m b e r

F I G U R E  1 5  P u r i f i c a t i o n  o f  ( 3 2 P ) M S 2  R N A  o n  S e p h a d e x  G 5 0 ( f ) .  

C h r o m a t o g r a p h y  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t  ( s e c t i o n  3 A .2 ) .  5 p l  o f  e a c h  

f r a c t i o n  ( 0 . 5 m l )  w e r e  s p o t t e d  o n t o  W h a t m a n  G F / C  f i l t e r s  a n d  c o u n t e d  

i n  a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .
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1 0 m M  p h o s p h o e n o l  p y r u v a t e  a n d  0 . 5 m M  l e u c o v o r i n e .  I n c u b a t i o n  w a s  f o r  

2 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  f o l l o w e d  b y  t w o  p h e n o l  e x t r a c t i o n s  a n d  t h e  t R N A  

p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  a q u e o u s  p h a s e  w i t h  e t h a n o l  a t  - 2 0 ° C .  A f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n  t o  r e c o v e r  t h e  p r e c i p i t a t e ,  t h e  t R N A  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  

1 m l  o f  2 %  N a O A c  p H  5 . 4 ,  5 m M  D T T  a n d  r e p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l  

a n d  t h e  f i n a l  p r e c i p i t a t e  d i s s o l v e d  i n  5 m M  D T T  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .

T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  l a b e l l e d  p r o d u c t  w a s  u s u a l l y  i n  t h e  

r e g i o n  o f  4 . 8 C i / m m o l e .

3 . 6  I S O L A T I O N  O F  I F 3  P R O T E C T E D  S I T E  I N  M S 2  R N A

3 . 6 . 1  B i n d i n g  o f  I F 3  t o  M S 2  R N A

T h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t r a t i o n  t e c h n i q u e  o f  J a y  et_ a l .  ( 1 9 7 4 a )  a s  

m o d i f i e d  b y  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 9 )  w a s  r o u t i n e l y  u s e d  t o  o b t a i n  

s a t u r a t i o n  c u r v e s  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  M S 2  R N A .  E a c h  a s s a y  c o n ­

t a i n e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  4 0 j j 1: 5 0 m M  T r i s  H C 1  p H  8 . 0 ,  5 0 m M

N H ^ C l ,  I m M  M g f O A c ^ ,  I m M  G T P ,  1 4 m M  2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,  0 . 2 j j g  

3 2
( P )  M S 2  R N A  a n d  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  I F 3  ( 0 - 1 . 5 p g ) .  I n c u b a t i o n  w a s  

f o r  1 2  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  a n d  t h e n  t h e  m i x t u r e s  w e r e  d i l u t e d  i n t o  5 m l  o f  

i c e  c o l d  T M A  b u f f e r  [ 5 0 m M  T r i s  H C 1  p H  8 . 0 ,  5 0 m M  N H ^ C l ,  I m M  M g  

( O A c )2  ]  i n  s i l i c o n e d  g l a s s  t u b e s .  E a c h  a l i q u o t  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  

n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r ,  p r e s o a k e d  i n  T M A  b u f f e r  a n d  w a s h e d  w i t h  3 0 m l  o f  

T M A  b u f f e r .  T h e  f i l t e r s  w e r e  d r i e d  a n d  c o u n t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

5 m l  o f  s c i n t i l l a n t  ( s e c t i o n  3 . 1 . 1 ) .

3 . 6 . 2  I s o l a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e

F o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e ,  2 0 p g  o f  M S 2  R N A  

3 2
( e i t h e r  u n l a b e l l e d  o r  ( p )  _in v i v o  l a b e l l e d )  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  a n  

a m o u n t  o f  I F 3  t h a t  g a v e  m a x i m u m  b i n d i n g  ( t y p i c a l l y  5 0 - 1 0 0 j j g )  i n  a  

t o t a l  v o l u m e  o f  4 m l  o f  t h e  a b o v e  b i n d i n g  b u f f e r  f o r  1 2  m i n u t e s  a t



3 7 ° C .  P a n c r e a t i c  R N a s e  A  ( 0 . 2 p g )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  i n c u b a t i o n  c o n ­

t i n u e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  c o o l e d  t o  4 ° C ,  

d i v i d e d  i n t o  f o u r  a l i q u o t s  a n d  f i l t e r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e  f o u r  

f i l t e r s  w e r e  c o m b i n e d  i n  a  m i x t u r e  o f  5 m l  T M A  b u f f e r  a n d  5 m l  T M A  

b u f f e r  s a t u r a t e d  p h e n o l  a n d  e x t r a c t e d  f o r  1 5  m i n u t e s .  T h e  a q u e o u s  

p h a s e  w a s  r e - e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l  a n d  f o l l o w e d  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  

d i e t h y l - e t h e r .  C a r r i e r  R N A  ( E ^  c o l i  t R N A  o r  P e n i c i l l i u m  c h r y s o g e n u m  

v i r u s  d o u b l e  s t r a n d e d  R N A s ,  1 0 p g )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  R N A s  p r e c i p ­

i t a t e d  o v e r n i g h t  w i t h  e t h a n o l  a n d  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  3  h o u r s  

a t  3 0 , 0 0 0  r . p . m .  i n  a  S W 5 0 . 1  r o t o r  ( B e c k m a n )  a f t e r  w h i c h  t i m e  t h e  

s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  t h e  p e l l e t  d r i e d .

3 . 7  5 ' - E N D  L A B E L L I N G  O F  R N A

3 . 7 . 1  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t

5 ' - e n d  l a b e l l i n g  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w a s  b y  u s i n g  p o l y ­

n u c l e o t i d e  k i n a s e  a n d  J f - ( ^ P ) - A T P  ( S z e k e l y  a n d  S a n g e r ,  1 9 6 9 ) .  T h e  

m i x t u r e  c o n t a i n e d  i n  20jj1 o f  T M M  b u f f e r  ( s e c t i o n  3 . 3 . 5 ) ,  I F 3  p r o t e c t e d

M S 2  R N A  ( v e r y  a p p r o x i m a t e l y  0 . 1  t o  0 . 2 j j g ) ,  1 u n i t  p o l y n u c l e o t i d e

3? -1
k i n a s e  a n d  1 0 0 j j C i  3T-( P ) - A T P  ( 2 8 0 0  C i  m m o l e  ) .  I n c u b a t i o n  w a s  f o r  

3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  N a 2 E D T A  t o  1 0 m M  a n d  

f r a c t i o n a t i o n  b y  1 5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( s e c t i o n  3 . 1 . 2 ) .

3 . 7 . 2  I n t a c t  M S 2  R N A  a n d  t R N A

M e t
F o r  e n d - l a b e l l i n g  o f  i n t a c t  M S 2  R N A  o r  E .  c o l i  t R N A ^  , 1 0 j j g  o f  

e i t h e r  R N A  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  0 . 7 j j g  o f  b a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

i n  2 0 j j 1 o f  B A P  b u f f e r  ( 0 . 1 M  T r i s  H C 1  p H  8 . 0 ,  5 0 m M  M g C l ^ )  f o r  6 0  

m i n u t e s  a t  3 7 ° C  a n d  f o l l o w e d  b y  p h e n o l  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i ­

t a t i o n .  E n d - l a b e l l i n g  w a s  b y  i n c u b a t i o n  o f  5 y g  o f  R N A  t o g e t h e r  w i t h  

2 0 p C i  o f  df-( P ) - A T P  a n d  1 u n i t  o f  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  a s  d e s c r i b e d
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a b o v e .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  t h e n  t w i c e  e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l  a n d  

p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l .

3 . 7 . 3  R N a s e  T j d i g e s t s  o f  M S 2  R N A

E n d - l a b e l l i n g  a n d  t o t a l  R N a s e  T   ̂ d i g e s t i o n  o f  M S 2  R N A  ( 2 j j g )  i n  

t h e  s a m e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w e r e  a s  d e s c r i b e d  b y  S z e k e l y  a n d  S a n g e r  

( 1 9 6 9 ) .

P a r t i a l  R N a s e  T j  d i g e s t i o n  o f  M S 2  R N A  w a s  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s

d e s c r i b e d  b y  A d a m s  e t  a l .  ( 1 9 6 9 )  w i t h  R N a s e  t o  R N A  ( 2 0 j j g )  r a t i o s

o f :  0 ,  1 : 4 0 ,  1 : 8 0 ,  1 : 4 0 0 ,  1 : 8 0 0  a n d  1 : 2 4 0 0  ( w / w )  a n d  f o l l o w e d  b y  p h e n o l

e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .  E n d  g r o u p  l a b e l l i n g  o f  I j j g  o f  t h e

3 2
R N A  w a s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  u s i n g  1 0 j j C i  o f  t f-(  P ) - A T P  a n d  1 u n i t  o f  

p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e .

3 . 8  W A N D E R I N G  S P O T  S E Q U E N C I N G

C o n d i t i o n s  f o r  p a r t i a l  n u c l e a s e  P I  d i g e s t i o n  o f  R N A  f o r  w a n d e r i n g

s p o t  s e q u e n c i n g  w e r e  a  s l i g h t  m o d i f i c a t i o n  o f  t h o s e  o f  R i c h a r d s  e t  a l .

( 1 9 7 7 ) .  T h e  m i x t u r e  c o n t a i n e d  i n  IO j j I o f  5 0 m M  N H  ^ O A c  p H  5 . 3 ,  

3 2
5 ' - (  P ) - l a b e l l e d  R N A  t o g e t h e r  w i t h  u n l a b e l l e d  R N A  f r o m  t h e  h o m o ­

c h r o m a t o g r a p h y  ( a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 j j g )  a n d  n u c l e a s e  P I  a t  a  r a t i o  o f  

a p p r o x i m a t e l y  5 0 n g  p e r  a v e r a g e  s i z e d  s p o t .  I n c u b a t i o n  w a s  a t  2 0 ° C  a n d  

a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  a t  0 ,  5 ,  1 0  a n d  1 5  m i n u t e  i n t e r v a l s ,  i m m e d i a t e l y  

f r o z e n  a n d  t h e n  p o o l e d  a n d  b o i l e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 m M  N a 2 E D T A  t o  

i n a c t i v a t e  t h e  e n z y m e  ( S i l b e r k l a n g  e t  a l .  ( 1 9 7 7 b ) .  T h e  m i x t u r e  w a s  

t h e n  f r a c t i o n a t e d  b y  t w o  d i m e n s i o n a l  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t ­

i n g  ( s e c t i o n  3 . 1 . 4 )  u s i n g  3 %  h o m o m i x  ' C ' .
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3 . 9  T H E R M A L  D E N A T U R A T I O N  O F  M S 2  R N A

3 . 9 . 1  T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  p r o c e d u r e

P ) - l a b e l l e d  M S 2  R N A  ( f y i g )  w a s  h e a t e d  i n  2 0 p l  o f  T r i s  H C 1  

p H  8 . 0  ( 1 0 - 6 0 m M  a s  i n d i c a t e d )  w i t h  o r  w i t h o u t  M g C O A c ^  ( 2 - 1 0 m M  a s  

i n d i c a t e d )  i n  a  s e a l e d  c a p i l l a r y  t u b e  f o r  5 m i n u t e s  a t  8 5 ° C .  T h e  t u b e  

w a s  t h e n  i m m e d i a t e l y  p l u n g e d  i n t o  a n  i c e - w a t e r  m i x  a n d  l e f t  f o r  5 

m i n u t e s .

3 . 9 . 2  T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  c u r v e s

M 5 2  R N A  w a s  d i l u t e d  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  I f y i g  m l  * w i t h  d e ­

n a t u r a t i o n  b u f f e r  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e  s o l u t i o n  w a s  d e g a s s e d  o n  a  

w a t e r  p u m p  a n d  t h e n  2 m l  a d d e d  t o  a  s t o p p e r e d  q u a r t z  c u v e t t e  a n d  

w e i g h e d .  T h i s  w a s  t h e n  p l a c e d  i n  t h e  h e a t e d  c u v e t t e  h o l d e r  i n  t h e  

s a m p l e  c h a m b e r  o f  a  B e c k m a n  D K 2 A  R a t i o  R e c o r d i n g  S p e c t r o p h o t o ­

m e t e r  t o g e t h e r  w i t h  a  s i m i l a r  c u v e t t e  c o n t a i n i n g  d e n a t u r a t i o n  b u f f e r .  

T h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  w a s  d e t e r m i n e d  a t  2 5 ° C  a n d  t h e n  t h e  t e m p e r ­

a t u r e  i n c r e a s e d  b y  4 ° C  s t e p s ,  a l l o w i n g  5 m i n u t e s  a f t e r  f i r s t  r e a c h i n g  

t h e  d e s i r e d  t e m p e r a t u r e  t o  a c h i e v e  e q u i l i b r i u m .  A t  e a c h  t e m p e r a t u r e  

t h e  & 260  w a s  d e t e r m i n e d .

A f t e r  r e a c h i n g  9 8 ° C ,  t h e  s a m p l e  w a s  a l l o w e d  t o  c o o l  t o  r o o m

t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  c u v e t t e  w a s  w e i g h e d  t o  c h e c k  f o r  s o l v e n t  l o s s .

G e n e r a l l y ,  t h i s  w a s  l e s s  t h a n  1 %  a n d  w a s  i g n o r e d .  I f  t h e  l o s s  w a s

g r e a t e r  t h a n  1 %  t h e  d e t e r m i n a t i o n  w a s  r e p e a t e d .  T h e  ^ 2 6 0  r e a d i n g s

w e r e  c o r r e c t e d  f o r  t h e  t h e r m a l  e x p a n s i o n  o f  w a t e r  ( F e l s e n f e l d ,  1 9 7 1 )

a n d  t h e n  p l o t t e d  i n  t h e  f o r m  o f  A  / A  a g a i n s t  t e m p e r a t u r e ,  t  ( V a n

D i e i j e n  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .  T h e  m i d p o i n t  o f  t h e  t r a n s i t i o n  i n c r e a s e  b e t w e e n

2 5 ° C  a n d  9 3 ° C  i s  d e f i n e d  a s  t h e  T
m
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3 . 1 0  5  ] N U C L E A S E  D I G E S T I O N  O F  M S 2  R N A

D i g e s t i o n  o f  M S 2  R N A  w i t h  n u c l e a s e  S j  w a s  u n d e r  s i m i l a r  c o n ­

d i t i o n s  t o  t h o s e  o f  R u s h i z k y  e t  a l . , 1 9 7 5 ) .  0 ^ P ) - M S 2  R N A  ( 2 . 5 p g )  w a s

d i g e s t e d  w i t h  0 . 1  t o  0 . 8 2 5  u n i t s  o f  n u c l e a s e  S |  f o r  4 5  m i n u t e s  a t  2 7 ° C  

i n  2 0 y \  o f  A S Z  b u f f e r  ( 2 0 m M  N a O A c  p H  4 . 3 ,  2 5 0 m M  N a C l ,  2 m M  

Z n S O ^ ) .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  5 j j 1 o f  l O O m M  

N a 2 E D T A  p H  7 . 0 .

3 . 1 1  H C H O  D E N A T U R A T I O N  O F  I F 3  P R O T E C T E D  S I T E

M i l d  H C H O  d e n a t u r a t i o n  w a s  a s  d e s c r i b e d  b y  L o d i s h  ( 1 9 7 0 ) .  T h e  

m i x t u r e  c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  3 0 n g  o f  u n l a b e l l e d  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  

R N A  t o g e t h e r  w i t h  0 . 4 ^ ig  P c V - d s - R N A s  i n  5;li1 o f  n e u t r a l i z e d  1 M  H C H O ,  

2 0 0 m M  N a C l ,  9 m M  N a 2 H P O ^ ,  I m M  N a ^ P O ^  a n d  w a s  i n c u b a t e d  f o r  11 

m i n u t e s  a t  3 7 ° C  a n d  t h e n  c h i l l e d  o n  i c e .  T h e  R N A  w a s  t w i c e  p r e ­

c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l  a n d  t h e n  5 ' - e n d  l a b e l l e d  i n  10^ i l  o f  T M M  b u f f e r

3 2
( s e c t i o n  3 . 3 . 5 )  c o n t a i n i n g  5 p C i  o f  2T- (  P ) - A T P  a n d  0 . 1 U  p o l y n u c l e o t i d e  

k i n a s e  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C .
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RESULTS

S t u d i e s  h a v e  b e e n  m a d e  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i  

I n i t i a t i o n  F a c t o r  3  ( I F 3 )  w i t h  c o l i p h a g e  M S 2  R N A .  T h e  n u c l e o t i d e  

s e q u e n c e s  o f  t h e  r e g i o n s  o f  M S 2  R N A  p r o t e c t e d  b y  t h e  f a c t o r  f r o m  

p a n c r e a t i c  r i b o n u c l e a s e  d i g e s t i o n  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  a n d  t h e  p r o ­

t e c t e d  s i t e  l o c a t e d  i n  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A .

I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  R N A  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  i n t e r ­

a c t i o n  i n v o l v e d  a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  t h e  e f f e c t s  o f  p a r t i a l  h e a t  d e -  

n a t u r a t i o n  t r e a t m e n t  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I  u p o n  I F 3  

b i n d i n g  a n d  p r o t e c t i o n  o f  M S 2  R N A  h a v e  b e e n  s t u d i e d .  A d d i t i o n a l l y ,  

t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  u s e d  b y  o t h e r  

w o r k e r s  t o  d e t e r m i n e  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n  o f  E .  c o l i  1 6 S  

R N A  ( R o s s  a n d  B r i m a c o m b e ,  1 9 7 9 ) ,  w a s  u s e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  d i r e c t l y  

i n v e s t i g a t e  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  p r e s e n t  i n  t h e  i s o l a t e d  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g ­

m e n t .  F i n a l l y ,  a  s e a r c h  f o r  p o s s i b l e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  o f  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e  w i t h  t h e  1 6 5 - R N A  s e q u e n c e  w a s  m a d e .

4 .1  I S O L A T I O N  O F  H O M O G E N E O U S  I F 3  A N D  I T S  B I N D I N G  A N D
P R O T E C T I O N  O F  M S 2  R N A

H o m o g e n e o u s  I F 3 ,  i s o l a t e d  f r o m  E^_ c o l i ,  w a s  a c t i v e  i n  s t i m u l a t i n g

M e t
t h e  b i n d i n g  o f  f M e t - t R N A  ^ t o  r i b o s o m e s  i n  a n  _m v i t r o  s y s t e m  a n d

a l s o  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  t o  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e  o n  M 5 2  R N A .

T h e  I F 3  p r o t e c t e d  R N A  f r a g m e n t  w a s  i s o l a t e d  f r o m  u n l a b e l l e d  M S 2

3 2
R N A  3 ' - e n d  l a b e l l e d  u s i n g  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  a n d  2 f - (  P ) - A T P .

H o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  w a s  u s e d  t o
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d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w h i c h  r u n s  a s  a  s i n g l e  

b a n d  u p o n  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  y e t  c o n t a i n e d  p a n c r e a t i c  a n d  R N a s e  

T j  o l i g o n u c l e o t i d e s  f r o m  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  3 ' - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  

M S 2  R N A  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ;  s e c t i o n  1 . 3 . 7 ) .

4 . 1 . 1  I s o l a t i o n  o f  h o m o g e n e o u s  I F 3

I F 3  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o f  L e e - H u a n g  a n d  

O c h o a  ( 1 9 7 4 )  t o  s t e p  4 .  F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  I F 3  w e r e  c o n c e n t r a t e d  b y  

e l u t i o n  f r o m  a  s e c o n d  p h o s p h o - c e l l u l o s e  c o l u m n  a n d  t h i s  p r e p a r a t i o n  

w a s  e s t i m a t e d  b y  S D S - P A G E  t o  b e  u s u a l l y  a p p r o x i m a t e l y  8 0 %  h o m o ­

g e n e o u s  ( F i g .  1 6 a ) .  S i n c e  a  1 0 0  t o  2 0 0  f o l d  m o l a r  e x c e s s  o f  I F 3  w a s  

r e p o r t e d  t o  b e  r e q u i r e d  f o r  m a x i m a l  b i n d i n g  o f  M S 2  R N A  ( J o h n s o n  a n d  

S z e k e l y ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 9 ) ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  p u r i f y  t h e  p r e p a r a t i o n s  t o  

h o m o g e n e i t y  a s  j u d g e d  b y  S D S - P A G E .  T h i s  w o u l d  r e d u c e  t h e  p o s s i b i l ­

i t y  t h a t  b i n d i n g  a n d  p r o t e c t i o n  w e r e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s m a l l  

a m o u n t  o f  a  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n  h a v i n g  a  h i g h  a f f i n i t y  f o r  M S 2  R N A .

T h e  f a c t o r  w a s  p u r i f i e d  t o  h o m o g e n e i t y  b y  g e l  f i l t r a t i o n  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  u r e a  ( S a b o l  a n d  O c h o a ,  1 9 7 4 ;  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 9 ) .  

W h i l s t  u r e a  i s  a  p r o t e i n  d e n a t u r i n g  a g e n t ,  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 ,

1 9 7 9 )  f o u n d  t h a t  c h r o m a t o g r a p h y  o f  I F 3  i n  i t s  p r e s e n c e  d i d  n o t  a l t e r  

t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  M S 2  R N A .  In  a  t y p i c a l  

p r e p a r a t i o n ,  I F 3  e l u t e d  f r o m  t h e  G 7 5  c o l u m n  s o o n  a f t e r  t h e  v o i d  c o l u m n  

a s  e x p e c t e d  ( S a b o l  a n d  O c h o a ,  1 9 7 4 ;  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 9 )  a n d  

f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  w e r e  i m m e d i a t e l y  d i a l y s e d  a n d  a s s a y e d  f o r  t h e  p r e ­

s e n c e  o f  I F 3  b y  S D S - P A G E  ( F i g .  1 6 b ) .  T h o s e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  h o m o ­

g e n e o u s  I F 3  w e r e  p o o l e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  v a c u u m  d i a l y s i s .

T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  r a t i o s  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s  o f  I F 3  w e r e  

e s t i m a t e d  b y  S D S - P A G E  t o g e t h e r  w i t h  p r o t e i n  s t a n d a r d s  o f  k n o w n  m o l e ­

c u l a r  w e i g h t .  A f t e r  s t a i n i n g ,  t h e  m o b i l i t y  o f  e a c h  p r o t e i n  r e l a t i v e  t o
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FIGURE 16 Purification of IF3 on Sephadex G75 .

SDS-PAGE of various fractions from Sephadex G 75 column electro- 
phoresed and stained as described in section 3.1.3. (a) 50pl of
material loaded onto the column. (b) 50pl of various fractions from
G75 column.



t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  m a r k e r  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  l o g ^  o f  t h e  r e ­

s p e c t i v e  m o l e c u l a r  w e i g h t  t o  y i e l d  a  s m o o t h  c u r v e  ( F i g .  1 7 )  ( W e b e r  a n d  

O s b o r n ,  1 9 6 9 ) .  T h e  m o l e c u l a r  M ^  d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s  o f  

I F 3  w e r e  i n  t h e  r e g i o n  o f  2 3  0 0 0  d a l t o n s  +  1 0 %  a n d  a g r e e d  w e l l  w i t h  

e s t i m a t i o n  b y  o t h e r  w o r k e r s  ( s e c t i o n  1 . 1 . 1 ) .

T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  p u r i f i e d  I F 3  w a s  s t i l l  b i o c h e m i c a l l y  a c t i v e  

a f t e r  p a s s a g e  t h r o u g h  t h e  S e p h a d e x  c o l u m n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  u r e a ,  t h e  

I F 3  p r e p a r a t i o n s  w e r e  a s s a y e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  s t i m u l a t e  t h e  I F 3 -  

d e p e n d e n t  r i b o s o m a l  b i n d i n g  o f  f (  ^ S ) M e t - t R N A  ^ e t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

e x c e s s  I F 1  a n d  I F 2  u s i n g  M S 2  R N A  a s  m e s s e n g e r  ( L e e - H u a n g  a n d

O c h o a ,  1 9 7 4 ) .  T h e  r e s u l t  o f  s u c h  a n  a s s a y  i s  s h o w n  i n  F i g .  1 8  w h e r e

3 5
i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  p u r i f i e d  I F 3  p r o m o t e d  t h e  b i n d i n g  o f  f (  5 ) M e t -  

M e t
t R N A j  t o  r i b o s o m e s  a n d  t h u s  w a s  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e  i n  t h i s  r e -

3 5
s p e c t .  T h e r e  w a s  a n  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  f (  S )  

M e t
M e t - t R N A ^  b i n d i n g  a n d  t h e  a m o u n t  o f  I F 3  i n  t h e  r e a c t i o n  u n t i l  t h e  

b i n d i n g  r e a c h e d  a  m a x i m u m .  A t  v e r y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  I F 3 ,  a n  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  o c c u r r e d ;  a  p h e n o m e n o n  a l s o  n o t e d  b y  

V e r m e e r  e t_  a l .  ( 1 9 7 3 a ) .

F r o m  F i g .  1 8  a n  e s t i m a t e  c a n  b e  m a d e  o f  t h e  a p p r o x i m a t e  s p e c -

3 5
i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  I F 3  p r e p a r a t i o n .  M a x i m a l  b i n d i n g  o f  f i  S ) M e t -

t R N A ^ e t  ( 0 . 1 6 4  p m o l e s )  b y  t h e  r i b o s o m e s  o c c u r r e d  a t  a n  i n p u t  o f  0 . 3 p g

o f  I F 3 .  T a k i n g  t h e  M ^  o f  I F 3  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  2 0  0 0 0  d a l t o n s

( T a b l e  0 ,  t h i s  c o r r e s p o n d s  t o  a  r a t i o  o f  a p p r o x i m a t e l y  9 0  m o l e s  o f  I F 3

3 5
r e q u i r e d  t o  b e  i n p u t  i n t o  t h e  r e a c t i o n  f o r  e v e r y  m o l e  o f  f (  S ) M e t -

t R N A ^ e t  b o u n d  t o  t h e  r i b o s o m e .  V e r m e e r  e t_  a l .  ( 1 9 7 3 a )  f o u n d  t h a t

3 5
a p p r o x i m a t e l y  3  m o l e s  o f  I F 3  w e r e  r e q u i r e d  f o r  e a c h  m o l e  o f  f (  S )  

M e t - t  R N A ^ e * b o u n d .  T h e  d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e s e  t w o  r e s u l t s  m a y  b e  

d u e  t o  e i t h e r  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  _m v i t r o  a s s a y
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m o b ility  relative to BPB

F I G U R E  1 7  M o l e c u l a r  w e i g h t  r a t i o  d e t e r m i n a t i o n  o f  p u r i f i e d  I F 3 .  

S D 5 - P A G E  o f  v a r i o u s  p r o t e i n s  o f  k n o w n  m o l e c u l a r  w e i g h t  r a t i o ,  

t o g e t h e r  w i t h  I F 3 ,  w e r e  p l o t t e d  a s  m o b i l i t y  r e l a t i v e  t o  b r o m o p h e n o l  

b l u e  ( B P B )  m a r k e r  v s .  l o g ^ M ^ .  P r o t e i n  s t a n d a r d s  t o g e t h e r  w i t h  t h e i r  

r e s p e c t i v e  v a l u e s :  B 5 A  -  b o v i n e  s e r u m  a l b u m e n  ( 6 8  0 0 0 ) ,  C A T  -

c a t a l a s e  ( 6 0  0 0 0 ) ,  A D H  -  l i v e r  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  ( 4 1  0 0 0 ) ,  C H Y  -  

c h y m o t r y p s i n o g e n  ( 2 5  7 0 0 )  a n d  L Y S  -  l y s o z y m e  ( 1 4  3 0 0 ) .  ( W e b e r  a n d  

O s b o r n ,  1 9 6 9 ) .
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F I G U R E  1 8  M S 2  R N A  d i r e c t e d  r i b o s o m a l  b i n d i n g  o f  f ( ^ 5 ) m e t - t R N A ^ e t

R e a c t i o n  m i x t u r e s  o f  2 5 p l  w e r e  i n c u b a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  i n  

s e c t i o n  3 . 2 A  w i t h  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  I F 3  a n d  f i l t e r e d  o v e r  n i t r o ­

c e l l u l o s e  f i l t e r s .  B l a n k  v a l u e s  ( w i t h o u t  I F 3 )  w e r e  s u b t r a c t e d .



s y s t e m s  o r ,  m o r e  i m p o r t a n t l y ,  t h a t  a f t e r  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  u r e a ,  a  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  ( 9 0 % )  o f  t h e  I F 3  h a d  b e e n  

i r r e v e r s i b l y  d e n a t u r e d  a n d  w a s  n o  l o n g e r  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e .  I n  v i e w  

o f  t h i s  p o s s i b l e  h i g h  d e g r e e  o f  d e n a t u r a t i o n ,  a l t e r n a t i v e  m e t h o d s  f o r  

t h e  i s o l a t i o n  o f  h o m o g e n e o u s  I F 3  a r e  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  3 . 1 . 1 .

» . 1 . 2  B i n d i n g  o f  I F 3  t o  ( 3 2 P ) M S 2  R N A

A  m o d i f i c a t i o n  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 9 )  o f  t h e  n i t r o ­

c e l l u l o s e  f i l t r a t i o n  t e c h n i q u e  o f  J a y  e t_  a l .  ( 1 9 7 4 a )  w a s  u s e d  t o  a s s a y  

t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  ( ^ P ) M 5 2  R N A .  In  t h i s  t e c h n i q u e ,  I F 3  a n d  ( ^ P )

M 5 2  R N A  w e r e  m i x e d  a n d  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r .

3 2
A n y  ( P ) M S 2  R N A  b o u n d  t o  I F 3  w a s  a s s u m e d  t o  b e  r e t a i n e d  o n  t h e  

f i l t e r  a n d  t h u s  t h e  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  r e m a i n i n g  o n  t h e  f i l t e r  w a s  

a  m e a s u r e  o f  t h e  a m o u n t  o f  M S 2  R N A  b o u n d  t o  I F 3 .

3 2
V a r i o u s  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  b o u n d  t o  in  v i v o  ( P )  l a b e l l e d  M S 2  

R N A  a t  3 7 ° C  f o l l o w e d  b y  f i l t r a t i o n  a t  4 ° C  a n d  t h e  b i n d i n g  c u r v e  p l o t t ­

e d  ( F i g .  1 9 ) .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  b i n d i n g  w a s  s a t u r a b l e  w i t h ,  i n  

t h i s  c a s e ,  m a x i m u m  r e t e n t i o n  o f  M S 2  R N A  ( 7 2 %  o f  t h e  t o t a l  c . p . m .  

p r e s e n t )  o c c u r r i n g  w h e n  0 . 6 p g  o f  I F 3  w a s  i n p u t  i n t o  t h e  r e a c t i o n .  A t  

h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  I F 3 ,  a  s l i g h t  r e d u c t i o n  i n  t h e  a m o u n t  o f  M S 2  

R N A  b o u n d  w a s  s e e n .  T a k i n g  t h e  o f  I F 3  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  

2 0  0 0 0  d a l t o n s  ( T a b l e  1) a n d  t h a t  o f  M S 2  R N A  t o  b e  1 . 2  x  1 0 ^  ( T a b l e  

3 )  t h i s  r a t i o  c o r r e s p o n d s  t o  a p p r o x i m a t e l y  2 2 0  m o l e s  o f  I F 3  b e i n g  r e ­

q u i r e d  t o  r e t a i n  1 m o l e  o f  M S 2  R N A  o n  t h e  f i l t e r .  T h i s  r a t i o  c o m ­

p a r e s  w e l l  w i t h  t h o s e  d e t e r m i n e d  p r e v i o u s l y  w h i c h  r a n g e d  f r o m  1 0 0 - 2 3 0  

m o l e s  o f  I F 3  p e r  m o l e  o f  M S 2  R N A  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 9 ;  

B .  J o h n s o n  p e r s .  c o m m u n . ) .  I t  i s ,  h o w e v e r ,  s o m e w h a t  h i g h e r  t h a n  t h e  

r a t i o  o f  3 0  :  1 ( I F 3  : M 5 2  R N A )  o b t a i n e d  b y  J a y  e t_  a l .  ( 1 9 7 4 a )  u s i n g  

t h e  R N A  f r o m  t h e  c l o s e l y  r e l a t e d  b a c t e r i o p h a g e  R 1 7  a n d  i s  p r o b a b l y
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F I G U R E  1 9  B i n d i n g  o f  I F 3  t o  i n  v i v o  ( 3 2 P )  l a b e l l e d  M S 2  R N A .

3 2
V a r y i n g  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  ( P ) M 5 2  R N A  ( 0 . 2 ^ i g ,  

6 0  5 0 0  c p m )  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 6 . 1 ,  a n d  f i l t e r e d  o v e r  n i t r o ­

c e l l u l o s e  f i l t e r s .  A  b l a n k  v a l u e  ( w i t h o u t  I F 3 )  o f  3 5 0  c p m  w a s  s u b ­

t r a c t e d .



d u e  t o  t h e  l o w  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  I F 3  p r e p a r a t i o n s  u s e d  i n  t h i s  

w o r k  ( s e e  s e c t i o n  5 . 1 . 1 ) .

4 . 1 . 3  B i n d i n g  o f  I F 3  t o  5 ' - e n d  l a b e l l e d  M S 2  R N A

F o r  u s e  i n  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c i n g  m e t h o d  t h a t  w a s

c h o s e n  t o  b e  u s e d  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  t h e  I F 3

p r o t e c t e d  r e g i o n s  o f  M S 2  R N A ,  i t  w a s  e s s e n t i a l  t h a t  t h e  R N A  t o  b e

3 2
s e q u e n c e d  w a s  o n l y  l a b e l l e d  w i t h  ( P )  a t  e i t h e r  t h e  5 '  o r  3 '  t e r m i n i

( S i l b e r k l a n g  e t^  a h ,  1 9 7 7 b ) ,  o t h e r w i s e  m e a n i n g l e s s  p a t t e r n s  o f  s p o t s

w o u l d  b e  s e e n  o n  t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  w h i c h  w o u l d  b e  u n i n t e r p r e t a b l e .

( P )  _in v i v o  l a b e l l e d  M S 2  R N A  c o u l d  n o t  t h e r e f o r e  b e  u s e d  i n  t h e

f i l t r a t i o n  a s s a y  t o  d e t e r m i n e  t h e  r a t i o s  o f  t h e  I F 3  p r e p a r a t i o n s  t h a t

g a v e  m a x i m u m  r e t e n t i o n  o f  M S 2  R N A  o n  t h e  f i l t e r .  M S 2  R N A  l a b e l l e d

w i t h  e i t h e r  ( C )  a u t o r a d i o g r a p h y  o r  ( H ) ,  w h i c h  w o u l d  n o t  b e  d e t e c t e d

u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  a u t o r a d i o g r a p h y  ( s e c t i o n  3 . 1 . 4 ) ,  c o u l d  h a v e  b e e n

u s e d  i n  t h e  a s s a y  a n d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t .

H o w e v e r ,  s i n c e  n e i t h e r  o f  t h e s e  l a b e l l e d  R N A s  w a s  r e a d i l y  a v a i l a b l e ,

t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w a s  p r e p a r e d  f r o m  u n l a b e l l e d  M S 2  R N A  a n d

t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  a s s a y e d  u s i n g  t h e  s a m e  R N A  b u t  _in v i t r o  l a b e l l e d  a t

3 2
t h e  5 ' - t e r m i n u s  w i t h  ( P ) .

P o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  ( E C  2 . 7 . 1 . 7 8 )  ( a b b r e v i a t e d  t o  P N K )  i s o l a t e d  

f r o m  b a c t e r i o p h a g e  i n f e c t e d  c o l i  c e l l s  c a t a l y s e s  t h e  t r a n s f e r  o f  

t h e  ^ - p h o s p h a t e  g r o u p  o f  A T P  t o  t h e  5 ' - h y d r o x y l  t e r m i n u s  o f  p o l y ­

n u c l e o t i d e s ,  o l i g o n u c l e o t i d e s  a n d  3 ' - m o n o n u c l e o t i d e s  ( R i c h a r d s o n ,  1 9 6 5 )

3 2
a n d  c a n  b e  u s e d  t o  e n d - l a b e l  n o n - r a d i o a c t i v e  n u c l e i c  a c i d s  w i t h  ( P )  

w h e n  u s e d  w i t h  J f - ( ^ P ) - A T P  ( e . g .  S z e k e l y  a n d  S a n g e r ,  1 9 6 9 ) .

T o  b e  s u i t a b l e  f o r  u s e  i n  l a b e l l i n g  R N A ,  a n d  e s p e c i a l l y  f o r  l a b e l l ­

i n g  t h e  R N A  s p e c i e s  p r o t e c t e d  b y  I F 3  f o r  u s e  i n  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  

s e q u e n c i n g  m e t h o d ,  t h e  p r e p a r a t i o n s  o f  P N K  h a d  t o  b e  f r e e  o f  a n y  c o n ­
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t a m i n a t i n g  R N a s e  a c t i v i t y .  T h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  p u r i f i e d  o n  h y d r o x y l -  

a p a t i t e  a s  a  f i n a l  s t e p  t o  r e m o v e  a n y  n u c l e a s e s  ( s e c t i o n  3 . 3 . 7 )  a n d  

t h e r e f o r e  s h o u l d  h a v e  b e e n  f r e e  o f  R N a s e  c o n t a m i n a t i o n .  T o  c h e c k  

w h e t h e r  t h i s  w a s  t h e  c a s e ,  a n d  a l s o  t o  c h e c k  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  p r e p a r ­

a t i o n s  t o  l a b e l  R N A  s p e c i e s  o f  t h e  s i z e  e x p e c t e d  i n  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  

s i t e  ( i . e . ,  a p p r o x i m a t e l y  3 0  n u c l e o t i d e s  l o n g  -  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,

1 9 7 7 ) ,  u n l a b e l l e d  M S 2  R N A  w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  R N a s e  T ^  u n d e r  

c o n d i t i o n s  ( A d a m s  e t_  a h ,  1 9 6 9 )  w h i c h  w e r e  k n o w n  t o  p r o d u c e  d i s c r e t e  

f r a g m e n t s  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  R N A  o f  t h e  r e l a t e d  b a c t e r i o p h a g e  R 1 7  

( R o b e r t s o n  a n d  J e p p e s e n ,  1 9 7 2 ) .  A f t e r  p h e n o l  e x t r a c t i o n  t o  r e m o v e  t h e

R N a s e  T ^  f o l l o w e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n ,  a n  a l i q u o t  o f  e a c h  p a r t i a l

3 2  3 2
d i g e s t  w a s  l a b e l l e d  w i t h  ( P )  u s i n g  P N K  a n d  f  - (  P ) - A T P  a n d  t h e n  s u b ­

j e c t e d  t o  f r a c t i o n a t i o n  b y  P A G E  t o g e t h e r  w i t h  t h e  u n l a b e l l e d  p a r t i a l l y  

d i g e s t e d  R N A s .  A f t e r  a u t o r a d i o g r a p h y  o f  t h e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  a n d  

s t a i n i n g  o f  t h e  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l ,  t h e  b a n d  p a t t e r n s  i n  b o t h  t h e  

l a b e l l e d  a n d  u n l a b e l l e d  d i g e s t s  w e r e  c o m p a r e d .  F i g .  2 0  s h o w s  t h a t  n o  

d i f f e r e n c e  c o u l d  b e  s e e n  i n  t h e  b a n d  p a t t e r n s  o f  b o t h  l a b e l l e d  a n d  u n ­

l a b e l l e d  d i g e s t s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  P N K  p r e p a r a t i o n  w a s  f r e e  f r o m  

R N a s e  c o n t a m i n a t i o n .  H a d  t h e  p r e p a r a t i o n  b e e n  c o n t a m i n a t e d  w i t h  

R N a s e ,  t h e n  d i f f e r e n t  b a n d  p a t t e r n s ,  o r  n o  b a n d s  a t  a l l ,  w o u l d  h a v e  

b e e n  e x p e c t e d  i n  c o m p a r a b l e  l a b e l l e d  a n d  u n l a b e l l e d  t r a c k s .  T h i s  

e x p e r i m e n t  a l s o  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  P N K  l a b e l l e d  w e l l  a l l  o f  t h e  

R N A  s p e c i e s  i n c l u d i n g  t h o s e  o f  t h e  s i z e  e x p e c t e d  i n  t h e  p r o t e c t e d  s i t e .

V a n  d e  S a n d e  e t_  a l ^  ( 1 9 7 3 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  P N K  c a n  b e  u s e d  

t o  p h o s p h o r y l a t e  p o l y n u c l e o t i d e s  a l r e a d y  h a v i n g  a  p h o s p h a t e  g r o u p  a t  

t h e i r  5 ' - t e r m i n i .  H o w e v e r ,  t o  e n s u r e  e f f i c i e n t  l a b e l l i n g  o f  i n t a c t  M S 2  

R N A ,  w h i c h  h a s  a  p h o s p h o r y l a t e d  J ' - t e r m i n u s  o f  t h e  f o r m  p p p G p . . .  

( D e  W a c h t e r  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) ,  t h e  R N A  w a s  t r e a t e d  w i t h  b a c t e r i a l  a l k a l i n e
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( bD 0 1 2 3 4 5 6

FIGURE 20 Assay of PNK preparation for ribonuclease activity.
12.5% PAGE of MS2 RNA partially digested with RNase T , as 
described in section 3.7.3, and labelling of an aliquot of each digest 
using PNK and % -(^P)-ATP. (a) stained gel of unlabelled RNA (I9;jg
each track); (b) autoradiograph of PNK labelled RNA (ipg each track) 
Track O, unlabelled coli tRNAs (20 ĵg), Track 1 undigested RNA, 
Tracks 2 - 6  MS2 RNA digested at RNase T^: RNA ratios of 1 : 40,
1 : 80, 1 : 400, 1 : 800 and 1 : 2400 (w/w) respectively.
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p h o s p h a t a s e  ( E C  3 . 1 . 3 . 1 )  t o  g i v e  S ' - h y d r o x y l  t e r m i n i .  T h i s  m a t e r i a l ,  

a f t e r  p h e n o l  e x t r a c t i o n  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n ,  w a s  5 ' - e n d  l a b e l l e d  

u s i n g  P N K  a n d  J - (  P ) - A T P  a n d  a n  a l i q u o t  a s s a y e d  f o r  i t s  i n t a c t n e s s  b y  

P A G E  t o g e t h e r  w i t h  E ^  c o l i  a n d  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  r i b o s o m a l  

R N A s  a s  s i z e  m a r k e r s .  T h e  g e l  w a s  s t a i n e d  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d  a n d  

i t  c o u l d  b e  s e e n  t h a t  t h e  e n d - l a b e l l e d  M S 2  R N A  ( F i g .  2 1 b )  w a s  i n t a c t ,  

m i g r a t i n g  a s  a  s i n g l e  b a n d  w i t h  a  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  u n ­

l a b e l l e d  M S 2  R N A  ( F i g .  2 1 a ) .  T h e  m o b i l i t y  o f  M S 2  R N A  b e i n g  s i m i l a r  

t o  t h a t  o f  2 3 S  E .  c o l i  r R N A  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  e s t i m a t e d  m o l e c ­

u l a r  w e i g h t s  o f  b o t h  M S 2  R N A  a n d  2 3 S  r R N A ,  b o t h  b e i n g  a p p r o x i m a t e l y  

t h e  s a m e  ( 1 . 1  x  1 0 ^  d a l t o n s )  ( T a b l e  3 ;  K u r l a n d ,  1 9 6 0 ;  S t a n l e y  a n d  

B o c k ,  1 9 6 3 ) .

T o  d e t e r m i n e  t h e  m a x i m a l  a m o u n t  o f  I F 3  r e q u i r e d  f o r  m a x i m a l

b i n d i n g  o f  t h e '  M S 2  R N A  p r e p a r a t i o n  t o  b e  u s e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f

3 2
t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  b o u n d  t o  5 ' - (  P ) -

l a b e l l e d  M S 2  R N A  a n d  t h e  b i n d i n g  a s s a y e d  b y  t h e  f i l t r a t i o n  t e c h n i q u e .  

T h e  b i n d i n g  c u r v e ,  w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o b t a i n e d  f o r  j i n  v i v o  l a b e l l e d  

M S 2  R N A  ( F i g .  2 2 )  s h o w s  t h a t  t h e  m a x i m u m  r e t e n t i o n  o f  M S 2  R N A  o n  

t h e  f i l t e r  ( 6 8 % )  o c c u r r e d  a t  a n  i n p u t  o f  1 . O p g  o f  I F 3  i n t o  t h e  r e a c t i o n .  

T h e  l a r g e r  a m o u n t  o f  I F 3  r e q u i r e d  f o r  m a x i m a l  b i n d i n g  c o m p a r e d  w i t h  

i n  v i v o  l a b e l l e d  iM S 2  R N A  ( F i g .  1 9 )  r e f l e c t s  t h e  f a c t  t h a t  a  d i f f e r e n t  

p r e p a r a t i o n  o f  I F 3  w a s  u s e d  i n  t h e  t w o  e x p e r i m e n t s .

4 . 1 . 4  I s o l a t i o n  o f  u n l a b e l l e d  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t

S i n c e  t h e  R N A  f r a g m e n t s  f o r  ' w a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c i n g  o f  t h e  

p r o t e c t e d  s i t e  w e r e  t o  b e  e n d - l a b e l l e d  a f t e r  s e p a r a t i o n  f r o m  t h e  u n ­

p r o t e c t e d  p a n c r e a t i c  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s ,  i t  w a s  e s s e n t i a l  t h a t  a
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FIGURE 21 5%  polyacrylamide gel electrophoresis of various RNAs.
5%  polyacrylamide gel prepared and run as described in section 3.1.2.
(a) stained gel: (1) MS2 RNA (2 0 y g ) ; (2) E. coli ribosomal RNAs
(20pg); (3) coli tRNAs (20 îg); (4) PcV-ds-RNAs OSjjg);
(5) rabbit reticulocyte lysate rRNAs (20pg).
(b) Autoradiograph of 3% PAGE of (^P)-end labelled MS2 RNA 
(100 000 cpm, 0.15 y g ) (1 hour exposure).
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9

F I G U R E  2 2  B i n d i n g  o f  I F 3  t o  3 ' - e n d  l a b e l l e d  M 5 2  R N A .
32

V a r y i n g  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  5 ' - (  P ) - M S 2  R N A  ( 0 . 2 j j g ,  

1 2 5  0 0 0  c p m )  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 6 . 1  a n d  f i l t e r e d  o v e r  n i t r o ­

c e l l u l o s e  f i l t e r s .  B l a n k  v a l u e s  w i t h o u t  I F 3  ( 2 2 5  c p m )  w e r e  s u b t r a c t e d .
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s u i t a b l e  c a r r i e r  R N A  w a s  c h o s e n  t o  b e  u s e d  i n  t h e  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  

s t e p  o f  t h e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e .  E ^  c o l i  t R N A s ,  w h i c h  w e r e  u s e d  b y  

J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  a s  c a r r i e r  f o r  t h e  i n  v i v o  l a b e l l e d  p r o t e c t e d  

s i t e ,  w e r e  t h o u g h t  u n s u i t a b l e  s i n c e ,  a l t h o u g h  t h e y  a r e  r e l a t i v e l y  d i f f i ­

c u l t  t o  e n d - l a b e l  w i t h  P N K ,  ( L i l l e h a u g  a n d  K l e p p e ,  1 9 7 7 )  a n d  t h e r e f o r e  

n o t  e x p e c t e d  t o  c o m p e t e  f o r  t h e  P N K  a n d  / - (  P ) - A T P  t o  a  g r e a t  e x ­

t e n t ,  t h e i r  s i z e  o f  7 3 - 9 3  n u c l e o t i d e s  ( R i c h  a n d  R a j  B h a n d a r y ,  1 9 7 6 )  

w o u l d  m e a n  t h a t  t h e y  w o u l d  m i g r a t e  i n  t h e  g e l  w i t h  a  m o b i l i t y  c l o s e  

t o  t h a t  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s p e c i e s .  A  m i x t u r e  o f  t h r e e  p u r i f i e d

d o u b l e - s t r a n d e d  R N A s  f r o m  P e n i c i l l i u m  c h r y s o g e n u m  v i r u s  ( P c V )  ( B u c k

e t  a l . ,  1 9 7 1 )  w e r e  c h o s e n  f o r  u s e  a s  c a r r i e r  f o r  f o u r  m a i n  r e a s o n s .

6 6
F i r s t l y ,  t h e y  a r e  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( 2 . 1 8  x  1 0  ,  1 . 9 9  x  1 0  a n d  

1 . 8 9  x  1 0 ^  d a l t o n s ;  W o o d  a n d  B o z a r t h ,  1 9 7 2 )  a n d  t h u s  w o u l d  n o t  b e  e x ­

p e c t e d  t o  e n t e r  t h e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  u s e ’d  i n . t h e  p u r i f i c a t i o n  s t e p .  

S e c o n d l y ,  d o u b l e - s t r a n d e d .  R N A s  a r e  r e l a t i v e l y  r e s i s t a n t  t o .  R N a s e  

d i g e s t i o n  ( E d y  e t_  a h ,  1 9 7 6 )  a n d  w o u l d  t h u s  b e  l e s s  l i k e l y  t h a n  s i n g l e  

s t r a n d e d  R N A s  t o  b e  d e g r a d e d  b y  a n y  c o n t a m i n a t i n g  R N a s e s .  T h i r d l y ,  

d o u b l e - s t r a n d e d  R N A s  a r e  r e l a t i v e l y  d i f f i c u l t  t o  e n d - l a b e l  u s i n g  P N K  

( S z e k e l y  a n d  L o v i n y ,  1 9 7 5 )  a n d  w o u l d  t h e r e f o r e  n o t  b e  e x p e c t e d  t o  t a k e

u p  m u c h  o f  t h e  ( P )  l a b e l  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p r o t e c t e d  f r a g -

3 2
m e n t s .  F i n a l l y ,  s h o u l d  a n y  ( P ) - l a b e l l e d  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  b e  p r o d u c e d  

f r o m  t h e s e  R N A s  t h a t  h a v e  a  m o b i l i t y  i n  t h e  g e l  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  

p r o t e c t e d  s i t e ,  t h e y  w o u l d  b e  i m m e d i a t e l y  a p p a r e n t  a s  ' f o r e i g n '  s e ­

q u e n c e s ,  s i n c e  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  t h e y  w o u l d  h a v e  t h e  s a m e  s e q u e n c e  

t o  p a r t  o f  t h e  M 5 2  R N A  w o u l d  b e  v e r y  s m a l l  ( v e r y  a p p r o x i m a t e l y  1 i n  

^  f o r  a  2 0  n u c l e o t i d e  l o n g  s t r e t c h ,  i . e . ,  a p p r o x i m a t e l y  1 i n  1 0 ^ ) .

P r i o r  t o  u s e  a s  c a r r i e r ,  P c V - d s - R N A s  ( t h e  g e n e r o u s  g i f t  o f  D r .

K . W .  B u c k )  w e r e  f r a c t i o n a t e d  b y  P A G E  t o  c o n f i r m  t h e i r  s u i t a b i l i t y  f o r
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u s e  b y  b e i n g  f r e e  f r o m  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s .

F i g .  21  s h o w s  t h a t  t h e  p r e p a r a t i o n  u s e d  a s  c a r r i e r  m i g r a t e d  a s  t w o

b a n d s  w i t h  t h e  t w o  s m a l l e r  s p e c i e s  o f  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t  b e i n g

p o o r l y  s e p a r a t e d  o n  t h e  g e l ,  a n d  t h a t  t h e  p r e p a r a t i o n  w a s  f r e e  f r o m

d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s .  T h e  f a s t  m o b i l i t y  o f  t h e  P c V - d s - R N A s  i n  t h e  g e l

r e l a t i v e  t o  t h e  c o l i  r i b o s o m a l  R N A  s i z e  m a r k e r s  ( w h i c h  h a v e  t h e

6
m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f :  2 3 S ,  1 .1  x  1 0  ; 1 6 S ,  0 . 5 5  x  1 0  -  K u r l a n d ,

1 9 6 0 ;  S t a n l e y  a n d  B o c k ,  1 9 6 3 )  p r o b a b l y  r e f l e c t s  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  

n a t u r e  o f  t h e  P c V  R N A s .

I n  a  t y p i c a l  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e ,  t h e  f a c t o r  w a s  

b o u n d  t o  u n l a b e l l e d  M S 2  R N A  a t  t h e  r a t i o  t h a t  g a v e  m a x i m u m  r e t e n t i o n  

o f  e n d - l a b e l l e d  M S 2  R N A  i n  t h e  f i l t r a t i o n  a s s a y  a n d  t h e n  f o l l o w e d  b y  

d i g e s t i o n  w i t h  p a n c r e a t i c  R N a s e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 6 . 2 .  T h e  

p r o t e c t e d  R N A  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  b y  f i l t r a t i o n  

a n d  t h e n  e x t r a c t e d  b y  p h e n o l  e x t r a c t i o n ,  f o l l o w e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t ­

a t i o n  w i t h  P c V - d s - R N A s  a s  c a r r i e r .

4 . 1 . 5  5 ' - e n d  l a b e l l i n g  o f  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t

S i n c e  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  h a d  b e e n  p r e p a r e d  u s i n g  p a n ­

c r e a t i c  R N a s e  w h i c h  c l e a v e s  R N A  t o  g i v e  5 ' - O H  a n d  3 ' - P O ^  t e r m i n i  

( e . g . ,  B a r n a r d ,  1 9 6 9 ) ,  t h e  R N A  s p e c i e s  d i d  n o t  r e q u i r e  t r e a t m e n t  w i t h

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t o  p r o v i d e  s u i t a b l e  5 ' - t e r m i n i  f o r  t h e  P N K .  T h e

32 32
p r o t e c t e d  R N A  s p e c i e s  w e r e  l a b e l l e d  w i t h  ( P )  u s i n g  P N K  a n d  ti-(  P ) -  

A T P  a n d  t h e n  r u n  d i r e c t l y  o n  a  n o n - d e n a t u r i n g  g e l  a t  4 ° C .  A u t o ­

r a d i o g r a p h y  o f  t h e  g e l  ( F i g .  2 3 a  f o r  a  t y p i c a l  e x a m p l e )  g a v e  a  m a j o r  

b a n d  ( I )  w i t h  a  m o b i l i t y  r e l a t i v e  t o  t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  t r a c k i n g  d y e  

w h i c h  w a s  s i m i l a r  t o  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  i s o l a t e d  f r o m  _in v i v o
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(a)
◄ O

◄  X

(b)

<* o

◄  X 

I

F I G U R E  2 3  PAGE of 5' end labelled IF3 protected M52 RNA. 
Autoradiograph of MS2 RNA protected fragments isolated from unlab­
elled MS2 RNA as described in section 3.6.2, end-labelled using PNK 

32and X -( P)-ATP and electrophoresed through a 13% gel. (a) Material 
labelled immediately after preparation of the protected site. (b) The 
same material as in (a), but which had been stored at -20°C for one 
month prior to labelling. X and B are the positions of the xylene 
cyanol FF and bromophenol blue tracking dyes. O marks the origin of 
each gel.
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l a b e l l e d  M S 2  R N A  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  b a n d  w a s  

a b s e n t  i n  c o n t r o l  p r e p a r a t i o n s  m a d e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  I F 3  a n d  s u b ­

s e q u e n t l y  l a b e l l e d  u s i n g  P N K .  A  m i n o r  b a n d  ( I I )  m i g r a t i n g  f a s t e r  t h a n  

b a n d  I w a s  a l s o  f o u n d  i n  s o m e  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  

a n d  i t s  i n t e n s i t y  v a r i e d  f r o m  o n e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  

t o  a n o t h e r .  A  s p o t  c o r r e s p o n d i n g  t o  u n i n c o r p o r a t e d  2 f - (  P ) - A T P  c o u l d  

a l s o  b e  s e e n  ( F i g .  2 3 a ) .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  b a n d  p a t t e r n  u p o n  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  o f  a n  a l i q u o t  o f  t h e  s a m e  p r e p a r a t i o n  o f  p r o t e c t e d  

f r a g m e n t  a s  s h o w n  i n  F i g .  2 3 a  b u t  w h i c h  h a d  b e e n  l a b e l l e d  u s i n g  P N K  

a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  o n e  m o n t h ' s  s t o r a g e  a t  - 2 0 ° C  i s  s h o w n  i n  F i g .  2 3 b .  

A p a r t  f r o m  t h e  d i f f e r e n c e  i n  o v e r a l l  m o b i l i t y  o f  t h e  m a r k e r  d y e s  a n d  

R N A  b a n d s  c a u s e d  b y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t i m e s ,  t h e  r e l ­

a t i v e  i n t e n s i t i e s  o f  b a n d  I a n d  b a n d  II a p p e a r e d  t o  h a v e  c h a n g e d  u p o n  

s t o r a g e ;  t h e  a m o u n t  o f  m a t e r i a l  i n  b a n d  II h a d  i n c r e a s e d  r e l a t i v e  t o  

b a n d  I .  S i n c e  t h e  t w o  g e l s  r e p r e s e n t  t h e  f r a c t i o n a t i o n  o f  a n  i d e n t i c a l  

p r e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  w h i c h  h a d  b e e n  l a b e l l e d  u s i n g  t h e  

s a m e  p r e p a r a t i o n  o f  P N K ,  b u t  w h i c h  h a d  b e e n  s t o r e d  f o r  a  d i f f e r e n t  

l e n g t h  o f  t i m e ,  b a n d  II w o u l d  a p p e a r  t o  c o n s i s t  o f  p r o d u c t s  d e r i v e d  

f r o m  e i t h e r  b a n d  I o r  f r o m  t h e  P c V - d s - R N A s  a n d  w h i c h  h a d  b e e n  p r o ­

d u c e d  d u r i n g  s t o r a g e .  B .  J o h n s o n  ( p e r s .  c o m m u n . )  w o r k i n g  w i t h  _in v i v o  

l a b e l l e d  M S 2  R N A  a l s o  o b s e r v e d  o c c a s i o n a l l y  a n  a d d i t i o n a l  b a n d  m i g r a t ­

i n g  i n  a  p o s i t i o n  s i m i l a r  t o  b a n d  II i n  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e .  A n  o r i g i n  o f  b a n d  II f r o m  t h e  P c V - d s - R N A s  w o u l d  t h e r e f o r e

a p p e a r  t o  b e  e x c l u d e d .

I n  a l l  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s  l a b e l l e d  w i t h  P N K  a n d  J f - ( ^ P ) - A T P ,  

i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  w a s  n e v e r  f o u n d  t o  b e  g r e a t e r  t h a n  4 - 5 %  o f  t h a t  

e x p e c t e d  b a s e d  o n  e s t i m a t e s  o f  t h e  s i z e  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  a n d  

t h e  a m o u n t  o f  R N A  p r o t e c t e d .  W h e r e a s ,  i n  c o n t r a s t ,  o l i g o n u c l e o t i d e s
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p r o d u c e d  f r o m  a  p a r t i a l  R N a s e  d i g e s t  o f  M S 2  R N A  w e r e  l a b e l l e d  

w e l l  b y  t h e  s a m e  p r e p a r a t i o n s  o f  P N K .  T o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  l o w  

u p t a k e  o f  ( P )  w a s  d u e  t o  s o m e  a s p e c t  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f

. Mat was
t h e  p r o t e c t e d  /  p r e v e n t i n g  l a b e l l i n g ,  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w a s

3 2
m i l d l y  d e n a t u r e d  w i t h  f o r m a l d e h y d e ,  l a b e l l e d  w i t h  ( P )  u s i n g  P N K ,

v
f r a c t i o n a t e d  o n  P A G E  a n d  t h e  b a n d  I c u t  o u t  a n d  c e r e n k o v  c o u n t e d  

( T a b l e  6 ) .  F r o m  t h i s  t a b l e ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  p a r t i a l  d e n a t u r a t i o n  

t r e a t m e n t  h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  u p t a k e  o f  ( P )  i n t o  t h e  p r o t e c t e d  

f r a g m e n t  a n d  t h e r e f o r e  e i t h e r  t h e  t r e a t m e n t  w a s  t o o  m i l d  t o  h a v e  h a d  

a n y  e f f e c t  o n  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  s i t e  o r  t h e r e  a r e  o t h e r  

r e a s o n s  f o r  t h e  p o o r  u p t a k e  o f  l a b e l .  S t r o n g e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  

w e r e  n o t  u s e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  i n c r e a s e  t h e  u p t a k e  o f  (  P )  f o r  u s e  i n  

t h e  s e q u e n c i n g  s t u d i e s  s i n c e  H C H O  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  c r o s s - l i n k  R N A  

s t r a n d s  ( L o d i s h ,  1 9 7 5 ) .  A l t h o u g h  m o s t  o f  t h e  H C H O  m o l e c u l e s  w o u l d  b e  

e x p e c t e d  t o  d i s s o c i a t e  f r o m  t h e  a d d u c t  w h e n  t h e  R N A  w a s  p u r i f i e d  b y  

e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  ( M c G h e e  a n d  v o n  H i p p e l ,  1 9 7 5 a , b ) ,  i t  w a s  f e l t  t h a t  

t h e  p r e s e n c e  o f  a n y  s t a b l e  R N A  c r o s s - l i n k s  ( L o d i s h ,  1 9 7 5 )  w o u l d  c a u s e  

p r o b l e m s  u p o n  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  a n d  w a n d e r i n g  s p o t  

s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e .

4 . 1 . 6  T w o - d i m e n s i o n a l  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  o f  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  

T h e  R N A  s p e c i e s  p r e s e n t  i n  B a n d  I f r o m  s e v e r a l  p r e p a r a t i o n s  o f  

t h e  p r o t e c t e d  s i t e  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  g e l s  a n d  f r a c t i o n a t e d  b y  t w o -  

d i m e n s i o n a l  h o m o c h r o m a t o g r a p h y .  F i g .  2 4  s h o w s  t h e  p a t t e r n s  o f  s p o t s  

f r o m  s i x  o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s .  G r e a t  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  p a t t e r n s  c a n  

b e  s e e n  b u t  a l s o ,  t o  s o m e  e x t e n t ,  s o m e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  p a t t e r n s  

i s  a p p a r e n t .  A  s i m i l a r  h e t e r o g e n e i t y  i n  p a t t e r n s  w a s  a l s o  f o u n d  u s i n g
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TABLE 6

E f f e c t  o f  f o r m a l d e h y d e  d e n a t u r a t i o n  o f  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  p r i o r

t o  l a b e l l i n g

v
c e r e n k o v  c p m  i n  1 F 3  b a n d

N a t i v e  p r o t e c t e d  m a t e r i a l 1 2 7 3 3

D e n a t u r e d  p r o t e c t e d  m a t e r i a l 1 2 5 2 4

N a t i v e  P c V - d s - R N A 2 5 8

D e n a t u r e d  P c V - d s - R N A 2 0 0

2 f - (  3 2 P ) - A T P  a l o n e 2 1 3

I F 3  p r o t e c t e d  m a t e r i a l  ( a p p r o x i m a t e l y  3 2 n g  t o g e t h e r  w i t h  O . f y j g  P c V - d s -  

R N A  u s e d  a s  c a r r i e r )  a n d  P c V - d s - R N A  a l o n e  ( O . t y j g )  w e r e  p a r t i a l l y  d e -  

n a t u r e d  w i t h  f o r m a l d e h y d e  a n d  l a b e l l e d  u s i n g  P N K  a n d  t f - (  P ) - A T P  a s  

d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 1 1 ,  e l e c t r o p h o r e s e d  t h r o u g h  a  1 5 %  g e l  a n d  a u t o -  

r a d i o g r a p h e d  f o r  3 . 5  h o u r s .  T h e  m a i n  I F 3  p r o t e c t e d  b a n d  w a s  e x c i s e d  

a n d  t h e  a m o u n t  o f  ( 3 2 P )  p r e s e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  c e r e n k o v  c o u n t i n g .  

C o n t r o l s  o f  n o n - d e n a t u r e d  m a t e r i a l  a n d  X -(  P ) - A T P  r u n  a l o n e  i n  t h e  

g e l  f o r  b a c k g r o u n d  d e t e r m i n a t i o n  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d .
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F I G U R E  2 4  Two-dimensional homochromatography of 5'-end labelled IF3 
protected MS2 RNA.
End-labeiled RNA eiuted from Band I from 6 preparations of the 1F3 
protected site as described in section 3.1.2 was fractionated by two- 
dimensional homochromatography fingerprinting (section 3.1.4) followed 
by autoradiography, (a) Preparation B58; (b) Preparation B60; (c) Pre­
paration B55; (d) Preparation B62; (e) Preparation B53: (f) Prepar­
ation B54; (g) Directions of First (I) and Second (II) dimensions of the
fractionation procedure. Note, preparation B55 (c) was poorly fraction­
ated in the first dimension of the fingerprint. B and Y mark the posi­
tions of the Blue and Yellow dye markers.
FIGURE continued overleaf:
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i n  v i v o  l a b e l l e d  p r o t e c t e d  m a t e r i a l  ( B .  J o h n s o n  p e r s .  c o m m u n . ) .

T h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  m a t e r i a l  t h a t  

m i g r a t e s  a s  a  d i s t i n c t  b a n d  u p o n  P A G E  u n d e r  n o n - d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  

i s  c o m p o s e d  o f  s e v e r a l  s p e c i e s  o f  R N A  o f  d i f f e r e n t  l e n g t h s .  T h e  R N A  

s p e c i e s  a r e  p r e s u m a b l y  h e l d  t o g e t h e r  b y  s e c o n d a r y  a n d  p o s s i b l y  t e r t i a r y  

i n t e r a c t i o n s  w h e n  r u n n i n g  i n  t h e  g e l  a n d  t h e s e  a r e  d e s t r o y e d  i n  t h e  

s t r o n g l y  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  

s y s t e m .  T h e  p o s s i b i l i t y  c a n n o t  b e  e x c l u d e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  s p o t s

o b t a i n e d  u p o n  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  c o u l d  b e  d u e  t o  a  s i n g l e  l i n e a r  

f r a g m e n t  w h i c h  w a s  d e g r a d e d  d u r i n g  t h e  e l u t i o n  f r o m  t h e  g e l .

T o  t e s t  t h i s  l a t t e r  p o s s i b i l i t y ,  e n d - l a b e l l e d  I F 3  p r o t e c t e d  m a t e r i a l  

w a s  d i r e c t l y  f r a c t i o n a t e d  b y  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  b e f o r e  

a n d  a f t e r  b e i n g  r u n  o n  a  n o n - d e n a t u r i n g  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  B o t h  

B a n d s  I a n d  II w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  ’ g e l  a n d  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  

f i n g e r p r i n t e d .  I t  i s  r e a d i l y  a p p a r e n t  f r o m  F i g .  2 3  fft h a t  t h e  p a t t e r n  o f  

s p o t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  m a t e r i a l  t h a t  h a d  b e e n  d i r e c t l y  f r a c t i o n a t e d  

a f t e r  l a b e l l i n g  w a s  s i m i l a r  t o  t h e  s u m  t o t a l  o f  t h e  s p o t s  o n  t h e  h o m o ­

c h r o m a t o g r a p h s  o f  m a t e r i a l  e l u t e d  f r o m  B a n d s  I a n d  I I .  T h i s  d e m o n ­

s t r a t e s  t h a t  t h e  m a t e r i a l  r u n n i n g  a s  a  d i s t i n c t  b a n d  u p o n  P A G E  i s ,  i n  

f a c t ,  c o m p r i s e d  o f  s e v e r a l  s t r e t c h e s  o f  R N A ,  r a t h e r  t h a n  j u s t  o n e  

l i n e a r  s t r e t c h .  I t  c a n  a l s o  b e  s e e n  t h a t  B a n d  II c o n s i s t s  m a i n l y  o f  

s h o r t  o l i g o n u c l e o t i d e s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  i t  c o n s i s t s  

o f  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  o f  B a n d  I.

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  c o m p r i s e s  s e v e r a l  s t r e t c h ­

e s  o f  R N A  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  J o h n s o n  a n d  

S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  t h a t  s e v e r a l  o f  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  p r o ­

d u c t s  p r e s e n t  i n  t h e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  o r i g i n a t e d  f r o m  

a  m o r e  d i s t a n t  p a r t  o f  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  t o  o t h e r s  p r e s e n t  a n d



131

F I G U R E  25 Two-dimensional homochromatography of 5'-end labelled IF3 
protected MS2 RNA before and after PAGE purification.
IF3 protected MS2 RNA was 5'-end labelled and an aliquot fractionated 
by PAGE in a 13% gel. After autoradiography, the RNA present in 
Bands I and II (cf Fig. 23) was eluted and fractionated by homochrom­
atography fingerprinting together with some of the original material, 
(a) Original material not purified by PAGE, (b) Material from Band I. 
(c) Material from Band II. (d) Directions of first (I) and second (II) 
dimensions. B and Y are as described in Fig. 24.
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t h a t  t h e  u n i q u e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  i n  t h e  i n t e r v e n i n g  r e g i o n s  w e r e  n o t  

f o u n d  i n  t h e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e .  T h e  s t r e t c h e s  o f  R N A  

p r o t e c t e d  b y  I F 3  t h e r e f o r e  a p p e a r  t o  b e  n o n - c o n t i g u o u s .  D e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  a n d  c o m p a r i s o n  

w i t h  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e ,  a s  d e t e r m i n e d  b y  F i e r s  et_ a L _

( 1 9 7 6 ) ,  w o u l d  t h e r e f o r e  c o n f i r m  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  c o n s i s t e d  o f  

s e v e r a l  n o n - c o n t i g u o u s  s t r e t c h e s  o f  R N A  r a t h e r  t h a n  o n e  l i n e a r  s t r e t c h .

4 . 2  S T U D I E S  O N  T H E  P R I M A R Y  S T R U C T U R E  O F  M S 2  R N A  

I N V O L V E D  A T  T H E  I F 3  P R O T E C T E D  S I T E

T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A  s p e c i e s  

w e r e  d e t e r m i n e d .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  t o  o p t i m i s e  t h e  ' w a n d e r i n g  

s p o t '  s e q u e n c i n g  t e c h n i q u e  w e r e  u n d e r t a k e n ,  u s i n g  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  

p r o d u c t s  f r o m  M S 2  R N A .  A n a l y s i s  b y  ' w a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c i n g  o f  

t h e  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A ,  t o g e t h e r  w i t h  i n f o r m a t i o n  f r o m  p a r t i a l  

R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  o f  _in v i v o  l a b e l l e d  p r o t e c t e d  s i t e  b y  D r .  B .  J o h n s o n  

a l l o w e d  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  

s e q u e n c e  o f  F i e r s  e t ^ a L _ ( 1 9 7 6 )  a s  c o r r e c t e d  b y  I s e r e n t a n t  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .

4 . 2 . 1  ' W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c i n g  o f  R N A

T h e  c l a s s i c a l  ' S a n g e r '  t e c h n i q u e s  u s e d  b y  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  

( 1 9 7 7 , 1 9 7 9 )  p r e c l u d e d  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e x a c t  r e g i o n s  o f  M S 2  

R N A  t h a t  w e r e  p r o t e c t e d  b y  I F 3  a n d  t h e r e f o r e  o n e  o f  t h e  r e c e n t  ' d i r ­

e c t  r e a d - o u t '  R N A  s e q u e n c i n g  t e c h n i q u e s  w a s  r e q u i r e d  t o  b e  u s e d  f o r  

t h e  s e q u e n c i n g  t a s k .  M e t h o d s  o f  t h i s  t y p e ,  u s i n g  e i t h e r  t w o - d i m e n s i o n a l  

h o m o c h r o m a t o g r a p h y  o f  p a r t i a l  e n d o n u c l e o l y t i c  d i g e s t s  o f  e n d - l a b e l l e d  

R N A  ( ' w a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c i n g )  ( S i l b e r k l a n g  e t  a l . ,  1 9 7 7 a ,  1 9 7 7 b )  o r  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( ' r a p i d  g e l ’ s e q u e n c i n g )  o f  e i t h e r  

p a r t i a l  e n d o n u c l e o l y t i c  d i g e s t s  ( D o n i s - K e l l e r  et_ a L ,  1 9 7 7 ;  S i m o n c s i t s  e t
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a l . ,  1 9 7 7 ;  K r u p p  a n d  C r o s s ,  1 9 7 9 )  o r  p a r t i a l  s p e c i f i c  c h e m i c a l  f r a g m e n t ­

a t i o n  ( P e a t t i e ,  1 9 7 9 )  o f  e n d - g r o u p  l a b e l l e d  R N A  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  in  

t h e  l i t e r a t u r e .  M e t h o d s  i n v o l v i n g  t h e  p r i m e d  s y n t h e s i s  o f  c D N A ,  u s i n g  

r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e ,  f o l l o w e d  b y  s e q u e n c i n g  o f  t h e  D N A  p r o d u c t  h a v e  

a l s o  b e e n  d e s c r i b e d  ( B r o w n l e e  a n d  C a r t w r i g h t ,  1 9 7 7 ;  M c G e o c h  a n d  

T u r n b u l l ,  1 9 7 8 ;  Z i m m e r n  a n d  K a e s b e r g ,  1 9 7 8 ) .

O f  t h e s e  m e t h o d s , t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  t e c h n i q u e  i s  p e r h a p s  b e t t e r  

s u i t e d  t o  s e q u e n c i n g  R N A s  o f  t h e  s i z e  e x p e c t e d  i n  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  

s i t e  ( i . e . ,  b e t w e e n  1 5  a n d  3 0  n u c l e o t i d e s  l o n g )  t h a n  t h e  ' r a p i d  g e l '  

m e t h o d s  a n d ,  t h e r e f o r e ,  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  t e c h n i q u e  o f  S i l b e r k l a n g  e t_  

a h _  ( 1 9 7 7 b ) ,  u s i n g  5 ' - e n d  l a b e l l e d  R N A  a s  m o d i f i e d  b y  R i c h a r d s  e t  a l .

( 1 9 7 7 )  w a s  c h o s e n  f o r  t h i s  s e q u e n c i n g  t a s k .

T h i s  m e t h o d  i n v o l v e s  t h e  _iri v i t r o  l a b e l l i n g  w i t h  ( P )  o f  t h e  R N A  

t o  b e  s e q u e n c e d  a t  t h e  5 ' - t e r m i n u s  u s i n g  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  a n d  2T- 

( P ) - A T P ,  f o l l o w e d  b y  p a r t i a l  e n d o n u c l e o l y t i c  d i g e s t i o n  w i t h  n u c l e a s e  

P I  ( E C  3 . 1 . 3 0 . 1 )  i s o l a t e d  f r o m  P e n i c i l l i u m  c i t r i n u m  ( F u j i m o t o  e t_  a L _  

1 9 7 4 a )  u n d e r  c o n d i t i o n s  d e s i g n e d  t o  g i v e  r i s e  t o  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  

e v e r y  p o s s i b l e  l e n g t h .  T h i s  f u n g a l  e n z y m e ,  w h i l s t  n o t  b e i n g  e n t i r e l y  

r a n d o m  i n  i t s  s e l e c t i o n  o f  c l e a v a g e  s i t e s  ( F u j i m o t o  e t_  a l . ,  1 9 7 4 a ) ,  

c l e a v e s  R N A  p h o s p h o d i e s t e r  b o n d s  t o  l e a v e  3 ' - h y d r o x y l  a n d  5 ' - p h o s p h a t e  

e n d s  ( S i l b e r k l a n g  e t_  a l . ,  1 9 7 4 b ) .  A n  a c t i v i t y  t o w a r d s  D N A  o f  t h i s  

e n z y m e  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  ( F u j i m o t o  e t  a l . ,  1 9 7 4 b ) .

T h e  p a r t i a l  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  a r e  f r a c t i o n a t e d  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  

h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  ( B r o w n l e e  a n d  S a n g e r ,  1 9 6 9 ) .  I n  t h e  

f i r s t  d i m e n s i o n ,  e l e c t r o p h o r e s i s  a t  p H  3 . 5 ,  o l i g o n u c l e o t i d e s  i n  a  f l u i d  

s u b j e c t e d  t o  a  v o l t a g e  g r a d i e n t  E  m o v e  w i t h  a  v e l o c i t y

U  =  E . Q '

K'
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( S m i t h ,  1 9 5 5 )  w h e r e  Q '  i s  t h e  n e t  c h a r g e  o f  t h e  m o l e c u l e s  a n d  K '  i s  a  

c o n s t a n t  d e p e n d i n g  o n  t h e  s i z e  a n d  s h a p e  o f  t h e  m o l e c u l e ,  r e p r e s e n t i n g  

t h e  r e t a r d i n g  e f f e c t  o f  o t h e r  i o n s  i n  t h e  s o l u t i o n  o n  t h e  c h a r g e d  m o l e ­

c u l e .  I n  t h e  c a s e  o f  a n  o l i g o n u c l e o t i d e ,  Q '  i s  t h e  a l g e b r a i c  s u m  o f  t h e  

c h a r g e s  o f  i t s  c o m p o n e n t  n u c l e o t i d e s  a t  p H  3 . 5  a n d  w h i c h ,  i n  t u r n ,  

d e p e n d  o n  t h e  p K ^  v a l u e s  o f  t h e  m o n o n u c l e o t i d e s .  O l i g o n u c l e o t i d e s  o f  

d i f f e r e n t  c o m p o s i t i o n  w i l l  t h e r e f o r e  m i g r a t e  w i t h  d i f f e r e n t  v e l o c i t i e s  

i n  t h i s  d i m e n s i o n .  I n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n ,  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  o n  a  

D E A E  t h i n  l a y e r  p l a t e ,  t h e  n u c l e a s e  P I  d i g e s t e d  o l i g o n u c l e o t i d e s ,  w h i c h  

b i n d  t i g h t l y  t o  t h e  D E  A  E - c e l l u l o s e ,  a r e  d i s p l a c e d  b y  a  s e r i e s  o f  a n i o n s  

o f  d i f f e r e n t  v a l e n c y  o r  a f f i n i t y  f o r  t h e  D E A E  g r o u p s .  S u c h  a  s y s t e m  

i s  p r o d u c e d  w h e n  a  c o n c e n t r a t e d  m i x t u r e  o f  o l i g o n u c l e o t i d e s  i s  a p p l i e d  

t o  t h e  e n d  o f  t h e  D E A E  c h r o m a t o g r a m .  T h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  s a t u r a t e  

t h e  D E A E  g r o u p s  a n d  d i s p l a c e  o n e  a n o t h e r ,  p r o d u c i n g  a  s e r i e s  o f  f r o n t s .  

T h e  s m a l l e r  o n e s  w i t h  l o w e r  v a l e n c y  o r  a f f i n i t y  a r e  d i s p l a c e d  b y  t h e  

l a r g e r  o n e s  a n d ,  t h e r e f o r e ,  m o v e  f a s t e r .  T h e  n u c l e a s e  P I  d i g e s t e d  

o l i g o n u c l e o t i d e s  m o v e  w i t h  t h e  d i f f e r e n t  f r o n t s  a n d  a r e  f r a c t i o n a t e d  

a c c o r d i n g  t o  t h e i r  a f f i n i t y  f o r  t h e  D E A E  g r o u p s  o r ,  i n  o t h e r  w o r d s ,  

t h e i r  l e n g t h  ( B r o w n l e e ,  1 9 7 2 ) .

U p o n  a u t o r a d i o g r a p h y  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h , o n l y  t h o s e  

o l i g o n u c l e o t i d e s  c o n t a i n i n g  t h e  o r i g i n a l  l a b e l l e d  5 ' - t e r m i n u s  a r e  d e t e c t e d  

a n d  t h u s  a  s e r i e s  o f  s p o t s ,  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t ' ,  a r e  s e e n  c o r r e s p o n d i n g  

t o  o l i g o n u c l e o t i d e s  d i f f e r i n g  b y  o n e  n u c l e o t i d e  i n  l e n g t h  f r o m  e a c h  

o t h e r .  T h e  l o n g e s t  o l i g o n u c l e o t i d e ,  t h e  i n t a c t  m a t e r i a l ,  i s  r e p r e s e n t e d  

b y  t h e  s p o t  n e a r e s t  t h e  s t a r t  l i n e  o f  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .  T h e  n e x t  

s p o t  u p  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  i n t a c t  R N A  l e s s  t h e  3 ' - t e r m i n a l  m o n o n u c l e o ­

t i d e  a n d  t h e r e f o r e  m i g r a t e s  i n  a  d i f f e r e n t  p o s i t i o n  i n  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  

a n d  f a s t e r  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .  T h i s  a p p l i e s  t o  t h e  r e m a i n i n g
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o l i g o n u c l e o t i d e s  u p  t o  t h e  5 ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e .  F r o m  t h e  p a t t e r n  o f  

s p o t s ,  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  c a n  b e  d e t e r m i n e d  

b y  a n a l y s i s  o f  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s  b e t w e e n  s u c c e s s i v e  s p o t s  a n d  c o m p a r ­

i s o n  w i t h  t h o s e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  b o t h  R N A  ( G i l l u m  e t_  a h ,  1 9 7 5 ;  

L o c k a r d  a n d  R a j  B h a n d a r y ,  1 9 7 6 ;  S i l b e r k l a n g  e t  a l . ,  1 9 7 7 a ,  1 9 7 7 b ;  

R i c h a r d s  e t  a h ,  1 9 7 7 ;  F u k e  a n d  B u s c h ,  1 9 7 7 ;  R o m m e l a e r e  et_  a l . ,  

1 9 7 9 ;  K o p e r - Z w a r t h o f f  a n d  B o l ,  1 9 7 9 )  a n d  D N A  ( S a n g e r  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  

J a y  e t _ a L ,  1 9 7 4 b ;  T u e t _ a L _ ,  1 9 7 6 ) .

A  c o n s e n s u s  p a t t e r n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  a b o v e  l i t e r a t u r e  o f  t h e  

m o b i l i t y  s h i f t  o f  a n  o l i g o n u c l e o t i d e  ( n )  e i t h e r  l e n g t h e n e d  o r  s h o r t e n e d  

b y  a  s i n g l e  n u c l e o t i d e  o n  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  i s  s h o w n  i n  

F i g .  2 6 .  S i n c e  t h e r e  a r e  d i f f e r e n c e s  i n  m o b i l i t y  s h i f t s  f r o m  o n e  h o m o ­

c h r o m a t o g r a p h y  s y s t e m  t o  a n o t h e r ,  a n d  a l s o  t o  s o m e  e x t e n t  w i t h i n  a  

s i n g l e  s y s t e m ,  i t  w a s  i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s  i n  t h e  

a c t u a l  s y s t e m  i n t e n d e d  t o  b e  u s e d  p r i o r  t o  s e q u e n c i n g  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  

s i t e .  A l s o  s h o w n  i n  F i g .  2 6  a r e  t h e  r e l a t i v e  d - v a l u e s  ( t h e  v e r t i c a l  d i s ­

t a n c e  b e t w e e n  t w o  s p o t s )  ( T u  e t_  a l . ,  1 9 7 6 )  f o r  p y r i m i d i n e  a n d  p u r i n e  

n u c l e o t i d e s .  T h e  p y r i m i d i n e  n u c l e o t i d e s  h a v e  a  d - v a l u e  o f  a p p r o x i m a t e ­

l y  t w o  t h i r d s  t h a t  o f  t h e  p u r i n e  n u c l e o t i d e s .

A s  n u c l e a s e  P j  i s  n o t  e n t i r e l y  r a n d o m  i n  i t s  s e l e c t i o n  o f  c l e a v a g e  

s i t e s  ( F u j i m o t o  e t  a l . ,  1 9 7 4 a ) ,  c e r t a i n  i n t e r n u c l e o t i d e  b o n d s  m a y  b e  c u t  

l e s s  f r e q u e n t l y  t h a n  o t h e r s ;  t h i s  c a n  r e s u l t  i n  a  f i n a l  a u t o r a d i o g r a m  

c o n t a i n i n g  l i g h t e r  a n d  d e n s e r  s p o t s .  P o l y p r i m i d i n e  c l u s t e r s ,  e s p e c i a l l y  

o l i g o - C  s t r e t c h e s  i n  s i n g l e - s t r a n d e d  c o n f o r m a t i o n s ,  s h o w  u p  a s  a  s e r i e s  

o f  l i g h t e r  s p o t s  ( S i l b e r k l a n g  e t  aL_, 1 9 7 7 b ) .

4 . 2 . 2  P a r t i a l  d i g e s t i o n  w i t h  n u c l e a s e  P I  a n d  t r i a l  ’ w a n d e r i n g  s p o t '

T o  d e t e r m i n e  t h e  c o n d i t i o n s  o f  d i g e s t i o n  t h a t  g a v e  r i s e  t o  a n  

e v e n  d i s t r i b u t i o n  o f  p a r t i a l  d i g e s t i o n  p r o d u c t s ,  a n d  a l s o  t o  p e r f e c t  t h e
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n-G n-A

O I

F I G U R E  2 6  ' W a n d e r i n g  s p o t '  m o b i l i t y  s h i f t s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  

l i t e r a t u r e .

P a t t e r n  o f  m o b i l i t y  s h i f t s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  l i t e r a t u r e  ( s e e  t e x t  f o r  

r e f e r e n c e s )  o f  a n  o l i g o n u c l e o t i d e  ( n )  e i t h e r  s h o r t e n e d  o r  l e n g t h e n e d  b y  a  

s i n g l e  n u c l e o t i d e  u p o n  t w o - d i m e n s i o n a l  h o m o c h r o m a t o g r a p h y .  S  a n d  

$  p y  r e p r e s e n t  d - v a l u e s  ( T u  e t  a L ,  1 9 7 6 )  f o r  r e m o v a l  o f  p u r i n e  a n d  

p y r i m i d i n e  n u c l e o t i d e s  r e s p e c t i v e l y .  I a n d  II a r e  t h e  d i r e c t i o n s  o f  t h e  

f i r s t  a n d  s e c o n d  d i m e n s i o n s  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f r a c t i o n a t i o n  

p r o c e d u r e .



137

w a n d e r i n g  s p o t  t e c h n i q u e ,  5 ' - e n d  l a b e l l e d  o l i g o n u c l e o t i d e s  w e r e  p r e p a r e d

b y  d i g e s t i n g  u n l a b e l l e d  M S 2  R N A  w i t h  R N a s e  a n d  l a b e l l i n g  t h e

3 2
o l i g o n u c l e o t i d e s  w i t h  P N K  a n d  2 f - (  P ) - A T P .  T h e  l a b e l l e d  d i g e s t  w a s  

t h e n  f r a c t i o n a t e d  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  a n d  t h e  a u t o ­

r a d i o g r a p h y  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h  i s  s h o w n  i n  F i g .  2 7 .  S p o t s

c o r r e s p o n d i n g  t o  l a r g e  o l i g o n u c l e o t i d e s  ( n u m b e r e d  T ^ ,  T ^  a n d  o n  

F i g .  2 7 )  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  f i n g e r p r i n t  f o r  s u b s e q u e n t  u s e .  F r a c t i o n s  

o f  t w o  o f  t h e s e  an<^ T ^ )  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  

n u c l e a s e  P I  a n d  a l i q u o t s  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  f r o z e n  a t  v a r i o u s  

t i m e s  t o  b e  s u b s e q u e n t l y  p o o l e d  a n d  f r a c t i o n a t e d  b y  o n e - d i m e n s i o n a l  

h o m o c h r o m a t o g r a p h y  t o  d e t e r m i n e  t h e  r a t i o  o f  n u c l e a s e  P I  t o  R N A  

t h a t  g a v e  a n  e v e n  d i s t r i b u t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .  T h e  r e s u l t i n g  

a u t o r a d i o g r a m  ( F i g .  2 8 )  s h o w s  t h a t  1 2 . 5 n g  o f  n u c l e a s e  P I  g a v e  a  g o o d  

d i s t r i b u t i o n  o f  p r o d u c t s  i n  b o t h  t h e  c a s e  o f  T ^  a n d  T ^ .  ’ T h i s . c o r r e s ­

p o n d s  t o  a  r a t i o  o f  5 0 n g  p e r  s p o t  f r o m  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h  a n d ,  

s i n c e  a n  a v e r a g e  s p o t  i s  e s t i m a t e d  t o  c o n t a i n  v e r y  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 p g  

o f  R N A  ( B a r r e l l ,  1 9 7 1 ) ,  a l t h o u g h  t h i s  c a n  b e  e x p e c t e d  t o  v a r y  c o n s i d e r ­

a b l y  d e p e n d i n g  o n  t h e  s i z e  o f  t h e  s p o t ,  t h e  a b o v e  r a t i o  c o r r e s p o n d s  

v e r y  a p p r o x i m a t e l y  t o  2 5 n g  p e r  l O O j j g  o f  R N A .  T h i s  i s  w i t h i n  t h e  s a m e  

o r d e r  o f  m a g n i t u d e  a s  t h a t  u s e d  b y  R i c h a r d s  e t  a l . ,  ( 1 9 7 7 )  ( 1 0 n g / 1 0 O p g  

R N A ) ,  L o c k a r d  a n d  R a j B h a n d a r y , ( 1 9 7 6 )  a n d  S i l b e r k l a n g  e t  a l . ,  ( 1 9 7 7 b )  

( b o t h  u s e d  1 5 n g  p e r  1 0 O ^ jg  R N A ) .  I n  l a t e r  e x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e ,  t h e  l i m i t e d  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  t h e  o l i g o ­

n u c l e o t i d e s  b e i n g  s e q u e n c e d  p r e c l u d e d  t h i s  t y p e  o f  e x p e r i m e n t  a n d ,  

s i n c e  t h e  s i z e  o f  t h e  s p o t s  o n  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h s  v a r i e d  a  g r e a t  

d e a l ,  t h e  a m o u n t  o f  n u c l e a s e  P I  u s e d  t o  o b t a i n  ' w a n d e r i n g  s p o t s '  w a s  

e i t h e r  i n c r e a s e d  o r  d e c r e a s e d  f r o m  t h i s  r a t i o ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  r e l a t i v e  

a r e a s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  s p o t s  a n d  t h e  s p o t s  T ^  a n d  T ^ .
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F I G U R E  2 7  RNase homochromatography fingerprint of M52 RNA.
Autoradiograph of unlabelled MS2 RNA digested with RNase T ,

32 .labelled using PNK and Jf-( P)-ATP as described in section 3.7.3 and 
fractionated by two-dimensional homochromatography using 5% homomix 
'C'. Oligonucleotides referred to in the text are identified. B and Y 
are the positions of the Blue and Yellow dye markers. I and II are the 
directions of the first and second dimensions of the fractionation.
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F I G U R E  28 Partial nuclease PI digestion of oligonucleotides and

Autoradiography (2 days exposure) of one-dimensional homochromato­
graphy fractionation of partial nuclease PI digests of oligonucleotides 

and eluted from the homochromatograph shown in Fig. 27, as 
described in section 3.1.4. 1-4, approximately 50jjg of digested with
5, 12.3, 23 and 30ng respectively of nuclease PI (section 3.8). 3-8,
approximately 30jjg of T digested with 3, 12.3, 23 and 30ng of nuc­
lease PI. B and Y are the positions of the Blue and Yellow dye mark­
ers. Fractionation using 3% homomix 'C' was from bottom to top.



T o  d e t e r m i n e  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s  u p o n  l o s s  o r  a d d i t i o n  o f  a  s i n g l e  

n u c l e o t i d e  t o  a  h o m o l o g o u s  s e r i e s  o f  o l i g o n u c l e o t i d e s  i n  t h e  h o m o c h r o m ­

a t o g r a p h y  s y s t e m  i n t e n d e d  t o  b e  u s e d  i n  t h i s  w o r k ,  s p o t  m a t e r i a l  

w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  n u c l e a s e  P I  a n d  f r a c t i o n a t e d  b y  h o m o c h r o m ­

a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g ,  u s i n g  3 %  h o m o m i x  ' O  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n ­

s i o n .  T h e  a u t o r a d i o g r a p h  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  f r a c t i o n a t i o n  i s  s h o w n  i n  

F i g .  2 9 ,  t o g e t h e r  w i t h  a n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s .  A  l a r g e  

a m o u n t  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  h a s  n o t  b e e n  d i g e s t e d ,  p r o b a b l y  d u e  t o  

s u b - o p t i m a l  d i g e s t i o n  c o n d i t i o n s ,  a n d  c a n  b e  s e e n  a s  a n  i n t e n s e  s p o t  

n e a r  t h e  o r i g i n  o f  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .

R e f e r r i n g  t o  F i g .  2 9 ,  s p o t  ( 1 )  r u n s  s l o w e r  t h a n  t h e  b l u e  m a r k e r  

a n d ,  s i n c e  ^ ' - m o n o n u c l e o t i d e s  r u n  w i t h  a  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  

b l u e  m a r k e r  i n  t h i s  d i m e n s i o n ,  ( F i g .  2 8  a n d  R i c h a r d s  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  S i l -  

b e r k l a n g  e t  a l . ,  1 9 7 7 b )  s p o t  ( 1 )  . p r o b a b l y  r e p r e s e n t s  a n  o l i g o n u c l e o t i d e  

r a t h e r  t h a n  t h e  ^ ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e .  T h e  d - v a l u e  b e t w e e n  s p o t  ( 1 )  

a n d  t h e  b l u e  m a r k e r  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  r e p r e s e n t s  t h e  

^ ' - t e r m i n u s  p l u s  t w o  o r  m o r e  a d d i t i o n a l  n u c l e o t i d e s .  T h e  R N A  s p e c i e s  

s h o r t e r  t h a n  s p o t  ( 1 ) ,  r e p r e s e n t e d  b y  * p ( N )  ( w h e r e  * p  r e p r e s e n t s  t h e  

l a b e l l e d  ^ ’ - p h o s p h a t e ) ,  w e r e  n o t  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  

s i n c e  t h e y  w e r e  r u n n i n g  s l o w e r  t h a n  t h e  b l u e  m a r k e r  i n  t h a t  d i m e n s i o n .  

S p o t  ( 1 )  i s  v e r y  c l o s e  t o  t h e  e d g e  o f  t h e  D E A E  p l a t e ,  a s  c a n  b e  s e e n  

b y  t h e  t r a i l i n g  d o w n  t h e  e d g e ,  a n d  t h i s  m a k e s  t h e  m o b i l i t y  s h i f t  f r o m  

s p o t  ( 1 )  t o  s p o t  ( 2 )  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t .  T h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  e d g e  o f  

t h e  p l a t e  a p p e a r s  t o  h a v e  h a d  t h e  e f f e c t  o f  p u l l i n g  s p o t  ( 1 )  t o w a r d s  t h e  

e d g e  a n d  a l s o  o f  r e d u c i n g  t h e  d - v a l u e  b e t w e e n  s p o t s  ( 1 )  a n d  ( 2 ) .  T h i s  

e d g e  e f f e c t  w a s  a l s o  o b s e r v e d  in  l a t e r  w a n d e r i n g  s p o t s .  F r o m  a  c o m ­

p a r i s o n  o f  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s  f r o m  s p o t s  ( 1 )  t o  ( 2 )  w i t h  t h e  c o n s e n s u s  

s h i f t s  s h o w n  i n  F i g .  2 6 ,  t h e  c h a n g e  i n  p o s i t i o n  c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  a d d ­

i t i o n  o f  e i t h e r  a  G  o r  A  r e s i d u e :  t h e  a d d i t i o n  o f  a  C  r e s i d u e

w o u l d  r e s u l t  i n  a  m o b i l i t y  s h i f t  i n  t h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  t o  t h a t
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FIGURE 29 'Wandering spot' sequence analysis of oligonucleotide T
(a) Autoradiograph of two-dimensional fractionation of partial nuclease
PI digest (section 3.8) of oligonucleotide Ty from Fig. 27.
(b) Interpretation of mobility shifts - see text for details. B marks 
the position of the xylene cyanol FF dye marker and I and II are the 
directions of the first and second dimensions of the homochromato­
graphy fractionation. Exposure was for 7 days.
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o b s e r v e d  a n d  t h e  a d d i t i o n  o f  a  U  r e s i d u e  i s  u n l i k e l y ,  i n  v i e w  o f  t h e

s h i f t  b e t w e e n  s p o t s  ( 2 )  a n d  ( 3 ) .  S i n c e  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  T y  h a s  b e e n

p r e p a r e d  f r o m  a  t o t a l  R N a s e  d i g e s t  o f  M S 2  R N A ,  n o  G  r e s i d u e s ,  

w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  3 ’ - t e r m i n a l  r e s i d u e ,  s h o u l d  b e  p r e s e n t  i n  t h e  

o l i g o n u c l e o t i d e .  T h u s ,  t h e  m o b i l i t y  s h i f t  f r o m  s p o t  ( 1 )  t o  s p o t  ( 2 )  i s  

p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  a n  A  r e s i d u e  t o  s p o t  ( 1 )  t o  g i v e  * p ( N ) - A  

( s p o t  2 ) .

T h e  l o w  d - v a l u e ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  s t r o n g  s h i f t  t o  t h e  r i g h t  o f

s p o t  ( 3 )  f r o m  s p o t  ( 2 ) ,  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  r e p r e s e n t s  t h e  a d d i t i o n  o f  a

U  r e s i d u e  t o  o l i g o n u c l e o t i d e  ( 2 )  t o  g i v e  * p ( N ) - A - U .  T h e  h i g h  d - v a l u e  o f  

t h e  c h a n g e  f r o m  s p o t  ( 3 )  t o  ( 4 ) ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  n e a r  v e r t i c a l  d i r e c t ­

i o n  o f  c h a n g e ,  s u g g e s t s  t h a t  s p o t  ( 4 )  r e p r e s e n t s  t h e  a d d i t i o n  o f  a n  A  

r e s i d u e  t o  g i v e  * p ( N ) - A - U - A .  T h e  l e f t w a r d  m o b i l i t y  s h i f t  f r o m  s p o t  ( 4 )  

t o  ( 5 )  a n d  t h e  l o w  d - v a l u e  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  i s  d u e  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  a  

C  r e s i d u e ,  t o  g i v e  * p ( N ) - A - U - A - C ,  a n d  t h e  c h a n g e  f r o m  s p o t  ( 3 )  t o  s p o t  

( 6 ) ,  h a v i n g  a  l a r g e r  d - v a l u e  a n d  b e i n g  n e a r l y  v e r t i c a l ,  s u g g e s t s  t h e  

a d d i t i o n  o f  a n  A  r e s i d u e  t o  g i v e  * p  ( N ) - A - U - A - C - A .  S p o t s  ( 6 ) ,  ( 7 )  a n d  

( 8 )  a r e  i n  a  s t r a i g h t  l i n e ,  a n g l e d  s l i g h t l y  t o  t h e  l e f t ,  a n d  e a c h  h a v e  a  

l o w  d - v a l u e .  T h e y  t h u s  p r o b a b l y  r e p r e s e n t  t h e  a d d i t i o n  o f  t w o  C  r e s ­

i d u e s  t o  o l i g o n u c l e o t i d e  ( 6 )  t o  g i v e  * p ( N ) - A - U - A - C - A - C - C .  T h e  c h a n g e  

f r o m  s p o t  ( 8 )  t o  s p o t  ( 9 ) ,  b a s e d  o n  t h e  a b o v e  m o b i l i t i e s ,  i s  i n d i c a t i v e  o f  

t h e  a d d i t i o n  o f  a n  A  r e s i d u e ,  t o  g i v e  * p ( N ) - A - U - A - C - A - C - C - A  a n d  t h e  

s h i f t  f r o m  s p o t  ( 9 )  t o  ( 1 0 ) ,  w h i c h  i s  a  f a i n t  s p o t ,  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  

a d d i t i o n  o f  a  U  r e s i d u e ,  t o  g i v e  * p ( N ) - A - U - A - C - A - C - C - A - U .

T h e  m o b i l i t y  s h i f t  f r o m  s p o t  ( 1 0 )  t o  ( 1 1 )  h a s  a  l o w  d - v a l u e  a n d  i s  

t o  t h e  l e f t ,  s u g g e s t i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  a  C  r e s i d u e  t o  ( 1 0 )  t o  g i v e  

* p ( N ) - A - U - A - C - A - C - C - A - U - C .  S p o t s  ( 1 1 ) ,  ( 1 2 ) ,  ( 1 3 )  a n d  ( 1 4 )  a r e  a l l  in  

a  n e a r l y  v e r t i c a l  s t r a i g h t  l i n e ,  i n d i c a t i v e  o f  t h e  a d d i t i o n  o f  t h r e e
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s u c c e s s i v e  A r e s i d u e s  t o  ( 1 1 ) ,  t o  g i v e  o l i g o n u c l e o t i d e  ( 1 4 )  o f  s e q u e n c e  

*p (N ) - A - U - A - C - A - C - C - A - U - C - A - A - A .

T h e  m o b i l i t y  s h i f t  b e t w e e n  s p o t s  ( 1 4 )  a n d  ( 1 3 )  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  

a d d i t i o n  o f  e i t h e r  a  U  o r  G  r e s i d u e  a n d  t h e  d - v a l u e  o f  t h i s  s h i f t  

s u g g e s t s  t h a t  a  G  r e s i d u e  i s  a  p r o b a b l e  c a n d i d a t e .  I f  t h i s  i s  c o r r e c t ,  

t h e n  s i n c e  o l i g o n u c l e o t i d e  w a s  p r e p a r e d  f r o m  a  t o t a l  R N a s e  

d i g e s t ,  t h i s  m u s t  r e p r e s e n t  t h e  3 ' - t e r m i n u s  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e .  

H o w e v e r ,  a n  a d d i t i o n a l  s l o w e r  m o v i n g  s p o t  i s  p r e s e n t  o n  t h e  a u t o r a d i o ­

g r a m ,  s u g g e s t i n g  a n  a d d i t i o n a l  3 ’ - n u c l e o t i d e .  S i n c e  t h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  

w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t o  r e m o v e  t h e  3 ' -  

t e r m i n a l  p h o s p h a t e  g r o u p ,  t h i s  a d d i t i o n a l  s p o t  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  p h o s p h a t e  g r o u p  a t  t h e  3 ' - t e r m i n u s  o f  o l i g o n u c l e o t i d e  ( 1 6 )  

a n d  b e i n g  r e m o v e d  b y  t h e  3 ‘ - p h o s p h o m o n o e s t e r a s e  a c t i v i t y  o f  n u c l e a s e  

P 1  ( F u j i m o t o  e t  a l . ,  ( 1 9 7 4 a )  t o  g i v e  s p o t  ( 1 3 ) .  A s  t h e  m o b i l i t y  o f  a n  

o l i g o n u c l e o t i d e  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  

s y s t e m  i s  e s s e n t i a l l y  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  p h o s p h a t e  g r o u p s  

p r e s e n t  i n  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  ( B r o w n l e e ,  1 9 7 2 ) ,  t h e  l o s s  o f  t h e  3 ' -  

p h o s p h a t e  b y  t h e  3 ' - p h o s p h o m o n o e s t e r a s e  a c t i v i t y  o f  n u c l e a s e  P I  w i l l  

r e s u l t  i n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a  s p o t  r u n n i n g  f a s t e r  t h a n  t h e  3 ' - p h o s p h o r y -  

l a t e d  o l i g o n u c l e o t i d e .  A  s i m i l a r  s i t u a t i o n  t o  t h i s  w a s  o b s e r v e d  b y  

L o c k a r d  a n d  . R a j B h a n d a r y  ( 1 9 7 6 )  w h e n  d e t e r m i n i n g  t h e  s e q u e n c e s  a t  

t h e  3 ' - t e r m i n i  o f  a n d ^ g l o b i n  m R N A .

T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  o l i g o n u c l e o t i d e  T _ , ,  a s  d e t e r m i n e d  f r o m  

t h e  w a n d e r i n g  s p o t ,  a p p e a r s  t o  b e :

^ p ( N ) - A - U - A - C - A - C - C - A - U - C - A - A - A - G p  ( s e q u e n c e  1) 

w h e r e  ( N )  r e p r e s e n t s  a n  u n k n o w n  s e q u e n c e  o f  t w o ,  p o s s i b l y  t h r e e ,  

n u c l e o t i d e s .

C o m p a r i s o n  o f  t h e  f i n g e r p r i n t  o f  M S 2  R N A  s h o w n  i n  F i g .  2 7  w i t h
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a n  R N a s e  T j  f i n g e r p r i n t  o f  _in v i v o  l a b e l l e d  M S 2  R N A  p u b l i s h e d  b y  

R o b e r t s o n  a n d  J e p p e s e n  ( 1 9 7 2 )  ( P l a t e  I )  s u g g e s t s  t h a t  t h e  o l i g o n u c l e o ­

t i d e  T j  u s e d  f o r  t h e  w a n d e r i n g  s p o t  d e s c r i b e d  a b o v e  i s  i n  a  s i m i l a r  

p o s i t i o n  t o  o l i g o n u c l e o t i d e  h M s h o w n  o n  t h e i r  f i n g e r p r i n t .  T h e  o l i g o ­

n u c l e o t i d e  h "  w a s  r e p o r t e d  b y  t h e s e  w o r k e r s  t o  h a v e  t h e  s e q u e n c e :

C - A - A - A - U - A - C - A - C - C - A - U - C - A - A - A - G p  ( s e q u e n c e  2 )

T h i s  s e q u e n c e  a g r e e s  w i t h  t h a t  d e t e r m i n e d  f r o m  F i g .  2 9  f o r  T y  a n d  

s h o w s  t h a t  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  ( N )  c o n s i s t e d  o f  t h e  s e q u e n c e  

* p - C - A - A .

O l i g o n u c l e o t i d e  T y  ( a n d  h " )  i s  l o c a t e d  a t  p o s i t i o n  1 5 0 5  t o  1 5 2 1  

i n  t h e  c o m p l e t e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  ( F i e r s  e t_  a L ,  1 9 7 6 )  

a n d  i s  l o c a t e d  i n  t h e  c o a t  p r o t e i n  g e n e .

C o m p a r i s o n  o f  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s  s e e n  i n  F i g .  2 9  w i t h  t h e  m o b ­

i l i t y  s h i f t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l i t e r a t u r e  ( F i g .  2 6 )  s h o w s  t h a t  t h e r e  i s  

g o o d  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  s y s t e m s ,  b u t  t h a t  t h e  G  a n d  U  m o b i l i t y  

s h i f t s  a r e  s l i g h t l y  m o r e  f l a t t e n e d  i n  F i g .  2 9 .

4 . 2 . 3  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s

T h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  f r o m  s o m e  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h s  o f  

t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( F i g .  2 4 )  w e r e  e l u t e d  a s  d e s c r i b e d  ( s e c t i o n  3 . 1 . 4 )  a n d  

s u b j e c t e d  t o  ' w a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  d e t e r m i n a t i o n .  In  m a n y  o f  t h e *  

e a r l y  a t t e m p t s ,  t h e  s m a l l  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  t h e  o l i g o ­

n u c l e o t i d e s  p r e c l u d e d  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  e x ­

c e p t  i n  i s o l a t e d  c a s e s ,  s i n c e  t h e  w a n d e r i n g  s p o t  p a t t e r n s  t h a t  w e r e  

o b t a i n e d  w e r e  v e r y  f a i n t  o r  i n v i s i b l e .  In  l a t e r  e x p e r i m e n t s ,  p r o t e c t e d  

s i t e s  B 6 0  a n d  B 5 8  y i e l d e d  o l i g o n u c l e o t i d e s  c o n t a i n i n g  s u f f i c i e n t  r a d i o ­

a c t i v i t y  f o r  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t s '  t o  b e  v i s i b l e  a n d  i n t e r p r e t a b i e .

( i )  ' W a n d e r i n g  s p o t s '  f r o m  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  B 6 0

T h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h  o f  p r o t e c t e d  s i t e  p r e p a r a t i o n  B 6 0  ( F i g .
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2 4 )  s h o w s  t h e  p r e s e n c e  o f  f o u r  l a r g e  s i z e  s p o t s  ( B 6 0 - 1 ,  - 2 ,  - 3  a n d  - 4 )  

c o r r e s p o n d i n g  t o  r e a s o n a b l y  l a r g e  o l i g o n u c l e o t i d e s  i n  v i e w  o f  t h e i r  s l o w  

m o b i l i t y  o n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .  A  n u m b e r  o f  s m a l l  f r a g m e n t s  

r u n n i n g  n e a r  t o  t h e  t o p  o f  t h e  p l a t e  m a y  h a v e  r e s u l t e d  f r o m  s o m e  

b r e a k d o w n  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  d u r i n g  i s o l a t i o n .

O l i g o n u c l e o t i d e s  B 6 0 - 1  t o  B 6 0 - 4  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  h o m o ­

c h r o m a t o g r a p h  a n d  t h e i r  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  d e t e r m i n e d  b y  w a n d e r i n g  

s p o t  s e q u e n c i n g .

O l i g o n u c l e o t i d e  B 6 0 - 1  T h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  f r o m  B 6 0 - 1  i s  s h o w n  i n  

F i g .  3 0 ,  t o g e t h e r  w i t h  a n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s .  U s i n g  

t h e  s a m e  p r i n c i p l e s  a s  t h o s e  d e s c r i b e d  f o r  t h e  t r i a l  w a n d e r i n g  s p o t  

( s e c t i o n  4 . 2 . 2 ) ,  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  ' w a n d e r i n g  

s p o t ’ w a s  d e d u c e d  t o  b e :

* p ( N ) - C - G - C - C - G - G - U - U - C - C - C - A - C - A - U p  ( s e q u e n c e  • 3 )

w h e r e  ( N )  r e p r e s e n t s  a n  u n k n o w n  s e q u e n c e  o f  t w o  o r  t h r e e  n u c l e o t i d e s  

t h a t  h a d  n o t  b e e n  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  o f  t h e  f r a c t i o n ­

a t i o n .  T h e  a n o m a l o u s  m o b i l i t y  s h i f t  o f  t h e  3 ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e  ( i t  

h a s  a  v e r y  l a r g e  d - v a l u e  f o r  a  p y r i m i d i n e  r e s i d u e )  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  i t  

r e p r e s e n t i n g  t h e  l o s s  o f  t h e  n u c l e o t i d e  d i p h o s p h a t e  p U p ,  r a t h e r  t h a n  t h e  

m o n o p h o s p h a t e  p U .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  t h e  t r i a l  

w a n d e r i n g  s p o t  ( F i g .  2 9 )  w h e r e  t w o  s p o t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  l o s s  o f  

t h e  5 ' - p h o s p h o r y l a t e d  n u c l e o t i d e  p G  a n d  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p h o s p h a t e  

g r o u p ,  r e l e a s e d  b y  t h e  3 ' - p h o s p h o m o n o e s t e r a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e ,  

w e r e  s e e n .  P r e f e r e n t i a l  l o s s  o f  t h i s  a c t i v i t y  o f  n u c l e a s e  P I  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  ( F u j i m o t o  e t  a l . ,  1 9 7 4 a )  a n d  t h i s  i s  m o s t  l i k e l y  t o  a c c o u n t  f o r  

i t s  l o s s  o f  a c t i v i t y  d u r i n g  s t o r a g e  b e t w e e n  p e r f o r m i n g  t h e  t r i a l  w a n d e r ­

i n g  s p o t  a n d  t h e  w a n d e r i n g  s p o t  o f  B 6 0 - 1 .

T h e  a b o v e  s e q u e n c e ,  w i t h o u t  t h e  u n k n o w n  s e q u e n c e  ( N ) ,  o c c u r s  a t
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FIGURE 30 'Wandering spot' sequence determination of B60-1.
(A) Autoradiograph of fractionation of digest of B60-1 as in Fig. 29. 
(b) Analysis of mobility shifts of 'wandering spot'. Autoradiography 
was for days at -70°C. B, I and II are as described in Fig. 29.
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p o s i t i o n  3 3 4 6 - 3 3 6 0  i n  t h e  c o m p l e t e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  a s  

p u b l i s h e d  b y  F i e r s  e t_  a L _  ( 1 9 7 6 ) .  T h i s  s e q u e n c e  i s  i m m e d i a t e l y  p r e c e d e d  

b y  t h e  s e q u e n c e  G - C - U - A - A  a n d ,  s i n c e  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w a s  

p r e p a r e d  u s i n g  p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  o n l y  t w o  o r  t h r e e  o f  t h e  p a r t i a l  

d i g e s t i o n  p r o d u c t s  a p p e a r  n o t  t o  h a v e  b e e n  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  f i r s t  

d i m e n s i o n  o f  t h e  w a n d e r i n g  s p o t ,  t h e  s e q u e n c e  ( N )  i s  e i t h e r  U - A - A  o r  

A - A ,  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  p o s i t i o n  o f  p a n c r e a t i c  R N a s e  c u t t i n g .  S i n c e  

t h e  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e  A - A - C - G  o c c u r s  i n  t h e  f i n g e r p r i n t  o f  t h e  

I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  ( T a b l e  3 )  a n d  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  U - A - A - C - G  d o e s  

n o t ,  t h e  s e q u e n c e  o f  ( N )  i s  m o s t  p r o b a b l y  A - A  a n d  t h e  s e q u e n c e  o f  

B 6 0 - 1 :

* p A - A - C - G - C - C - G - U - U - C - C - C - A - C - A - U p  ( s e q u e n c e  4 )

T h i s  s e q u e n c e  i s  l o c a t e d  a t  p o s i t i o n  3 3 4 4 - 3 3 6 0  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  

R N A  s e q u e n c e .

O l i g o n u c l e o t i d e  B 6 0 - 2  T h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  o b t a i n e d  f r o m  o l i g o n u c l e o ­

t i d e  B 6 0 - 2  i s  s h o w n  i n  F i g .  3 1 ,  t o g e t h e r  w i t h  i t s  i n t e r p r e t a t i o n  a n d  t h e  

s e q u e n c e  d e d u c e d  t o  b e :

* p ( N ) - G - G - A - G - U - G - U - G - G - G - C - C - A - G - C p  ( s e q u e n c e  3 )

w h e r e  ( N )  r e p r e s e n t s  t h e  3 ' - t e r m i n a l  r e s i d u e ,  t h e  n a t u r e  o f  w h i c h  

c a n n o t  b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s .  T h i s  s e q u e n c e ,  l e s s  t h e  

3 ' - ( N )  r e s i d u e ,  o c c u r s  a t  p o s i t i o n s  3 3 6 8 - 3 3 8 2  i n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .  

I t  i s  p r e c e d e d  b y  t h e  s e q u e n c e  U - C - C - C - U - A  a n d ,  s i n c e  t h e  u p p e r m o s t  

s p o t  i n  F i g .  31  i s  r u n n i n g  n e a r  t o  t h e  b l u e  m a r k e r  a n d  n o n e  o f  t h e  

p o s s i b l e  R N a s e  T ^  o l i g o n u c l e o t i d e s  t h a t  c a n  b e  g e n e r a t e d  b y  c u t t i n g  

a f t e r  a n y  o f  t h e  p y r i m i d i n e  r e s i d u e s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  3 ' - U ,  

a r e  p r e s e n t  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( T a b l e  5 ) ,  t h e  s e q u e n c e  

o f  o l i g o n u c l e o t i d e  B 6 0 - 2  i s  d e d u c e d  t o  b e :

* p A - G - G - A - G - U - G - U - G - G - G - C - C - A - G - C p  ( s e q u e n c e  6 )
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F I G U R E  3 1  ' W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  B 6 0 - 2 .

( a )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .

( b )  A n a l y s i s  o f  m o b i l i t y  s h i f t s  o f  ' w a n d e r i n g  s p o t ' .  A u t o r a d i o g r a p h y  

w a s  f o r  1 4  d a y s  a t  - 7 0 ° C .  B ,  I a n d  I I  a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g .  2 9 .
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T h i s  s e q u e n c e  o c c u r s  a t  p o s i t i o n  3 3 6 7 - 3 3 8 2  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  

s e q u e n c e .

O l i g o n u c l e o t i d e  B 6 Q - 3  F i g .  3 2  s h o w s  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  p a t t e r n  

o b t a i n e d  f r o m  o l i g o n u c l e o t i d e  B 6 0 - 3 ,  t o g e t h e r  w i t h  a n  i n t e p r e t a t i o n  o f  

t h e  m o b i l i t y  s h i f t s .  T h e  s e q u e n c e  o f  t h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  d e d u c e d  f r o m  

t h e  w a n d e r i n g  s p o t  i s :

* p ( N ) - G - G - A - G - U - G - U - G - G - G - C - C - A - G - ( X ) p  ( s e q u e n c e  7 )  

w h e r e  ( N )  i s  t h e  ^ ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e ,  t h e  n a t u r e  o f  w h i c h  c a n n o t  b e  

d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s ,  b u t  w h i c h  c a n  b e  d e d u c e d  t o  b e  a n  

A  r e s i d u e  b y  a r g u m e n t s  s i m i l a r  t o  t h o s e  u s e d  f o r  o l i g o n u c l e o t i d e  B 6 0 - 2 .  

T h e  k n o w n  s e q u e n c e  o c c u r s  a t  p o s i t i o n  3 3 6 7 - 3 3 8 1  a n d ,  s i n c e  t h e  n e x t  

p o s s i b l e  p y r i m i d i n e  r e s i d u e s  a t  w h i c h  t h e  p a n c r e a t i c  R i N a s e  c o u l d  c u t  

a r e  l o c a t e d  a t  p o s i t i o n s  3 3 8 2  a n d  3 3 8 6 ,  t h e  n a t u r e  o f  ( X )  m a y  b e  e i t h e r  

C  o r  C - G - A - G - C .  T h e  l a t t e r  p o s s i b i l i t y  ’i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  G - A - G - C  o c c u r s  i n  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  

f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( T a b l e  5 )  a n d  t h a t  o l i g o n u c l e o t i d e  

B 6 0 - 3  h a s  a  d i f f e r e n t  m o b i l i t y  i n  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  s y s t e m  ( F i g .  

2 4 )  t o  t h a t  o f  B 6 0 - 2 ,  w h i c h  h a s  a  s i m i l a r  s e q u e n c e  u p  t o  r e s i d u e  3 3 8 2  

( F i g .  3 1 ) .

O l i g o n u c l e o t i d e  B 6 Q - 4  T h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  p a t t e r n  o b t a i n e d  f r o m  

o l i g o n u c l e o t i d e  B 6 0 - 4 ,  t o g e t h e r  w i t h  a n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  m o b i l i t y  

s h i f t s ,  i s  s h o w n  i n  F i g .  3 3 .  T h e  s e q u e n c e  o f  o n l y  1 6  n u c l e o t i d e s  c a n  b e  

d e d u c e d  f r o m  t h i s  f i g u r e ,  s i n c e  t h e  l o w e r  s p o t s  a r e  p o o r l y  r e s o l v e d .  

T h e  s e q u e n c e  i s  d e d u c e d  t o  b e :

* p ( N ) - G - G - U - G - U - G - C - U - C - G - A - A - A - G - A - G - ( X )  ( s e q u e n c e  8 )  

w h e r e  ( N ) ,  s i n c e  i t  m i g r a t e s  a t  t h e  l e v e l  o f  t h e  b l u e  d y e  m a r k e r ,  i s  

t h e  ^ ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e  a n d  ( X )  a n  u n k n o w n  s e q u e n c e  o f  n u c l e o t i d e s .  

T h e  k n o w n  s e q u e n c e  i s  l o c a t e d  a t  r e s i d u e s  3 4 2 8 - 3 4 4 3  i n  t h e  M S 2  R N A
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FIGURE 32 ' W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  B 6 0 - 3 .

( a )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .

( b )  A n a l y s i s  o f  m o b i l i t y  s h i f t s  o f  ' w a n d e r i n g  s p o t ' .  A u t o r a d i o g r a p h y  

w a s  f o r  1 5  d a y s  a t  - 7 0 ° C .  B ,  I a n d  II  a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g .  2 9 .
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FIGURE 3 3  ’ W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  B 6 0 - 4 .

( a )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .

( b )  A n a l y s i s  o f  m o b i l i t y  s h i f t s  o f  ' w a n d e r i n g  s p o t ' .  A u t o r a d i o g r a p h y  

w a s  f o r  1 4  d a y s  a t  - 7 0 ° C .  I a n d  II  a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g .  2 9 .
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s e q u e n c e  a n d  i s  p r e c e d e d  b y  t h e  s e q u e n c e  A - C - G - G - G - U - G .  S i n c e  t h e  

s p o t  c o r r e s p o n d i n g  t o  ( N )  r u n s  w i t h  a  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  a  

m o n o n u c l e o t i d e  a n d  t h e  p a n c r e a t i c  o l i g o n u c l e o t i d e  G - G - G - G - U  i s  n o t  

f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( T a b l e  5 ) ,  t h e  n a t u r e  o f  ( N )  

i s  m o s t  p r o b a b l y  a  G  r e s i d u e  w i t h  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  c u t t i n g  a f t e r  

t h e  p r e c e d i n g  U  r e s i d u e  ( n u m b e r  3 4 2 6 ) .

T h e  n a t u r e  o f  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  ( X )  c a n n o t  b e  d e t e r ­

m i n e d  f r o m  t h e  w a n d e r i n g  s p o t ;  h o w e v e r ,  i t  m u s t  e x t e n d  t o  t h e  C  

r e s i d u e  a t  p o s i t i o n  3 4 4 4 ,  s i n c e  t h i s  w o u l d  b e  t h e  f i r s t  p o s i t i o n  a t  w h i c h  

t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  c o u l d  c u t .  O l i g o n u c l e o t i d e  B 6 0 - 4  t h e r e f o r e  

c o v e r s  t h e  r e g i o n  3 4 2 7 - 3 4 4 4  a n d  b e y o n d  i n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .  

T h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  w o u l d  h a v e  b e e n  b e t t e r  s u i t e d  t o  h a v e  b e e n  

s e q u e n c e d  b y  o n e  o f  t h e  r a p i d  g e l  s e q u e n c i n g  t e c h n i q u e s  ( e . g . ,  S i m o n c i t s  

e t  a h ,  1 9 7 7 )  o r  b y  ' w a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c i n g  o f  b o t h  5 ' -  a n d  3 ' -  

l a b e l l e d  m a t e r i a l .  «

( i i )  ' W a n d e r i n g  s p o t s '  f r o m  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  B 5 8  

O l i g o n u c l e o t i d e s  B 5 8 - 1  t o  B 5 8 - 8  i n c l u s i v e  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  

h o m o c h r o m a t o g r a p h  o f  p r o t e c t e d  s i t e  p r e p a r a t i o n  B 5 8  s h o w n  i n  F i g .

2 4 .  S o m e  s t r e a k i n g  i n  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  o f  t h i s  f r a c t i o n a t i o n  i s  

a p p a r e n t  a n d  t h e  p a t t e r n  o f  s p o t s  i s  m o r e  c o m p l e x  t h a n  t h a t  f o u n d  f o r  

p r e p a r a t i o n  B 6 0  ( F i g .  2 4 ) ,  a l t h o u g h  s o m e  s i m i l a r i t y  t o  t h e  h o m o c h r o m a t ­

o g r a p h  p u b l i s h e d  b y  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 9 )  c a n  b e  s e e n .  O l i g o ­

n u c l e o t i d e s  B 5 8 - 1  t o  B 5 8 - 8 ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  B 5 8 - 4  w h i c h  w a s  l o s t  

d u r i n g  e l u t i o n ,  w e r e  s u b j e c t e d  t o  w a n d e r i n g  s p o t  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  

O l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 1  T h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  o b t a i n e d  f r o m  o l i g o n u c l e o ­

t i d e  B 5 8 - 1  i s  s h o w n  i n  F i g .  3 4 .  T h e  l a r g e  a m o u n t  o f  m a t e r i a l  r e m a i n ­

i n g  a t  t h e  o r i g i n  o f  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  d i g e s t i o n  

c o n d i t i o n s  w e r e  n o t  o p t i m a l .  T h e  s e q u e n c e  o f  o n l y  1 6  n u c l e o t i d e s  c a n



(b)

FIGURE 3 4  ' W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  B 3 8 - 1 .

( a )  A u t o r a d i o g r a p h y  o f  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .

( b )  A n a l y s i s  o f  m o b i l i t y  s h i f t s  o f  ' w a n d e r i n g  s p o t ' .  A u t o r a d i o g r a p h y  

w a s  f o r  21  d a y s  a t  - 7 0 ° C .  I a n d  II a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  2 9 .



b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s  a n d  a r e  d e d u c e d  t o  b e :

* p N - G - G - U - G - U - G - C - U - C - G - A - A - A - G - A - G - ( X )  ( s e q u e n c e  9 )  

w h e r e  N  i s  t h e  ^ ' - t e r m i n a l  r e s i d u e  ( s i n c e  i t  r u n s  w i t h  a  m o b i l i t y  s i m i l a r  

t o  t h a t  o f  t h e  b l u e  m a r k e r  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n )  a n d  ( X )  i s  a n  u n ­

k n o w n  s e q u e n c e  t h e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  w h i c h  h a v e  p o o r l y  ' f r a c t i o n a t e d  

i n  t h e  f i n g e r p r i n t i n g  s y s t e m .

T h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  h a s  a  s i m i l a r  s e q u e n c e  t o  t h a t  o f  B 6 0 - 4 ,  

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  a n d  b y  a n a l o g y  w i t h  t h a t  o l i g o n u c l e o t i d e ,  t h e  

i d e n t i t y  o f  N  i s  m o s t  p r o b a b l y  a  G  r e s i d u e ,  g i v i n g  t h e  s e q u e n c e :

* p G - G - G - U - G - U - G - C - U - C - G -  A - A - A - G -  A - G - ( X )  ( s e q u e n c e  1 0 )

T h i s  s e q u e n c e  o c c u r s  a t  p o s i t i o n  3 4 2 7 - 3 4 4 3  a n d  b e y o n d  i n  t h e  M S 2  R N A  

s e q u e n c e  o f  F i e r s  e t  a l .  ( 1 9 7 6 ) .

O l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 2  F i g .  3  5 s h o w s  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  p a t t e r n  

o b t a i n e d  f r o m  o l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 2 ,  t o g e t h e r  w i t h  a n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  

t h e  m o b i l i t y  s h i f t s .  T h e  s e q u e n c e  o f  t h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  w a s  d e d u c e d  

t o  b e :

* p ( N ) - G - A - G - U - G - U - G - G - G - C -  C - A - G -  G - G - A - ( X )  ( s e q u e n c e  1 1 )

w h e r e  ( N )  r e p r e s e n t s  t h e  s e q u e n c e  o f  t w o  o r  t h r e e  n u c l e o t i d e s  n o t  

t r a n s f e r r e d  t o  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h  a n d  ( X )  

t h e  3 ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e s ,  t h e  s p o t s  o f  w h i c h  w e r e  p o o r l y  r e s o l v e d  i n  

t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .  T h e  k n o w n  o l i g o n u c l e o t i d e s  i n  t h i s  s e q u e n c e  a r e  

l o c a t e d  a t  p o s i t i o n s  3 3 6 9 - 3 3 8 4  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .  

T h e  s e q u e n c e  i s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  o l i g o n u c l e o t i d e s  B 6 0 - 2  a n d  B 6 0 - 3 ,  

w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  t h i s  i s  l o n g e r  a t  t h e  3 ' -  e n d .  B y  a n a l o g y  w i t h  

B 6 0 - 2  a n d  B 6 0 - 3 ,  t h e  n a t u r e  o f  ( N )  i s  A - G .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  

c o m p l e t e  M S 2  R N A  f o l l o w i n g  t h e  l a s t  i d e n t i f i a b l e  r e s i d u e  i n  s e q u e n c e  

11 a b o v e  i s  G - C - U - C - U - C - C - U - C - G  ( F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 6 )  a n d  t h e r e f o r e  

t h e  i d e n t i t y  o f  s e q u e n c e  ( X )  i s  s o m e w h a t  d i f f i c u l t  t o  a s c e r t a i n .  T h e
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FIGURE 35 'Wandering spot' sequence analysis of B58-2.
(a) Autoradiograph of fractionation of digestion products.
(b) Analysis of mobility shifts of 'wandering spot'. Autoradiography 
was for 20 days at -70°C. I and II are as described in Fig. 29.
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f i r s t  p o s i t i o n  a t  w h i c h  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  c o u l d  c u t  i s  a f t e r  t h e  

s e c o n d  n u c l e o t i d e  o f  t h i s  s e q u e n c e ,  i . e . ,  a f t e r  . . . G - C ;  h o w e v e r ,  t h e  

R N a s e  c o u l d  a l s o  c u t  a f t e r  a n y  o f  t h e  s e v e n  p y r i m i d i n e  r e s i d u e s  t h a t  

f o l l o w  t h i s  s e q u e n c e .  T h u s ,  t h e  e x a c t  3 ' - t e r m i n u s  o f  t h i s  o l i g o n u c l e o ­

t i d e  i s  i n  d o u b t ,  b u t  t h e  m i n i m u m  s e q u e n c e  o f  t h i s  f r a g m e n t  i s :

* p A - G - G - A - G - U - G - U - G - G - G -  G C -  A - G  - C - G - A - G - C  ( s e q u e n c e  1 2 )

a n d  c o v e r s  t h e  r e g i o n  3 3 6 7 - 3 3 8 6  o f  t h e  M S 2  R N A  m o l e c u l e .

A l s o  v i s i b l e  o n  F i g .  3 5  i s  a  d i f f e r e n t  w a n d e r i n g  s p o t  p a t t e r n  r e ­

s u l t i n g  f r o m  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  w i t h  m a t e r i a l  f r o m  

s p o t  B 5 8 - 1 .  T h e  s e q u e n c e  r e p r e s e n t e d  b y  t h i s  w a n d e r i n g  s p o t  c a n  b e  

d e d u c e d  t o  b e :

* p G - G - G - U - G - U - G -  ......... ( s e q u e n c e  1 3 )

a n d  r e p r e s e n t s  t h e  5 '  p o r t i o n  o f  t h a t  s p o t .

O l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 3  T h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  p a t t e r n  o b t a i n e d  f r o m  

o l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 3  i s  s h o w n  i n  F i g .  3 6 .  T h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  s p o t  

w a s  c o n t a m i n a t e d  w i t h  a n o t h e r  o l i g o n u c l e o t i d e  a n d  t h u s  t w o  w a n d e r i n g  

s p o t  p a t t e r n s  c a n  b e  d i s c e r n e d  a t  t h e  t o p  o f  t h e  p l a t e .  T h e  s e q u e n c e  

d e d u c e d  f r o m  t h e  m a i n  p a t t e r n  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  d e d u c e d  f o r  B 6 0 - 2  

a n d  a l s o  t o  t h a t  o f  t h e  5 '  p o r t i o n  o f  B 5 8 - 2  a n d  i s :

* p N - G - G - A - G - U - G - U - G - G - G - C - C - A - G - C p  ( s e q u e n c e  1 4 )

T h e  n a t u r e  o f  N ,  t h e  5 ' - t e r m i n a l  n u c l e o t i d e ,  b y  a n a l o g y  w i t h  B 6 0 - 2  a n d  

B 5 8 - 2 ,  i s  p r o b a b l y  a n  A  r e s i d u e .  T h i s  s e q u e n c e  c o v e r s  t h e  r e g i o n  3 3 6 7 -  

3 3 8 2  o f  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .

T h e  p a r t i a l  s e q u e n c e  d e d u c e d  f o r  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  c o n t a m i n a t ­

i n g  t h i s  s p o t  i s  m o s t  l i k e l y  t o  b e  * p N - G - G - ( x )  a n d ,  b y  c o m p a r i s o n  o f  

t h e  r e l a t i v e  p o s i t i o n s  o f  t h e  c o n t a m i n a t i n g  s p o t s  i n  b o t h  F i g s .  3 5  a n d  

3 6  w i t h  t h e  m a i n  w a n d e r i n g  s p o t ,  t h e  c o n t a m i n a t i n g  m a t e r i a l  i s  p r o b a b ­

l y  d e r i v e d  f r o m  s p o t  B 5 8 - 1 .
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FIGURE 36 ’Wandering spot' sequence analysis of B58-3.
(a) Autoradiograph of fractionation of digestion products.
(b) Analysis of mobility shifts of ’wandering spot'. Autoradiography 
was for 20 days at -70°C. I and II are as described in Fig. 29.
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O l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 5  T h e  w a n d e r i n g  s p o t  p a t t e r n  f r o m  s p o t  B 5 8 - 5  i s  

s h o w n  i n  F i g .  3 7 .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h i s  s p o t  w a s  c o n t a m i n a t e d  w i t h  

a n o t h e r  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o r  s e q u e n c e s  a n d  t h u s  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s  

f r o m  o n e  s p o t  t o  a n o t h e r  a r e  i m p o s s i b l e  t o  c o m p r e h e n d .

O l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 6  F i g .  3 8  s h o w s  t h e  w a n d e r i n g  s p o t  p a t t e r n  o b t a i n ­

e d  f r o m  o l i g o n u c l e o t i d e  B 5 8 - 6 ,  t o g e t h e r  w i t h  a n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  

m o b i l i t y  s h i f t s .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  t h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  w a s  

d e d u c e d  t o  b e :

* p ( N ) - C - G - C - C - G - G - U - U - C - C - C - A - C - A - U - C - C  ( s e q u e n c e  i 5 )  

w i t h  ( N )  r e p r e s e n t i n g  o n e  o r  t w o  s p o t s  n o t  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  f i r s t  

d i m e n s i o n  o f  t h e  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e  a n d  t h e  u n d e r l i n e d  3 ' - t e r m i n a l  

n u c i e o t i d e s  b e i n g  u n c e r t a i n ,  s i n c e  t h e  s p o t s  a r e  v e r y  f a i n t  o n  t h e  a u t o ­

r a d i o g r a p h .  T h i s  s e q u e n c e  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  f o r  o l i g o n u c l e o t i d e  

B 6 0 - 1 ,  b u t  w i t h  t h e  3 ' - t e r m i n u s  l e n g t h e n e d  b y  a  p o s s i b l e  t h r e e  n u c l e o ­

t i d e s .  T h e  n a t u r e  o f  ( N ) ,  u s i n g  a r g u m e n t s  s i m i l a r  t o  t h o s e  u s e d  f o r  

B 6 0 - 1 ,  i s  p r o b a b l y  A - A .  T h i s  s e q u e n c e  w o u l d  c o v e r  t h e  p o s i t i o n  3 3 4 4 -  

3 3 6 3  i n  M S 2  R N A  i f  i t  t e r m i n a t e d  a f t e r  t h e  t w o  C  r e s i d u e s  s h o w n  i n  

s e q u e n c e  1 5  a b o v e .

O l i g o n u c l e o t i d e s  B 5 8 - 7  a n d  B 5 8 - 8  T h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  p a t t e r n s  o b ­

t a i n e d  f r o m  s p o t s  B 5 8 - 7  a n d  B 5 8 - 8  w e r e  v e r y  f a i n t ,  w i t h  v e r y  f e w  

s p o t s  b e i n g  v i s i b l e .  N o  s e q u e n c e  i n f o r m a t i o n  c o u l d  t h e r e f o r e  b e  o b t a i n ­

e d .

( i i i )  ' W a n d e r i n g  s p o t 1 f r o m  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  B 5 5  

O l i g o n u c l e o t i d e  B 5 5 - 2  T h e  w a n d e r i n g  s p o t  p a t t e r n  o b t a i n e d  f r o m  o l i g o ­

n u c l e o t i d e  B 5 5 - 2  f r o m  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h  s h o w n  i n  F i g .  2 4  i s  

s h o w n  i n  F i g .  3 9 ,  t o g e t h e r  w i t h  a n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  m o b i l i t y  s h i f t s .  

T h e  s e q u e n c e  o f  p a r t  o f  t h i s  o l i g o n u c l e o t i d e  w a s  d e d u c e d  t o  b e :
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I

F I G U R E  3 7  ' W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  B 5 8 - 5 .

A u t o r a d i o g r a p h  o f  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .  I a n d  II a r e  a s  

d e s c r i b e d  i n  F i g .  2 9 .  A u t o r a d i o g r a p h y  w a s  f o r  1 9  d a y s  a t  - 7 0 ° C .
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F I G U R E  3 8  ' W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  B 5 8 - 6 .

( a )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .

( b )  A n a l y s i s  o f  m o b i l i t y  s h i f t s  o f  ' w a n d e r i n g  s p o t ' .  A u t o r a d i o g r a p h y  

w a s  f o r  2 0  d a y s  a t  - 7 0 ° C .  I a n d  II  a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g .  2 9 .
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r  >'■*: 

fr-'i

F I G U R E  3 9  ' W a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  B 5 5 -2 .

( a )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  f r a c t i o n a t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .

( b )  A n a l y s i s  o f  m o b i l i t y  s h i f t s  o f  ' w a n d e r i n g  s p o t ' .  A u t o r a d i o g r a p h y  

w a s  f o r  21 d a y s  a t  - 7 0 ° C .  I a n d  II a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g .  2 9 .
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* p ( N ) - G - G - U - U - C - C - C - A - C - A - U p  ( s e q u e n c e  1 6 )  

w i t h  t h e  5 '  p a r t i a l  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  ( N )  n o t  b e i n g  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  

f i r s t  d i m e n s i o n  o f  t h e  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e .  T h e  a b o v e  s e q u e n c e  

c o v e r s  t h e  r e g i o n  3 3 5 0 - 3 3 6 0  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .

4 . 2 . 4  S e q u e n c i n g  s t u d i e s  u s i n g  i n  v i v o  l a b e l l e d  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A

I n  t h i s  s e c t i o n ,  s o m e  o f  t h e  u n p u b l i s h e d  d a t a  f r o m  D r .  B .  J o h n s o n  

3 2
w o r k i n g  w i t h  _in v i v o  ( P )  l a b e l l e d  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A  a r e  p r e ­

s e n t e d  w h i c h  h a v e  a  b e a r i n g  o n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e  

s e q u e n c e s  p r e s e n t  i n  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t .  I t h a n k  D r .  B .  

J o h n s o n  f o r  p e r m i s s i o n  t o  r e p r o d u c e  t h e s e  d a t a .

T h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  o n  M S 2  R N A ,  a f t e r  P A G E  p u r i f i c a t i o n ,  

w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  R N a s e  T ^  a n d  t h e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  f r a c ­

t i o n a t e d  b y  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g .  S e v e r a l  o f  t h e  p a r t i a l  

d i g e s t i o n  p r o d u c t s  w e r e  e l u t e d  a n d  t h e i r  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  i n v e s t i g ­

a t e d  b y  t o t a l  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  a n d  p a p e r  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n ­

a t i o n ,  f o l l o w e d  b y  p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  o f  t h e  f r a c t i o n a t e d  

R N a s e  T ^  p r o d u c t s .  T h e  n a t u r e s  o f  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  p r o d u c t s  

w e r e  a s c e r t a i n e d  b y  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t o g e t h e r  w i t h  s t a n d a r d s  f r o m  

c o m p l e t e  M S 2  R N A  d i g e s t e d  w i t h  R N a s e  T j  a n d  p a n c r e a t i c  R N a s e .

T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  w o r k  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  7 .  D r .  B .  

J o h n s o n  d e d u c e d  f r o m  t h e  p o s s i b l e  p e r m u t a t i o n s  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  

t h a t  R N a s e  T j  p r o d u c t  B 1 4 - 3 5  w a s  p r o b a b l y  o f  t h e  s e q u e n c e :

C - A - C - G - G - G - U - C - C - G - C - A - A - A - G  ( s e q u e n c e  1 7 )

w h i c h  o c c u r s  a t  p o s i t i o n s  3 4 4 4 - 3 4 5 9  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  

a n d  t h a t  p a r t i a l  R N a s e  T j  p r o d u c t  B 1 4 - 4 0  w a s  p r o b a b l y :

U - G - C - U - C - G - A - A - A - G - A - G - C - A - C - G  ( s e q u e n c e  1 8 )



TABLE* 7

P a r t i a l  R N a s e  T ,  d i g e s t i o n  o f  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  £

S p o t  n u m b e r P r o d u c t s  o b t a i n e d  w i t h  p a n c r e a t i c R N a s e  D e d u c e d  s t r u c t u r e *

B I 4 - 3 5 a C , G C - G

- 3 5 b A - A - A - G A - A - A - G

- 3 5 c C , A - C , G C - A - C - G  o r  A - C - C - G

- 3 5 d U , C , C , G U - C - C - G  o r  C - C - U - G  o r  C - U - C - G

- 3 5 e G G

B I 4 - 4 0 a a - a - a - g A ^ A  - A - G

- 4 0 b U , C , C , G U - C - C - G  o r  C - C - U - G  o r  C - U - C - G

- 4 0 c C , A - C , G C - A - C - G  o r  A - C - C - G

- 4 0 d A - G A - G

- 4 0 e U - G U - G

B 1 4 - 4 4 a A - A - C , G A - A - C - G

- 4 4 b C , C , G C - C - G

*  W h e r e  m o r e  t h a n  o n e  p o s s i b l e  s t r u c t u r e  i s  s h o w n ,  t h o s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  f o u n d  i n  R N a s e  

f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  ( T a b l e  5 )  a r e  u n d e r l i n e d .

h T h i s  w o r k  w a s  p e r f o r m e d  b y  D r .  B .  J o h n s o n .
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w h i c h  o c c u r s  a t  p o s i t i o n  3 4 3 2 - 3 4 4 7 .  T h e  p o s s i b l e  s e q u e n c e  o f  p a r t i a l

d i g e s t i o n  p r o d u c t  B 1 4 - 4 4  o f  A - A - C - G - C - C - G  o c c u r s  a t  p o s i t i o n  3 3 4 4 -

3 3 5 0 ,  w h e r e a s  t h e  a l t e r n a t i v e  p e r m u t a t i o n ,  C - C - G - A - A - C - G ,  d o e s  n o t

o c c u r  i n  t h e  M 5 2  R N A  s e q u e n c e .  A d d i t i o n a l l y ,  t h i s  p e r m u t a t i o n  w o u l d

g i v e  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t  G - A - A - C ,  w h i c h  d o e s  n o t

o c c u r  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( T a b l e  5 ) .

4 . 2 . 5  S u m m a r y  o f  s e q u e n c e  i n f o r m a t i o n  f o r  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  i n  

M S 2  R N A

T h e  a n a l y s i s  b y  t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  s e q u e n c i n g  t e c h n i q u e  o f  t h e  

R N A  s p e c i e s  p r o t e c t e d  b y  I F 3  s h o w s  t h a t  t h e y  b e l o n g  t o  t h r e e  s e p a r a t e  

r e g i o n s  o f  t h e  M S 2  R N A  m o l e c u l e .

R e g i o n  I ( F i g .  4 0 )  c o r r e s p o n d s  t o  R N A  s p e c i e s  B 6 0 - 1 ,  B 5 8 - 6  a n d  

B 5 5 - 2  d e s c r i b e d  a b o v e .  B 6 0 - 1  c o v e r s  t h e  r e g i o n '  3 3 4 4 - 3 3 6 0  o f  t h e  

c o m p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  a t  t h e  3 ' - t e r m i n u s .  T h e  5 ' - t e r m i n u s  o f  

B 5 5 - 2  c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  w a n d e r i n g  s p o t ,  b u t  t h e  

s e q u e n c e  c o u l d  b e  r e a d  c o v e r i n g  r e s i d u e s  3 3 5 0 - 3 3 6 0 .  T h e  h e t e r o g e n e i t y  

o f  t h e  3 ' - e n d  o f  R e g i o n  I c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  

o l i g o n u c l e o t i d e  T ^  f r o m  t h e  R N a s e  T ^  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  

s o m e t i m e s  h a d  a  v a r i a b l e  c o m p o s i t i o n  ( B .  J o h n s o n  p e r s .  c o m m u n . ) .

R e g i o n  I c o n t a i n s  t h e  p a r t i a l  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  p r o d u c t  B 1 4 - 4 4  

( T a b l e  7 )  c o v e r i n g  t h e  s e q u e n c e  3 3 4 4 - 3 3 5 0 .  A l l  t h e  p o s s i b l e  o l i g o ­

n u c l e o t i d e s  t h a t  c a n  b e  p r o d u c e d  b y  p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T^ 

d i g e s t i o n  o f  R e g i o n  I ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  A - A - C ,  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  

f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 )  ( F i g .  4 0 ) .

R e g i o n  II c o r r e s p o n d s  t o  R N A  s p e c i e s  B 6 0 - 2 ,  B 6 0 - 3 ,  B 5 8 - 2  a n d  

B 5 8 - 3  a n d  i s  s h o w n  i n  F i g .  4 1 .  A l l  f o u r  R N A  s p e c i e s  s t a r t  w i t h  a  

c o m m o n  5 ' - t e r m i n u s  b u t  t h e r e  i s  s o m e  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  p o s i t i o n  o f  

t h e  3 ' - t e r m i n u s ,  b o t h  b e t w e e n  d i f f e r e n t  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e  a n d  a l s o  w i t h i n  t h e  s a m e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  s i t e .  T w o  o f  t h e  R N A
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F I G U R E  4 0  S u m m a r y  o f  s e q u e n c i n g  i n f o r m a t i o n  f o r  R e g i o n  I .

( a )  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  ( I s e r e n t a n t  e t  a h ,  19 8 0 ) .

( b )  W a n d e r i n g  s p o t .

( c )  P a r t i a l  R N a s e  T j  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .  + n u m b e r s  r e f e r  t o  T a b l e  7 .

( d )  a n d  ( e )  P o s i t i o n s  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  f o u n d  i n  p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T .  f i n g e r p r i n t  o f  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e ./ x- * '
^ n u m b e r s  r e f e r  t o  T a b l e  5 .  o l i g o n u c l e o t i d e  n o t  o b s e r v e d  i n  f i n g e r p r i n t s .

( f )  P o s i t i o n  o f  p a n c r e a t i c  R N a s e  c l e a v a g e  p o i n t s .  £  c e r t a i n ,  £  p r o b a b l e .
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F I G U R E  S u m m a r y  o f  s e q u e n c i n g  i n f o r m a t i o n  f o r  R e g i o n  I I .

( a )  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  ( I s e r e n t a n t *  e t  a l . r 1 9 8 0 ) .

( b )  W a n d e r i n g  s p o t s .

( c )  a n d  ( d )  P o s i t i o n  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  f o u n d  i n ' p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T .  f i n g e r p r i n t s  o f  p r o t e c t e d  s i t e .
i *

n u m b e r s  r e f e r  t o  T a b l e  5 .  o l i g o n u c l e o t i d e  u n i q u e  i n  M S 2  R N A  s e q u e n c e .

( e )  P o s i t i o n  o f  p a n c r e a t i c  R N a s e  c l e a v a g e  p o i n t s .
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s p e c i e s  ( B 6 0 - 2 ,  B 3 8 - 3 )  c o v e r  t h e  s e q u e n c e  3 3 6 7 - 3 3 8 2 ,  w h e r e a s  B 6 Q - 3

c o v e r s  t h e  s e q u e n c e  3 3 6 7  t o  p o s s i b l e  3 3 8 6  a n d  B 5 8 - 2  t h e  s e q u e n c e  

3 3 6 7 - 3 3 8 3 .  A l l  o f  t h e  p o s s i b l e  p r o d u c t s  t h a t  c a n  b e  p r o d u c e d  b y  p a n ­

c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T j  d i g e s t i o n  o f  t h i s  r e g i o n ,  i n c l u d i n g  t h e  

u n i q u e  p a n c r e a t i c  o l i g o n u c l e o t i d e  A - G - G - A - G - U ,  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  

i n  t h e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( F i g .  4 1 ) .

R e g i o n  III  c o r r e s p o n d s  t o  R N A  s p e c i e s  B 6 0 - 4  a n d  B 3 8 - 1  a n d  i s  

s h o w n  i n  F i g .  4 2 .  S i n c e  t h e  s e q u e n c e  o f  o n l y  t h e  f i r s t  1 8  n u c l e o t i d e s  

o f  t h e s e  R N A s  c o u l d  b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  w a n d e r i n g  s p o t s ,  t h e

e x a c t  e x t e n t  o f  t h i s  r e g i o n  i s  s o m e w h a t  u n c e r t a i n .  H o w e v e r ,  a s  j u d g e d  

b y  i t s  l o w  m o b i l i t y  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  

f i n g e r p r i n t s ,  i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  l a r g e .  T h e  R N A

s p e c i e s  B 6 0 - 4  a n d  B 3 8 - 1  b o t h  h a v e  a  c o m m o n  3 ' - t e r m i n u s  ( r e s i d u e  

3 4 2 7 )  a n d  e x t e n d  t o  r e s i d u e  3 4 4 4  a n d  b e y o n d .  T h e  p a r t i a l  T ^  d i g e s t i o n  

p r o d u c t  B 1 4 - 4 0  f o u n d  b y  B .  J o h n s o n  c a n  b e  p l a c e d  i n  t h e  s e q u e n c e

c o v e r i n g  p a r t  o f  t h i s  r e g i o n  f r o m  r e s i d u e s  3 4 3 2 - 3 4 4 7 .  O v e r l a p p i n g  t h e  

3 ’ - p o r t i o n  o f  B 1 4 - 4 0  i s  t h e  p a r t i a l  R N a s e  T ^  p r o d u c t  B 1 4 - 3 3 ,  w h i c h  

c o v e r s  t h e  r e g i o n  3 4 4 4 - 3 4 3 9 .  S i n c e  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w a s  p r e ­

p a r e d  u s i n g  p a n c r e a t i c  R N a s e ,  t h e  r e g i o n  m u s t  e x t e n d  u p  t o ,  a t  t h e  

m i n i m u m ,  t h e  n e x t  p y r i m i d i n e  r e s i d u e ,  a f t e r  w h i c h  t h e  R N a s e  c o u l d  

c u t ,  i . e . ,  r e s i d u e  3 4 6 0 .  T h e  r e g i o n  3 4 2 7 - 3 4 6 0  i n c l u d e s  t w o  p a n c r e a t i c  

R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  w h i c h  a r e  f o u n d  i n  t h e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  

p r o t e c t e d  s i t e  a n d  w h i c h  o c c u r  o n l y  o n c e  i n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  

( P ] 2 : G - A - A - A - G - A - G - C  a n d  P  j G - A - A - A - G - C )  ( F i g .  4 2 ) .  A l l  o f  t h e  

p o s s i b l e  p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T j  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  t h i s  

r e g i o n  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( F i g .  4 2 ) .  

T h e  e x a c t  3 ' - t e r m i n u s  o f  t h i s  r e g i o n  c a n n o t  b e  a s c e r t a i n e d  f r o m  t h e  

s e q u e n c e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  w o r k ;  h o w e v e r ,  i t  m a y  e x t e n d  a
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F I G U R E  ^ 2  S u m m a r y  o f  s e q u e n c e  i n f o r m a t i o n  f o r  R e g i o n  I I I .

( a )  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  ( I s e r e n t a n t  e t  a h ,  1 9 8 0 ) .

( b )  W a n d e r i n g  s p o t s .

( c )  P a r t i a l  R N a s e T j  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .  n u m b e r s  r e f e r  t o  T a b l e  7 .

( d )  a n d  ( e )  P o s i t i o n s  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  f o u n d  i n  p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T .  f i n g e r p r i n t s  o f  p r o t e c t e d  s i t e .
i *

n u m b e r s  r e f e r  t o  T a b l e  5 .  o l i g o n u c l e o t i d e  u n i q u e  i n  M S 2  R N A .

( f )  P o s i t i o n  o f  p a n c r e a t i c  R N a s e  c l e a v a g e  p o i n t s .  ^  c e r t a i n ,  ^  p r o b a b l e .
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f u r t h e r  s i x  r e s i d u e s  t o  r e s i d u e  3 4 6 6  s i n c e  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t ­

i o n  p r o d u c t  G - G - C  ( P ^ )  t h a t  i s  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e  i s  a b s e n t  f r o m  R e g i o n s  I a n d  II ,  w h i c h  h a v e  b e e n  f u l l y  c h a r a c t e r ­

i z e d  b u t  i s  p r e s e n t  a t  p o s i t i o n  3 4 6 3 - 3 4 6 6  ( T a b l e  8 ) .  T h e  p a n c r e a t i c  

R N a s e  p r o d u c t  G - G - U  ( P j ^ )  w h i c h  p r e c e d e s  Py  i n  t h e  M S 2  R N A  

s e q u e n c e  a l s o  o c c u r s  i n  R e g i o n  I .

W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f v t h e  R N a s e  T ^ ,  o l i g o n u c l e o t i d e  T ^  

( U - C - U - C - G )  a n d  t h e  t w o  p a n c r e a t i c  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  

( G - A - A - A - G - G - U )  a n d  P ^  ( A - G - G - G - A - C ) ,  a l l  o f  t h e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  

f o u n d  i n  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T ^  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  R e g i o n s  I ,  II a n d  III  ( T a b l e  8 ) .

4 . 2 . 6  B a s e  c o m p o s i t i o n  o f  p r o t e c t e d  r e g i o n s  I ,  II a n d  III

T h e  d i s t r i b u t i o n  g i  t h e  d i f f e r e n t  n u c l e o t i d e s  p r e s e n t  i n  t h e  m a x i ­

m u m  e x t e n t s  o f  R e g i o n s  I ,  II a n d  III o f  M S 2  R N A  p r o t e c t e d  b y  I F 3  ( 8 0  

n u c l e o t i d e s  i n  t o t a l )  i s  g i v e n  i n  T a b l e  9 .  I t  i s  r e a d i l y  a p p a r e n t  f r o m  

t h i s  t a b l e  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  i s  p a r t i c u l a r l y  r i c h  i n  G  r e s i d u e s  

( a p p r o x i m a t e l y  3 9 %  o f  t h e  t o t a l  r e s i d u e s ) ,  e s p e c i a l l y  i n  R e g i o n s  II a n d  

I I I ,  w h e r e  t h e  G  c o n t e n t  i s  5 0 %  a n d  4 5 %  r e s p e c t i v e l y .

T h e  h i g h  c y t i d i n e  c o n t e n t  o f  R e g i o n  I ,  t o g e t h e r  w i t h  i t s  v e r y  

c l o s e  p r o x i m i t y  t o  R e g i o n  II i n  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A ,  

w o u l d  s u g g e s t  t h a t  a  h i g h  d e g r e e  o f  b a s e - p a i r i n g  c o u l d  o c c u r  b e t w e e n  

t h e s e  t w o  r e g i o n s .

T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  r e g i o n s  w e r e  l o c a t e d  in  

a n  a r e a  o f  h i g h  G  c o n t e n t ,  a  h i s t o g r a m  w a s  p l o t t e d  o f  t h e  n u m b e r  o f  G  

r e s i d u e s  p r e s e n t  e v e r y  5 0  n u c l e o t i d e s  i n  t h e  s e q u e n c e  o f  F i e r s  e t_  a l .  

( 1 9 7 6 )  ( F i g .  4 3 a ) .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  C  r e s i d u e s  i s  a l s o  s h o w n  ( F i g .  

4 3 c )  f o r  c o m p a r i s o n ,  s i n c e  r e g i o n s  r i c h  i n  b o t h  G  a n d  C  r e s i d u e s  w o u l d  

b e  e x p e c t e d  t o  c o n t a i n  a  l a r g e  a m o u n t  o f  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  F r o m
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TABLE 8
O c c u r r e n c e  o f  R N a s e  a n d  p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  

o f  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  i n  R e g i o n s  I ,  II a n d  III

D i g e s t i o n  p r o d u c t *  R e g i o n  I R e g i o n  II  R e g i o n  III

( N o .  o f  o c c u r r e n c e s )

G  1

C - G

A - G

C - C - G  1

C - A - C - G

C - C - A - G

A - A - C - G  1

A - A - A - G

U - G

U - C - C - G  

C - U - C - G  

U - C - U - C - G  +

( u 3 / v c 3 / 5 , a - c , a - u )

c
u
A - C

1
6
2

1
G - C

A - U 1
A - G - C

G - U

G - G - C

( A - G , G ) C

( G , A - A - A - G ) C ^

G - G - G - C

( G , G , A - G ) C ^ +

( G , A G , A - A - A - G ) C ^

G - G - U

G - G - G - U

( G , A - G , A - G ) l /

( G , G , A - A - A - G )  ^  +

3 7

1 2

3 1

1

1

2

2 3

1
1

1 3

2

1
1 1 

1

1

2

1

*  P f e f i x  T  =  T  j ,  P  =  p a n c r e a t i c  R N a s e ;  ^  s e q u e n c e s  u n i q u e  t o  M S 2  R N A ; 

+  s e q u e n c e  n o t  f o u n d  i n  R e g i o n s  I ,  II o r  I I I .
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TABLE 9

Distribution of residues in the maximum extents of Protected
Regions I, II and III

No. of occurrences (%)
A U C G

Region I (n = 20) 4 (20) 4 (20) 9 (45) 3 (15)

Region II (n = 20) 4 (20) 2 (10) 4 (20) 10 (50)

Region III (n = 40) 8 (20) 5 (12.5) 9 (22.5) 18 (45)

Total (I+II+III) 16 (20) 11 (13.75) 22 (27.5) 31 (38.75)
(n = 80)
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F I G U R E  4 3  D i s t r i b u t i o n  o f  G  a n d  C  r e s i d u e s  i n  M S 2  R N A .

T h e  n u m b e r  ( n )  o f  G  a n d  C  r e s i d u e s  p r e s e n t  i n  5 0  n u c l e o t i d e  s e g m e n t s  

o f  t h e  s e q u e n c e  o f  M S 2  R N A  d e t e r m i n e d  b y  F i e r s  e t  a l ^  ( 1 9 7 6 )  w e r e  

p l o t t e d  a s  h i s t o g r a m s .  ( a )  D i s t r i b u t i o n  o f  G  r e s i d u e s ,  n  =  1 2 . 8 0 ,  

o '  =  2 . 8 4 .  ( b )  G e n e t i c  m a p  o f  M S 2  R N A  b a s e d  o n  F i e r s  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )

a n d  B e r e m a n d  a n d  B l u m e n t h a l  ( 1 9 7 9 ) .  ( c )  D i s t r i b u t i o n  o f  C  r e s i d u e s ,

n  =  1 2 . 8 4 ,  < r =  2 . 7 4 .

O
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c. wz/ffm WM731 vw/wm'/zzi
I II HI * ie  p n

F I G U R E  H  D i s t r i b u t i o n  o f  G  r e s i d u e s  i n  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  

M S 2  R N A

T h e  n u m b e r  ( n )  o f  G  r e s i d u e s  p r e s e n t  e v e r y  4- n u c l e o t i d e s  i n  t h e  3 ' -

t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  M S 2  R N A  ( r e s i d u e s  3 3 0 0  -  3 3 6 9 )  w e r e  p l o t t e d  a s  a

h i s t o g r a m ,  ( a )  G e n e t i c  m a p  o f  M 5 2  R N A  b a s e d  o n  F i e r s  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )

a n d  B e r e m a n d  a n d  B l u m e n t h a l  ( 1 9 7 9 ) .  ( b )  D i s t r i b u t i o n  o f  G  r e s i d u e s ,

n  =  1 . 3 1 ,  o r -  0 . 9 2 .  ( c )  L o c a t i o n  o f  I F 3  p r o t e c t e d  R e g i o n s  I ,  II a n d  I I I ,

a n d  p a n c r e a t i c  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  P . c  a n d  P , , .16 II
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F i g .  4 3 a ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  M S 2  R N A ,  w h e r e  

t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  i s  p a r t l y  l o c a t e d ,  i s  t h e  m o s t  G  r i c h  p a r t  o f  t h e  

w h o l e  s e q u e n c e ,  b e i n g  s o m e  3  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a b o v e  t h e  m e a n  a t  50 

n u c l e o t i d e s *  r e s o l u t i o n .  T h i s  p o r t i o n  o f  t h e  R N A  i s  a l s o ,  t o  s o m e  e x ­

t e n t ,  r i c h  i n  C  r e s i d u e s  ( F i g .  4 3 c ) .

H o w e v e r ,  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  G - r i c h  r e g i o n s  i n  M S 2  R N A  d o e s  

n o t  t o t a l l y  a c c o u n t  f o r  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  s i n c e  R e g i o n  

I o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  c o n t a i n s  o n l y  15%  G  r e s i d u e s  a n d  t h e r e  a r e  a l s o  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  n e a r  t o  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  t h a t  a r e  G - r i c h ,  y e t  

a r e  n o t  p r o t e c t e d  b y  I F 3  ( F i g .  4 4 ) .

4 . 2 . 7  S e a r c h  f o r  s e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  R e g i o n s  I ,  II a n d  III

T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e r e  w a s  a n y  s e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  

t h e  t h r e e  p r o t e c t e d  r e g i o n s ,  t h e  R N A  s e q u e n c e s  w e r e  c o m p a r e d  a n d  

a l i g n e d  s u c h ,  t h a t  t h e r e  w a s  m a x i m u m  c o m m o n  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  

t h e  t h r e e  r e g i o n s ,  w i t h  R e g i o n  III b e i n g  d i v i d e d  i n t o  a  5 ' -  a n d  3 ' -  

p o r t i o n  ( F i g .  4 5).  T h e r e  a p p e a r s  t o  b e  l i t t l e  h o m o l o g y  b e t w e e n  R e g i o n  

I a n d  R e g i o n s  II a n d  I I I .  In  c o n t r a s t ,  h o w e v e r ,  h o m o l o g y  i s  s e e n  b e ­

t w e e n  t h e  5 ' -  a n d  3 ' - p o r t i o n s  o f  R e g i o n  i n  a n d  t h i s  h o m o l o g y  i s  t o  a  

l a r g e  e x t e n t  c o n s e r v e d  in  R e g i o n  I I .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e  s e q u e n c e

G - A - A - A - G  o c c u r s  t w i c e  i n  R e g i o n  II a n d  a l s o  o c c u r s  i n  o l i g o n u c l e o t i d e  

P j g  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  ( J o h n s o n  a n d  

S z e k e l y ,  1 9 7 7 ) .
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( a )

A - C - G - C - G

G - G - A - G - U - i

C - A - U - U - C - C

G - C - G - A - G - C

R e g i o n  I 

R e g i o n  II

( b )
G —G * G - U - G - U - G - C - u - C - G - A - A - A - G - ■ A - G -

A - C - G - G - G - U • C - O - G - C - G - A - A - A - G ■ C - G - :

C  -  

G - U - G-

R e g i o n  1 1 1 ( 5 ' )  

G - C  R e g i o n  111(3 ')

( c )

, - G - - G •U - . G - U - G - C - - u - C - G - A - A - - A - G - t A j - G -

- G - G - ■ A- G - U - G - U - G - G —G - C - C - A - G - C - G -

- :c - G - G - G - U p C - C - G - C - G ; • A - A - • A - G - C - G -

A - G - C  

G - U - G

R e g i o n  III  ( 5 ' )  

R e g i o n  II

G - C  R e g i o n  111(3 ')

( d )

G - G - G - *U ? C _i_ G ■ C- U - C - G - A - A - -G- A ■ C -G  -

• A-C-i G -c-c- G- ■ G- u- U - C - C - C - A- -C- A -u-u-c-c

A -C -G - G - G - U - C--C - G-- C - G - A - A - Aj ■ G- c- a <s 1 c 1 o

R e g i o n  III  ( 5 ' )  

R e g i o n  I 

- C  R e g i o n  111(3')

F i g .  4 5  S e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  R e g i o n s  I ,  II a n d  III o f  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e  i n  M S 2  R N A .

N u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  R e g i o n s  I ,  II a n d  III  w e r e  a r r a n g e d  s o  a s  t o  

g i v e  m a x i m u m  h o m o l o g y .  H o m o l o g o u s  n u c l e o t i d e s  a r e  s h o w n  b o x e d ,  

( a )  R e g i o n  I c o m p a r e d  w i t h  R e g i o n  I I ;  ( b )  R e g i o n  III  5 ' - p o r t i o n  

c o m p a r e d  w i t h  t h e  3 ' - p o r t i o n  o f  t h e  s a m e  r e g i o n ;  ( c )  R e g i o n  II 

c o m p a r e d  w i t h  t h e  5 ' -  a n d  3 ' - p o r t i o n s  o f  R e g i o n  I I I ;  ( d )  R e g i o n  I 

c o m p a r e d  w i t h  t h e  5 ' -  a n d  3 ' - p o r t i o n s  o f  R e g i o n  III .



176

4 . 3  S T U D I E S  O N  T H E  S E C O N D A R Y  A N D  T E R T I A R Y  I N T E R A C T I O N S  

O F  M S 2  R N A  A T  T H E  I F 3  P R O T E C T E D  S I T E

S i n c e  t h e  r e g i o n s  o f  M S 2  R N A  p r o t e c t e d  b y  I F 3  a g a i n s t  p a n ­

c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  w e r e  f o u n d  t o  m i g r a t e  a s  a  s i n g l e  b a n d  u p o n  

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  u n d e r  n o n - d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s ,  a n d  y e t  w e r e  s e p a ­

r a t e d  i n t o  t h r e e  r e g i o n s  o f  v a r y i n g  l e n g t h  i n  t h e  s t r o n g l y  d e n a t u r i n g  

c o n d i t i o n s  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f r a c t i o n a t i o n ,  i t  w a s  c l e a r  t h a t  

s o m e  s e c o n d a r y ,  a n d  p o s s i b l y  t e r t i a r y ,  i n t e r a c t i o n s  w e r e  i n v o l v e d  b e ­

t w e e n  t h e  R N A  s p e c i e s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e .  S t u d i e s  w e r e  t h e r e f o r e  

u n d e r t a k e n  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  a n d  

t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  M S 2  R N A  i n f l u e n c e d  t h e  b i n d i n g  a n d  p r o t e c t i o n  o f  

t h e  R N A  b y  I F 3 .  T h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  w a s  a l s o  s t u d i e d  d i r e c t l y  f o r  

e v i d e n c e  o f  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  u s i n g  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o ­

p h o r e s i s  u n d e r  n o n - d e n a t u r i n g  a n d  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  ( R o s s  a n d  

B r i m a c o m b e ,  1 9 7 9 ) .

4 . 3 . 1  S t u d i e s  u s i n g  m i l d l y  h e a t  d e n a t u r e d  M S 2  R N A

A n d e r t o n  a n d  S z e k e l y  ( p e r s .  c o m m u n . )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  o f  t r e a t ­

m e n t  o f  M S 2  R N A  w i t h  f o r m a l d e h y d e  ( L o d i s h ,  1 9 7 0 )  p r i o r  t o  b i n d i n g  t o  

I F 3  u p o n  t h e  p r o t e c t i o n  a f f o r d e d  b y  t h e  f a c t o r  a g a i n s t  p a n c r e a t i c  

R N a s e  d i g e s t i o n .  F o r m a l d e h y d e  r e a c t s  w i t h  n u c l e o t i d e s  t o  g i v e  m e t h y -  

l o l  ( - C h ^ O H )  a d d u c t s  w i t h  t h e  - N h ^  a n d  = N H  o f  n u c l e o t i d e  b a s e s  a s  

t h e  m a j o r  p r o d u c t s  a n d  t h u s  p r e v e n t s  b a s e  p a i r i n g  ( M c G h e e  a n d  v o n

H i p p e l ,  1 9 7 5 a ,  1 9 7 5 b ) .  T h e s e  a d d u c t s  a r e  u n s t a b l e  a n d  m o s t  o f  t h e

f o r m a l d e h y d e  m o l e c u l e s  c a n  b e  e x p e c t e d  t o  d i s s o c i a t e  f r o m  t h e  a d d u c t  

w h e n  t h e  R N A  i s  p u r i f i e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  ( M c G h e e  a n d  v o n  

H i p p e i ,  1 9 7 5 a , b ) .  A n  a l t e r n a t i v e  r e a c t i o n  p r o d u c t  c o u l d  b e  t h e  s t a b l e  

- N H — C h ^ - N H -  c r o s s - l i n k s  ( L o d i s h ,  1 9 7 5 ) .  U n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  d e ­

s c r i b e d  b y  L o d i s h  ( 1 9 7 0 ) ,  m o d i f i c a t i o n  r e s u l t s  i n  t h e  a d d i t i o n  o f  o n l y  10
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f o r m a l d e h y d e  m o l e c u l e s  p e r  f 2  R N A  m o l e c u l e  ( L o d i s h ,  1 9 7 5 )  a n d  d e -  

n a t u r a t i o n  i s  m i l d  w i t h  t h e  f o r m a l d e h y d e  p e r h a p s  p r e v e n t i n g  t e r t i a r y  

i n t e r a c t i o n s  ( v a n  D i e i j e n  e t_  a h ,  1 9 7 6 ) .

A c c o r d i n g l y ,  m i l d  f o r m a l d e h y d e  d e n a t u r a t i o n ,  r e s u l t i n g  i n  a b o u t  

1 5 %  d e n a t u r a t i o n ,  a s  e s t i m a t e d  b y  c i r c u l a r  d  i c h r o i s m ,  w a s  f o u n d  t o  

g i v e  v e r y  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  a m o u n t  o f  R N A  p r o t e c t e d  a g a i n s t  

p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  r e l a t i v e  t o  n a t i v e  R N A .  P a n c r e a t i c  R N a s e  

f i n g e r p r i n t  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  w h i c h  m i g r a t e d  i n  a  g e l  w i t h  

a  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  n a t i v e  p r o t e c t e d  s i t e ,  s h o w e d  t h a t  t h e  

p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  p r o t e c t e d  s i t e  c o n t a i n e d  t h e  s a m e  o l i g o n u c l e o t i d e s  

t o  t h o s e  f o u n d  i n  t h e  n a t i v e  p r o t e c t e d  s i t e ,  t o g e t h e r  w i t h  a  f e w  a d d ­

i t i o n a l  s p o t s  w h i c h  w e r e  n o t  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s e d .  T w o - d i m e n s i o n a l  

h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f r a c t i o n a t i o n  r e v e a l e d  s i m i l a r  p a t t e r n s  f o r  t h e  

n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  p r o t e c t e d  s i t e s .  . F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  

w a s  c o n c l u d e d  t h a t  p a r t i a l  d e n a t u r a t i o n  h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  s t r u c t ­

u r e s  p r e s e n t  i n  t h e  M S 2  R N A  a t  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e .

In  v i e w  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  a n  a l t e r n a t i v e  m e t h o d  o f  d e n a t u r a t i o n  

w a s  c h o s e n  f o r  f u r t h e r  s t u d y  o f  t h e  b i n d i n g  a n d  p r o t e c t i o n  o f  p a r t i a l l y  

d e n a t u r e d  M S 2  R N A  b y  I F 3 .  H e a t  h a s  l o n g  b e e n  k n o w n  t o  b e  c a p a b l e  

o f  d i s r u p t i n g  t h e  p a i r i n g  a n d  s t a c k i n g  o f  b a s e s  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t ­

u r e  o f  R N A  a n d  D N A  a n d  t h e  h y p e r c h o m i c i t y ,  o r  i n c r e a s e  i n  A 0 , n  u p o n  

h e a t i n g  a  s a m p l e  o f  D N A  o r  R N A ,  c a n  b e  u s e d  a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  

a m o u n t  o f  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  p r e s e n t  i n  t h e s e  m o l e c u l e s  ( e . g . ,  F e l s e n -  

f e l d ,  1 9 7 1 ) .  T h e  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  t h e  d i s r u p t i o n  o f  s e c o n d a r y

s t r u c t u r e  o c c u r s  i s  t e r m e d  t h e  t r a n s i t i o n  t e m p e r a t u r e  o r  T  . A s  a  

r e s u l t  o f  i m p e r f e c t  b a s e  p a i r i n g ,  a  s h a r p  t r a n s i t i o n  l i k e  t h a t  f o u n d  f o r  

D N A  i s  n o t  s e e n  w i t h  R N A  a n d  a  m o r e  g r a d u a l  t r a n s i t i o n  o c c u r s  w i t h  

t h o s e  r e g i o n s  h e l d  t o g e t h e r  m o r e  t i g h t l y  b y  m o r e  h y d r o g e n  b o n d s
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r e q u i r i n g  a  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  f o r  d i s s o c i a t i o n  t h a n  t h o s e  r e g i o n s  h e l d  

t o g e t h e r  b y  f e w e r  h y d r o g e n  b o n d s .  T h u s ,  i f  R N A  i s  h e a t e d  a n d  t h e n  

r a p i d l y  c o o l e d  s o  a s  t o  p r e v e n t  t h e  d i s s o c i a t e d  r e g i o n s  f r o m  r e - f o r m i n g  

t h e i r  r e s p e c t i v e  b a s e  p a i r s ,  d i f f e r e n t  r e g i o n s  o f  t h e  m o l e c u l e  c a n  b e  

d e n a t u r e d  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  e x t e n t  o f  h y d r o g e n  b o n d i n g  a n d  t h e  

t e m p e r a t u r e  t o  w h i c h  t h e  R N A  w a s  h e a t e d .

T h e  e f f e c t  o f  m i l d  h e a t  d e n a t u r a t i o n  o f  M 5 2  R N A  o n  t h e  b i n d i n g  

o f  I F 3  a n d  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  h a s  t h e r e f o r e  

b e e n  i n v e s t i g a t e d .  I n i t i a l  e x p e r i m e n t s  u s e d  d e n a t u r a t i o n  b y  h e a t i n g  f o r  

3  m i n u t e s  a t  8 5 ° C  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 m M  T r i s  b u f f e r  f o l l o w e d  b y  

r a p i d  c o o l i n g .  B i n d i n g  o f  I F 3  a n d  w a s h i n g  o f  t h e  I F 3 . M S 2  R N A  c o m ­

p l e x e s  w e r e  b o t h  a t  0 ° C .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  b i n d i n g  a n d  w a s h ­

i n g  a t  3 7 ° C  a n d  4 ° C  r e s p e c t i v e l y  u s e d  b y  o t h e r s  w h e n  b i n d i n g  t o  n a t i v e  

a n d  f o r m a l d e h y d e  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ,  

1 9 7 9 ;  T .  A n d e r t o n ,  p e r s .  c o m m u n . )  a n d  w a s  c h o s e n  s i n c e  a t  t h i s  t e m p ­

e r a t u r e  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  a n y  r e n a t u r a t i o n  o f  t h e  R N A  o c c u r r i n g  w o u l d  

b e  r e d u c e d .  T h e  e x t e n t  o f  d e n a t u r a t i o n  c a u s e d  b y  t h i s  p r o c e s s  w a s  

a s s e s s e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  t h e  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  c u r v e s  o f  t h e  n a t i v e  

a n d  h e a t  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  ( F i g .  4 6 )  a n d  e s t i m a t e d  t o  b e  i n  t h e  

o r d e r  o f  1 8 % .  T h e  T ^  o f  t h e  b o t h  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  R N A  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  M g ^  i o n s ,  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  m i d - p o i n t  o f  t h e  

t r a n s i t i o n ,  w a s  a p p r o x i m a t e l y  6 0 ° C  a n d  c o m p a r e s  w e l l  w i t h  t h e  v a l u e  o f  

5 4 ° C  o b t a i n e d  b y  v a n  D i e i j e n  e t _ a L _ ( 1 9 7 6 )  w h i c h  w a s  d e t e r m i n e d  u n d e r

s l i g h t l y  d i f f e r e n t  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s .  S i n c e ,  i n  t h e  d e n a t u r a t i o n  p r o ­

c e s s ,  t h e  t e m p e r a t u r e  t o  w h i c h  t h e  R N A  p r e p a r a t i o n  h a d  b e e n  h e a t e d  

w a s  g r e a t e r  t h a n  t h e  T  , i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  c o n s i d e r a b l y  m o r e

d e n a t u r a t i o n  t h a n  t h e  1 8 %  d e t e r m i n e d  w o u l d  b e  f o u n d .  H o w e v e r ,  t e m ­

p e r a t u r e  e q u i l i b r a t i o n  d u r i n g  t h e  h e a t i n g  w a s  p r o b a b l y  s u b - o p t i m a l  a s
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F I G U R E  4 6  T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  c u r v e s  o f  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  h e a t  

d e n a t u r e d  M S 2  R N A .

M 5 2  R N A  ( 3 2  p g )  w a s  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  i n  \2 0 y l  o f  l O m M  T r i s  H C 1  

p H  8 . 0  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  i n  s e c t i o n  3 . 9 . 1 .  T m  c u r v e s  w e r e  

d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  i n  s e c t i o n  3 . 9 . 2 .  N a t i v e  M S 2  R N A  

( • ) ,  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M 5 2  R N A  (A).
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w a s  t h e  r a p i d i t y  o f  c o o l i n g ,  p o s s i b l y  a l l o w i n g  t h e  m o r e  s t r o n g l y  b a s e  

p a i r e d  r e g i o n s  t o  r e - f o r m  b e t w e e n  h e a t i n g  a n d  c o o l i n g .

T h e  b i n d i n g  c u r v e s  o f  I F 3  t o  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  

R N A  w e r e  d e t e r m i n e d ,  t o g e t h e r  w i t h  P A G E  o f  t h e  R N A  p r e p a r a t i o n s  

u s e d .  T h i s  l a t t e r  d e t e r m i n a t i o n  w a s  u n d e r t a k e n  s o  a s  t o  e x c l u d e  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  a n y  c h a n g e s  i n  t h e  b i n d i n g  c u r v e s  b e i n g  d u e  t o  f r a g m e n t ­

a t i o n  o f  t h e  R N A  d u r i n g  t h e  d e n a t u r a t i o n  p r o c e s s .  T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  

t o  n a t i v e  M 5 2  R N A  a t  0 ° C  ( F i g .  4 7 a )  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  

p r e v i o u s l y  a t  3 7 ° C  w i t h  a  4 ° C  w a s h  ( s e c t i o n  4 . 1 . 2 ,  F i g .  1 9 ) .  T h e  b i n d ­

i n g  w a s  s a t u r a b l e  w i t h  m a x i m u m  r e t e n t i o n  o f  M S 2  R N A  ( a p p r o x i m a t e l y  

8 0 %  o f  t h e  t o t a l  c p m )  o c c u r r i n g  a t  a n  i n p u t  o f  0 . 7 j j g  o f  I F 3 .  A  s l i g h t  

r e d u c t i o n  i n  t h e  b i n d i n g  o f  M S 2  R N A  w a s  s e e n  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  I F 3 .  W h e n  h e a t  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  w a s  u s e d ,  a  c u r v e  s i m i l a r  t o  

t h a t  o b t a i n e d  w i t h  n a t i v e  R N A  w a s  o b t a i n e d , *  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  

a t  I F 3  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  t h e  s a t u r a t i n g  m a x i m u m  a  s l i g h t  i n c r e a s e  

i n  t h e  r e t e n t i o n  o f  R N A  w a s  s e e n  r a t h e r  t h a n  t h e  s l i g h t  r e d u c t i o n  i n  

r e t e n t i o n  s e e n  w i t h  n a t i v e  R N A  ( F i g .  4 7 a ) .  P A G E  o f  t h e  R N A  p r e p a r ­

a t i o n s  u s e d  i n  t h e  b i n d i n g  c u r v e s  s h o w s  t h a t  t h e  h e a t  d e n a t u r e d ,  a s  

w e l l  a s  n a t i v e ,  M S 2  R N A s  w e r e ,  i n  t h e  m a i n ,  i n t a c t  ( F i g .  4 7 b ) .  T h i s  

r e s u l t  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  d e n a t u r a t i o n  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  h a d  l i t t l e  

e f f e c t  o n  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  t h e  R N A  a n d  t h a t ,  p r e s u m a b l y ,  t h e  

c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e  w a s  u n a f f e c t e d  b y  t h e  m i l d  d e n a t u r ­

a t i o n  p r o c e s s .

2+
M g  i o n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  a  r o l e  i n  s t a b i l i s i n g  t h e  

s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e s  o f  M S 2  R N A  ( J a c o b s o n ,  1 9 7 6 ) ,  a s  w e l l  

a s  t h o s e  o f  o t h e r  R N A s  s u c h  a s  t o b a c c o  m o s a i c  v i r u s  R N A  ( B o e d t k e r ,  

1 9 6 0 )  a n d  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  f o l d i n g  o f  t R N A  ( Q u i g l e y  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  

F u k a m i  a n d  I m a h o r i  ( 1 9 7 1 ) ,  s t u d y i n g  t h e  c o n t r o l  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y



181

F I G U R E  4 7  B i n d i n g  o f  I F 3  t o  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  

( 3 2 P ) - M S 2  R N A .

( a )  B i n d i n g  c u r v e s .  V a r y i n g  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  
3 2

( P ) - M S 2  R N A  ( 0 . 2 p g ,  3 0 1 8 5  c p m ) ,  e i t h e r  n a t i v e  o r  p a r t i a l l y  h e a t  

d e n a t u r e d  in  1 0 m M  T r i s  H C 1  p H  8 . 0  ( m e t h o d s  s e c t i o n  3 . 9 . 1 ) ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 6  a n d  f i l t e r e d  o v e r  n i t r o c e l l u l o s e .  A  b l a n k  v a l u e  

( w i t h o u t  I F 3 ,  4 0 8  c p m )  w a s  s u b t r a c t e d ,  n a t i v e  ( • ) ,  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  

( O )  M S 2  R N A .  ( b )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  5 %  P A G E  ( m e t h o d s  3 . 1 . 2 )  o f

n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  u s e d  i n  p a r t  ( a ) .  T r a c k  1 : 

n a t i v e ;  t r a c k  2  : p a r t i a l l y  d e n a t u r e d .
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2 +
t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  R 1 7  R N A ,  f o u n d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  M g  i o n s

w a s  e s s e n t i a l  t o  a t t a i n  t h e  p a r t i a l l y  t h e r m a l l y  d e n a t u r e d  s t r u c t u r e s .

T h u s ,  t h e  l a c k  o f  a  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o f  d e n a t u r a t i o n  u p o n  t h e  b i n d i n g

2 +
o f  I F 3  m a y  b e  d u e  t o  a  n e e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  M g  i o n s  t o  s t a b i l ­

i s e  a  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  c o n f o r m a t i o n  ( S t r a u s s  a n d  S i n s h e i m e r ,  1 9 6 8 ) .

2+
O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  p r e s e n c e  o f  M g  i o n s  m a y  a l s o  s t a b i l i s e  t h e

I F 3  b i n d i n g  s i t e  a g a i n s t  h e a t  d e n a t u r a t i o n .

A c c o r d i n g l y ,  M S 2  R N A  w a s  p a r t i a l l y  t h e r m a l l y  d e n a t u r e d  i n  t h e

p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  M g ( O A c )2  a n d  a s s a y e d  f o r  t h e

b i n d i n g  o f  I F 3  a t  0 ° C  a n d  a l s o  f o r  t h e  d e g r e e  o f  a n y  f r a g m e n t a t i o n

c a u s e d  b y  t h e  d e n a t u r a t i o n  p r o c e s s  b y  P A G E .  T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o

t h e  v a r i o u s l y  d e n a t u r e d  R N A s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  1 0 ,  w h e r e  i t  c a n  b e

s e e n  t h a t  I F 3  b o u n d  w e l l  t o  a l l  o f  t h e  R N A s .  T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o

2 +
M S 2  R N A  d e n a t u r e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  M g  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t

o b s e r v e d  p r e v i o u s l y  ( F i g .  4 7 a ) ,  a l t h o u g h  t h e  b i n d i n g  a t  0 .5 p g  I F 3  w a s

s o m e w h a t  h i g h e r  a n d  l a c k  o f  d a t a  p o i n t s  c a n n o t  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y

t h a t  t h i s  w a s  m e r e l y  a n  a n o m a l o u s  p o i n t .  D e n a t u r a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e

o f  M g z  c a u s e d  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  r e l a t i v e  t o  n a t i v e

M S 2  R N A  a l t h o u g h ,  a t  l o w  I F 3  c o n c e n t r a t i o n ,  d e n a t u r a t i o n  i n  t h e  p r e -

2  ̂
s e n c e  o f  i n c r e a s i n g  M g  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e d  t h e  r e t e n t i o n  o f  R N A

o n  t h e  f i l t e r .  P A G E  o f  t h e  R N A s  u s e d  i n  t h e  b i n d i n g  a s s a y s  ( F i g .  4 8  )

2 ̂
s h o w e d  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  M g  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  d e n a t u r a t i o n

m i x e s  c a u s e d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  d e g r e e  o f  f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e  R N A .

2+
U n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s  O O m M  M g z  , p H  8 . 0 ) ,  D a h l b e r g  a n d  P e a c o c k  

( 1 9 7 1 a ,  b )  f o u n d  t h a t  h e a t i n g  1 6 S  a n d  2 3 S  r R N A  a t  7 0 ° C  r e s u l t e d  i n  a  

s i m i l a r  f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e s e  R N A s .  T h e  c a u s e  o f  s u c h  f r a g m e n t a t i o n  

i s  u n c e r t a i n ,  b u t  m a y  b e  t h e  r e s u l t  o f  s t a b i l i s a t i o n  o f  a  p a r t i a l l y  d e ­

n a t u r e d  s t r u c t u r e  i n  w h i c h  ' h i d d e n  b r e a k s '  i n  t h e  R N A  ( G o u l d ,  1 9 6 7 )
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T A B L E  1 0

I F 3  B I N D I N G  T O  M S 2  R N A  P A R T I A L L Y  D E N A T U R E D  I N  T H E

P R E S E N C E  O F  M g 2 +

M S 2  R N A  c p m  r e t a i n e d  o n  f i l t e r  (% )

M g  + *  I F 3 ( j j g ) :  (L2 0 . 5 1 . 5

N a t i v e :  - 3 6 1 ( 2 . 0 ) 8 4 4 2 ( 4 7 . 2 ) 1 3 2 2 ( 7 3 . 9 )

D e n a t u r e d :

0 5 2 7 ( 2 . 9 ) 1 1 3 4 7 ( 6 3 . 5 ) 1 3 3 1 9 ( 7 4 . 5 )

2  m M 1 4 2 7 ( 7 . 9 9 ) 9 0 2 3 ( 5 0 . 5 ) 1 1 9 3 7 ( 6 6 . 7 )

5  m M 2 0 8 6 ( 1 1 . 7 ) 7 1 1 9 ( 3 9 . 8 ) 1 2 0 5 3 ( 6 7 . 4 )

1 0 m M 3 4 7 1 ( 1 9 . 4 ) 8 4 4 4 ( 4 7 . 2 ) 1 3 1 0 0 ( 7 3 . 3 )

2 +  ^  j »
*  M g  c o n c e n t r a t i o n  i n  d e n a t u r i n g  b u f f e r .  F i n a l  M g  c o n c e n t r a t i o n

i n  t h e  b i n d i n g  m i x  w a s  a l w a y s  1 m M .  V a r y i n g  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  i n -  
32

c u b a t e d  w i t h  (  P )  M S 2  R N A  ( 0 . 2 j j g ,  1 8 7 7 3  c p m )  w h i c h  h a d  b e e n  h e a t  

d e n a t u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 9 . 1  a n d  f i l t e r e d  o v e r  n i t r o c e l l u l o s e  

f i l t e r s  ( s e c t i o n  3 . 6 . 1 )  f o l l o w e d  b y  c o u n t i n g  i n  a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t e r .  A  b l a n k  v a l u e  ( w i t h o u t  I F 3 ,  8 9 0 c p m )  w a s  s u b t r a c t e d .



m

1 2 3  4  5

F I G U R E  ^ 2  PAGE of ("^P)-M52 RNA partially heat denatured in the 
presence of various concentrations of M ĵOAcV
k P ) - MS 2  RNA (2pg) was partially heat denatured in lOpl of lOmM Tris 
HC1 pH 8.0 containing various concentrations of MgpAc), as indicated, 
followed by electrophoresis through a 5% polyacrylamide gel and auto­
radiography. BPB marks the position of the bromophenol blue marker. 
Track I : MS2 RNA denatured in the absence of Mg0A<^ Track 2 : 
denatured in 2mM M^OAcJj Track 3 : denatured in 5mM M^OAc^ 
Track 4 : denatured in 10mM Mg0Ac^ Track 5 : native M52 RNA.
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b e c o m e  a p p a r e n t .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  p r e s e n c e  o f  M g  i o n s  i n  t h e  d e -  

n a t u r a t i o n  m i x e s  m a y  b e  p r o m o t i n g  t h e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  R N A  a t  t h e  

m i l d l y  a l k a l i n e  p H .

S i n c e  t h e  s e q u e n c i n g  r e s u l t s  s h o w  t h a t  I F 3  p r o t e c t s  a  s i n g l e  s i t e

n e a r  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  R N A ,  i t  i s  r e m a r k a b l e  t h a t  w h i l s t  p a r t i a l  d e -

2+
n a t u r a t i o n  t r e a t m e n t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 m M  M g  +  r e s u l t e d  i n  e x t e n s ­

i v e  f r a g m e n t a t i o n ,  s o m e  7 2 %  o f  t h e  t o t a l  R N A  w a s  r e t a i n e d  o n  t h e  

f i l t e r  b y  1 . 5 j j g  o f  I F 3 .  L a c k  o f  d a t a  p o i n t s  i n  T a b l e  1 0  p r e c l u d e  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s h a p e  o f  t h e  b i n d i n g  c u r v e .  H o w e v e r ,  t h i s  f i n d i n g  

o f  e x t e n s i v e  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  f r a g m e n t e d  d e n a t u r e d  R N A  

s u g g e s t s  t h e  p o s s i b i l i t i e s  t h a t  e i t h e r  n a t i v e  M S 2  R N A  c o n t a i n  a d d i t i o n a l  

b i n d i n g  s i t e s  f o r  I F 3 ,  b u t  w h i c h  a r e  n o t  p r o t e c t e d  a g a i n s t  p a n c r e a t i c  

R N a s e  a n d ,  t h e r e f o r e ,  d o  n o t  a p p e a r  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e ,  o r  t h a t  p a r t i a l  d e n a t u r a t i o n  t r e a t m e n t  p r o d u c e s  a d d i t i o n a l  s i t e s  o n  

t h e  R N A  t o  w h i c h  I F 3  c a n  b i n d .  T h e s e  p o s s i b i l i t i e s  a r e  f u r t h e r  i n ­

v e s t i g a t e d  i n  a  l a t e r  s e c t i o n  o f  t h i s  t h e s i s  ( s e c t i o n  4 . 3 . 2 ) .

T o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  p a r t i a l  h e a t  d e n a t u r a t i o n  

t r e a t m e n t  u p o n  I F 3  b i n d i n g ,  t h e  c o n d i t i o n s  w h i c h  g a v e  r i s e  t o  t h e  m i n i ­

m a l  a m o u n t  o f  f r a g m e n t a t i o n  i n  F i g .  4 8  w e r e  u s e d ;  i . e . ,  d e n a t u r a t i o n

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 m M  M g C O A c ^ *  O p t i c a l  m e l t i n g  c u r v e s  d e t e r m i n e d

2^

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 m M  M g  o f  n a t i v e  a n d  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  a r e

2+
s h o w n  i n  F i g .  4 9 .  T h e  e f f e c t  o f  h a v i n g  M g  i n  t h e  b u f f e r  w a s  t o  i n ­

c r e a s e  t h e  T ^  o f  t h e  n a t i v e  R N A  b y  s o m e  12  d e g r e e s  t o  7 2 ° C ,  i n

2■+■
a g r e e m e n t  w i t h  t h e  s t a b i l i s i n g  e f f e c t  o f  M g  o n  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e

a n d  a l s o  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  v a n  D i e i j e n  e t  a h  ( 1 9 7 6 ) .  M S 2  R N A

d e n a t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 m M  M g f O A c ^  w a s  a p p r o x i m a t e l y  2 1 %

d e n a t u r e d  a n d  h a d  a  T  o f  6 8 ° C .
m

T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  M S 2  R N A  d e n a t u r e d  i n  t h i s  w a y  a n d  a l s o

2+
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F I G U R E  4 9  T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  c u r v e s  o f  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  h e a t  

d e n a t u r e d  M S 2  R N A .

M S 2  R N A  ( 3 2 p g )  w a s  p a r t i a l l y  h e a t  d e n a t u r e d  i n  1 2 0 p l  o f  lOrruM  T r i s  

H C 1  p H  8 . 0 ,  2 m M  M g 0 A c ) ^ a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  s e c t i o n  3 . 9 . 1 .  T m  

c u r v e s  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 9 . 2 .  N a t i v e  M S 2  

R N A  ( • ) ,  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M 5 2  R N A  ( 4 ) .
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t o  n a t i v e  M S 2  R N A  i s  s h o w n  i n  F i g .  5 0 ,  t o g e t h e r  w i t h  P A G E  a n a l y s i s  

o f  t h e  R N A  p r e p a r a t i o n  a s  a  c h e c k  o f  f r a g m e n t a t i o n  i n c u r r e d  d u r i n g  

d e n a t u r a t i o n .  T h e  g r e a t e r  a m o u n t  o f  R N A  b e i n g  r e t a i n e d  o n  t h e  f i l t e r s  

b y  I F 3  r e l a t i v e  t o  t h a t  s h o w n  i n  F i g .  4 7  i s  d u e  t o  a  m o r e  i n t a c t  p r e p ­

a r a t i o n  o f  R N A  b e i n g  u s e d  ( c f  F i g .  5 0 b  a n d  F i g .  4 7 ) .  I t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  t h e  b i n d i n g  c u r v e  f o r  t h e  d e n a t u r e d  R N A  w a s  s h i f t e d  t o  t h e  r i g h t  

r e l a t i v e  t o  t h e  n a t i v e  R N A  c u r v e  a n d  t h a t  t h e  m a x i m u m  a m o u n t  o f  

R N A  b o u n d  w a s  r e d u c e d ,  i . e . ,  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  I F 3  w e r e  r e ­

q u i r e d  t o  r e t a i n  t h e  s a m e  n u m b e r  o f  c p m  o f  R N A  o n  t h e  f i l t e r  t h a n  

f o r  n a t i v e  R N A .  T h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  d e n a t u r a t i o n  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s  d e c r e a s e s  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  I F 3  a n d  M S 2  R N A  f o r  e a c h  

o t h e r .  P A G E  a n a l y s i s  s h o w s  t h a t  t h e  d e n a t u r e d  R N A  u s e d  i n  t h e  b i n d ­

i n g  c u r v e  i s ,  i n  t h e  m a i n ,  i n t a c t  a n d  t h e r e f o r e  t h e  c h a n g e  i n  b i n d i n g  

c h a r a c t e r i s t i c s  w a s  p r o b a b l y  n o t  d u e  t o  f r a g m e n t a t i o n  ( F i g .  5 0 b ) .

T o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  p a r t i a l  h e a t  d e n a t u r a t i o n  t r e a t m e n t  u n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s  a f f e c t e d  t h e  p r o t e c t i o n  o f  M S 2  R N A  b y  I F 3  a g a i n s t  

p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n ,  I F 3  w a s  b o u n d  t o  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e ­

n a t u r e d  R N A  a t  0 ° C  a n d  d i g e s t e d  w i t h  R N a s e  a t  t h e  s a m e  t e m p e r a t u r e  

w i t h  a l i q u o t s  b e i n g  a s s a y e d  a t  v a r i o u s  t i m e s  t o  d e t e r m i n e  t h e  a m o u n t  

o f  R N A  r e t a i n e d  o n  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s .  F i g .  51 s h o w s  t h a t  t h e  p a r t ­

i a l l y  d e n a t u r e d  R N A  w a s  d i g e s t e d  a t  a  g r e a t e r  r a t e  t h a n  t h e  n a t i v e  

R N A  a s  w o u l d  b e  e x p e c t e d ,  s i n c e  t h e  d e n a t u r a t i o n  p r o c e s s  w o u l d  p r o ­

d u c e  a d d i t i o n a l  s i n g l e - s t r a n d e d  p y r i m i d i n e  r e s i d u e s  w h i c h  w o u l d  b e  

a v a i l a b l e  f o r  d i g e s t i o n  b y  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e .  A f t e r  4  h o u r s  d i g e s t ­

i o n  a t  0 ° C ,  3 0  -  3 5 %  o f  t h e  R N A s  w e r e  s t i l l  r e t a i n e d  o n  t h e  f i l t e r s  b y  

I F 3 .  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 ) ,  u s i n g  d i g e s t i o n  a t  3 7 ° C  w i t h  a n  

R N a s e  : R N A  r a t i o  o f  1 : 1 0 0  ( w / w ) ,  f o u n d  t h a t  o n l y  0 . 5  -  1 . 0 %  o f  t h e  

M 5 2  R N A  w a s  r e t a i n e d  o n  t h e  f i l t e r s  b y  I F 3  a f t e r  3  h o u r s  d i g e s t i o n .  

T o  t e s t  w h e t h e r  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  in  F i g .  51  t h e  R N a s e
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3 2
F I G U R E  5 0  B i n d i n g  o f  I F 3  t o  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  ( P ) - M S 2  

R N A .

( a )  B i n d i n g  c u r v e s .  V a r y i n g  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  
3 2

( P ) - M S 2  R N A  ( 0 . 2 ^ i g ,  1 4 4 0 4 4  c p m )  e i t h e r  n a t i v e  o r  h e a t  d e n a t u r e d  i n  

1 0 m M  T r i s  H C 1  p H  8 . 0 ,  2 m M  M g J p A c l g .  A  b l a n k  w i t h o u t  I F 3  ( 9 7 9  c p m )  

w a s  s u b t r a c t e d .  N a t i v e  ( • ) ,  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  ( O )  M 5 2  R N A .

( b )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  5 %  P A G E  o f  n a t i v e  ( 1 )  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  

( 2 )  M S 2  R N A  u s e d  i n  p a r t  ( a ) .
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F I G U R E  5 1  P r o t e c t i o n  o f  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M 5 2  R N A  b y  

I F 3  a t  0 ° C .
3 2

I F 3  ( 1 7 p g )  w a s  b o u n d  t o  ( P ) - M S 2  R N A  e i t h e r  n a t i v e  o r  p a r t i a l l y  

d e n a t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 m M  M ^ O A c )  i n  4 0 0 j j 1 o f  b i n d i n g  b u f f e r  a t  

0 ° C .  P a n c r e a t i c  R N a s e  ( 0 . 2 p g )  w a s  a d d e d  a n d  a l i q u o t s  ( 4 0 j j 1, 5 1  0 0 0  

c p m  t o t a l )  w e r e  f i l t e r e d  o v e r  n i t r o c e l l u l o s e  a t  v a r i o u s  t i m e s  a n d  t h e  

f i l t e r s  c o u n t e d  i n  a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  N a t i v e  ( • ) ,  p a r t i a l l y  

d e n a t u r e d  (O) M S 2  R N A .



190

d i g e s t i o n  h a d  g o n e  t o  c o m p l e t i o n ,  a n d  t h a t  t h e  h i g h  c p m  r e t a i n e d  o n  

t h e  f i l t e r  w a s  d u e  t o  p r o t e c t i o n  o f  l a r g e r  a m o u n t s  o f  R N A  b y  I F 3 ,  

n a t i v e  M S 2  R N A  w a s  d i g e s t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  I F 3  a t  t w o  d i f f e r e n t  

R N a s e  : R N A  r a t i o s  a t  0 ° C  a n d  a t  o n e  r a t i o  a t  3 0 ° C ,  w i t h  t h e  e x t e n t  

o f  d i g e s t i o n  b e i n g  m o n i t o r e d  b y  T C A  p r e c i p i t a t i o n  ( F i g .  5 2 ).  I t  w a s  

f o u n d  t h a t  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  f o r  t h e  p r o t e c t i o n  e x p e r i m e n t  

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  5 4%  o f  t h e  M S 2  R N A  r e m a i n e d  T C A  p r e c i p i t a b l e  

a f t e r  t h r e e  h o u r s  d i g e s t i o n .  I n c r e a s i n g  t h e  R N a s e  :  R N A  r a t i o  t o  

1 :  1 0  i n c r e a s e d  t h e  r a t e  o f  d i g e s t i o n ,  b u t  s o m e  3 6 %  o f  t h e  t o t a l  M S 2  

R N A  r e m a i n e d  p r e c i p i t a b l e  a f t e r  t h r e e  h o u r s  d i g e s t i o n .  D i g e s t i o n  a t  

3 0 ° C  r e s u l t e d  i n  s o m e  7 %  o f  t h e  M S 2  R N A  r e m a i n i n g  p r e c i p i t a b l e  

a f t e r  t h r e e  h o u r s  d i g e s t i o n .

S i n c e  i t  w a s  c l e a r  t h a t  d i g e s t i o n  a t  0 ° C  w i t h  a n  i n c r e a s e d  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  R N a s e  w o u l d  s t i l l  b e  v e r y  s l o w , ,  t h e  p r o t e c t i o n  e x p e r i m e n t  

w a s  r e p e a t e d ,  u s i n g  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  n a t i v e  a n d  h e a t  d e n a t u r e d  M S 2  

R N A  a t  0 ° C ,  f o l l o w e d  b y  d i g e s t i o n  a t  3 0 ° C  w i t h  a n  R N a s e  : R N A  r a t i o  

o f  1 :  40  ( w / w ) .  T h e  p r o t e c t i o n  c u r v e s  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  e x p e r i m e n t  

a r e  s h o w n  i n  F i g .  5 3 .  A f t e r  3  h o u r s  d i g e s t i o n ,  s o m e  5%  o f  t h e  R N A  

w a s  r e t a i n e d  o n  t h e  f i l t e r s ,  i n  t h e  c a s e  o f  b o t h  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  

d e n a t u r e d  M S 2  R N A  a n d ,  a l t h o u g h  d i g e s t i o n  d i d  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  

g o n e  t o  c o m p l e t i o n ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  p r o t e c t i o n  a f f o r d e d  b y  I F 3  t o  n a t i v e  a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  

R N A .  I t  i s ,  o f  c o u r s e ,  p o s s i b l e  t h a t  d u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n  f o r  3  h o u r s  

a t  3 0 ° C ,  s o m e  r e n a t u r a t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n  t h e  r e g i o n  o f  

t h e  b i n d i n g  s i t e  m a y  h a v e  o c c u r r e d .

4 .3 .2  S t u d i e s  u s i n g  S j n u c l e a s e  f r a g m e n t e d  M S 2  R N A

In  v i e w  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  I F 3  b o u n d  t o  h i g h l y  f r a g m e n t e d  

p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  ( T a b l e  1 0  a b o v e ) ,  t h e  e f f e c t  o f  f r a g m e n t -
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Time (hours)

F I G U R E  5 2  D i g e s t i o n  o f  ( 3 2 P ) - M S 2  R N A  i n  t h e  a b s e n c e  o f  I F 3  a t  0 ° C  

a n d  3 0 ° C .

( 3 2 P ) - M S 2  R N A  ( 4 . 2 p g ,  1 2 2 9 7 7 0  c p m )  w a s  d i g e s t e d  w i t h  t h e  i n d i c a t e d  

r a t i o  o f  p a n c r e a t i c  R N a s e  i n  8 0 0 p l  o f  b i n d i n g  b u f f e r  a t  e i t h e r  0 ° C  o r  

3 0 ° C .  A l i q u o t s  ( S O p l )  w e r e  r e m o v e d  a t  v a r i o u s  t i m e s  a n d  R N A  p r e c i p i t ­

a t e d  w i t h  T C A  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  s e c t i o n  3 . 1 . 6 ,  f o l l o w e d  b y  

c o u n t i n g  i n  a  l i q u i d  s c i n t i l l i a t o n  c o u n t e r .  D i g e s t i o n  a t  0 ° C :  ( ■ )  1 :  5 0  

R N a s e  :  R N A ;  ( □ )  1 : 1 0  R N a s e  : R N A .  D i g e s t i o n  a t  3 0 ° C  : (a)

1 : 5 0  R N a s e  : R N A  ( w / w ) .
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F I G U R E  5 3  P r o t e c t i o n  o f  ( 3 2 P ) - M S 2  R N A  b y  I F 3 :  b i n d i n g  a t  0 ° C  a n d

d i g e s t i o n  a t  3 0 ° C .

I F 3  ( 1 7 p g )  w a s  b o u n d  t o  ( 3 2 P ) - M S 2  R N A  ( 2 p g ) ,  e i t h e r  n a t i v e  o r  p a r t i a l l y  

d e n a t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2nruM  M ^ O A c \ 2,  i n  4 Q 0 j j 1 o f  b i n d i n g  b u f f e r  

a t  0 ° C .  P a n c r e a t i c  R N a s e  ( 0 . 0 5 j j g )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e s  i n ­

c u b a t e d  a t  3 0 ° C .  A l i q u o t s  c o n t a i n i n g  0 . 2 p g  R N A  ( 1 5 0  0 0 0  c p m )  w e r e  

f i l t e r e d  o v e r  n i t r o c e l l u l o s e  a t  v a r i o u s  t i m e s  a n d  f o l l o w e d  b y  l i q u i d  s c i n ­

t i l l a t i o n  c o u n t i n g .  A  p a r a l l e l  m i x t u r e  l a c k i n g  I F 3  w a s  u s e d  a s  a  b l a n k .  

N a t i v e  (  • ) ,  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  ( O ) M S 2  R N A ,  (  A ) b l a n k .
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a t i o n  o f  M S 2  R N A  w i t h  a n d  w i t h o u t  p a r t i a l  d e n a t u r a t i o n  w a s  i n v e s t i g ­

a t e d .  N u c l e a s e  ( E C  3 . 1 . 3 0 . 1 )  f r o m  A s p e r g i l l u s  o r y z a e  h y d r o l y s e s  

s i n g l e - s t r a n d e d  n u c l e i c  a c i d s  ( A n d o ,  1 9 6 6 )  o r  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  

w i t h i n  n u c l e i c  a c i d s  ( R u s h i z k y  e t  a h ,  1 9 7 3 ) .  A t  s u i t a b l e  i o n i c  s t r e n g t h  

a n d  t e m p e r a t u r e ,  i t  c l e a v e s  t R N A  s p e c i f i c a l l y  a t  t h e  a n t i c o d o n  l o o p  a n d  

t h e  3 ’ - e n d  ( H a r a d a  a n d  D a h l b e r g ,  1 9 7 3 ) .  T h i s  e n z y m e  c a n  t h e r e f o r e  b e  

u s e d  t o  s p e c i f i c a l l y  f r a g m e n t  M S 2  R N A  b y  h y d r o l y s i n g  a t  t h e  s i n g l e -  

s t r a n d e d  r e g i o n s  p r e s e n t  i n  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  ( R u s h i z k y  e t_  a l . ,

1 9 7 3 ) .  ( P ) M S 2  R N A  w a s  d i g e s t e d  w i t h  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  n u c l e a s e

S j  a n d  t h e  e x t e n t  o f  d i g e s t i o n  d e t e r m i n e d  b y  P A G E  ( F i g .  5 4 a ) .  A s  e x ­

p e c t e d  f r o m  t h e  w o r k  o f  R u s h i z k y  e t^  a L _  ( 1 9 7 5 ) ,  i n c r e a s i n g  t h e  a m o u n t  

o f  n u c l e a s e  5 j  d e c r e a s e s  t h e  s i z e  o f  t h e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .  T h e  d i g ­

e s t i o n  c o n d i t i o n s  o f  0 . 0 5 U / j j g  R N A  w a s  c h o s e n  f o r  a  p r e p a r a t i v e  d i g e s t ­

i o n  f o r  u s e  i n  b i n d i n g  s t u d i e s ,  s i n c e  t h i s  r a t i o  r e s u l t e d  i n  a  r e a s o n a b l e  

s i z e  r a n g e  o f  d i g e s t i o n  p r o d u c t s .  I f  t h e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  w e r e  t o o  

s m a l l ,  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  t h e  s p e c i f i c  s i t e  n e a r  t h e  3 ' - t e r m i n u s  o f

t h e  R N A  w o u l d  b e  b a r e l y  d e t e c t a b l e  u s i n g  t h e  f i l t r a t i o n  b i n d i n g  a s s a y .

3 2
A  p r e p a r a t i v e  d i g e s t  o f  ( P ) M S 2  R N A  w a s  m a d e  f o r  u s e  i n  t h e  f o l l o w ­

i n g  e x p e r i m e n t s  a n d  a n  a l i q u o t  a s s a y e d  b y  P A G E  ( F i g .  5 4 b ) .

T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  S j  n u c l e a s e  f r a g m e n t e d  M S 2  R N A  ( 5 j F - M S 2

R N A )  a t  0 ° C  i s  s h o w n  i n  T a b l e  1 1 ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  b i n d i n g  t o  n a t i v e  

M S 2  R N A .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t ,  w h e r e a s  n a t i v e  M S 2  R N A  w a s  b o u n d  

w e l l  b y  I F 3 ,  S ^ F - M S 2  R N A  w a s  b o u n d  o n l y  t o  a  v e r y  s m a l l  e x t e n t .  

T h i s  m a y  b e  d u e  e i t h e r  t o  t h e  S j  n u c l e a s e  c u t t i n g  a r o u n d  t h e  b i n d i n g  

s i t e  t o  s u c h  a n  e x t e n t  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  R N A  r e t a i n e d  b y  I F 3  o n  t h e  

f i l t e r  w a s  v e r y  s m a l l  c o m p a r e d  w i t h  t h e  t o t a l  R N A  p r e s e n t ,  o r  t h a t  

t h e  3 ’ - t e r m i n a l  b i n d i n g  s i t e  c o n t a i n s  s o m e  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  e s s e n ­

t i a l  f o r  I F 3  b i n d i n g  a n d  t h a t  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  h a s  t h e r e f o r e  d e ­

s t r o y e d  t h e  s i t e .  T h e s e  t w o  p o s s i b i l i t i e s  c o u l d  h a v e  b e e n  t e s t e d  b y  

P A G E  o f  t h e  R N A  t h a t  m a y  h a v e  b e e n  b o u n d  t o  I F 3 ,  a l t h o u g h  t h i s  w a s  

n o t  a t t e m p t e d .
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F I G U R E  54 Digestion of ( P)-MS2 RNA with S. nuclease.
32(a) ( P)-MS2 RNA (2.5#ug) was digested with various amounts.of 

nuclease as described in methods section 3.10 and an aliquot (0.5,ug) 
analysed by 5% PAGE. Track 1, native MS2 RNA, Track 2, 0.04U/jjg 
S j ; Track 3, 0.08U/jjg; Track 4, 0.16U//jg; Track 5, 0.25U/jjg; Track 
6, 0.33U/pg.

32(b) Autoradiograph of preparative nuclease digest of ( P)-MS2 
RNA. 22.5jjg of MS2 RNA was digested with 2.25 units of nuclease 
and an aliquot (0.5#ug) fractionated on 5% PAGE. O and B show the 
positions of the origin and BPB marker respectively. Track 1 : native, 
Track 2 : digested.
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TABLE 11

B I N D I N G  O F  I F 3  T O  P A R T I A L L Y  D E N A T U R E D  A N D  N O N - D E N A T U R E D  

S 1 N U C L E A S E  F R A G M E N T E D  M S 2  R N A

( a )  N o n - d e n a t u r e d

c p m  b o u n d  ( % )

I F 3  ( h r ) I n t a c t  M S 2  R N A S I - F  M S 2  R N A

0 m  ( 0 . 2 ) 8 5 6  ( 1 . 4 )

0 . 6 8 0 8 9 9  ( 8 3 . 5 ) 1 4 6 9  ( 2 . 4 )

1.0 7 1 6 9 7  (7 4 .0 ) 1 8 9 7  ( 3 . 1 )

1 . 5 7 2 1 7 9  (7 4 .5 ) 2 1 4 2  ( 3 . 5 )

( b )  P a r t i a l l y  d e n a t u r e d •

c p m  b o u n d  ( % )

I F 3  ( m k ) I n t a c t  M S 2  R N A S 1 - F  M S 2  R N A

0 2 9 0  ( 0 . 3 ) 7 3 4  ( 1 . 2 )

0 . 6 4 8 4 4 2  ( 5 0 . 0 ) 2 6 9 3  ( 4 . 4 )

1 . 0 6 0 4 5 6  ( 6 2 . 4 ) 2 0 8 0 9  ( 3 4 . 0 )

1 . 5 _ 2 8 7 6 6  ( 4 7 . 0 )

V a r i o u s  a m o u n t s  o f  I F 3  w e r e  b o u n d  t o  d e n a t u r e d  o r  u n d e n a t u r e d  i n t a c t  

M S 2  R N A  ( 0 . 1 5 ^ j g ,  9 6  8 8 5  c p m )  o r  S 1 - F  M S 2  R N A  ( 0 . 1 5 y g ) ,  6 1 2 0 5  c p m )  

a t  0 ° C  a n d  f o l l o w e d  b y  f i l t r a t i o n  o v e r  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  a n d  s c i n t i l l ­

a t i o n  c o u n t i n g .
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T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  p a r t i a l l y  h e a t  d e n a t u r e d  S j F - M S 2  R N A  w a s  

a l s o  i n v e s t i g a t e d .  T a b l e  1 1 b  s h o w s  t h a t  I F 3  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  

b o u n d  p a r t i a l l y  h e a t  d e n a t u r e d  S ^ F - M S 2  R N A  t o  a  f a r  g r e a t e r  e x t e n t  

t h a n  t h a t  f o u n d  f o r  u n d e n a t u r e d  S j F - M S 2  R N A  ( c f  T a b l e  1 1 a ) .  T h i s  

o b s e r v a t i o n ,  t o g e t h e r  w i t h  t h o s e  n o t e d  p r e v i o u s l y  t h a t  I F 3  b o u n d  t o  

p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  w a s  e x p e c t e d  

f r o m  t h e  a m o u n t  o f  f r a g m e n t a t i o n ,  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  p r o p o s i n g  t h a t  

u p o n  h e a t  d e n a t u r a t i o n ,  a d d i t i o n a l  s i t e s  a r e  p r o d u c e d  o n  t h e  M S 2  R N A  

m o l e c u l e  t o  w h i c h  I F 3  c a n  b i n d .  T h a t  t h i s  b i n d i n g  i s  w e a k  i s  s h o w n  

b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  p r o t e c t i o n  o f  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  

b y  I F 3  a g a i n s t  R N a s e  d i g e s t i o n  i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t h a n  f o r  

n a t i v e  M S 2  R N A  a n d  a l s o  t h a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  f a c t o r  w e r e  

r e q u i r e d  t o  r e t a i n  t h e  R N A  i n  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t r a t i o n  a s s a y .

4 . 3 . 3  S t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t  of- r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I

£>. c o l i  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b i n d  t o  a n d  d i s ­

r u p t  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  s y n t h e t i c  a n d  n a t u r a l  s i n g l e - s t r a n d e d  

p o l y n u c l e o t i d e s ,  i n c l u d i n g  M S 2  R N A  ( S z e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ,  1 9 7 7 ;  B e a r  e t  

a l . ,  1 9 7 6 ;  T h o m a s  e t  a l . ,  1 9 7 8 ,  1 9 7 9 ) .  T h e  e f f e c t  o f  S I  p r o t e i n  u p o n  

t h e  p r o t e c t i o n  o f  M S 2  R N A  b y  I F 3  w a s  t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d  t o  d e t e r ­

m i n e  w h e t h e r  t h e r e  w a s  a n y  e f f e c t  o f  t h e  p r o t e i n  t h r o u g h  i t s  d i s r u p t ­

i o n  o f  t h e  M S 2  R N A  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o n  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3 .

R i b o s o m a l  p r o t e i n  S I ,  i s o l a t e d  f r o m  E .  c o l i  u s i n g  p o l y - A  c e l l u l o s e  

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y ,  a s  d e s c r i b e d  b y  C a r m i c h a e l  ( 1 9 7 5 ) ,  w a s  t h e  

g e n e r o u s  g i f t  o f  D r .  R .  F o r e m a n ,  w h o  a l s o  p r o v i d e d  s o m e  t e c h n i c a l  

a s s i s t a n c e  . in  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s .  T h e  p r e p a r a t i o n  w a s  a p p r o x ­

i m a t e l y  9 5 %  h o m o g e n e o u s  a s  j u d g e d  b y  S D S - P A G E .  S I  p r o t e i n  w a s  

3 2
b o u n d  t o  ( P ) M S 2  R N A  i n  c o n d i t i o n s  s i m i l a r  t o  t h o s e  u s e d  f o r  I F 3  

b i n d i n g  ( F i g .  5 5 ) .  M a x i m u m  r e t e n t i o n ,  5 5 %  o f  t h e  t o t a l  M S 2  R N A  c p m ,
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4 0

20

0

F I G U R E  5 5  B i n d i n g  o f  I F 3  a n d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S 1  t o  ( P ) - M S 2  R N A

3 2
V a r y i n g  a m o u n t s  o f  I F 3  o r  S I  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  ( P ) - M S 2  R N A  

( 0 . 2 fu g ,  4 2 4 5 3  c p m )  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 6  a n d  f i l t e r e d  o v e r  n i t r o ­

c e l l u l o s e  f i l t e r s .  A  b l a n k  v a l u e  ( w i t h o u t  e i t h e r  I F 3  o r  S i ,  4 1 5  c p m )  

w a s  s u b s t r a c t e d .  I F 3  ( • ) ,  S I  ( A ) .
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o c c u r r e d  a t  a n  i n p u t  o f  0 .5 p g  o f  S I  p r o t e i n  i n t o  t h e  r e a c t i o n  a n d ,  

t h e r e f o r e ,  b o u n d  w i t h  a n  a f f i n i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  b y  T h o m a s  

e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  a n d  a l s o  b y  S e n e a r  a n d  S t e i t z  ( 1 9 7 6 ) ,  u s i n g  t h e  c l o s e l y  

r e l a t e d  R 1 7  R N A .  I F 3  b o u n d  w e l l  t h e  s a m e  p r e p a r a t i o n  o f  M S 2  R N A  

w i t h  a p p r o x i m a t e l y  I j j g  o f  f a c t o r  b e i n g  r e q u i r e d  t o  m a x i m a l l y  r e t a i n  

o v e r  7 0 %  o f  t h e  R N A  o n  t h e  f i l t e r  ( F i g .  5 5 ) .

T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  S I  p r o t e i n  i n f l u e n c e d  t h e  p r o t e c t i o n  o f  

M S 2  R N A  b y  I F 3 ,  c o m p l e x e s  o f  M S 2  R N A  w i t h  I F 3 ,  S I  a n d  S I  +  I F 3  

w e r e  d i g e s t e d  w i t h  p a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  t h e  a m o u n t  o f  R N A  r e t a i n e d  

o n  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  d e t e r m i n e d  a t  v a r i o u s  t i m e s  ( T a b l e  1 2 ) .  I t  w a s  

f o u n d  t h a t  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  f o r  d i g e s t i o n ,  S I  p r o t e i n  d i d  n o t  

p r o t e c t  M S 2  R N A  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n  t o  a n y  s i g n i f i c a n t  e x t e n t .  I F 3  

a l o n e  p r o t e c t e d  s o m e  1 . 3 1 %  o f  t h e  M S 2  R N A  a n d ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

S I  p r o t e i n ,  t h e  p r o t e c t i o n  w a s  r e d u c e d  b y  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  t o  0 . 6 8 % .

T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  d e c r e a s e  i n  p r o t e c t i o n  b y  I F 3  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  S I  p r o t e i n  w a s  d u e  t o  t h e  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e ,  t h e  d i g e s t i o n  o f  M S 2  R N A  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I F 3  a n d  I F 3  +  S I  

p r o t e i n  w a s  r e p e a t e d  a n d  t h e  p r o t e c t e d  s i t e s  f r a c t i o n a t e d  b y  P A G E  

( F i g .  5 6 ) .  In  t h e  p r e s e n c e  o f  I F 3  a l o n e ,  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  b a n d  o f  t h e  

p r o t e c t e d  R N A s  w a s  s e e n  t o g e t h e r  w i t h  a n  a d d i t i o n a l ,  f a i n t e r  b a n d  o f  

s l o w e r  m o b i l i t y .  T h e  p a t t e r n  i n  t h e  c a s e  o f  I F 3  +  S I  p r o t e i n  w a s  

s i m i l a r ,  b u t  w i t h  t h e  b a n d s  b e i n g  s l i g h t l y  l e s s  i n t e n s e .  T h i s  e x p e r i m e n t  

w o u l d  s u g g e s t  t h a t  S I  p r o t e i n  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  r e g i o n s  o f  M S 2  R N A  

p r o t e c t d  b y  I F 3  s i n c e ,  i f  a d d i t i o n a l  o r  l e s s e r  r e g i o n s  o f  t h e  R N A  w e r e  

p r o t e c t e d ,  t h e n  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  i n  t h e  g e l  

w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  b e  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  n a t i v e  p r o t e c t e d  s i t e .  S I  

p r o t e i n  d o e s ,  h o w e v e r ,  r e d u c e  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  R N A  p r o t e c t e d  b y  

I F 3  a n d  m a y  d o  s o  b y  e i t h e r  u n w i n d i n g  s o m e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e
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TABLE 12

I N F L U E N C E  O F  R I B O S O M A L  P R O T E I N  S I  O N  T H E  

P R O T E C T I O N  O F  ( 3 2 P ) - M S 2  R N A  B Y  I F 3

c p m  r e t a i n e d  o n  f i l t e r  ( %  c p m )

H r s . I F 3 I F 3  +  S I S J_

0 1 2 2 0 0 0  ( 6 9 . 7 ) 1 7 0 0 0 0  ( 9 7 ) 8 3 0 0 0  ( 4 8 . 6 )

0 . 3 6 3 0 0  ( 3 . 7 ) . 3 2 - 0 0  ( 2 . 9 ) 1 2 0 0  ( 0 . 6 8 )

1 . 0 3 2 0 0  ( 1 . 8 2 ) 2 2 0 0  ( 1 . 2 5 ) 3 0 0  ( 0 . 1 7 )

1 . 3 3 8 0 0  ( 2 . 1 7 ) 1 7 3 0  ( 1 . 0 ) 1 0 0  ( 0 . 0 6 )

2 . 0 2 3 0 0  ( 1 . 3 1 ) 1 2 0 0  ( 0 . 6 8 ) 1 1 2  ( 0 . 0 6 )

( 3 2 P ) - M S 2  R N A  ( 2 j j g )  w a s  b o u n d  t o  I F 3  ( l ^ p g ) ,  S I  p r o t e i n  ( 7 ^ j g )  a n d  

I F 3  +  S I  p r o t e i n  ( 1 3 j j g  a n d  7 p g  r e s p e c t i v e l y )  i n  4 0 0 j j 1 o f  b i n d i n g  b u f f e r .  

P a n c r e a t i c  R N a s e  ( 0 . 2 p g )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C .  

A l i q u o t s  c o n t a i n i n g  0 . 4 j j g  o f  R N A  ( 1 7 3  2 9 0  c p m )  w e r e  f i l t e r e d  o v e r  

n i t r o c e l l u l o s e  a t  v a r i o u s  t i m e  i n t e r v a l s  a n d  f o l l o w e d  b y  l i q u i d  s c i n t i l l ­

a t i o n  c o u n t i n g .
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F I G U R E  56 PAGE of (^P)-MS2 RNA protected by IF3 in the presence
and absence of ribosomal protein SI.

32IF3 (150pg) was bound to ( P)-MS2 RNA (2 0 y g ) in the presence or 
absence or SI protein (70 ĵg) and digested with pancreatic RNase for 1 
hour as described in Table 12. IF3 protected MS2 RNA was isolated as 
described in methods section 3.6.2 and electrophoresed through a 15% 
polyacrylamide gel followed by autoradiography. Track 1 : IF3 alone; 
Track 2 : IF3 + SI protein. B marks the position of the BPB dye 
marker.
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p r e s e n t  i n  t h e  3 ' - t e r m i n a l  s i t e  a n d  t h u s  p r e v e n t  I F 3  f r o m  b i n d i n g ,  o r  b y  

c o m p e t i n g  w i t h  t h e  f a c t o r  f o r  t h e  s p e c i f i c  s i t e ,  b u t  n o t  p r o t e c t i n g  t h e  

s i t e  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n .

T h e  n a t u r e  o f  t h e  b a n d s  o f  s l o w e r  m o b i l i t y  o b s e r v e d  i n  F i g .  5 6  

i s  u n c e r t a i n .  A l t h o u g h  s u c h  b a n d s  w e r e  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d  b y  D r .  B .  

J o h n s o n  ( p e r s .  c o m m u n . ) ,  a p a r t  f r o m  F i g .  5 6 ,  t h e y  w e r e  n e v e r  o b s e r v e d  

i n  o t h e r  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  m a d e  d u r i n g  t h e  c o u r s e  

o f  t h e  w o r k  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e y  m a y  r e p r e s e n t  

I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  o r i g i n a t i n g  f r o m  s o m e  o t h e r  r e g i o n  o f  t h e  R N A  

o r ,  a l t e r n a t i v e l y ,  t h e y  m a y  c o r r e s p o n d  t o  a  l a r g e r  s e c t i o n  o f  t h e  s p e c ­

i f i c  b i n d i n g  s i t e  d e s c r i b e d  i n  t h i s  w o r k .  S u c h  a  s p e c i e s  m a y  h a v e

a r i s e n  f r o m  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  d i g e s t i o n  c o n d i t i o n s  u s e d  t o  i s o l a t e  t h e  

p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  ( e . g . ,  u s e  o f  a n  o l d  R N a s e  p r e p a r a t i o n  o f  l o w  

s p e c i f i c  a c t i v i t y )  w i t h  t h e  a d d i t i o n a l  s e q u e n c e s  a r i s i n g  f r o m  a  s t r o n g  

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e ,  r e d u c i n g  d i g e s t i o n  b y  t h e  o l d  R N a s e  a n d  a l s o  h o l d ­

i n g  t h e  R N A  s p e c i e s  i n  a  d i s t i n c t  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  T h e s e  p o s s i b ­

i l i t i e s  c o u l d  h a v e  b e e n  d i s t i n g u i s h e d  b y  f i n g e r p r i n t  a n a l y s i s  o f  t h e  

b a n d s ,  h o w e v e r ,  a s  n o t e d  a b o v e  s i n c e  t h e s e  b a n d s  w e r e  n o t  s e e n  a g a i n  

i n  t h i s  w o r k ,  t h i s  w a s  n o t  p o s s i b l e .

4 . 3 . 4  S t u d i e s  o n  t h e  s e c o n d a r y  s t r c u t u r e  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e

T h e  e x p e r i m e n t a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  R N A  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  u s i n g  

t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e  o f  R o s s  a n d  B r i m a -  

c o m b e  ( 1 9 7 9 )  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  o f  E .  c o l i  1 6 S  r i b o s o m a l  R N A  ( G l o t z  a n d  B r i m a c o m b e ,  1 9 8 0 ) .  

T h e  m e t h o d  i n v o l v e s  a  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  p r o c e d u r e  i n  

w h i c h  m i x t u r e s  o f  i n t e r a c t i n g  R N A  f r a g m e n t s  a r e  s e p a r a t e d  u n d e r  n o n ­

d i s s o c i a t i n g  c o n d i t i o n s  i n  o n e  d i m e n s i o n  a n d  t h e n  a r e  d i s s o c i a t e d  i n  t h e  

s e c o n d  d i m e n s i o n .  T h e  i n t e r a c t i n g  f r a g m e n t s  t h u s  a p p e a r  a s  p a i r s  o r
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f a m i l i e s  o f  f r a g m e n t s  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .

S t u d i e s  w e r e  m a d e  o n  5 ' - e n d  l a b e l l e d  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A

f r a g m e n t s  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e .  T h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w a s  r u n  o n  a

n o n - d e n a t u r i n g  1 5 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l ,  a u t o r a d i o g r a p h e d  ( F i g .  5 7 a )  a n d

f o l l o w e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  t r a c k  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n ,  i n  t h e

p r e s e n c e  o f  8 M  u r e a .  T h e  a u t o r a d i o g r a p h  ( F i g .  5 7 b )  s h o w e d  s e v e r a l

s p o t s  f o r m i n g  f a m i l i e s ,  b o t h  v e r t i c a l l y  a n d  h o r i z o n t a l l y ;  h o w e v e r ,  t h e

m a i n  I F 3  p r o t e c t e d  m a t e r i a l  l a y  b e l o w  t h e  d i a g o n a l  s m e a r  a s  a n  i n t e n s e

s p o t .  T h i s  w a s  l o c a t e d  o n  t h e  d i a g o n a l  f o r m e d  b y  t h e  o r i g i n  o f  t h e

32
f i r s t  d i m e n s i o n ,  t h e  X C F F  a n d  B P B  d y e s  a n d  t h e  ( * -  P ) - A T P .  S i n c e  

t h e  b u f f e r  s y s t e m s  a r e  s i m i l a r  i n  b o t h  d i m e n s i o n s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  

t h a t  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  c o n t a i n s  8 M  u r e a ,  t h e  m a r k e r  d y e - A T P  

d i a g o n a l  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  b e  t h e  d i a g o n a l  u p o n  w h i c h  a n  R N A  

m o l e c u l e  t h a t  i s  u n a f f e c t e d  b y  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  w o u l d  b e  e x p e c t e d  

t o  r u n .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  R N A  s p e c i e s  f o r m i n g  t h e  v i s i b l e  d i a g ­

o n a l  s m e a r  h a d  d i f f e r e n t  m o b i l i t i e s  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n ,  p e r h a p s  b y  

t h e i r  h a v i n g  s o m e  i n t r a m o l e c u l a r  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  T h u s ,  t h e  o b s e r ­

v a t i o n  t h a t  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  r u n s  b e l o w  t h e  ' R N A  d i a g o n a l '  

s u g g e s t s  t h a t  e i t h e r  t h e  f r a g m e n t  h a s  n o  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  a t  a l l ,  o r  

t h a t  i t  p o s s e s s e s  a  v e r y  s t a b l e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  t h a t  i s  u n a f f e c t e d  

b y  t h e  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .

G l y o x a l  ( e t h a n e d i a l )  r e a c t s  w i t h  n u c l e i c  a c i d s ,  n u c l e o t i d e s  a n d  

t h e i r  c o m p o n e n t  b a s e s  ( N a k a y a  e t_  a l . ,  1 9 6 8 ) .  A t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s ,  

i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  r e a c t  w i t h  a l l  b a s e s  o f  b o t h  R N A  a n d  D N A  

( N a k a y a  ^ t  a L ,  1 9 6 8 ) ;  h o w e v e r ,  t h e  g u a n o s i n e - g l y o x a l  a d d u c t  i s  b y  f a r  

t h e  m o s t  s t a b l e  ( N a k a y a  e t_  a l . ,  1 9 6 8 ;  B r o u d e  a n d  B u d o w s k y ,  1 9 7 1 ;  

S h a p i r o  e t_  a h ,  1 9 7 0 ) .  G l y o x a l a t i o n  i n t r o d u c e s  a n  a d d i t i o n a l  r i n g  i n t o  

g u a n o s i n e  r e s i d u e s  ( S h a p i r o  a n d  H a c k m a n n ,  1 9 6 6 ) ,  t h u s  s t e r i c a l l y  h i n d e r -
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F I G U R E  57 Two-dimensional PAGE of IF3 protected MS2 RNA.
(a) Autoradiograph of first dimension. IF3 protected MS2 RNA was 
5’-end labelled and electrophoresed through a 15% non-denaturing PA 
gel.
(b) Autoradiograph of second dimension. The strip of gel from (a) was 
electrophoresed in the second dimension as described in section 3.1.2 
using TAE as running buffer. O, X and B refer to the positions of the 
origin, XCFF and BPB markers respectively. I and II show the direct­
ions of the first and second dimensions.
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i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  G - C  b a s e  p a i r s  a n d  c o n s e q u e n t l y  t h e  r e n a t u r a t i o n  

o f  t h e  n a t i v e  s t r u c t u r e .

M c M a s t e r  a n d  C a r m i c h a e l  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  t h a t  u n d e r  t h e i r  c o n d i t i o n s  

f o r  s a m p l e  p r e p a r a t i o n ,  t h e  g l y o x a l - g u a n o s i n e  a d d u c t  w a s  s t a b l e  a n d  

t h e r e f o r e  t h e  r u n n i n g  b u f f e r s  f o r  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  d e n a t u r e d  

R N A  d i d  n o t  n e e d  t o  c o n t a i n  d e n a t u r i n g  a g e n t s .  T h u s ,  i t  i s  p o s s i b l e  

u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e  t o  r u n  b o t h  n a t i v e  a n d  d e n a t u r e d  m o l e c u l e s  o n  t h e  

s a m e  g e l .

5 ’ - e n d  l a b e l l e d  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A  w a s  d e n a t u r e d  u s i n g  

g l y o x a l  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  2 0 %  p o l y a c y i a m i d e  g e l ,  t o g e t h e r  w i t h  

n a t i v e  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A  a n d ,  a s  a  c o n t r o l ,  p r o t e c t e d  R N A  t h a t  

h a d  b e e n  t r e a t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  g l y o x a l .  A u t o r a d i o g r a p h y  ( F i g .  5 8 a ) ,  

s h o w e d  t h a t  b o t h  t h e  n a t i v e  m a t e r i a l  a n d  t h e  c o n t r o l  t r e a t e d  i n  t h e

a b s e n c e  o f  g l y o x a l  h a d  t h e  s a m e  c h a r a c t e r i s t i c  m a i n  b a n d  a n d  f a s t e r  

r u n n i n g  b a n d ,  a s  s e e n  b e f o r e ,  t o g e t h e r  w i t h  s e v e r a l  b a n d s  o f  s l o w e r  

m o b i l i t y .  T h e s e  b a n d s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  s e e n  w i t h  t h e  I F 3  p r o t e c t ­

e d  s i t e  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  S I  p r o t e i n  ( s e c t i o n  4 . 3 . 3 ;  F i g .  

5 6 ) .  T h e  g l y o x a l  t r e a t e d  m a t e r i a l  c o n s i s t e d  o f  a  w i d e  b a n d ,  p o s s i b l y  

c o m p r i s i n g  o f  t w o  b a n d s ,  l a r g e r  t h a n  t h e  m a i n  b a n d  i n  t h e  n a t i v e  t r a c k ,  

t o g e t h e r  w i t h  t w o  b a n d s  o f  s l o w e r  m o b i l i t y .  A s  n o t e d  b y  M c M a s t e r  

a n d  C a r m i c h a e l  ( 1 9 7 7 ) ,  d e n a t u r a t i o n  a n d  g l y o x a l a t i o n  c a u s e  a  r e d u c t i o n  

i n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  R N A .  T h i s  p r o b a b l y  r e f l e c t s  a  

c h a n g e  i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  R N A  u p o n  a d d i t i o n  o f  t h e  g l y o x a l  

a d d u c t  a n d ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  w h i c h  a r e

p a r t i c u l a r l y  g u a n o s i n e - r i c h  ( s e c t i o n  4 . 2 . 6 ) ,  t h i s  c h a n g e  m a y  b e  l a r g e .

W h e n  t h e  R N A  s p e c i e s  f r o m  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  w e r e  r u n  i n  t h e

s e c o n d  d i m e n s i o n  ( i n  t h i s  c a s e  a  2 0 %  g e l ,  u s i n g  t h e  b u f f e r  s y s t e m  o f

M a x a m  a n d  G i l b e r t  ( 1 9 7 7 ) ,  a s  u s e d  b y  G l o t z  a n d  B r i m a c o m b e ,  1 9 8 0 ) ,
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1

F I G U R E  58 Two-dimensional PAGE of IF3 protected MS2 RNA.
(a) Autoradiograph of first dimension of 15% PAGE of 5?-end labelled 
IF3 protected MS2 RNA. Track 1, native protected fragment; Track 2, 
protected fragment denatured with glyoxal as described in section 3.1.2; 
Track 3, protected fragment treated as for Track 2 but in the absence 
of glyoxal.
L e g e n d  c o n t i n u e d  o n  P a g e  2 0 7
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FIGURE 58 continued:
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F I G U R E  5 8  c o n t i n u e d :

( b )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  s e c o n d  d i m e n s i o n  o f  n a t i v e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t .  

T h e  s t r i p  f r o m  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  a  d e n a t u r i n g  

g e l  c o n t a i n i n g  t h e  r u n n i n g  b u f f e r  o f  M a x a m  a n d  G i l b e r t  ( 1 9 7 7 )  a s  

d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 1 . 2 .

( c )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  T r a c k  3  m a t e r i a l  f r o m  p a r t  ( a )  ( p r o t e c t e d  f r a g ­

m e n t  t r e a t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  g l y o x a l )  e l e c t r o p h o r e s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

p a r t  ( b )  o f  t h i s  f i g u r e .

( d )  A u t o r a d i o g r a p h  o f  T r a c k  2  m a t e r i a l  f r o m  p a r t  ( a )  ( g l y o x a l  d e ­

n a t u r e d  p r o t e c t e d  f r a g m e n t )  e l e c t r o p h o r e s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  p a r t  ( b )  o f  

t h i s  f i g u r e .  O ,  X  a n d  B  s h o w  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  o r i g i n ,  X C F F  a n d  

B P B  m a r k e r s .  I a n d  II s h o w  t h e  d i r e c t i o n s  o f  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  

d i m e n s i o n s  r e s p e c t i v e l y .
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t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  o f  t h e  u n t r e a t e d  a n d  t h e  t r e a t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

g l y o x a l  R N A  s p e c i e s  s h o w e d  a  s i m i l a r  p a t t e r n  ( F i g u r e s  5 8 b ,  c )  w i t h  a n  

i n t e n s e  s p o t  r u n n i n g  o n  t h e  R N A  d i a g o n a l ,  r a t h e r  t h a n  b e l o w  a s  f o u n d  

b e f o r e  ( F i g .  5 7 ) .  T h i s  r e s u l t  c a n  b e  e x p l a i n e d  i n  t h a t ,  i n  t h e  c a s e  o f

th-t
t h e  2 0 %  g e l / f o r m e d  b y  t h e  m a r k e r  d y e s  c o i n c i d e s  w i t h  t h e  d i a g o n a l  

c o r r e s p o n d i n g  t o  R N A  s p e c i e s  h a v i n g  n o  i n t e r - R N A  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e ,  

b u t  p o s s i b l y  h a v i n g  i n t r a - R N A  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  W h e n  t h e  g l y o x a l  

t r e a t e d  R N A  w a s  f r a c t i o n a t e d  i n  t h i s  m a n n e r  ( F i g .  5 8 d ) ,  t h e  R N A  

s p e c i e s  l a y  o n  t h e  d i a g o n a l  a n d  t h e  f e w  i n t e r a c t i n g  s p e c i e s  b e l o w  t h e  

i n t e n s e  s p o t  w e r e  n o t  s e e n .

T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  t h e  B a n d  I p r o t e c t e d  f r a g m e n t  

m a y  c o n s i s t  o f  R N A  l a c k i n g  i n  a n y  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o r ,  a l t e r n a t i v e ­

l y ,  t h a t  t h e  f r a g m e n t  c o n s i s t s  o f  s e v e r a l  R N A  s p e c i e s  t h a t  a r e  s t r o n g l y  

h e l d  t o g e t h e r  b y  i n t e r a c t i o n s  t h a t  a r e  n o t  d i s r u p t e d  b y  t h e  d e n a t u r i n g  

s e c o n d  d i m e n s i o n .

fr.fr P O S S I B L E  H O M O L O G Y  B E T W E E N  T H E  I F 3  P R O T E C T E D  S I T E  O N  

M S 2  R N A  A N D  1 6 5  r R N A

F i n a l l y ,  i n  v i e w  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  I F 3  a p p e a r s  t o  b i n d  t o  

t h e  3 0 5  s u b u n i t  t h r o u g h  t h e  1 6 S  r R N A  m o i e t y  ( s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 5 ) ,  a  

s e a r c h  w a s  m a d e  f o r  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e  o n  M S 2  R N A  a n d  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  1 6 S  r R N A  

( C a r b o n  e t_  a l . ,  1 9 7 8 ;  B r o s i u s  e t_  a l . ,  1 9 7 8 ;  N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 )  

w i t h  a  v i e w  t o  a t t e m p t i n g  t o  l o c a l i s e  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e  o n  t h a t  

m o l e c u l e .

F i r s t l y ,  s i n c e  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  w a s  f o u n d  t o  b e  r e l a t i v e l y  

G - r i c h  ( o v e r a l l  s o m e  3 9 %  -  s e c t i o n  f r . 2 . 6 ) ,  a  s e a r c h  w a s  m a d e  f o r  G - r i c h
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r e g i o n s  i n  t h e  1 6 S  r R N A  s e q u e n c e  ( F i g .  5 9 ) .  T h i s  m o l e c u l e  i s ,  t o  s t a r t

Cf
w i t h ,  o v e r a l l  G - r i c h  a n d / c o m p r i s e s  s o m e  3 1 . 6 %  o f  t h e  t o t a l  r e s i d u e s ,  

a s  c o m p a r e d  w i t h  M S 2  R N A ,  w h e r e  t h e  o v e r a l l  G  c o n t e n t  i s  2 5 . 6 %  ( c f  

F i g .  4 3 ) .  A t  5 0  n u c l e o t i d e s  r e s o l u t i o n  ( F i g .  5 9 a ) ,  s e v e r a l  r e g i o n s  o f  t h e  

1 6 S  r R N A  s e q u e n c e  s t a n d  o u t  a s  b e i n g  r e l a t i v e l y  G - r i c h .  N o t a b l e  a r e  

t h e  r e g i o n s  c o v e r i n g  r e s i d u e s  1 0 0  -  1 5 0  ( 4 6 %  G  r e s i d u e s )  a n d  t h e  r e g i o n  

6 5 0  -  7 5 0  ( 4 0 %  G  r e s i d u e s ) .  A t  1 0 0  n u c l e o t i d e s  r e s o l u t i o n  ( F i g .  

5 9 b ) ,  t h e  r e g i o n  7 0 0  -  8 0 0  i s  p a r t i e s  G - r i c h  a n d  c o n t a i n s  a p p r o x i m ­

a t e l y  3 7 %  G  r e s i d u e s .

S e c o n d l y ,  a  s e a r c h  w a s  m a d e  u s i n g  a  s i m p l e  c o m p u t e r  p r o g r a m  

f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  

I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  ( T a b l e  5 )  o f  t h e  s i z e  5  r e s i d u e s  a n d  l a r g e r  ( n a m e l y ,  

T t 0 , P | 2  a n c * P | g ) »  b u t  e x c l u d i n g  r e s i d u e  T ^  b e c a u s e  o f  i t s

nctrutlj
u n c e r t a i n  c o m p o s i t i o n .  O f  t h e s e  o l i g o n u c l e o t i d e s ,  o n l y  t w o ^ / T ^  

( U - C - U - C - G )  a n d  P ^  ( G - A - A - A - G - C ) ,  o c c u r  i n  t h e  1 6 S  r R N A  s e q u e n c e  

a t  r e s i d u e s  6 5 6  -  6 6 0  a n d  7 6 4  -  7 6 9  r e s p e c t i v e l y  ( n u m b e r i n g  s y s t e m  o f  

N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 ) .  A s  w e  h a v e  s e e n  i n  s e c t i o n  4 . 2 . 5 ,  o l i g o ­

n u c l e o t i d e  T j q  d o e s  n o t  a p p e a r  i n  t h e  p r o t e c t e d  R e g i o n s  I ,  II  a n d  III  

a n d  i s  p r o b a b l y  n o t  a  t r u e  c o m p o n e n t  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  o n  M S 2  

R N A  ( s e e  s e c t i o n  5 . 2 . 1 ) .  O l i g o n u c l e o t i d e  i s  o f  i n t e r e s t ,  s i n c e  i t  i s  

l o c a t e d  i n  o n e  o f  t h e  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  r e g i o n s  o f  t h e  m o l e c u l e  

t h a t  i s  G - r i c h  ( F i g .  5 9 ) ,  n a m e l y ,  r e s i d u e s  7 0 0  -  8 0 0 .

F i n a l l y ,  a  s e a r c h  w a s  m a d e  f o r  h o m o l o g y  o f  t h e  n u c l e o t i d e  

s e q u e n c e s  o f  p r o t e c t e d  R e g i o n s  I ,  II a n d  III  w i t h  t h e  1 6 S  r R N A  

s e q u e n c e  ( F i g .  6 0 ) .  F o r  R e g i o n  I ,  o n e  r e g i o n  o f  h o m o l o g y  s h o w i n g  s o m e  

6 0 %  s i m i l a r i t y  o v e r  2 0  r e s i d u e s  w a s  f o u n d  a t  p o s i t i o n s  1 4 5 5  -  1 4 7 4  ( F i g .  

6 0 a ) .  L i k e w i s e ,  f o r  R e g i o n  I I ,  t h r e e  r e g i o n s  o f  h o m o l o g y  w e r e  f o u n d  

( F i g .  6 0 b ) :  r e s i d u e s  3 5 3  -  3 7 2  ( 5 5 %  h o m o l o g y  o v e r  2 0  n u c l e o t i d e s ) ,
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(a)
SO nuclootldss resolution

-  3<r

- S

~  3<r

(b)

F I G U R E  5 9  D i s t r i b u t i o n  o f  G  r e s i d u e s  i n  1 6 S  r R N A .

T h e  n u m b e r  ( n )  o f  G  r e s i d u e s  p r e s e n t  i n  e i t h e r  5 0  o r  1 0 0  n u c l e o t i d e  

s e g m e n t s  o f  1 6 S  r R N A  ( N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 )  w e r e  p l o t t e d  a s  h i s t o ­

g r a m s .  ( a )  D i s t r i b u t i o n  o f  G  r e s i d u e s  a t  5 0  n u c l e o t i d e s  r e s o l u t i o n  

( n  =  1 5 . 6 7 ,  a " -  2 . 8 8 ) .  ( b )  D i s t r i b u t i o n  o f  G  r e s i d u e s  a t  1 0 0  n u c l e o ­

t i d e s  r e s o l u t i o n  ( n  =  3 1 . 6 , 5 * =  3 . 1 1 ) .



(m) Raoion I
A -A -C -G -C *C -G -G -U -U -C -C -C "A *C -A -U -U -C -C  

G - ^ o P - G - l c ^ l -C-f i m A^ . C .  A -C lU-llJ-u 1g -U

(b) Region II
A -G -G -A -G -U -G -U -G -G -G -C -C -A -G -C -G -A -G -C

i A ^ C-fA^G-U-GVG (G^G>A -A -u (A V u -l> lG V c -A rc \

ffou-C-C-U^uVu-G-U-Ute-C-C-A-G-C-G^G-Ufcl

|A -G-G .A^A -G 4G-U-G-G-G|-G -A -u fG V A -C -G -u {c l

(c) Region III
G -G -G -U -G -U -G -C -U -C -G -A -A -A -G -A -G -C -A -C -G -G -G -U -C -C -G -C -G -A -A -A -G -C -G -G -U -G -G -C

|G-GU^U-G-U-G-^&f3jA-G-{A|o|G}G-(G|

E s M  -G -U -G -C -(C- f c lu -U -G -(A-G)

{g -A-A}-G-A-Ia -G-C-A-C-1c { g^G~}C-U-A-A-(C~1

I A-A~A~^g]-C-| g -C -A -C -G 1

|G-G-G^C-jC -C -G -c t-A- c Ha -A -G -C -G -G -U -G -c !

iG -C -G -A -A -A -G -C -G ^U-G-jG -G ] 

[G -C -G -A ^ A ^ G -C -G -G jc -  C -o [c )

Residues

MS2 i 3344-3363  

16S> 1435-1474

MS2i 3367-3366  

16Si 353-372  

16Si 1118-1137  

16Si 1176-1194

MS21 3427-3466  

16S« 226-242

16S| 832-846

16Si 494-511  

16SI 572-581  

16S t 92 7-945  

16S« 763-775

16S t 725-738

F I G U R E  6 0  S e a r c h  f o r  h o m o l o g y  b e t w e e n  R e g i o n s  I ,  II a n d  I II  a n d  I 6 S  r R N A

T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  p r o t e c t e d  R e g i o n s  I ,  II a n d  III a n d  1 6 S  r R N A  ( N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 )  w e r e  

c o m p a r e d  a n d  r e g i o n s  o f  h o m o l o g y  a r e  s h o w n  b o x e d ,  ( a )  C o m p a r i s o n  o f  1 6 S  r R N A  w i t h  R e g i o n  I ;

( b )  C o m p a r i s o n  w i t h  R e g i o n  I I ;  ( c )  C o m p a r i s o n ’ w i t h  R e g i o n  111
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r e s i d u e s  1 1 1 8  -  1 1 3 7  ( 5 0 %  h o m o l o g y  o v e r  2 0  n u c l e o t i d e s )  a n d  r e s i d u e s  

1 1 7 6  -  1 1 9 4  ( 5 5 %  h o m o l o g y  o v e r  2 0  n u c l e o t i d e s ) .  F i n a l l y ,  f o r  R e g i o n  

I I I ,  s e v e r a l  r e g i o n s  o f  h o m o l o g y  w e r e  f o u n d  ( F i g .  6 0 c ) ,  s h o w i n g  h o m o l o g y  

o f  u p  t o  8 4 %  i n  t h e  c a s e  o f  r e s i d u e s  7 6 3  -  7 7 5  a n d  9 2 7  -  9 4 5 .  T h e  

s i g n i f i c a n c e  o f  s u c h  h o m o l o g y  i s  d i s c u s s e d  l a t e r  i n  s e c t i o n  5 . 5 . 3 .
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D I S C U S S I O N

3 . 1  P R E P A R A T I O N  O F  I F 3  P R O T E C T E D  M S 2  R N A

3 . 1 . 1  I s o l a t i o n  o f  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e  h o m o g e n e o u s  I F 3

H o m o g e n e o u s  I F 3 ,  a s  j u d g e d  b y  S D S - P A G E ,  w a s  i s o l a t e d  f r o m  E .

c o l i  a n d  m i g r a t e d  i n  a n  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  w i t h  a  m o b i l i t y  c o r r e s ­

p o n d i n g  t o  a n  o f  2 3 0 0 0  +  1 0 % .  T h i s  d e t e r m i n a t i o n  a g r e e s  w e l l  w i t h  

o t h e r  e s t i m a t e s  o f  t h e  f a c t o r ' s  M ^ ,  b e i n g  i n  t h e  r e g i o n  o f  2 1 0 0 0  -  

2 3 3 0 0  ( s e c t i o n  1 . 1 . 1 ,  T a b l e  1 ) ,  b u t  i s  s o m e w h a t  h i g h e r  t h a n  t h e  v a l u e s  

d e t e r m i n e d  b y  c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  t w o  f o r m s  o f  I F 3  ( T a b l e  1) 

( B r a u e r  a n d  W i t t m a n n - L i e b o l d ,  1 9 7 7 ) .  In  g e n e r a l ,  h o w e v e r ,  v a l u e s  o f

b a s i c  p r o t e i n  d e t e r m i n e d  b y  S D S - P A G E  a r e  s o m e w h a t  h i g h e r  t h a n  t h o s e  

d e t e r m i n e d  b y  c h e m i c a l  a n a l y s i s  ( H a m e s ,  1 9 8 1 ) .

T h e  p u r i f i e d  I F 3  p r e p a r a t i o n s  w e r e  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e  a s  a s s a y e d  

b y  t h e i r  a b i l i t y  t o  s t i m u l a t e  _m v i t r o  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  u s i n g  

M S 2  R N A  i n  m e s s e n g e r .  A n  e s t i m a t e  o f  t h e  a p p r o x i m a t e  s p e c i f i c  a c t ­

i v i t y  o f  a  t y p i c a l  p r e p a r a t i o n  s h o w e d  t h a t  s o m e  9 0  m o l e s  o f  I F 3  w e r e  

r e q u i r e d  t o  s t i m u l a t e  t h e  b i n d i n g  o f  1 m o l e  o f  f ( " ^ S ) M e t  t R N A ^ e t  t o  

t h e  r i b o s o m e .  In  c o n t r a s t  t o  t h i s ,  V e r m e e r  et_  a l .  ( 1 9 7 3 a )  f o u n d  t h a t  

a p p r o x i m a t e l y  3  m o l e s  o f  I F 3  w e r e  r e q u i r e d  t o  b i n d  1 m o l e  o f  t h e  

a m i n o - a c y l  t R N A  i n  a  s i m i l a r  a s s a y .  A s  n o t e d  in  s e c t i o n  4 . 1 . 1 ,  t h i s  

d i f f e r e n c e  i n  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  m a y  h a v e  b e e n  d u e  t o  t h e  i r r e v e r s i b l e  

d e n a t u r a t i o n  o f  a  l a r g e  a m o u n t  o f  t h e  I F 3  p r e p a r a t i o n  d u r i n g  c h r o m a ­

t o g r a p h y  o n  S e p h a d e x  G 7 5  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  u r e a .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  

u s e  i n  t h i s  w o r k  o f  a  s u b - o p t i m a l  a s s a y  s y s t e m  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  

b o t h  o f  t h e s e  f a c t o r s  m a y  h a v e  b e e n  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  a p p a r e n t  l o w  

s p e c i f i c  a c t i v i t y .

W h i l s t  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  u r e a  a  r e n a t u r e d  s t a t e  o f  m a n y
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r i b o s o m a l  p r o t e i n s  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  a f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  d e ­

n a t u r i n g  a g e n t  ( s e e  W i t t m a n n ,  1 9 8 2 ) ,  t h i s  r e n a t u r a t i o n  i s  n o t  a l w a y s  

q u a n t i t a t i v e  a n d  i s  s e n s i t i v e  t o  m i n o r  v a r i a t i o n s  i n  t h e  r e n a t u r a t i o n  p r o ­

c e s s  a n d ,  a l s o ,  t h e  p a r t i c u l a r  p r o t e i n  i n  q u e s t i o n :  i . e . ,  w i t h  s o m e  p r o ­

t e i n s , r e n a t u r a t i o n  i s  g r e a t e r  t h a n  w i t h  o t h e r  p r o t e i n s  u n d e r  i d e n t i c a l  

c o n d i t i o n s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  

r e n a t u r a t i o n  o f  t h e  I F 3  p r e p a r a t i o n s  w a s  p o o r .  A l t e r n a t i v e l y ,  s i n c e  t h e  

f a c t o r  i s ,  t o  a  l a r g e  e x t e n t ,  r e a d i l y  l a b i l e  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  ( C .  G u a l -  

e r z i ,  p e r s .  c o m m u n . ) a  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  i n a c t i v a t i o n  c o u l d  h a v e  

a l r e a d y  o c c u r r e d  b e f o r e  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  s t e p  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

u r e a .

T h e  I F 3  p r e p a r a t i o n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  a l s o  a c t i v e  i n  b i n d ­

i n g  t o  M S 2  R N A  w i t h ,  i n  a  t y p i c a l  c a s e ,  a p p r o x i m a t e l y  2 2 0  m o l e s  o f  

I F 3  b e i n g  r e q u i r e d  t o  m a x i m a l l y  r e t a i n  o n e  m o l e  o f  M S 2  R N A  i n  t h e  

f i l t r a t i o n  a s s a y .  T h i s  r a t i o  c o m p a r e d  w e l l  w i t h  t h o s e  d e t e r m i n e d  p r e ­

v i o u s l y  b y  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 ,  1 9 7 9 ;  B .  J o h n s o n ,  p e r s .

c o m m u n . ) w h i c h  r a n g e d  f r o m  1 0 0  -  2 5 0  m o l e s  o f  I F 3  p e r  m o l e  o f  M S 2  

R N A ,  b u t  w a s  s o m e w h a t  h i g h e r  t h a n  t h e  5 0  : 1 ( I F 3  : M S 2  R N A )  m o l a r  

r a t i o  r e p o r t e d  b y  J a y  e t_  a h _  ( 1 9 7 4 a )  f o r  R i 7  R N A .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  

t h i s  d i f f e r e n c e  a r i s e s  f r o m  a  g r e a t e r  a f f i n i t y  o f  t h e  f a c t o r  f o r  R 1 7  

R N A  s i n c e ,  i n  a d d i t i o n  t o  h a v i n g  c l o s e l y  r e l a t e d  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  

( R o b e r t s o n  a n d  J e p p e s e n ,  1 9 7 2 ) ,  t h e  3 '  t e r m i n a l  r e g i o n s  o f  t h e  G r o u p  I 

c o l i p h a g e s ,  t h e  r e g i o n  w h e r e  I F 3  b i n d s  t o  M 5 2  R N A  ( J o h n s o n  a n d  

S z e k e l y ,  1 9 7 7 ;  t h i s  w o r k ,  s e c t i o n  5 . 2 ) ,  a r e  h i g h l y  c o n s e r v e d  ( I n o k u c h i  

e t  a h ,  1 9 8 2 ) .  I t  i s  m o r e  l i k e l y  t h a t  t h i s  r e f l e c t s  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  I F 3  p r e p a r a t i o n s  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s .

T h e  l o w  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  I F 3  p r e p a r a t i o n s  u s e d  i n  t h i s  

s t u d y ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  i n t r i n s i c  l i m i t a t i o n s  o f  t h e  b i n d i n g  a s s a y ,
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p r e c l u d e  a  d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  t h e  b i n d i n g  p a r a m e t e r s  o f  t h i s  i n t e r ­

a c t i o n  ( e . g . ,  W o o d b u r y  a n d  v o n  H i p p e l ,  1 9 8 3 ) .  H o w e v e r ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  

t h e  b i n d i n g  i s  s a t u r a b l e  a n d ,  b a s e d  o n  t h e  e s t i m a t e  o f  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  f a c t o r  p r e p a r a t i o n  u s e d  i n  t h e  b i n d i n g  e x p e r i m e n t ,  h a s  

a n  a p p r o x i m a t e l y  e q u i m o l a r  s t o i c h i o m e t r y .

S i n c e  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  a  p r o t e i n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  i m p o r t ­

a n t  f o r  b i n d i n g  t o  R N A  ( L i t t l e c h i l d  e t_  a h ,  1 9 7 7 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

t r e a t m e n t  o f  I F 3  w i t h  u r e a  m a y  h a v e  a l t e r e d  t h e  f a c t o r ' s  R N A  b i n d i n g  

c h a r a c t e r i s t i c s .  H o w e v e r ,  s i n c e  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  f i n g e r p r i n t  p a t t e r n s  o f  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  

R N A  w i t h  I F 3  p u r i f i e d  e i t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  u r e a ,  i t  

w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  p u r i f i e d  f a c t o r  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  

t o  M S 2  R N A  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  b i n d i n g  o f  n a t i v e  I F 3  t o  t h i s  

m o l e c u l e .  I t  i s ,  o f . c o u r s e ,  p o s s i b l e  t h a t  i n  v i e w  o f  t h e  l o w  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  f a c t o r  p r e p a r a t i o n , . t h o s e  I F 3  m o l e c u l e s  b i n d i n g  t o  M S 2  

R N A  a r e  n o t  t h e  s a m e  a s  t h o s e  m o l e c u l e s  t h a t  a r e  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e  

i n  t h e  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a s s a y .  H o w e v e r ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  t h e  R N A  i s  a n  a r t e f a c t  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  u s e  o f  

a  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  f u n c t i o n a l l y  i n a c t i v e  p r o t e i n  i s  u n l i k e l y  i n  v i e w  

o f  t h e  h i g h  d e g r e e  o f  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  ( J o h n s o n  a n d  

S z e k e l y ,  1 9 7 7 ;  s e e  l a t e r  s e c t i o n  5 . 2 ) .

I n  v i e w  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  i t  w o u l d  b e  p e r h a p s  b e t t e r  f o r  a n y  

f u t u r e  e x p e r i m e n t  t o  u s e  a n  I F 3  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  t h a t  i s  r a p i d  a n d  

d o e s  n o t  i n v o l v e  c h r o m a t o g r a p h y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  u r e a  o r  o t h e r  d e ­

n a t u r i n g  a g e n t .  In  t h i s  r e s p e c t ,  u s e  c o u l d  b e  m a d e  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  

b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  t h e  f a c t o r  ( s e c t i o n  1 . 1 . 3 )  b y  d e v i s i n g  a  p r o c e d u r e  

i n v o l v i n g  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a  c r u d e  N H ^ C l  r i b o s o m a l  w a s h  t h r o u g h ,  f o r  

e x a m p l e ,  p o l y - A  c e l l u l o s e .  A  s i m i l a r  p r o c e d u r e  i s  i n  f a c t  u s e d  i n  t h e
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p u r i f i c a t i o n  o f  o t h e r  n u c l e i c  a c i d  b i n d i n g  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  r i b o s o m a l  

p r o t e i n  S I ,  R N A  p o l y m e r a s e  a n d  t h e  Q £  - p h a g e  h o s t  f a c t o r  ( C a r ­

m i c h a e l ,  1 9 7 5 ) .  A  f u r t h e r  a d v a n t a g e  o f  s u c h  a  m e t h o d  w o u l d  b e  t h a t  

t h e  p u r i f i e d  I F 3  w o u l d  b e  a c t i v e  i n  b i n d i n g  t o  n u c l e i c  a c i d  a n d  t h e r e ­

f o r e  p o t e n t i a l l y  f u n c t i o n a l l y  a c t i v e ,  w h e r e a s  a l r e a d y  d e n a t u r e d  I F 3  

( w h i c h  w o u l d  p r o b a b l y  n o t  b i n d  t o  t h e  p o l y - A )  w o u l d  n o t  b e  p u r i f i e d  

w i t h  t h e  a c t i v e  I F 3 .

5 . 1 . 2  I s o l a t i o n  a n d  5 ' - e n d  l a b e l l i n g  o f  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A

T h e  i s o l a t e d  I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  R N A  s i t e  m i g r a t e d  i n  a  n o n ­

d e n a t u r i n g  p o l y a c r y l a m i d e  g e l ,  m a i n l y  a s  a  s i n g l e  b a n d  ( B a n d  I) w i t h  a  

m o b i l i t y  r e l a t i v e  t o  t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  m a r k e r  d y e ,  s i m i l a r  t o  t h a t  

f o u n d  f o r  t h e  _in v i v o  l a b e l l e d  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  

1 9 7 7 ,  1 9 7 9 ) .  A  m i n o r  b a n d  ( B a n d  I I ) ,  m i g r a t i n g  a h e a d  o f  B a n d  I ,  w a s  

a l s o  f o u n d  i n  s o m e  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w i t h  a n  i n ­

t e n s i t y  v a r y i n g  f r o m  o n e  p r e p a r a t i o n  t o  a n o t h e r .  H o g n o c h r o m a t o g r a p h y  

f r a c t i o n a t i o n  o f  t h i s  m a t e r i a l  s h o w e d  t h a t  i t  c o n s i s t e d  o f  s m a l l  o l i g o ­

n u c l e o t i d e s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  m a t e r i a l  o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  B a n d  I 

m a t e r i a l ,  s i n c e  a  c h a n g e  i n  t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  B a n d s  I a n d  II 

w a s  s e e n  i n  t h e  s a m e  p r e p a r a t i o n  o f  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  l a b e l l e d  w i t h  

t h e  s a m e  p r e p a r a t i o n  o f  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  a f t e r  s t o r a g e  f o r  o n e  

m o n t h .  A s  n o t e d  i n  s e c t i o n  4 . 1 . 5 ,  a n  o r i g i n  o f  t h i s  b a n d  f r o m  t h e  

P c V - d s - R N A s  u s e d  a s  c a r r i e r  c a n  b e  e x c l u d e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a  

s i m i l a r  b a n d  p a t t e r n  ( B a n d s  I a n d  I I )  w a s  a l s o  s e e n  w i t h  s o m e  p r e p a r ­

a t i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  d e r i v e d  f r o m  _Ln v i v o  l a b e l l e d  M S 2  R N A .

In  a l l  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s ,  t h e  i n c o r p -  

3 2
o r a t i o n  o f  t h e  P  l a b e l  i n t o  t h e  p r o t e c t e d  m a t e r i a l  b y  t h e  p o l y n u c l e o ­

t i d e  k i n a s e  w a s  n e v e r  f o u n d  t o  b e  g r e a t e r  t h a n  4  -  5 %  o f  t h a t  e x p e c t ­

e d ,  b a s e d  o n  e s t i m a t e s  o f  t h e  s i z e  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s ,  a n d  t h e
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n u m b e r  o f  5 ' - t e r m i n i  p r e s e n t .  T h i s  l o w  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  w a s  n o t

d u e  t o  a n  i n a b i l i t y  o f  t h e  e n z y m e  t o  l a b e l  o l i g o n u c l e o t i d e s  o f  t h i s  s i z e ,

s i n c e  t h e  p r e p a r a t i o n s  u s e d  w e r e  s h o w n  t o  l a b e l  w e l l  w i t h  a  p a r t i a l

R N a s e  d i g e s t  o f  M S 2  R N A .  N o r  c o u l d  t h e  l o w  i n c o r p o r a t i o n  h a v e

b e e n  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  5 ' - p h o s p h a t e  g r o u p s  o n  t h e  p r o t e c t e d  R N A s

s i n c e  t h e  p r e p a r a t i o n s  h a d  b e e n  p r e p a r e d  u s i n g  p a n c r e a t i c  R N a s e  A

w h i c h  c l e a v e s  R N A  t o  g i v e  3 ' - p h o s p h a t e  a n d  5 ' - h y d r o x y l  R N a s e  A  ( e . g . ,

B a r n a r d ,  1 9 6 9 ) .  M i l d  H C H O  d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  h a d  n o

3 2
e f f e c t  o n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  P  i n t o  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  w e a k  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  i n t e r a c t i o n s  w e r e  p r o b a b l y  

n o t  r e s p o n s i b l e  f o r  p r e v e n t i n g  t h e  l a b e l l i n g .  I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,

t h a t  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  p o s s e s s e d  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  i n t e r ­

a c t i o n s  t h a t  w e r e  r e s i s t a n t  t o  t h e  H C H O  d e n a t u r a t i o n  a n d ,  i n  t h i s  

r e s p e c t ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h e  H C H O  a d d u c t s  a r e  u n s t a b l e  a n d  

c a n  d i s s o c i a t e  w h e n  t h e  R N A  i s  p u r i f i e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  

( M c G h e e  a n d  v o n  H i p p e l ,  1 9 7 5 a , b ) .  T h u s ,  t h e  e x t e n t  o f  d e n a t u r a t i o n  

c o u l d  h a v e  b e e n  v e r y  m i l d  i n d e e d .  A s  n o t e d  i n  s e c t i o n  4 . 1 . 5 ,  s t r o n g e r  

d e n a t u r a t i n g  c o n d i t i o n s  w e r e  n o t  u s e d  t o  i m p r o v e  u p t a k e  o f  t h e  l a b e l  

s i n c e  H C H O  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  c r o s s - l i n k  R N A  s t r a n d s  ( L o d i s h ,  1 9 7 5 )  

a n d  t h i s  m a y  h a v e  c a u s e d  p r o b l e m s  u p o n  s u b s e q u e n t  h o m o c h r o m a t o ­

g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  a n d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e .

H o m o c h r o m a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  o f  B a n d  I p r o t e c t e d  m a t e r i a l  

s h o w e d  t h a t  i t  c o n s i s t e d  o f  s e v e r a l  s p e c i e s  o f  R N A  o f  d i f f e r e n t  

l e n g t h s .  W h i l s t  c o n s i d e r a b l e  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  p a t t e r n s  o f  s p o t s  w a s  

o b s e r v e d ,  s o m e  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  p r e p a r a t i o n s  w a s  a p p a r e n t .  A  

s i m i l a r  s i t u a t i o n  w a s  f o u n d  b y  D r .  B .  J o h n s o n  f o r  _in v i v o  l a b e l l e d  p r o ­

t e c t e d  m a t e r i a l  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 9 ;  B .  J o h n s o n ,  p e r s .

c o m m u n . ) .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  v a r i o u s  R N A  s p e c i e s  o b s e r v e d  u p o n
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h o m o c h r o m a t o g r a p h y  o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  a  s i n g l e  l i n e a r  

R N A  s p e c i e s  d u r i n g  e l u t i o n  f r o m  t h e  g e l  i s  u n l i k e l y  s i n c e  h o m o c h r o m ­

a t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  p r i o r  t o  g e l  e l e c t r o ­

p h o r e s i s  g a v e  a  s i m i l a r  p a t t e r n  t o  t h a t  o f  t h e  s u m  o f  t h e  p a t t e r n s  o f  

t h e  B a n d  I a n d  B a n d  II  m a t e r i a l .  T h u s ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e

m a t e r i a l  m i g r a t i n g  a s  a  d i s c r e t e  b a n d  u p o n  n o n - d e n a t u r i n g  P A G E  c o n ­

s i s t s  o f  s e v e r a l  R N A  s p e c i e s  o f  v a r i o u s  l e n g t h s  a n d  w h i c h  a r e  h e l d  

t o g e t h e r  b y  s e c o n d a r y ,  a n d  p o s s i b l e  t e r t i a r y ,  i n t e r a c t i o n s  w h i c h  a r e  

d e s t r o y e d  i n  t h e  s t r o n g l y  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o ­

g r a p h y  f i n g e r p r i n t i n g  s y s t e m .

5 . 2  T H E  N U C L E O T I D E  S E Q U E N C E S  O F  T H E  I F 3  P R O T E C T E D  M S 2  

R N A  F R A G M E N T S

5 . 2 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s

B a n d  I R N A  w a s  s h o w n  t o  c o n s i s t  o f  t h r e e  s e p a r a t e  r e g i o n s  o f  

t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .  W h i l s t  t h e  s e q u e n c e s  o f  s e v e r a l  o f  

t h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  f r o m  p r e p a r a t i o n  B 5 8  c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d  s i n c e  

t h e  ' w a n d e r i n g  s p o t '  p a t t e r n s  w e r e  e i t h e r  v e r y  f a i n t  o r  w e r e  c o n t a m ­

i n a t e d  b y  m o r e  t h a n  o n e  p a t t e r n ,  a l l  f o u r  l a r g e  o l i g o n u c l e o t i d e s  f r o m  

p r e p a r a t i o n  B 6 0  w e r e  s e q u e n c e d  a n d  n o  a d d i t i o n a l  s e q u e n c e s  c o r r e s p o n d ­

i n g  t o  a d d i t i o n a l  p r o t e c t e d  r e g i o n s  w e r e  f o u n d .  I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  

t h a t  t h e  s m a l l  o l i g o n u c l e o t i d e s  t h a t  w e r e  p r e s e n t  i n  p r e p a r a t i o n  B 6 0  a n d  

w h i c h  w e r e  n o t  s e q u e n c e d  m a y  h a v e  c o m p r i s e d  a d d i t i o n a l  s p e c i e s  o f  

R N A  p r e s e n t  i n  t h e  p r o t e c t e d  s i t e .  T h e s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  m a y  h a v e  

c o n s i s t e d  o f :  ( 1 )  a d d i t i o n a l  s e q u e n c e s  o f  R N A  t h a t  w e r e  o r i g i n a l l y  o f

s h o r t  l e n g t h ;  ( 2 )  p r o d u c t s  r e s u l t i n g  f r o m  ' h i d d e n  b r e a k s '  i n  t h e  t h r e e  

c h a r a c t e r i z e d  r e g i o n s ;  o r  ( 3 )  a d d i t i o n a l  p r o t e c t e d  r e g i o n s  t h a t  m a y  

h a v e  b e e n  p r e f e r e n t i a l l y  d e g r a d e d  d u r i n g  i s o l a t i o n .  In  v i e w  o f  t h e
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h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  l e n g t h s  o f  t h e  R N A  s p e c i e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  

t h r e e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  w a n d e r i n g  s p o t s ,  i t  i s  

p r o b a b l e  t h a t  m a n y  o f  t h e  s p o t s  s e e n  i n  t h e  c a s e  o f  c o m p l e x  h o m o ­

c h r o m a t o g r a p h y  p a t t e r n s  r e p r e s e n t  t h e  s a m e  b a s i c  r e g i o n s  o f  t h e  R N A ,  

b u t  o f  d i f f e r i n g  l e n g t h s .

R e g i o n  I c o v e r e d  t h e  r e s i d u e s  3 3 4 4  -  3 3 6 3  o f  t h e  M S 2  R N A  

s e q u e n c e  a n d  s h o w e d  s o m e  h e t e r o g e n e i t y  a t  t h e  3 ' - t e r m i n u s  w i t h  t w o  

o f  t h e  s e q u e n c e d  f r a g m e n t s ,  t e r m i n a t i n g  a t  p o s i t i o n  3 3 6 0 .  T h i s  r e g i o n  

i s  l o c a t e d  i n  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  t h e  r e p l i c a s e  g e n e  o f  M S 2 .

R e g i o n  II c o v e r e d  r e s i d u e s  3 3 6 7  -  3 3 8 6  a n d ,  a l t h o u g h  t h e  5 ' -  

t e r m i n u s  w a s  t h e  s a m e ,  s o m e  h e t e r o g e n e i t y  i n  l e n g t h  o f  t h e  f r a g m e n t s  

w a s  o b s e r v e d  w i t h  t w o  f r a g m e n t s  t e r m i n a t i n g  a t  r e s i d u e  3 3 8 2  a n d  o n e ,  

p o s s i b l y  t w o ,  a t  r e s i d u e  3 3 8 6 .  T h i s  r e g i o n  i s  l o c a t e d  f o u r  r e s i d u e s  

d o w n s t r e a m  o f  t h e  m a x i m u m  e x t e n t  o f  R e g i o n  I a n d ,  l i k e  t h a t  r e g i o n ,  

i s  l o c a t e d  i n  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  t h e  r e p l i c a s e  g e n e .

R e g i o n  III c o v e r e d  t h e  r e s i d u e s  3 4 2 7  -  3 4 6 0 ,  a l t h o u g h  t h e  e x a c t  

y - t e r m i n u s  o f  t h i s  r e g i o n  c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  s e q u e n c i n g  

d a t a ,  b u t  m o s t  p r o b a b l y  e x t e n d e d  t o  r e s i d u e  3 4 6 6 .  T h i s  r e g i o n  i s  

l o c a t e d  s o m e  4 0  n u c l e o t i d e s  d o w n s t r e a m  o f  t h e  m a x i m u m  e x t e n t  o f  

R e g i o n  II w i t h i n  t h e  3 ' - u n t r a n s l a t e d  r e g i o n  o f  t h e  M S 2  R N A  m o l e c u l e .

W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  A  o l i g o n u c l e o t i d e  

A - A - C  o r i g i n a t i n g  f r o m  R e g i o n  I ,  a l l  o f  t h e  p o s s i b l e  R N a s e  T j  a n d  p a n ­

c r e a t i c  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  t h a t  w o u l d  o r i g i n a t e  f r o m  R e g i o n s  I ,  II 

a n d  III o c c u r r e d  i n  t h e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  o b t a i n e d  

b y  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  ( T a b l e  8 ) .  A d d i t i o n a l l y ,  w i t h  t h e  e x c e p t ­

i o n  o f  t h e  R N a s e  T ^  o l i g o n u c l e o t i d e  T ^  ( U - C - U - C - G )  a n d  t h e  t w o  p a n ­

c r e a t i c  R N a s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  ( G - A - A - A - G - G - U )  a n d

( A - G - G - G - A - C ) ,  a l l  o f  t h e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  f o u n d  b y  J o h n s o n  a n d
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S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  c o u l d  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  r e g i o n s  I ,  II a n d  III  ( T a b l e  8 ) .

T h e  r e a s o n  f o r  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  n o t  f i n d i n g  t h e  t r i ­

n u c l e o t i d e  A - A - C  i n  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e  i s  u n c e r t a i n .  S i n c e  t h e  R N a s e  T ^  p r o d u c t  A - A - C - G  i s  p r e s e n t ,  

t h e n  t h e  t r i n u c l e o t i d e  A - A - C  w o u l d  a l s o  b e  e x p e c t e d  t o  b e  p r e s e n t .  

I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h i s  t r i n u c l e o t i d e  w a s  n o t  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  f i r s t  

d i m e n s i o n  o f  t h e  p a p e r  f i n g e r p r i n t ,  a s  a p p e a r s  t o  b e  t h e  c a s e  f o r  t h e  

m o n o n u c l e o t i d e  C p  ( s e e  T a b l e  5 ) ,  s i n c e  i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  m i g ­

r a t e ,  b a s e d  o n  t h e  m o b i l i t i e s  o f  o l i g o n u c l e o t i d e s  d e s c r i b e d  b y  S a n g e r  e t_  

a l .  ( 1 9 6 5 ) ,  b e t w e e n  s p o t s  ( A - C )  a n d  P ^  ( G - C ) ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  

p r e s e n t  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e .

T h e  o l i g o n u c l e o t i d e  T ^ ,  U - C - U - C - G ,  o c c u r s  t w i c e  i n  t h e  M S 2  

R N A  s e q u e n c e :  a t  r e s i d u e s  1 2 5 3 - 1 2 5 7  i n  t h e  A - p r o t e i n  g e n e  a n d  a t

r e s i d u e s  3 1 3 6 - 3 1 4 0  i n  t h e  r e p l i c a s e  g e n e .  In  t h e  l a t t e r  c a s e ,  t h e  o l i g o ­

n u c l e o t i d e  i s  s o m e  2 0 0  r e s i d u e s  d i s t a n t  f r o m  t h e  s t a r t  o f  p r o t e c t e d  

R e g i o n  I .  I n  b o t h  c a s e s ,  h o w e v e r ,  v e r y  f e w  o f  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e

a n d  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  i d e n t i f i e d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o ­

t e c t e d  s i t e  s i m u l t a n e o u s l y  f i t  t h e  f l a n k i n g  s e q u e n c e s  t o  t h i s  o l i g o ­

n u c l e o t i d e  ( F i g .  6 1 ) .  B .  J o h n s o n  ( p e r s .  c o m m u n .  a n d  F i g .  3  i n  J o h n s o n  

a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 9 )  o b s e r v e d  t h a t  o n  s e v e r a l  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t ­

e d  s i t e ,  t h e  s p o t  c o r r e s p o n d i n g  t o  T ^ q w a s  f a i n t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  

o l i g o n u c l e o t i d e  m a y  b e  a  c o n t a m i n a n t  r a t h e r  t h a n  a  t r u e  c o m p o n e n t  o f  

t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e .

O l i g o n u c l e o t i d e  P ^ ,  G - A - A - A - G - G - U ,  o c c u r s  o n c e  i n  t h e  c o m ­

p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  a t  r e s i d u e s  3 4 7 3  -  3 4 7 9 ,  a n d  i s  s o m e  s e v e n  

n u c l e o t i d e s  d o w n s t r e a m  o f  t h e  m a x i m u m  e x t e n t  o f  R e g i o n  III  ( F i g .  6 2 ) .  

T h e  l a r g e  R N a s e  T ^  o l i g o n u c l e o t i d e ,  C - U - C - C - A - C - C - G ,  c o v e r i n g  t h e  

r e s i d u e s  b e t w e e n  t h e  e n d  o f  R e g i o n  III a n d  P ^ ,  w a s  n o t  f o u n d  i n
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F I G U R E  6 1 L o c a t i o n s  o f  o l i g o n u c l e o t i d e  T ^  i n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .

A .  L o c a t i o n  i n  t h e  A - p r o t e i n  g e n e  ( r e s i d u e s  1 2 5 3  -  1 2 5 7 ) .

( a )  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  ( F i e r s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .

( b )  a n d  ( c )  L o c a t i o n  o f  R N a s e  T j  a n d  p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e .  ^  n u m b e r s  r e f e r  t o  T a b l e  5 .

B .  L o c a t i o n  in  t h e  R e p l i c a s e  g e n e  ( r e s i d u e s  3 1 3 6  -  3 14 0 ) .

( a )  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  ( F i e r s  e t  a l * ,  1 9 7 6 ) .

( b )  A s  f o r  P a r t  A  a b o v e .
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F I G U R E  6 2  L o c a t i o n s  o f  o l i g o n u c l e o t i d e s  P , . a n d  P  .  i n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e .
11 1 6

( a )  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  ( I s e r e n t a n t  e t  a h ,  1 9 8 0 ) .

( b )  a n d  ( c )  L o c a t i o n s  o f  P a n c r e a t i c  R N a s e  a n d  R N a s e  T j  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  1 F 3

p r o t e c t e d  s i t e .  ^  n u m b e r s  r e f e r  t o  T a b l e  5 .  *  d e n o t e s  t h e  u n i q u e  o l i g o n u c l e o t i d e s  P ^   ̂ a n d  P ^ .

( d )  L o c a t i o n s  o f  p o s s i b l e  p a n c r e a t i c  R N a s e  c l e a v a g e  s i t e s  d u r i n g  i s o l a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s .
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f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ) .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  P , .  i s  n o t  a  c o n t i n u a t i o n  o f  R e g i o n  I I I .  I m m e d i a t e l y  

f o l l o w i n g  P j g  i n  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  i s  t h e  s e q u e n c e ,  

G - G - G - C - G - G - G - C ,  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  w h i c h  

( 2  x  G - G - G - C )  a r e  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  b u t  a l s o  

o c c u r  i n  R e g i o n  II  ( F i g .  6 2  a n d  T a b l e  8 ) .

L i k e  o l i g o n u c l e o t i d e  P ^ ,  o l i g o n u c l e o t i d e  P ^ ,  A - G - G - G - A - C ,  a l s o  

o c c u r s  o n l y  o n c e  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  s e q u e n c e  a t  a  p o s i t i o n  s o m e  

1 6  r e s i d u e s  d o w n s t r e a m  o f  P ^  a t  p o s i t i o n  3 4 9 6  -  3 3 0 1  ( F i g .  6 2 ) .  I t  i s  

f l a n k e d  o n  i t s  3 ' - s i d e  b y  t h e  s e q u e n c e ,  G - C - C - C  a n d ,  i f  t h e  p a n c r e a t i c  

R N a s e  u s e d  i n  p r e p a r i n g  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  w e r e  t o  c l e a v e  a f t e r  t h e  

f i r s t  o r  t h i r d  C  r e s i d u e ,  t h e n  t h e  R N a s e  T ^  o l i g o n u c l e o t i d e s  C - C - A - G  

o r  A - G  r e s p e c t i v e l y  w o u l d  b e  p r o d u c e d ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  f o u n d  i n  

f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( F i g .  6 2 ) .  H o w e v e r ,  C - C - A - G  a l s o  

o c c u r s  i n  R e g i o n  II a n d  A - G  i n  R e g i o n s  II a n d  III ( T a b l e  8 ) .  T h e  3 ' -  

f l a n k i n g  r e g i o n  o f  P ^  c o n t a i n s  a  p o l y p y r i m i d i n e  c l u s t e r ,  f o l l o w e d  b y  

A - A - A - G .  I f  t h i s  w h o l e  s e q u e n c e  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  

t h e n  t h e  u n i q u e  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  p r o d u c t :

A - C - C - U - C - C - C - C - C - U - A - A - A - G

w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  b e  f o u n d  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g ­

m e n t .  S i n c e  t h i s  w a s  n o t  t h e  c a s e ,  t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  m u s t  c u t  a t  

a  p o s i t i o n  s o m e w h e r e  b e f o r e  t h e  s e q u e n c e  A - A - A - G  t o  g i v e  t h e  p o s s i b l e  

R N a s e  T ^  p r o d u c t s  o f  e i t h e r  A - C ^  ^  o r  A - C - C - U ,  o r  A - C - C - U - C ^  o r  

A - C - C - U - C - C - C - C - C - U .  I f  t h e  s i t e  o f  c l e a v a g e  w a s  c l o s e  t o  t h e  

A - A - A - G  s e q u e n c e ,  t h e n  a n  o l i g o n u c l e o t i d e  w i t h  a  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  

t h a t  o f  T j  j ( U ^ ^ j C ^ y A - C j A - U )  w h i c h  o c c u r s  i n  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  

m a y  b e  e x p e c t e d ,  b a s e d  o n  t h e  m o b i l i t i e s  d e t e r m i n e d  b y  S a n g e r  e t_  a L _  

( 1 9 6 3 )  u s i n g  a  s i m i l a r  f i n g e r p r i n t i n g  s y s t e m .  T w o  s p o t s  w e r e  s o m e t i m e s
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s e e n  i n  f i n g e r p r i n t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  n e a r  t h e  p o s i t i o n  o f  

( B .  J o h n s o n ,  p e r s .  c o m m u n . ;  J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 9 ) .  H o w ­

e v e r ,  t h e y  m a y  a l t e r n a t i v e l y  b e  d u e  t o  s o m e  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  

l e n g t h  o f  t h e  3 ' - t e r m i n a l  p o r t i o n  o f  R e g i o n  I w h i c h  c o m p r i s e s  T ^ .

T h e  r e l a t i o n s h i p  o f  o l i g o n u c l e o t i d e s  a n d  t o  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e ,  a s  d e f i n e d  b y  R e g i o n s  I ,  II a n d  I I I ,  i s  u n c e r t a i n .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h e y  m a y  r e p r e s e n t  a d d i t i o n a l  R N A  s p e c i e s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  

t h a t  w e r e  n o t  l a b e l l e d  b y  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  t h r o u g h  h a v i n g  

t h e i r  5 ' - t e r m i n i  i n a c c e s s i b l e  t o  t h e  e n z y m e ,  p o s s i b l y  t h r o u g h  t h e  f r a g ­

m e n t  p o s s e s s i n g  a  s t r o n g  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e y  m a y  

r e p r e s e n t  v e r y  s h o r t  r e g i o n s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  t h a t  m i g r a t e d  

n e a r  t o  t h e  t o p  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h  a n d  w h i c h  w e r e  n o t  

s e q u e n c e d .  In  t h i s  l a t t e r  r e s p e c t ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  h o m o c h r o m a ­

t o g r a p h y  f i n g e r p r i n t s  o f  _in v i v o  l a b e l l e d  p r o t e c t e d  s i t e s  g a v e  r i s e  o n l y  

t o  f r a g m e n t s  o f  l a r g e  s i z e  ( J o h n s o n  a n d  S z e k e l y ,  1 9 7 9 ) .

A  t h i r d  p o s s i b i l i t y  r e l a t e s  t o  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  a b i l i t y  o f  

a n  R N A  t o  b i n d  p r o t e i n  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  m e t h o d  o f  i n i t i a t i o n  o f  t h e  

R N A .  I n  t h e  c a s e  o f  1 6 S  r R N A ,  p r e p a r a t i o n  b y  a n  a c e t i c  a c i d - u r e a  

t e c h n i q u e  p e r m i t s  t h e  b i n d i n g  o f  a n  a d d i t i o n a l  s i x  o r  s e v e n  3 0 5  p r o t e i n s  

t h a n  p r e p a r a t i o n  b y  a  p h e n o l  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  ( H o c h k e p p e i  a l . ,  

1 9 7 6 ;  H o c h k e p p e i  a n d  G o r d o n ,  1 9 7 8 ) .  W h i l s t  i n  t h e  a b o v e  c a s e  s u c h  

d i f f e r e n c e s  i n  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  m a y  i n v o l v e  m a j o r  c h a n g e s  t o  t h e  

t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  R N A ,  t h e  u s e  i n  t h i s  s t u d y  o f  u n l a b e l l e d  M S 2  

R N A  i s o l a t e d  b y  a  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p r o c e d u r e  t o  t h a t  u s e d  b y  J o h n s o n  

a n d  S z e k e l y  ( 1 9 7 7 )  m a y  h a v e  r e s u l t e d  i n  s o m e  m i n o r  a l t e r a t i o n  o f  t h e  

R N A  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  i n  t h e  r e g i o n  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e  i n v o l v i n g  

o l i g o n u c l e o t i d e s   ̂ a n d  P ^ .  I f  t h i s  w a s  t h e  c a s e ,  t h e n  t h e  r e g i o n ( s )  

o f  R N A  i n c l u d i n g  P ^  a n d  P ^  m u s t  n o t  b e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  b i n d i n g  o f
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t h e  f a c t o r  t o  t h e  s p e c i f i c  s i t e .

5 . 2 . 2  A n a l y s i s  o f  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  R e g i o n s  I ,  II  a n d  III

T h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  i s  p a r t i c u l a r l y  r i c h  i n  G  r e s i d u e s  ( o v e r a l l  

a p p r o x i m a t e l y  3 9 % ) ,  e s p e c i a l l y  i n  R e g i o n s  II a n d  I I I ,  w h e r e  t h e  G  c o n ­

t e n t  i s  5 0 %  a n d  4 5 %  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  p r o p ­

o s a l  t h a t  I F 3  c o n t a i n s  t h e  p o t e n t i a l  i n f o r m a t i o n  i n  i t s  p r i m a r y  s t r u c t u r e  

t o  r e c o g n i s e  G  r e s i d u e s  i n  b o t h  s i n g l e -  a n d  d o u b l e - s t r a n d e d  c o n f i g u r ­

a t i o n s  ( B r u h n s  a n d  G u a l e r z i ,  1 9 8 0 ) .  A l t h o u g h  t h e  b i n d i n g  s i t e  i s  l o c a t e d  

i n  a  r e g i o n  o f  M S 2  R N A  t h a t  i s  p a r t i c u l a r l y  r i c h  i n  G  r e s i d u e s ,  a  p r e ­

f e r e n c e  f o r  t h e s e  r e s i d u e s  d o e s  n o t  t o t a l l y  a c c o u n t  f o r  t h e  l o c a t i o n  o f  

t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  s i n c e  R e g i o n  I c o n t a i n s  o n l y  1 5 %  G  r e s i d u e s  a n d ,  

f u r t h e r m o r e ,  t h e r e  a r e  s e v e r a l  s e q u e n c e s  c l o s e  t o  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  

t h a t  a r e  G - r i c h  a n d  y e t  w e r e  n o t  f o u n d  t o  b e  p r o t e c t e d  b y  I F 3 .

L i t t l e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  w a s  s e e n  b e t w e e n  R e g i o n s  I a n d  II '.  

H o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t ,  s o m e  h o m o l o g y  w a s  s e e n  b e t w e e n  t h e  5 ' -  a n d  3 ’ -  

p o r t i o n s  o f  R e g i o n  I I I ,  a n d  t h i s  h o m o l o g y  w a s  t o  a  l a r g e  e x t e n t  c o n ­

s e r v e d  i n  R e g i o n  I I .  S u c h  s e q u e n c e  h o m o l o g y  m a y  r e f l e c t  t h e  p r e s e n c e  

o f  a  p o s s i b l e  r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e  f o r  I F 3  b i n d i n g .  I f  t h i s  i s  t h e  c a s e ,  

t h e  l a c k  o f  s u c h  h o m o l o g y  i n  R e g i o n  I m a y  b e  d u e  t o  R e g i o n  I a n d  II 

b e i n g  a s s o c i a t e d  b y  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n  a n d  t h a t  I F 3  m a y  

b e  r e c o g n i s i n g  t h e  h o m o l o g o u s  s e q u e n c e  i n  R e g i o n  I I .  A l t e r n a t i v e l y ,  

s u c h  p u t a t i v e  h o m o l o g y  c o u l d  b e  m e r e l y  a  f o r t u i t o u s  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  

t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  w h i c h ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  t w o  p o r t i o n s  o f  

R e g i o n  I I I ,  m a y  h a v e  a r i s e n  b y  a  d u p l i c a t i o n  p r o c e s s  d u r i n g  t h e  e v o l u ­

t i o n  o f  t h e  p h a g e .
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5 . 3  S T U D I E S  O N  T H E  S E C O N D A R Y  S T R U C T U R E  I N T E R A C T I O N S  A T  

T H E  I F 3  B I N D I N G  S I T E  O N  M S 2  R N A

5 . 3 . 1  S t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t  o f  m i l d  h e a t  d e n a t u r a t i o n

M i l d  h e a t  d e n a t u r a t i o n  t r e a t m e n t  o f  M S 2  R N A  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

M g  r e s u l t i n g  i n  a p p r o x i m a t e l y  1 8 %  d e n a t u r a t i o n ,  w a s  f o u n d  t o  h a v e  

l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  b i n d i n g  o f  I F 3  r e l a t i v e  t o  n a t i v e  R N A .  A t  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  f a c t o r ,  a  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  s e e n  i n  n a t i v e  R N A  

w a s  n o t  o b s e r v e d  w i t h  t h e  d e n a t u r e d  R N A ;  h o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t ,  a  

s l i g h t  i n c r e a s e  i n  b i n d i n g  w a s  o b s e r v e d .  S i n c e  u p  t o  t h e  s a t u r a t i n g  

a m o u n t  o f  I F 3 ,  t h e  s h a p e s  o f  t h e  n a t i v e  a n d  h e a t  d e n a t u r e d  I F 3  b i n d i n g  

c u r v e s  w e r e  s i m i l a r ,  t h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  p a r t i a l  h e a t  d e n a t u r a t i o n  

h a s  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  R N A  a t  t h e  s p e c i f i c  I F 3  

b i n d i n g  s i t e .  H o w e v e r ,  a t  1 F 3  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  t h e  s a t u r a t i n g  c o n ­

c e n t r a t i o n ,  t h e  i n c r e a s e  i n  b i n d i n g  o f  t h e  d e n a t u r e d  R N A  w o u l d  s u g g e s t  

t h a t  e i t h e r  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  t h e  s p e c i f i c  s i t e  w a s  s t a b i l i s e d *  

b y  t h e  m i l d  d e n a t u r a t i o n  p r o c e s s  o r  t h a t  m i l d  d e n a t u r a t i o n  c a u s e d  

a d d i t i o n a l  b i n d i n g  s i t e s  o n  t h e  R N A  t o  b e c o m e  a v a i l a b l e  t o  t h e  f a c t o r .

F u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  l a t t e r  p o s s i b i l i t y  c o m e s  f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n

2 +
t h a t ,  w h e r e a s  h e a t  d e n a t u r a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  M g  w a s  f o u n d  t o  

c a u s e  c o n s i d e r a b l e  f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e  R N A ,  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  

t h i s  f r a g m e n t e d ,  d e n a t u r e d  m a t e r i a l  w a s  a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  o f  t h e  t o t a l  

c p m .  S i n c e  t h e  s e q u e n c i n g  s t u d i e s  p r e s e n t e d  e a r l i e r  i n  t h i s  w o r k  h a v e  

s h o w n  t h a t  I F 3  b i n d s  t o  a n d  p r o t e c t s  a  s i n g l e  s i t e  i n  M S 2  R N A  a n d ,  

a s s u m i n g  t h a t  o n c e  b i n d i n g  h a s  o c c u r r e d  t h e  R N A  i s  r e t a i n e d  o n  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r ,  t h e  e f f e c t  o f  f r a g m e n t a t i o n  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  

b e  t o  r e d u c e  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  R N A  b o u n d  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  

l o c a t i o n  o f  t h e  f r a g m e n t a t i o n  s i t e s  t o  t h e  l e f t  a n d  r i g h t  o f  t h e  b i n d i n g  

s i t e .  S i n c e  t h e  d e n a t u r e d  R N A  w a s  o b s e r v e d  t o  b e  f r a g m e n t e d  t o  a  

c o n s i d e r a b l e  e x t e n t ,  t h e  a m o u n t  o f  R N A  r e t a i n e d  b y  I F 3  w o u l d  b e
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e x p e c t e d  t o  b e  s m a l l  a n d  n o t  t h e  o b s e r v e d  7 2 % .

A n a l y s i s  b y  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  c u r v e s  s h o w e d  t h a t  h e a t  d e -

2 +
n a t u r a t i o n  t r e a t m e n t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 m M  M g  , a t  w h i c h  f r a g m e n t ­

a t i o n  w a s  m i n i m a l ,  r e s u l t e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  2 1 %  d e n a t u r a t i o n .  T h e  

b i n d i n g  c u r v e  o f  t h e  f a c t o r  t o  R N A  t r e a t e d  i n  t h i s  w a y  s h o w e d  t h a t  

h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  I F 3  w e r e  r e q u i r e d  t o  r e t a i n  t h e  s a m e  a m o u n t  

o f  R N A  o n  t h e  f i l t e r  a n d  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  d e n a t u r e d  R N A  

s h o w e d  t h a t  f r a g m e n t a t i o n  w a s  v e r y  l i m i t e d .  T h u s ,  t h e  c h a n g e  i n  b i n d ­

i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  w a s  p r o b a b l y  n o t  d u e  t o  f r a g m e n t a t i o n ,  b u t  d u e  t o  

t h e  e f f e c t  o f  p a r t i a l  h e a t  d e n a t u r a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  M g ~  , 

p o s s i b l y  b y  a l t e r i n g  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  s p e c i f i c  p r o t e c t e d  

s i t e .

A  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  p r o t e c t i o n  o f  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  

b y  I F ?  a g a i n s t  p a n c r e a t i c  R N a s e  s h o w e d  t h a t  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  a m o u n t  o f  R N A  p r o t e c t e d  i n  t h e  c a s e s  o f  b o t h  n a t i v e  

a n d  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  M S 2  R N A .  W h i l s t  t h e  d i g e s t i o n  d i d  n o t  g o  t o  

c o m p l e t i o n ,  t h i s  o b s e r v a t i o n  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  a n y  b i n d i n g  o f  t h e  

f a c t o r  t o  n e w  s i t e s  o n  t h e  R N A  f o r m e d  b y  d e n a t u r a t i o n  w a s  n o t  s u f f i ­

c i e n t  t o  b e  p r o t e c t e d  a g a i n s t  R N a s e  d i g e s t i o n .  G e l  e l e c t r o p h o r e s i s

o f  t h e  p r o t e c t e d  m a t e r i a l  w a s  n o t  u n d e r t a k e n  a n d  t h u s  i t  i s  n o t  p o s s ­

i b l e  t o  s a y  w h e t h e r  t h e  d e n a t u r e d  R N A  p r o t e c t e d  a g a i n s t  d i g e s t i o n  

o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  3 ' - s p e c i f i c  s i t e ,  a l t h o u g h  t h i s  i s  p e r h a p s  m o s t  

l i k e l y .

5 .3 . 2  S t u d i e s  u s i n g  S j n u c l e a s e  f r a g m e n t e d  M S 2  R N A

T h e  b i n d i n g  o f  I F 3  t o  S I  n u c l e a s e  f r a g m e n t e d  M S 2  R N A  ( S ^ F - M S 2  

R N A )  g i v i n g  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  i n  t h e  s i z e  r a n g e  s i m i l a r  t o  t h a t

2~h
o b s e r v e d  u p o n  h e a t  d e n a t u r a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  M g  , s h o w e d  t h a t  

r e l a t i v e  t o  n a t i v e  M S 2  R N A ,  S ^ F - M S 2  R N A  w a s  b o u n d  b y  t h e  f a c t o r
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t o  a  v e r y  s m a l l  e x t e n t .  T h i s  m a y  b e  d u e  t o  e i t h e r  t h e  n u c l e a s e  d i g e s t ­

i n g  a r o u n d  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e  t o  s u c h  a n  e x t e n t  t h a t  t h e  a m o u n t  

o f  R N A  r e t a i n e d  b y  t h e  I F 3  o n  t h e  f i l t e r  ( a n d  h e n c e  t h e  n u m b e r  o f  

c p m )  w a s  v e r y  s m a l l ,  o r  t h a t  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e  c o n t a i n s  s o m e  

s i n g l e - s t r a n d e d  R N A  r e g i o n s  t h a t  a r e  e s s e n t i a l  f o r  I F 3  b i n d i n g  a n d  

w h i c h  w e r e  d i g e s t e d  b y  t h e  n u c l e a s e .  W i t h o u t  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  

t h e  p r o t e c t e d  m a t e r i a l ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  t h e s e  

t w o  p o s s i b i l i t i e s .

I F 3  w a s  f o u n d  t o  b i n d  t o  h e a t  d e n a t u r e d  S ^ F - M S 2  R N A  t o  a  

g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  t o  n a t i v e  S ^ F - M S 2  R N A .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  

s u g g e s t  t h a t  u p o n  h e a t  d e n a t u r a t i o n  o f  M 5 2  R N A ,  a d d i t i o n a l  s i t e s  a r e  

m a d e  a v a i l a b l e  o n  t h e  m o l e c u l e  t o  w h i c h  t h e  f a c t o r  c a n  b i n d .  T h a t  

t h i s  b i n d i n g  i s  w e a k  w a s  s h o w n  b y  t h e  e a r l i e r  o b s e r v a t i o n  t h a t  p r o t e c t ­

i o n  o f  h e a t  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  b y  I F 3  a g a i n s t  R N a s e  d i g e s t i o n  w a s  

n o t  h i g h e r  t h a n  t h a t  f o r  n a t i v e  M S 2  R N A .  In  t h i s  r e s p e c t ,  I F 3  h a s  

b e e n  s h o w n  b y  o t h e r  w o r k e r s  t o  b i n d  t o  a  v a r i e t y  o f  n u c l e i c  a c i d  

m o l e c u l e s  o f  b o t h  s i n g l e -  a n d  d o u b l e - s t r a n d e d  c o n f o r m a t i o n s  ( c f  s e c t i o n  

1 . 1 . 3 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  h e a t  d e n a t u r e d  

M 5 2  R N A  i s  n o n - s p e c i f i c  a s  a p p e a r s  t o  b e  t h e  c a s e  w i t h  i t s  b i n d i n g  

t o  h o m o p o l y n u c l e o t i d e s  ( W i c k s t r o m  e t  a L ,  1 9 8 0 ) .

3 . 3 . 3  S t u d i e s  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I

B o t h  I F 3  a n d  S I  b o u n d  t o  M S 2  R N A  i n  a g r e e m e n t  w i t h  r e p o r t s  

o f  t h e  b i n d i n g  o f  S I  p r o t e i n  t o  M S 2  a n d  R 1 7  R N A s  ( T h o m a s  e t_  a L ,  

1 9 7 9 ;  S e n e a r  a n d  S t e i t z ,  1 9 7 6 ) .  U n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d ,  S I  d i d  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  p r o t e c t  M S 2  R N A  f r o m  d i g e s t i o n  b y  p a n c r e a t i c  R N a s e .  

T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  o f  S e n e a r  a n d  S t e i t z  ( 1 9 7 6 ) ,  w h o  

f o u n d  t h a t ,  w h e r e a s  S I  c o u l d  p r o t e c t  R 1 7  R N A  a g a i n s t  d i g e s t i o n  w i t h  

R N a s e  T ^ ,  t h e  p r o t e i n  d i d  n o t  p r o t e c t  t h e  R N A  a g a i n s t  p a n c r e a t i c
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R N a s e  d i g e s t i o n .

In  t h e  p r e s e n c e  o f  S I  p r o t e i n ,  t h e  p r o t e c t i o n  o f  M S 2  R N A  b y  I F 3  

w a s  r e d u c e d  b y  a  f a c t o r  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  f r o m  1 . 3  t o  0 . 6 8 %  o f  

t h e  t o t a l .  G e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  i n  t h e  p r e s e n c e  

a n d  a b s e n c e  o f  S I  p r o t e i n  s h o w e d  t h a t  t h e  b a n d  p a t t e r n  o b s e r v e d  w a s

t h e  s a m e  i n  b o t h  c a s e s ,  b u t  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S I  t h e  t o t a l

a m o u n t  o f  R N A  p r o t e c t e d  w a s  l e s s ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  o b s e r v e d

r e d u c t i o n  i n  p r o t e c t i o n .  T h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  S I  p r o t e i n  r e d u c e s

t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  R N A  p r o t e c t e d  b y  t h e  f a c t o r ,  b u t  n o t  t h e  n u m b e r

o f  r e g i o n s  o f  M 5 2  R N A ,  s i n c e  s u c h  a n  a c t i o n  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o

p r o d u c e  a  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  w i t h  a n  a l t e r e d  m o b i l i t y .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  S I  p r o t e i n  m a y  c a u s e  t h e  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  b y  e i t h e r  u n w i n d i n g  

s o m e  a s p e c t  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e  e s s e n t i a l  

f o r  b i n d i n g ,  b u t  d i s t a l  f r o m  t h e  s i t e  o f  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  S I  p r o t e i n  

a n d  t h u s  p r e v e n t  t h e  f a c t o r  f r o m  b i n d i n g .  A l t e r n a t i v e l y ,  S I  p r o t e i n  

m a y  c o m p e t e  w i t h  I F 3  f o r  b i n d i n g  t o  t h e  s a m e  r e g i o n  o f  t h e  R N A  

m o l e c u l e ,  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  t h e  f a c t o r ' s  b i n d i n g ,  b u t  n o t  p r o t e c t i n g  

s u c h  a  r e g i o n  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n ,  a s  i n  t h e  c a s e  f o r  I F 3 .

5 . 3 A  S t u d i e s  o n  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e

S t u d i e s  u s i n g  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  o f  

R o s s  a n d  B r i m a c o m b e  ( 1 9 7 9 )  s h o w e d  t h a t  B a n d  I I F 3  p r o t e c t e d  M S 2  

R N A  w a s  u n a f f e c t e d  b y  t h e  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  t h e  s e c o n d  d i m e n ­

s i o n .  T h i s  o b s e r v a t i o n  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  e i t h e r  

c o n s i s t s  o f  R N A  s p e c i e s  l a c k i n g  i n  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o r  t h a t  t h e

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  w a s  s u f f i c i e n t l y  s t r o n g  t o  b e  u n a f f e c t e d  b y  t h e

d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s .  S i n c e  t h e  s e q u e n c i n g  r e s u l t s  a n d  h o m o c h r o m ­

a t o g r a p h y  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  h a v e  s h o w n  t h a t  t h i s  

m a t e r i a l  c o r r e s p o n d s  t o  s e v e r a l  R N A  s p e c i e s  o f  d i f f e r e n t  l e n g t h  a n d
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n u c l e o t i d e  s e q u e n c e ,  t h e y  w o u l d  t h e r e f o r e  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  t o  h a v e  

b e e n  s e p a r a t e d  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  o f  t h e  g e l  f r a c t i o n a t i o n  p r o ­

c e d u r e .  C l e a r l y ,  t h e  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  w e r e  n o t  s u f f i c i e n t l y  s t r o n g  

e n o u g h  t o  d i s r u p t  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t .  

A t  n e u t r a l  p H ,  8 M  u r e a  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  n o t  s u f f i c i e n t  t o  

d e s t r o y  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  R N A ,  e s p e c i a l l y  o f  r e g i o n s  o f  v e r y  

h i g h  G + C  c o n t e n t  ( R e i j n d e r s  e t  a h ,  1 9 7 3 ) ,  w h e r e a s  a t  l o w  p H ,  a s  i s  t h e  

c a s e  i n  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  o f  t h e  h o m o c h r o m a t o g r a p h y  f r a c t i o n a t i o n  

p r o c e d u r e ,  a n d  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e ,  u r e a  i s  a n  e f f i c i e n t  d e n a t u r i n g  

a g e n t  ( R e i j n d e r s  e t^  a L ,  1 9 7 3 ;  G o u l d  a n d  M a t t h e w s ,  1 9 7 6 ) .

T h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n s  a t  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e  w o u l d  t h u s  a p p e a r  t o  b e  g r e a t e r  t h a n  t h o s e  o b s e r v e d  

i n  t h e  c a s e  o f  E .  c o l i  1 6 5  r R N A  ( R o s s  a n d  B r i m a c o m b e ,  1 9 7 9 ;  G l o t z  a n d  

B r i m a c o m b e ,  1 9 8 0 ) .  In  t h i s  r e s p e c t ,  t h e  s i t e  r e s e m b l e s  s o m e  o f  t h e  

r e g i o n s  o f  5 5  R N A s  o f . E .  c o l i  a n d  B .  s t e a r o t h e r m o p h i l u s  w h i c h  r e m a i n  

i n t e r a c t i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  u r e a  ( Z i m m e r m a n n  

a n d  E r d m a n n ,  1 9 7 8 ;  P i e l e r  a n d  E r d m a n n ,  1 9 8 2 ) .

5 . 4  S E C O N D A R Y  S T R U C T U R E  M O D E L S  O F  T H E  I F 3  P R O T E C T E D

SITE

A s  w e  h a v e  s e e n  i n  s e c t i o n  1 . 2 . 4 ,  s e v e r a l  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  

m o d e l s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  f o r  t h e  3 ' - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  M S 2  R N A .  

H o w e v e r ,  a s  n o t e d  i n  t h a t  s e c t i o n ,  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e s e  m o d e l s  i s  

s o m e w h a t  o p e n  t o  c r i t i c i s m  a n d  t h e y  m u s t  b e  t r e a t e d  w i t h  c a u t i o n  

u n t i l  m o d e l s  a r e  a v a i l a b l e  b u i l t  d i r e c t l y  o n  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e ,  a s  i s

for
t h e  c a s e ,  f o r  e x a m p l e , /  E .  c o l i  1 6 S  r i b o s o m a l  R N A  ( R o s s  a n d  B r i m a ­

c o m b e ,  1 9 7 9 ;  G l o t z  a n d  B r i m a c o m b e ,  1 9 8 0 ;  N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 )
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a n d  t h e  3 '  e n d  o f  M S 2  R N A  ( I s e r e n t a n t  a n d  F i e r s ,  1 9 7 9 )  ( s e c t i o n  1 - 2 - 4 ) .

T h e  l o c a t i o n  o f  t h e  m a x i m u m  e x t e n t s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  

R e g i o n s  I ,  II a n d  III  i n  t w o  o f  t h e s e  m o d e l s  i s  s h o w n  i n  F i g .  6 3 .  I n  

t h e  m o d e l  o f  F i e r s  e t^  a L _  ( 1 9 7 6 )  ( F i g .  6 3 a ) ,  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  r e g i o n s  

c o n s i s t  o f  t w o  d i s t i n c t  p o r t i o n s  o f  R N A ,  s e p a r a t e d  b y  t w o  ' h a i r p i n  

l o o p '  s t r u c t u r e s  a n d  a r e  n o t  l i n k e d  b y  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  ( a l t h o u g h  

t e r t i a r y  i n t e r a c t i o n s  m a y ,  h o w e v e r ,  o c c u r ) .  P r o t e c t e d  R e g i o n s  I a n d  II 

f o r m  a  s t r o n g l y  b a s e  p a i r e d  s t r u c t u r e .

I n  t h e  m o d e l  o f  I s e r e n t a n t  e t_  a L _  ( 1 9 8 0 )  ( F i g .  6 3 b ) ,  t h e  p r o t e c t e d  

R e g i o n s  I ,  II a n d  III a r e  a l l  l i n k e d  b y  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n s .  

T h i s  m o d e l  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  w h e r e a s  R e g i o n s  I a n d  

II  a r e  c l o s e  t o g e t h e r  i n  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  a n d  R e g i o n  III  i s  s o m e  4 0  

n u c l e o t i d e s  d i s t a n t  f r o m  R e g i o n  I I ,  a l l  t h r e e  m i g r a t e  t o g e t h e r  a s  a  

s i n g l e  b a n d  u p o n  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a s  t h o u g h  t h e y  w e r e  l i n k e d .  

H o w e v e r ,  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s t u d i e s  a n d  h e a t  d e -  

n a t u r a t i o n  s t u d i e s  r e p o r t e d  i n  t h e  w o r k  s u g g e s t  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  

r e g i o n s  a r e  h e l d  t o g e t h e r  b y  s t r o n g  s e c o n d a r y  a n d / o r  t e r t i a r y  i n t e r ­

a c t i o n s  a n d  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  5  b a s e - p a i r  r e g i o n  l i n k i n g  II a n d  III 

w o u l d  r e m a i n  s t a b l e  i n  t h e  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  t h e  s e c o n d  d i m e n ­

s i o n  o f  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e .  H o w e v e r ,  t e r t i a r y  

i n t e r a c t i o n s  m a y  f u r t h e r  s t a b i l i s e  t h i s  i n t e r a c t i o n .

A l t e r n a t i v e  m o d e l s  f o r  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  

s i t e  c a n  b e  d r a w n ,  i n c o r p o r a t i n g  t h e  f i n d i n g s  o f  t h i s  w o r k ,  i . e . ,  ( i )

t h a t  t h e  3 '  a n d  3 '  e n d s  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  s h o u l d  b e  a c c e s s i b l e  

t o  d i g e s t i o n  b y  p a n c r e a t i c  R N a s e  ( i . e . ,  n o t  s t r o n g l y  b a s e  p a i r e d ) ;  ( i i )  

t h a t  t h e  f r a g m e n t s  p r o d u c e d  b y  p a r t i a l  R N a s e  T ^  d i g e s t i o n  o f  t h e  

p r o t e c t e d  s i t e  s h o u l d  h a v e  c l e a v a g e  p o i n t s  t h a t  a r e  e i t h e r  w e a k l y  o r  

n o t  b a s e  p a i r e d ;  ( i i i )  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  s h o u l d  b e  s t r o n g l y  b a s e
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( b )

F I G U R E  6 3  L o c a t i o n s  o f  I F 3  p r o t e c t e d  R e g i o n s  I ,  II a n d  I I I ,  a n d  o l i g o  

n u c l e o t i d e s  P j  j a n d  P ^  i n  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l s  o f  t h e  3 '  

t e r m i n a l  s e g m e n t  o f  M S 2  R N A .

( a )  S e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  o f  F i e r s  e t  a l .  ( 1 9 7 6 ) .

( b )  S e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  o f  I s e r e n t a n t  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )
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p a i r e d  a s  s u g g e s t e d  b y  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s t u d i e s ;

( i v )  t h a t  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  m a y  p o s s i b l y  c o n t a i n  s o m e  s i n g l e - s t r a n d e d  

r e g i o n s ,  a s  m a y  b e  s u g g e s t e d  b y  t h e  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  s t u d i e s ;  a n d

( v )  t h a t ,  b a s e d  o n  t h e  h e a t  d e n a t u r a t i o n  s t u d i e s ,  t h e  m o d e l  f o r  t h e  

i s o l a t e d  f r a g m e n t  m a y  b e  m o s t  p r o b a b l y  t h e  s a m e  a s  t h a t  f o r  t h e  

i n t a c t  M S 2  R N A  m o l e c u l e .

O n e  s u c h  m o d e l  i s  s h o w n  i n  F i g .  6 4 .  T h i s  m o d e l  i s  h i g h l y  s t r u c t ­

u r e d ,  w i t h  a l l  t h r e e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  b e i n g  h e l d  t o g e t h e r  b y  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n s .  S o m e  7 0 %  o f  t h e  b a s e s  p r e s e n t  i n  t h i s  s t r u c t u r e  

a r e  i n  a  b a s e - p a i r e d  c o n f o r m a t i o n ,  t h e r e b y  b e i n g  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

e s t i m a t e s  o f  t h e  o v e r a l l  d e g r e e  o f  b a s e - p a i r i n g  i n  t h e  G r o u p  I p h a g e  

R N A s  ( s e c t i o n  1 . 2 . 1 ) .

F u r t h e r m o r e ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  o b s e r v e d  s p e c i f i c i t y  o f  

p a n c r e a t i c  R N a s e  b e i n g  i n  t h e  m a i n  t o w a r d s  p y r i m i d i n e  r e s i d u e s  i n  a  

s i n g l e - s t r a n d e d  c o n f o r m a t i o n  ( B a r n a r d ,  1 9 6 9 ;  E d y  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) ,  t h e  5 '  

a n d  y  t e r m i n i  o f  t h e  m a x i m u m  e x t e n t s  o f  R e g i o n s  I ,  II a n d  III  a r e  

l o c a t e d  i n  s i n g l e - s t r a n d e d  p o r t i o n s  o f  t h e  p r o p o s e d  s t r u c t u r e  ( F i g .  6 4 ) .  

L i k e w i s e ,  o t h e r  t e r m i n i  r e p r e s e n t i n g  t h e  h e t e r o g e n e i t y  i n  l e n g t h s  o f  

t h e  t h r e e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  a r e ,  i n  t h e  m a i n ,  l o c a t e d  a t  d i s c o n t i n u i t i e s  

o f  t h e  p r o p o s e d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  W h i l s t  t h e  t e r m i n i  o f  t h e  p a r t i a l  

R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  a r e  n o t  l o c a t e d  

i n  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  o r  d i s c o n t i n u i t i e s  o f  t h e  p r o p o s e d  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  ( F i g .  6 4 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  m a y  r e f l e c t  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  i s o l a t e d  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  a n d  t h e  

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h i s  r e g i o n  i n  t h e  c o m p l e t e  M S 2  R N A  m o l e c u l e .

In  o r d e r  t o  f u r t h e r  v a l i d a t e  t h i s  m o d e l ,  t h e  p a r t i a l  R N a s e  a n d  

C M - R N a s e  d i g e s t i o n  d a t a  r e p o r t e d  b y  F i e r s  e t^  a L _ ( 1 9 7 6 )  f o r  t h i s  p o r t i o n  

o f  t h e  M S 2  R N A  m o l e c u l e  c a n  b e  a p p l i e d  t o  t h e  p r o p o s e d  s t r u c t u r e
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(a)
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Key :
P a n c r e a t i c  R N a s e  c l e a v a g e  p o i n t s :  

,  c e r t a i n

o - ---------  p r o b a b l e

P a r t i a l  R N a s e  T 1 c l e a v a g e  p o i n t s :

F I G U R E  6 4  P r o p o s e d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  o f  t h e  V - t e r m i n a l  s e g ­

m e n t  o f  M 5 2  R N A  a n d  l o c a t i o n s  o f  I F 3  p r o t e c t e d  r e g i o n s  I ,  II  a n d  III  , 

a n d  o l i g o n u c l e o t i d e s  a n d  P ^ .  ( a )  P r o p o s e d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .

( b )  T a b l e  o f  l o c a t i o n s  o f  R N a s e  c l e a v a g e  p o i n t s  s h o w n  i n  p a r t  ( a ) .
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F I G U R E  6 4  c o n t i n u e d :

( b )

Letter Residua Wandering spot Partial RNase T1
a 3344 B60-1,B5 8-6,78 5 5-2 B14-44
b 3350 B14-44
c 3360 B60-1.B55-2
d 3363 B53-6
• 3367 B60-2,B60-3,B5 3-2,B5 3-3
f 3382 B60-2.B53-3
S 3386 B58-2.7B0O-3
h 3427 B60-4.B58-1
1 3432 B14-40
i 3444 B14-3 5
k 344 7 314=40
1 3459 B14-35
m 3460 *|

3463 h 7B60-4.7B58-1
3466 J
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Key:

P a r t i a l  R N a s e  T ^ :  — *

P a r t i a l  C M  R N a s e :  -  -  — >

S e n s i t i v i t y  of b o n d s :

- r- s p l i t  very  s e l d o m

, r s e l d o m

»» —» r a th e r  o f ten

u, r ve ry  o f ten

nn a l w a y s

F I G U R E  6 5  P a r t i a l  R N a s e  a n d  C M - R N a s e  d a t a  o f  F i e r s  e t_  a L _  

( 1 9 7 6 )  a s  a p p l i e d  t o  t h e  p r o p o s e d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l  s h o w n  i n  

F i g .  6 4 .  T h e  l o c a t i o n s  o f  m u t a t i o n s  ( c i r c l e d )  a n d  r e v e r s i o n s  ( b o x e d )  

o b t a i n e d  b y  I s e r e n t a n t  e t  a L _ ( 1 9 8 0 )  a r e  a l s o  s h o w n .
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a n d  a r e  s h o w n  i n  F i g .  6 5 .  I n  g e n e r a l ,  t h e  s i t e s  o f  c l e a v a g e  r e l a t e  t o  

t h e  l o c a t i o n  o f  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  a n d  d i s c o n t i n u i t i e s  i n  t h e  p r o ­

p o s e d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  A d d i t i o n a l l y ,  m u t a t i o n s  o b t a i n e d  b y  n i t r o u s  

a c i d  t r e a t m e n t  o f  M S 2  R N A  ( I s e r e n t a n t  e t_  a L ,  1 9 8 0 )  a r e  f o u n d  i n  

s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  o f  t h e  p r o p o s e d  s t r u c t u r e ,  w h e r e a s  r e v e r s i o n s  

a r e  l o c a t e d  i n  b o t h  s i n g l e - s t r a n d e d  a n d  d o u b l e - s t r a n d e d  r e g i o n s ,  a s  

w a s  t h e  c a s e  f o r  a n  a l t e r n a t i v e  m o d e l  o f  t h i s  r e g i o n  ( I s e r e n t a n t  e t_  a L ,

1 9 8 0 ) .

F i n a l l y ,  b a s e d  o n  e s t i m a t e s  o f  t h e  v a l u e s  o f  t h e  t h e r m o d y n a m i c  

q u a n t i t i e s  ( A H ,  A S  a n d  A G )  f o r  t h e  a d d i t i o n  o f  a  b a s e  p a i r  t o  a  d o u b l e  

h e l i x  ( ' - B o r e r  e t_  a L ,  1 9 7 4 )  a n d  a l s o  l o o p  f o r m a t i o n  ( G r a l l a  a n d  C r o t h e r s ,  

1 9 7 3 ) ,  t h e  a v e r a g e  ( a t  a p p r o x i m a t e l y  1M  N a +  c o n c e n t r a t i o n )  f o r

t h e  p r o p o s e d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  c a n  b e  e s t i m a t e d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  

1 0 7 ° C  a n d  t h e  t o t a l  f r e e  e n e r g y  o f  f o r m a t i o n  o f  t h i s  s t r u c t u r e  

(AG(25°c )̂ aPProximately - 1 4 8  k c a l .  S i n c e ,  i n  t h e  c a s e  o f  D N A ,  a  

r e d u c t i o n  o f  t h e  N a +  c o n c e n t r a t i o n  b y  a  f a c t o r  o f  1 0  r e d u c e s  t h e  T  

b y  a b o u t  1 7 ° C  ( F e l s e n f e l d ,  1 9 7 1 ) ,  t h e  a v e r a g e  o f  t h e  p r o p o s e d

s t r u c t u r e  a t  t h e  m o r e  p h y s i o l o g i c a l  N a +  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1 m  w o u l d  

b e  e x p e c t e d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  9 0 ° C .  B e a r i n g  i n  m i n d  t h a t  s u c h  a  

c a l c u l a t e d  i s  s o m e w h a t  a p p r o x i m a t e ,  b e c a u s e  o f  l i m i t a t i o n s  i n  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  t h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  ( A H ,  A S  a n d  A G )  ( B o r e r  

e t  a L ,  1 9 7 4 ) ,  t h e  r e s u l t i n g  e s t i m a t e  a g r e e s  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  

t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  a p p e a r s  t o  p o s s e s s  a  s t r o n g  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  

a n d  t h a t  p a r t i a l  h e a t  d e n a t u r a t i o n  t r e a t m e n t  h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  

b i n d i n g  o f  I F 3  t o  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e .

I t  s h o u l d  b e  n o t e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  s u c h  a  p r o p o s e d  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  i s  h i g h l y  s p e c u l a t i v e  a n d  i s  n o  s u b s t i t u t e  f o r  a  m o d e l  b u i l t  

d i r e c t l y  o n  e x p e r i m e n t a l  d a t a .
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3 . 5  N A T U R E  O F  T H E  I F 3  B I N D I N G  S I T E  O N  M S 2  R N A  A N D  

C O M P A R I S O N  W I T H  O T H E R  P R O T E I N  : R N A  I N T E R A C T I O N S

5 . 5 . 1  N a t u r e  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e  o n  M S 2  R N A

I n  t h i s  w o r k ,  a s  i n  o t h e r  s t u d i e s  o f  p r o t e i n  :  R N A  p r o t e c t e d  

r e g i o n s ,  t h e  e x t e n t s  o f  t h e  M S 2  R N A  s e q u e n c e s  t h a t  h a v e  b e e n  c h a r a c ­

t e r i s e d  m u s t  b e  r e g a r d e d  a s  t h e  e x t e n t s  o f  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e ,  

r a t h e r  t h a n  t h e  e x t e n t s  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e ,  w h e r e  t h e  i n t i m a t e  i n t e r ­

a c t i o n ^ )  o f  t h e  f a c t o r  w i t h  t h e  R N A  o c c u r s .  W h i l s t  t h e  f a c t o r  m a y  

i n t e r a c t  w i t h  s o m e  s e q u e n c e s  p r e s e n t  i n  t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  t h e  o v e r a l l  

p r o t e c t e d  s i t e  w i l l  m o s t  p r o b a b l y  b e  l a r g e r  t h a n  t h e  b i n d i n g  s i t e  f o r  

s e v e r a l  r e a s o n s .  F i r s t l y ,  I F 3  b o u n d  t o  t h e  R N A  m a y  s t e r i c a l l y  p r e v e n t  

t h e  p a n c r e a t i c  R N a s e  f r o m  h y d r o l y s i n g  p y r i m i d i n e  r e s i d u e s  i m m e d i a t e l y  

a d j a c e n t  t o  t h e  b i n d i n g  s i t e  d u r i n g  i s o l a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t .  

S e c o n d l y ,  s i n c e  p a n c r e a t i c  R N a s e  w a s  u s e d  t o  i s o l a t e  t h e  p r o t e c t e d  

f r a g m e n t ,  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h i s  p o r t i o n  o f  t h e  R N A  m o l e c u l e  i s  

r e l a t i v e l y  p u r i n e - r i c h  m a y  m e a n  t h a t  t h e  n e a r e s t  a c c e s s i b l e  p y r i m i d i n e  

r e s i d u e  t o  t h e  b i n d i n g  s i t e  i s  s o m e  r e s i d u e s  d i s t a n t .  T h i r d l y ,  s i n c e  t h e  

p r o t e c t e d  s i t e  a p p e a r s  t o  b e  s t r o n g l y  s t r u c t u r e d ,  p y r i m i d i n e  r e s i d u e s  

c l o s e  t o  t h e  b i n d i n g  s i t e  m a y  b e  p r o t e c t e d  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n  b y  t h e  

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  R N A .  F i n a l l y ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  f a c t o r  

m a y  b e  b i n d i n g  t o  o n l y  o n e  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s  b u t ,  b e c a u s e  o f  

t h e  s t r o n g  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e ,  o t h e r  r e g i o n s  a p p e a r  i n  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e .  T h u s ,  f r o m  t h i s  w o r k ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  l o c a l i s e  e x a c t l y  t h e  

s i t e  o f  i n t i m a t e  i n t e r a c t i o n  ( o r  b i n d i n g  s i t e )  o f  t h e  f a c t o r  w i t h i n  t h e  

c h r a c t e r i s e d  p r o t e c t e d  r e g i o n s .  H o w e v e r ,  i n  v i e w  o f  t h e  a p p a r e n t  h i g h  

d e g r e e  o f  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  p o s s e s s e d  b y  t h e  p r o t e c t e d  s i t e ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  f a c t o r  m a y  b e  r e c o g n i s i n g  s o m e  a s p e c t  o f  a  t h r e e -  

d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  i n  t h i s  r e g i o n .
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S u c h  a n  i n f l u e n c e  o f  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  R N A  i n  t h e  

v i c i n i t y  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  h e t e r o ­

g e n e i t y  i n  l e n g t h s  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s .  I f  t h e  e x t r e m i t i e s  o f  t h e  

p r o t e c t e d  R e g i o n s  I a n d  II w e r e  n o t  t r u l y  p r o t e c t e d  b y  t h e  f a c t o r ,  b u t  

w e r e  p r e s e n t  b e c a u s e  o f  t h e  s t r o n g  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e ,  t h e n  a n y  

' b r e a t h i n g '  o f  s u c h  a  s t r u c t u r e  m a y  r e s u l t  i n  a d d i t i o n a l  s i t e s  f o r  t h e  

p a n c r e a t i c  R N a s e  t o  c l e a v e  t o  b e c o m e  a v a i l a b l e  d u r i n g  i s o l a t i o n  o f  t h e  

p r o t e c t e d  f r a g m e n t .

I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e

w i t h i n  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t ,  t h e  f a c t o r  c o u l d  b e  c r o s s - l i n k e d  w i t h

t h e  R N A  a n d  t h e  p o i n t s  o f  c r o s s - l i n k  d e t e r m i n e d .  Z w e i b  a n d  B r i m a -

c o m b e  ( 1 9 7 9 )  h a v e  u s e d  t h i s  a p p r o a c h  t o  l o c a l i s e  t h e  s i t e  o f  u l t r a -

1 1 2
v i o l e t  l i g h t  i n d u c e d  c r o s s - l i n k i n g  o f  M e t  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S 7

t o  o f  E .  c o l i  1 6 S  r R N A  ( b a s e d  o n  t h e  n u m b e r i n g  s y s t e m  o f

N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  c a r e  m u s t  b e  e x e r c i s e d  i n  u s i n g

t h i s  a p p r o a c h ,  s i n c e  E h r e s m a n n  e t^  a L (  1 9 8 0 a ) ,  u s i n g  a  s i m i l a r  s y s t e m ,

1 2 6 2
f o u n d  t h a t  S 7  w a s  c r o s s - l i n k e d  t o  C  . F u r t h e r  s t u d i e s  o f  t h e  n a t u r e  

o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e  o n  M S 2  R N A  c o u l d  b e  m a d e  b y  i n v e s t i g a t i n g  

t h e  e f f e c t  o f  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  R N A  r e s i d u e  ( e . g . ,  k e t h o x a l  

m o d i f i c a t i o n  o f  G  r e s i d u e s  -  S t a e h e l i n ,  1 9 5 9 )  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  

a b s e n c e  o f  I F 3 .  S u c h  s t u d i e s  w o u l d  i d e n t i f y  t h o s e  r e s i d u e s  i n v o l v e d  

a t  t h e  b i n d i n g  s i t e  a n d  t h i s  a p p r o a c h  h a s  b e e n  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  

b i n d i n g  o f  r i b o s o m a l  p r o t e i n  S I 5  t o  1 6 S  r R N A  ( M U l l e r  e t  a l . ,  1 9 7 9 )  a n d  

a l s o  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  E ^  c o l i  R N A  p o l y m e r a s e  a n d  t h e  l a c  U V S  a n d  

T 7  A 3  D N A  p r o m o t e r s  ( S i e b e n l i s t  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .

5 . 5 . 2  C o m p a r i s o n  o f  t h e  I F 3 - M S 2  R N A  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  w i t h  o t h e r  

p r o t e i n - R N A  i n t e r a c t i o n s

In  s e c t i o n  1 . 3  o f  t h i s  t h e s i s ,  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  s e v e r a l  p r o ­

t e i n s ,  o r  g r o u p s  o f  p r o t e i n s ,  i n t e r a c t i n g  w i t h  M S 2  R N A ,  w e r e  d e s c r i b e d .
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O f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  v i r a l  c o a t  p r o t e i n  w i t h  

R N A  f o r m e d  i n t o  a  s p e c i f i c  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e ,  c o v e r i n g  t h e  r e p l i c a s e  

c i s t r o n  i n i t i a t i o n  s i t e  ( s e c t i o n  1 . 3 . 3 ;  F i g  8 )  h a s  t h e  c l o s e s t  r e s e m b l a n c e  

t o  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  t h e  R N A .  In  b o t h  c a s e s ,  t h e  i n t e r a c t i o n  

i s  s p e c i f i c  a n d ,  a t  l e a s t  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  c o a t  p r o t e i n  a n d  m o s t  

p r o b a b l y  i n  t h e  c a s e  o f  I F 3 ,  t h i s  i n t e r a c t i o n  i n v o l v e s  t h e  r e c o g n i t i o n  

o f  s o m e  a s p e c t  o f  a  s p e c i f i c  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  

o v e r a l l  l e n g t h s  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e s  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  s l i g h t l y  s m a l l e r  

c o a t  p r o t e i n  ( M ^  1 4 0 0 0  -  s e c t i o n  1 . 2 . 3 ) ,  p r o t e c t i n g  e i t h e r  £ 9  o r  1 0 3  

r e s i d u e s  ( d e p e n d i n g  o n  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  b o u n d )  a n d  I F 3  p r o t e c t i n g  

m a x i m a l l y  s o m e  8 0  r e s i d u e s .  O n e  d i f f e r e n c e ,  h o w e v e r ,  i s  t h a t  w h e r e a s  

i n  t h e  c a s e  o f  t h e  c o a t  p r o t e i n  p r o t e c t e d  s i t e ,  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n  i s  

l i n e a r ,  i n  t h e  c a s e  o f  I F 3 ,  t h e  p r o t e c t e d  R N A  s e q u e n c e s  a r e  n o n ­

c o n t i g u o u s  a n d  p r o b a b l y  h e l d  t o g e t h e r  b y  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r ­

a c t i o n s  i n t o  a  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e .  O n e  f u r t h e r  p o s s i b l e  d i f f e r ­

e n c e  r e l a t e s  t o  t h e  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  b i n d i n g  b e t w e e n  t h e  t w o  p r o ­

t e i n s  a n d  t h e  R N A .  W h i l s t  t h e  s t o i c h i o m e t r y  o f  b i n d i n g  o f  I F 3  i s  u n ­

c e r t a i n ,  b u t  i s  p r o b a b l y  a p p r o x i m a t e l y  e q u i m o l a r  ( s e c t i o n  5 . 1 . 1 ) ,  t h e  

b i n d i n g  o f  t h e  v i r a l  c o a t  p r o t e i n  m a y  i n v o l v e  t h e  c o - o p e r a t i v e  b i n d i n g  

o f  d i m e r s  f o r m i n g  a  h e x a m e r i c  p r o t e i n  c l u s t e r  o n  t h e  R N A  ( s e e  s e c t i o n  

1 . 3 . 3 ) .

T h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e ,  f u r t h e r m o r e ,  r e s e m b l e s  t h e  i n t e r a c t i o n  

o f  s e v e r a l  E .  c o l i  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  w i t h  1 6 S  a n d  2 3 S  r R N A  i n  w h i c h  

t h e  r e s p e c t i v e  p r o t e i n  p r o t e c t e d  r e g i o n s  c o n s i s t  o f  s e v e r a l  n o n ­

c o n t i g u o u s  s t r e t c h e s  o f  R N A  ( f o r  r e c e n t  r e v i e w s  s e e :  B r i m a c o m b e  e t

a l . ,  1 9 7 6 ;  B r i m a c o m b e ,  1 9 7 8 ;  N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 ;  W i t t m a n n ,  

1 9 8 2 ) .  O f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s ,  t h a t  o f  S 4  p r o t e i n  w i t h  1 6 S  r R N A  h a s ,  

p e r h a p s ,  b e e n  t h e  m o s t  e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i s e d  , b o t h  b y  d e t e r m i n ­
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a t i o n  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n  ( U n g e w i c k e l l  e t_  a h ,  1 9 7 5 a ,  

1 9 7 5 b ,  1 9 7 7 ;  E h r e s m a n n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ,  1 9 8 0 )  a n d  a l s o  b y  d i r e c t  v i s u a l ­

i s a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  ( V a s i l i e v  e t^  a h ,  1 9 7 7 ;  

C o l e  e t_  a h ,  1 9 7 8 ) .  T w o  p r o t e c t e d  f r a g m e n t s  ( n a m e l y ,  S 4  R N A - I  a n d  

S 4  R N A - I I ) ,  e n c o m p a s s i n g  s e v e r a l  h u n d r e d  n u c l e o t i d e s  w e r e  o b t a i n e d  

a f t e r  m i l d l y  d i g e s t i n g  a  c o m p l e x  o f  S 4  a n d  1 6 S  r R N A  w i t h  R N a s e  T ^ .  

T h e  S 4  R N A - I I  c o m p l e x  c o n t a i n e d  a l l  o f  t h e  R N A  s e q u e n c e  f r o m  

r e s i d u e  6  t o  r e s i d u e  5 5 7 ,  w i t h  e x c i s i o n  a t  2 4 8  -  2 7 8 ,  2 9 8  -  3 0 1 ,  3 2 5  -  

3 6 2  a n d  5 1 3  -  5 3 0  a n d  f i v e  a d d i t i o n a l  ' h i d d e n  b r e a k s '  ( n u m b e r i n g  s y s t e m  

o f  N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 ) .  T h e  S 4  R N A - I  c o m p l e x  c o n t a i n e d  S 4  R N A -  

II p l u s  t h e  f r a g m e n t s  5 5 8  -  5 7 5 ,  8 1 9  -  8 5 8  a n d  8 7 0  -  8 8 7 .  A l l  t h e s e  

r e g i o n s  f o r m  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  e a c h  o t h e r  i n  t h e  

m o d e l  o f  N o l l e r  a n d  W o e s e  ( 1 9 8 1 )  a n d  i t  i s  o f  i n t e r e s t  t h a t  a  f r a g m e n t  

a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  S 4  R N A - I I  c a n  b e  o b t a i n e d  b y  d i g e s t i o n  o f  1 6 S  

r R N A  w i t h  c a r r i e r - b o u n d  p a n c r e a t i c  R N a s e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  S 4  

( E h r e s m a n n  e t  a h ,  1 9 7 7 ,  1 9 8 0 ) .  R e s u l t s  f r o m  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  o f  t h e  S 4 - R N A  c o m p l e x  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  n o n ­

c o n t i g u o u s  n a t u r e  o f  t h e  p r o t e c t e d  s i t e  ( C o l e  e t_  a h ,  1 9 7 8 )  a n d  a l s o  

s h o w  t h a t  t h e  c o m p l e x  h a s  s o m e  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  t o  t h e  3 0 S  s u b ­

p a r t i c l e  ( V a s i l i e v  e t_  a h ,  1 9 7 7 ) .

W h i l s t  I F 3  i s  o n l y  s l i g h t l y  s m a l l e r  t h a n  S 4  p r o t e i n ,  w h i c h  h a s  a n

M r  o f  2 2 5 5 0  ( R e i n b o l t  a n d  S c h i l t z ,  1 9 7 3 )  a n d  a  r a d i u s  o f  g y r a t i o n  ( r  )

o f  1 9 . 5  +  1 A  ( S e r d y u k  e t  a h ,  1 9 8 1 )  ( c o m p a r e d  w i t h  I F 3  r  =  1 5 A
8

G u a l e r z i  a n d  P o n ,  1 9 8 1 ) ,  i t  i s  p e r h a p s  s t r a n g e  t h a t  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  

s i t e  o n  M S 2  R N A  i s  s o m e  s i x  t i m e s  s m a l l e r  t h a n  t h e  S 4  p r o t e c t e d  s i t e  

o n  1 6 S  r R N A .  H o w e v e r ,  a s  n o t e d  a b o v e  ( s e c t i o n  5 . 5 . 1 ) ,  t h e r e  a r e

s e v e r a l  f a c t o r s  t h a t  c a n  m a k e  a  p r o t e i n ' s  p r o t e c t e d  s i t e  l a r g e r  t h a n  

t h e  a c t u a l  b i n d i n g  s i t e  ( o r  s i t e  o f  i n t i m a t e  i n t e r a c t i o n ) .  In  t h e  c a s e
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o f  S 4 ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  u n d e r  t h e  m i l d  c o n d i t i o n s  u s e d  t o  p r e p a r e  t h e  

p r o t e c t e d  s i t e  ( d i g e s t i o n  a t  0 ° C ) ,  t h e  p r o t e i n  d i r e c t l y  i n t e r a c t s  w i t h  

o n l y  a  p o r t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s ,  p o s s i b l y  p a r t l y  b u r i e d  i n  t h e  

R N A  s t r u c t u r e ,  a n d  a d d i t i o n a l  r e g i o n s ,  t o  w h i c h  t h e  p r o t e i n  d o e s  n o t  

d i r e c t l y  i n t e r a c t ,  a p p e a r  i n  t h e  p r o t e c t e d  f r a g m e n t  b e c a u s e  o f  s e c o n d ­

a r y  s t r u c t u r e  i n t e r a c t i o n .  I n d e e d ,  N o l l e r  a n d  W o e s e  ( 1 9 8 1 )  p r o p o s e  t h a t  

S 4  b i n d s  t o  t w o  l o n g - r a n g e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  r e s i d u e s  2 7  t o  3 7  a n d  

5 4 7  t o  5 5 6  a n d  b e t w e e n  r e s i d u e s  5 6 4  t o  5 7 0  a n d  8 8 0  t o  8 8 6  a n d  t h e r e ­

b y  s t a b i l i s e s  t h e  R N A  s t r u c t u r e .

5 . 5 . 3  N a t u r e  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e  o n  1 6 5  R N A

I n  v i e w  o f  t h e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  o n  M S 2  

R N A  a n d  r i b o s o m a l  p r o t e i n  p r o t e c t e d  s i t e s  o n  r R N A ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

I F 3  m a y  b e  r e c o g n i s i n g  i n  M S 2  R N A  s o m e  a s p e c t  o f  a  s p e c i f i c  s t r u c t ­

u r e  s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  a t  i t s  b i n d i n g  s i t e  o n  1 6 S  r R N A ,  t h r o u g h  

w h i c h  i t  b i n d s  t o  t h e  3 0 S  s u b u n i t  ( s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 5 ) .  In  o r d e r  t o  

a t t e m p t  t o  l o c a l i s e  t h e  f a c t o r ' s  b i n d i n g  s i t e  o n  1 6 S  r R N A ,  a  c o m p a r i s o n  

w a s  m a d e  b e t w e e n  t h e  1 6 S  r R N A  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n d  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  s i t e  o n  M S 2  R N A .

A  d i r e c t  s e q u e n c e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  1 6 S  r R N A  a n d  t h e  I F 3  

p r o t e c t e d  R e g i o n s  I ,  II a n d  III  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  w a s  s o m e  d e g r e e  

o f  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  s e q u e n c e s .  H o w e v e r ,  i n  v i e w  o f  t h e  h i g h  G  

c o n t e n t  o f  t h e  s e q u e n c e s  c o m p a r e d  ( a p p r o x i m a t e l y  3 2 %  f o r  1 6 S  r R N A  

a n d  o v e r a l l  3 9 %  f o r  t h e  p r o t e c t e d  r e g i o n s ) ,  a  r e a s o n a b l y  h i g h  d e g r e e  

o f  c h a n c e  s i m i l a r i t y  c a n  b e  e x p e c t e d .  O f  t h e  1 6 S  r R N A  s e q u e n c e ,  

t h o s e  r e g i o n s  c o v e r i n g  r e s i d u e s  7 6 3  -  7 7 5  a n d  5 7 2  -  5 8 1  a r e  o f  i n t e r e s t  

s i n c e ,  a s  w e l l  a s  c o n t a i n i n g  t h e  s e q u e n c e  G - A - A - A - G  ( w h i c h  o c c u r s  

t w i c e  i n  R e g i o n  III  a n d  o n c e  i n  o l i g o n u c l e o t i d e  o f  t h e  p r o t e c t e d

s i t e )  a t  r e s i d u e s  7 6 3  -  7 6 5 ,  t h e s e  r e g i o n s  a r e  l o c a t e d  c l o s e  t o g e t h e r  in
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t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m o d e l s  o f  t h e  r R N A  ( N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 ;  

Z w i e b  e t_  a l . ,  1 9 8 1 )  a n d  t h e  r e g i o n  7 6 3  -  7 7 5  i s ,  f u r t h e r m o r e ,  l o c a t e d  

i n  a  p a r t i c u l a r l y  G - r i c h  p o r t i o n  o f  t h e  r R N A .  S u c h  h o m o l o g y ,  t o g e t h e r  

w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e s e  r e g i o n s  l i e  i n  t h e  1 6 S  r R N A  f r a g m e n t  

t o  w h i c h  I F 3  w a s  f o u n d  t o  b e  m a i n l y  c r o s s - l i n k e d  ( P o n  e t^  a h ,  1 9 7 7 ;  

s e c t i o n  1 . 1 . 5 ) ,  a s  w e l l  a s  t h e  f i n d i n g  t h a t  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  R N A  

s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  m a p s  c l o s f e  t o  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  I F 3  b i n d i n g  s i t e

o n  t h e  3 0 S  s u b u n i t  ( N o l l e r  a n d  W o e s e ,  1 9 8 1 )  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  a r e a  o f

t h e  R N A  s e c o n d a r y  s t r u c u t u r e s  m a y  f o r m  a t  l e a s t  o n e  o f  t h e  s i t e s  o f

i n t e r a c t i o n  o f  t h e  f a c t o r  w i t h  t h e  r R N A .  H o w e v e r ,  c o n f i r m a t i o n  o f

t h i s  p r o p o s a l  w i l l  h a v e  t o  a w a i t  t h e  r e s u l t s  o f  f u t u r e  s t u d i e s  o n  t h e  

d i r e c t  i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  t h e  r R N A .

5 . 6  B I O L O G I C A L  S I G N I F I C A N C E  O F  T H E  I N T E R A C T I O N  O F  I F 3  W I T H  

M S 2  R N A

In  t h i s  t h e s i s ,  e v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  f o r  t w o  t y p e s  o f  

i n t e r a c t i o n  o f  I F 3  w i t h  M S 2  R N A :  (1) a  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  a t  a  s i t e  

l o c a t e d  n e a r  t h e  3 ' - e n d  o f  t h e  m o l e c u l e ;  a n d  ( 2 ) ,  a n  a p p a r e n t l y  n o n ­

s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  f a c t o r  a n d  p a r t i a l l y  h e a t  d e n a t u r e d  

M S 2  R N A .  E x c l u d i n g ,  o f  c o u r s e ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  

m a y  b e  m e r e l y  a n  a r t e f a c t  r e s u l t i n g  f r o m  a  l a r g e  a m o u n t  o f  d e n a t u r e d  

I F 3  ( a l t h o u g h ,  a s  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  5 . 1 . 1 . ,  t h i s  i s  p e r h a p s  u n ­

l i k e l y  a t  l e a s t  f o r  t h e  f i r s t  t y p e  o f  i n t e r a c t i o n ) ,  s o m e  c o m m e n t  s h o u l d  

b e  m a d e  o n  t h e  p o s s i b l e  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s .

D e a l i n g  w i t h  t h e  s e c o n d  t y p e  o f  i n t e r a c t i o n  f i r s t ,  t h i s  a p p a r e n t l y  

n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  w i t h  p a r t i a l l y  h e a t  d e n a t u r e d  M S 2  R N A  m a y  b e  

s i m i l a r  t o  t h e  o b s e r v a t i o n  b y  W i c k s t r o m  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  t h a t  I F 3  b i n d s



244

n o n - s p e c i f i c a i l y  t o  s i n g l e - s t r a n d e d  h o m o p o l y n u c l e o t i d e s .  I t  i s  u n l i k e l y  

t h a t  s u c h  b i n d i n g  t o  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  R N A  h a s  a n y  b i o l o g i c a l  s i g n i f i ­

c a n c e  a n d  i s  m o s t  p r o b a b l y  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  b i n d i n g  

p r o p e r t y  o f  I F 3  ( s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 3 ) .

A s  t o  t h e  f i r s t  t y p e  o f  i n t e r a c t i o n ,  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  

s i t e  s u c h  a  l o n g  w a y  f r o m  t h e  c i s t r o n  i n i t i a t i o n  s i t e s  w o u l d  r u l e  o u t  a  

f u n c t i o n  o f  I F 3  i n  t h e  d i r e c t  r e c o g n i t i o n  o f  t h e s e  s i t e s  a n d  i s  i n  a g r e e ­

m e n t  w i t h  a  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  i n v o l v i n g  t h e  3 0 S  s u b u n i t  ( s e c t i o n  

1 . 1 . 7 ) .  I t  i s  o f  i n t e r e s t ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  s e q u e n c e  A - C - C - U - C - C ,  

w h i c h  i s  h o m o l o g o u s  t o  t h e  1 6 S  r R N A  s e q u e n c e  i n v o l v e d  i n  t h e  S h i n e -  

D a l g a r d o  i n t e r a c t i o n  d u r i n g  t h e  i n i t i a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  i s  p r e s e n t  

c l o s e  t o  t h e  I F 3  p r o t e c t e d  s i t e  a t  r e s i d u e s  3 3 0 0  -  3 5 0 5  ( F i g .  6 2 ) ,  

a l t h o u g h  t h i s  m a y  b e  m e r e l y  c o i n c i d e n t a l .

O n e  p o s s i b l e  f u n c t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  t h e  f a c t o r  t o  t h e  

R N A  m a y  b e  t h a t  i t  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  ' t a k e - o v e r '  o f  t h e  c e l l ' s  p r o t e i n  

s y n t h e s i z i n g  m a c h i n e r y  b y  t h e  p h a g e .  B y  b i n d i n g  t o  t h e  R N A ,  t h e  

f a c t o r  c o u l d  b e  k e p t  a w a y  f r o m  h o s t - s p e c i f i c  m R N A s ,  t h u s  r e s u l t i n g  i n  

s o m e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  o f  h o s t - s p e c i f i c  m a c r o m o l e c u l e  s y n t h e s i s  

( W e i s s m a n n ,  1 9 7 4 ) ,  t o g e t h e r  w i t h  a  s w i t c h o v e r  t o  p h a g e - s p e c i f i c  p r o t e i n  

s y n t h e s i s .

F u r t h e r m o r e ,  i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  w h e n  7 0 S  r i b o s o m e s  t r a n s ­

l a t i n g  t h e  f 2  c o a t  p r o t e i n  g e n e  r e a c h  t h e  t e r m i n a t i o n  s i g n a l  f o r  t h e  

g e n e ,  t h e  5 0 S  s u b u n i t  i s  r e l e a s e d  f i r s t ,  r e s u l t i n g  i n  a  t r a n s i e n t  3 0 S  

m R N A  c o m p l e x  ( M a r t i n  a n d  W e b s t e r ,  1 9 7 5 ) .  I F 3 ,  b y  b i n d i n g  t o  t h e  3 '  

e n d  o f  t h e  m o l e c u l e ,  w o u l d  b e  i n  r e l a t i v e l y  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  t h e  r e ­

l e a s e d  3 0 S  s u b u n i t  t o  w h i c h ,  s i n c e  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  s u b u n i t  f o r  I F 3  i s  

g r e a t e r  t h a n  M S 2  R N A  ( V e r m e e r  e t  a l . ,  1 9 7 3 a ) ,  t h e  f a c t o r  m a y  t r a n s ­

f e r ,  t h e r e b y  p r e v e n t i n g  r e a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  5 0 S  s u b u n i t  a n d  a l s o
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f a c i l i t a t i n g  r e i n i t i a t i o n  a t  t h e  c o a t  p r o t e i n  i n i t i a t i o n  s i t e .  I F 3  r e l e a s e d  

u p o n  3 0 S  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  c o u l d  b e  ' p i c k e d - u p '  b y  t h e  3 '  

e n d  o f  t h e  m R N A  a n d  t h u s  b e  r e a d y  t o  b i n d  t o  t h e  n e x t  3 0 S  s u b u n i t  

r e s u l t i n g  f r o m  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p o l y s o m e  a t  t h e  t e r m i n a t i o n  c o d o n .

T h u s ,  i n  t h i s  m o d e l ,  I F 3  b y  b i n d i n g  t o  M S 2  R N A  m a y  b e  i n v o l v e d  

i n  t h e  ' t a k e - o v e r '  o f  t h e  h o s t  c e i l  b y  t h e  p h a g e  a n d  a l s o ,  a t  l e a s t  

d u r i n g  e a r l y  s t a g e s  o f  i n f e c t i o n ,  w h e n  t h e  a m o u n t  o f  I F 3  o u t w e i g h s  

t h a t  o f  t h e  R N A ,  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  e f f i c i e n t  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  

p h a g e  m R N A .
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C e l l  6 :  3 9 5



251

G I R I  L  P O N  C L  G U A L E R Z I  C  D O S T E R  W a n d  H E S S  B  ( 1 9 7 9 )  
B B R C  8 7 :  9 7 6

G L O T Z  C  a n d  B R I M A C O M B E  R  ( 1 9 8 0 )  N u c l .  A c i d s  R e s .  8 :  2 3 7 7
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H O C H K E P P E L  H K  S P I C E R  E  a n d  C R A V E N  G R  ( 1 9 7 6 )  3 .  M o l .  B i o l .

1 0 1 :  1 5 5

H O R I U C H I  K  ( 1 9 7 5 )  In  ' R N A  P h a g e s '  E d .  Z i n d e r  N  C o l d  S p r i n g  

H a r b o r  L a b o r a t o r y  p .  2 9
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K A S T E L E I N  R A  R E M A U T  E  F I E R S  W a n d  V A N  D U I N  J  ( 1 9 8 2 )  
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( 1 9 7 9 )  3 .  B i o l .  C h e m .  2 5 4 :  7 5

' M E I E R  D  L E E - H U A N G  S  a n d  O C H O A  S  ( 1 9 7 3 )  3 .  B i o l .  C h e m .

2 4 8 :  8 6 1 3

M E Y E R  F  W E B E R  H  V O L L E N W E I D E R  H J  a n d  W E I S S M A N N  C  ( 1 9 7 5 )  

E x p e r i e n t i a  3 1 :  1 4 3

M I C H A L S K I  C J  S E L L S  B H  C H O W D H U R Y  R M  a n d  W A H B A  A 3  ( 1 9 7 8 )  

E u r .  3 .  B i o c h e m .  8 9 :  5 8 9

M I L L E R  M J  a n d  W A H B A  A 3  ( 1 9 7 3 )  3 .  B i o l .  C h e m .  2 4 8 :  1 0 8 4

M I L L E R  M 3  a n d  W A H B A  A 3  ( 1 9 7 4 )  3 .  B i o l .  C h e m .  2 4 9 :  3 8 0 8

M I N  J O U  W a n d  F I E R S  W ( 1 9 7 6 )  3 .  M o l .  B i o l .  1 0 6 :  1 0 4 7

M I N  J O U  W H A E G E M A N  G  Y S E B A E R T  M  a n d  F I E R S  W ( 1 9 7 2 )  
N a t u r e  2 3 7 :  8 2

M I N K S  M A  S U R Y A N A R A Y A N A  T  a n d  S U B R A M A N I A N  A R  ( 1 9 7 8 )
E u r .  3 .  B i o c h e m .  8 2 :  2 7 1

M I T R A  S  E N G E R  M D  a n d  K A E S B E R G  P  ( 1 9 6 3 )  P N A S  5 0 :  6 8

M O D E L  P  W E B S T E R  R E  a n d  Z I N D E R  N D  ( 1 9 7 9 )  C e l l  1 8 :  2 3 5

M U L L E R  R  G A R R E T T  R A  a n d  N O L L E R  H F  ( 1 9 7 9 )  3 .  B i o l .  C h e m .  
2 5 4 :  3 8 7 3

N A K A Y A  K  T A K E N A K A  O  H O R I N I S H I  H  a n d  S H I B A T A  K  ( 1 9 6 8 )  
B B A  1 6 1 :  2 3
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N A P O L I  C  G O L D  L  a n d  S W E B E L I U S  S I N G E R  B  ( 1 9 8 1 )  3 .  M o l .  B i o l .

1 4 9 :  4 3 3

N A T H A N S  D  O E S C H G E R  M P  E G G E N  K  a n d  S H I M U R A  Y  ( 1 9 6 6 )

P N A S  5 6 :  1 8 4 4

N A T H A N S  D  O E S C H G E R  M P  P O L M A R  S K  a n d  E G G E N  K  ( 1 9 6 9 )
3 .  M o l .  B i o l .  3 9 :  2 7 9

N I R E N B E R G  M  a n d  L E D E R  P  ( 1 9 6 4 )  S c i e n c e  1 4 5 :  1 3 9 9

N O L L  M  a n d  N O L L  H  ( 1 9 7 6 )  3 .  M o l .  B i o l .  1 0 5 :  111

N O L L  H  N O L L  M  H A P K E  B  a n d  V A N  D I E I 3 E N  G  ( 1 9 7 3 )  In  ’ R e g u l ­
a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  a n d  t r a n s l a t i o n  i n  e n k a r y o t e s 1 E d s .  B a u t z  E F K  

K a r l s o n  P  a n d  K e r s t e n  H  S p r i n g e r - V e r l a g  B e r l i n  p .  2 5 7

N O L L E R  H F  a n d  W O E S E  C R  ( 1 9 8 1 )  S c i e n c e  2 1 2 :  4 0 3

N O M U R A  M  D E A N  D  a n d  Y A T E S  N L  ( 1 9 8 2 )  T r e n d s  B i o c h e m .  S c i .  
7 :  9 2

O C H O A  S  a n d  M A Z U M D E R  R  ( 1 9 7 4 )  In  ; T n e  E n z y m e s ’ E d .  B o y e r  P D  

A c a d e m i c  P r e s s  L o n d o n  • V o l  1 0 :  1

O E S C H G E R  M P  a n d  N A T H A N S  D  ( 1 9 6 6 )  3 .  M o l .  B i o l .  2 2 :  2 3 5

O L S O N  H M  a n d  G L I T Z  D G  ( 1 9 7 9 )  P N A S  7 6 :  3 7 6 9

O V E R B Y  L R  B A R L O W  G H  D O I  R H  3 A C O B  M  a n d  S P I E G E L M A N  S  

( 1 9 6 6 a )  3 .  B a c t ,  9 1 :  4 4 2

O V E R B Y  L R  B A R L O W  G H  D O I  R H  3 A C O B  M  a n d  S P I E G E L M A N  S  

( 1 9 6 6 b )  3 .  B a c t .  9 2 :  7 3 9

P A R A D I E S  H H  F R A N Z  A  P O N  C L  a n d  G U A L E R Z I  C  ( 1 9 7 4 )  B B R C  
5 9 :  6 0 0

P A R A N C H Y C H  W  K R A H N  P M  * a n d  B R A D L E Y  R D  ( 1 9 7 0 )  V i r o l o g y  
4 1 :  4 6 5

P E A T T I E  D A  ( 1 9 7 9 )  P N A S  7 6 :  1 7 6 0

P I E L E R  T  a n d  E R D M A N N  V A  ( 1 9 8 2 )  P N A S  7 9 :  4 5 9 9

P O L I T Z  S M  a n d  G L I T Z  D G  ( 1 9 7 7 )  P N A S  7 4 :  1 4 6 8

P O N  C L  a n d  G U A L E R Z I  C  ( 1 9 7 6 )  B i o c h e m i s t r y  1 5 :  8 0 4

P O N  C L  F R I E D M A N  S M  a n d  G U A L E R Z I  C  ( 1 9 7 2 )  M o l .  G e n .  G e n e t .  
1 1 6 :  1 9 2

P O N  C L  B R I M A C O M B E  R  a n d  G U A L E R Z I  C  ( 1 9 7 7 )  B i o c h e m i s t r y  

1 6 :  5 6 8 1
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P O N  C L  W I T T M A N N - L I E B O L D  B  a n d  G U A L E R Z I  C  ( 1 9 7 9 )  F E B S  L e t t .  

1 0 1 :  1 5 7

P O N  C  C A N N I S T R A N O  S  G I O V A N E  A  a n d  G U A L E R Z I  C  ( 1 9 8 2 )  

A r c h .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  2 1 7 :  4 7

Q U I G L E Y  G 3  T E E T E R  M M  a n d  R I C H  A  ( 1 9 7 8 )  P N A S  7 5 :  6 4

R E D D Y  V B  T H I M M A P P A Y A  B  D H A R  R  S U B R A M A N I A N  K N  

Z A I N  B S  P A N  3  G H O S H  P K  C E L M A  M L  a n d  W E I S S M A N  S M  ( 1 9 7 8 )  
S c i e n c e  2 0 0 :  4 9 4

R E I J N D E R S  L  S L O O F  P  S I V A L  3  a n d  B O R S T  P  ( 1 9 7 3 )  B B A  

3 2 4 :  3 2 0

R E I N B O L T  3  a n d  S C H L I T Z  E  ( 1 9 7 3 )  F E B S  L e t t .  3 6 :  2 5 0

R E M A U T  E  a n d  F I E R S  W ( 1 9 7 2 )  3 .  M o l .  B i o l .  7 1 :  2 4 3

R E V E L  M  ( 1 9 7 7 )  In  ' M o l e c u l a r  M e c h a n i s m s  o f  P r o t e i n  B i o s y n t h e s i s 1 

E d s .  W e i s s b a c h  H  a n d  P e s t k a  S  A c a d e m i c  P r e s s  L o n d o n  p .  2 4 5

R E V E L  M  a n d  G R O S  F  ( 1 9 6 6 )  B B R C  2 5 :  1 2 4

R E V E L  M  a n d  G R O S  F  ( 1 9 6 7 )  B B R C  2 7 :  12

R E V E L  M  H E R Z B E R G  M  B E C A R E V I C  A  a n d  G R O S  F  ( 1 9 6 8 )  3 .  M o l .
B i o l .  3 3 :  2 3 1 - 2 4 9

R E V E L  M  A V I V  H  G R O N E R  Y  a n d  P O L L A C K  Y  ( 1 9 7 0 )  F E B S  L e t t .  
9 :  2 1 3

R E V Z I N  A  a n d  V O N  H I P P E L  P H  ( 1 9 7 7 )  B i o c h e m i s t r y  1 6 :  4 7 6 9

R I C H  A  a n d  R A 3 B H A N D A R Y  U L  ( 1 9 7 6 )  A n n .  R e v .  B i o c h e m .  4 5 :  8 0 5

R I C H A R D S  K  G U I L L E Y  H  3 0 N A R D  G  a n d  K E I T H  G  ( 1 9 7 7 )  N a t u r e  

2 6 7 :  5 4 8

R I C H A R D S O N  C C  ( 1 9 6 5 )  P N A S  5 4 :  1 5 8  .

R I C H A R D S O N  C C  ( 1 9 7 1 )  In  ' P r o c e d u r e s  i n  N u c l e i c  a c i d  r e s e a r c h 1 

E d s .  C a n t o n i  G L  a n d  D a v i e s  D R  V o l  2 :  8 1 5

R I N K E  3  a n d  B R I M A C O M B E  R  ( 1 9 7 8 )  M o i e c .  B i o l .  R e p .  4 :  1 5 3

R O B E R T S O N  H D  ( 1 9 7 5 )  I n  ' R N A  P h a g e s '  E d .  Z i n d e r  N D  C o l d  

S p r i n g  H a r b o r  L a b o r a t o r y  p .  1 1 3

R O B E R T S O N  H D  a n d  3 E P P E 5 E N  P G N  ( 1 9 7 2 )  3 .  M o l .  B i o l .  6 8 :  4 1 7

R O B E R T S O N  H D  a n d  L O D I S H  H F  ( 1 9 7 0 )  P N A S  6 7 :  7 1 0

R O M M E L A E R E  3  D O N I S - K E L L E R  H  a n d  H O P K I N S  N  ( 1 9 7 9 )  C e l l  
1 6 :  4 3
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R O S S  A  a n d  B R I M A C O M B E  R  ( 1 9 7 9 )  N a t u r e  2 8 1 :  2 7 1

R U S H I Z K Y  G W  S H A T E R N I K O V  V A  M O Z E J K O  3 H  a n d  S O B E R  H A  

( 1 9 7 5 )  B i o c h e m i s t r y  1 4 :  4 2 2 1

S A B O L  S  a n d  O C H O A  S  ( 1 9 7 1 )  N a t u r e  N B  2 3 4 :  2 3 3

S A B O L  S  a n d  O C H O A  S  ( 1 9 7 4 )  M e t h .  E n z y m o l .  3 0 F :  3 9

S A B O L  S  

2 2 8 :  1 2 6 9

S I L L E R O M A G I W A S A K I  K a n d O C H O A  S  ( 1 9 7 0 ) N a t u r e

S A B O L  S M E I E R  D a n d O C H O A  S  ( 1 9 7 3 ) E u r .  3 .  B i o c h e m . 3 3 :  3 3 2

S A C E R D O T C  F A Y A T G  D E S S E N P S P R I N G E R  M P L U M -
B R I D G E  3 A  G R U N B E R G - M A N A G O  M  a n d  B L A N Q U E T  S  ( 1 9 8 2 )  E M B O  

j L  1 :  3 1 1

S A N G E R  F  ( 1 9 7 1 )  B i o c h e m .  3 .  1 2 4 :  8 3 3

S A N G E R  F  B R O W N L E E  G G  a n d  B A R R E L L  B G  ( 1 9 6 5 )  3 .  M o l .  B i o l .

1 3 :  3 7 3

S A N G E R  F  D O N E L S O N  3 E  C A R L S O N  A R  K O S S E L  H  a n d  

F I S C H E R  D  ( 1 9 7 3 )  P N A S  7 0 :  1 2 0 9

S A N G E R  F  A I R  G M  B A R R E L L  B G  ‘ B R O W N  N L  C O U L S O N  A R  

F I D D E S  3 C  H U T C H I S O N  III C A  S L O C O M B E  P M  a n d  S M I T H  M  ( 1 9 7 7 )  

N a t u r e  2 6 5 :  6 8 7

S A N T E R  M  a n d  S H A N E  S  ( 1 9 7 7 )  3 .  B a c t .  1 3 0 :  9 0 0

S C A L E S  B  ( 1 9 6 7 )  I n t .  3 .  A p p l .  R a d i a t .  I s o t o p .  1 8 :  1 

S C H E P S  R  a n d  R E V E L  M  ( 1 9 7 2 )  E u r .  3 .  B i o c h e m .  2 9 :  3 1 9

S C H I F F  N  M I L L E R  M 3  a n d  W A H E A  A 3  ( 1 9 7 4 )  3 .  B i o l .  C h e m .
2 4 9 :  3 7 9 7

S E N E A R . A W a n d  S T E I T Z  3 A  ( 1 9 7 6 )  3 .  B i o l .  C h e m .  2 5 1 :  1 9 0 2

S E R D Y U K  I N  S A R K I S Y A N  M A  a n d  G O G I A  Z V  ( 1 9 8 1 )  ' F E B S  L e t t .  
1 2 9 :  5 5

S H A P I R O  R  a n d  H A C H M A N N  3  ( 1 9 6 6 )  B i o c h e m i s t r y  5 :  2 7 9 9

S H A P I R O  R  C O H E N  B I  a n d  C L A G E T T  D C  ( 1 9 7 0 )  3 .  B i o l .  C h e m .
2 4 5 :  2 6 3 3

S H A W  D C  W A L K E R  3 E  N O R T H R O P  F D  B A R R E L L  B G  G O D S O N  G N  
a n d  F I D D E S  3 C  ( 1 9 7 8 )  N a t u r e  2 7 2 :  5 1 0

S H I N E  L  a n d  D A L G A R N O  L  ( 1 9 7 4 )  P N A S  7 1 :  1 3 4 2

S H I N E  L  a n d  D A L G A R N O  L  ( 1 9 7 5 )  N a t u r e  2 5 4 :  3 4
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S I E B E N L I S T  U  S I M P S O N  R B  a n d  G I L B E R T  W ( 1 9 8 0 )  C e l l  2 0 :  2 6 9

S I L B E R K L A N G  M  P R O C H I A N T Z  A  H A E N N I  A - L  a n d  R A J B H A N D A R Y  

U L  ( 1 9 7 7 a )  E u r .  J .  B i o c h e m .  7 2 :  4 6 5

S I L B E R K L A N G  M  G I L L U M  A M  a n d  R A J B H A N D A R Y  U L  ( 1 9 7 7 b )  

N u c L  A c i d s  R e s .  4 :  4 0 9 1

S I M O N C S I T S  A  B R O W N L E E  G G  B R O W N  R S  R U B I N  J R  a n d  
G U I L L E Y  H  ( 1 9 7 7 )  N a t u r e  2 6 9 :  8 3 3

S I N H A  N K  F U J I M U R A  R K  a n d  K A E S B E R G  P  ( 1 9 6 5 )  J .  M o l .  B i o l .  

1 1 :  8 4

S L E G E R S  H  a n d  F I E R S  W ( 1 9 7 2 )  F E B S  L e t t .  2 1 :  1 2 7

S L E G E R S  H  C L A N W A E R T  J  a n d  F I E R S  W ( 1 9 7 3 )  B i o p o l y m e r s  
1 2 :  2 0 3 3

S M I T H  J D  ( 1 9 5 5 )  In  ' T h e  N u c l e i c  A c i d s  V o l  I '  E d s .  C h a r g a f f  E  a n d  

D a v i d s o n  J N  A c a d e m i c  P r e s s  L o n d o n  p .  2 6 7

S O B U R A  J E  C H O W D H U R Y  M R  H A W L E Y  D A  a n d  W A H B A  A J  ( 1 9 7 7 )  

N u c l .  A c i d s  R e s .  4 :  1 7

S O E D A  E  A R R A N D  J R  S M O L A R  N  a n d  G R I F F I N  B E  ( 1 9 7 9 )  C e l l  

1 7 :  3 5 7

S O E D A  E  A R R A N D  J R  S M O L A R  N  W A L S H  J E  a n d  G R I F F I N  B E

( 1 9 8 0 )  N a t u r e  2 8 3 :  4 4 5

S O U T H E R N  E M  ( 1 9 7 4 )  A n a l .  B i o c h e m .  6 2 :  3 1 7

S P A H R  P F  F A R B E R  M  a n d  G E S T E L A N D  R F  ( 1 9 6 9 )  N a t u r e  2 2 2 :  4 5 5

S P R A G U E  K U  S T E I T Z  J A  G R E N L E Y  R M  a n d  S T O C K I N G  C E  ( 1 9 7 7 )  
N a t u r e  2 6 7 :  4 6 2

S P R I N G E R  M  G R A F F E  M  a n d  G R U N B E R G - M A N A G O  M  ( 1 9 7 9 )  M o l .  
G e n .  G e n e t .  1 6 9 :  3 3 7

S P R I N G E R  M  P L U M B R I D G E  J A  T R U D E L  M  G R A F F E  M  a n d  
G R U N B E R G - M A N A G O  M  ( 1 9 8 2 )  M o l .  G e n .  G e n e t .  1 8 6 :  2 4 7

S T A E H E L I N  M  ( 1 9 5 9 )  B B A  3 1 :  4 4 8

S T A N L E Y  W S A L A S  M  W A H B A  A J  a n d  O C H O A  S  ( 1 9 6 6 )  P N A S  

5 6 :  2 9 0

S T A N L E Y  W a n d  B O C K  R  ( 1 9 6 3 )  B i o c h e m i s t r y  4 :  1 3 0 2  

S T E E G E  D A  ( 1 9 7 7 )  P N A S  7 4 :  4 1 6 3  

S T E I T Z  J A  ( 1 9 6 8 )  J .  M o l .  B i o l .  3 3 :  9 2 3

S T E I T Z  J A  ( 1 9 6 9 )  N a t u r e  2 2 4 :  9 5 7
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S T E I T Z  3 A  ( 1 9 7 3 )  P N A S  7 0 :  2 6 0 5

S T E I T Z  J A  ( 1 9 7 4 )  N a t u r e  2 4 8 :  2 2 3

S T E I T Z  J A  a n d  J A K E S  K  ( 1 9 7 5 )  P N A S  7 2 :  4 7 3 4

S T E I T Z  J A  a n d  S T E E G E  D A  ( 1 9 7 7 )  J .  M o l .  B i o l .  1 1 4 :  5 4 5

S T E I T Z  J A  W A H B A  A J  L A U G H R E A  M  a n d  M O O R E  P B  ( 1 9 7 7 )

N u c l .  A c i d s  R e s .  4 :  1

S T O F F L E R  G  B A L D  R  K A S T N E R  B  L U H R M A N N  R  S T O F F L E R -  

M E I L I C K E  M  a n d  T I S C H E N D O R F  G  ( 1 9 8 0 )  I n  ' R i b o s o m e s '  E d s .  
C h a m b l i s s  G  C r a v e n  G R  D a v i e s  J  D a v i s  K  K a h a n  L  a n d  N o m u r a  M  

U n i v e r s i t y  P a r k  P r e s s  B a l t i m o r e  p .  171

S T R A U S S  J H  a n d  S I N S H E I M E R  R L  ( 1 9 6 3 )  J .  M o l .  B i o l .  7 :  4 3

S T R A U S S  J H  a n d  S I N S H E I M E R  R L  ( 1 9 6 8 )  J .  M o l .  B i o l .  3 4 :  4 5 3

S T R I N G E R  E A  S A R K A R  P  a n d  M A I T R A  U  ( 1 9 7 7 )  J .  B i o l .  C h e m .  

2 5 2 :  1 7 3 9

S U B R A M A N I A N  A R  a n d  D A V I S  B D  ( 1 9 7 0 )  N a t u r e  2 2 8 :  1 2 7 3

S U N  T T  B O L L E N  A  K A H A N  L  a n d  T R A U T  R R  ( 1 9 7 4 )  B i o c h e m i s t r y  

1 3 :  2 3 3 4

S U R Y A N A R A Y A N A  T  a n d  S U B R A M A N I A N  A R  ( 1 9 7 7 )  F E B S  L e t t .  

7 9 :  2 6 4

S U T T L E  D P  H A R A L S O N  M A  a n d  R E V E L  J M  ( 1 9 7 3 )  B B R C  5 1 :  3 7 6

S Z E K E L Y  M  a n d  S A N G E R  F  ( 1 9 6 9 )  J .  M o l .  B i o l .  4 3 :  6 0 7

S Z E K E L Y  M  a n d  L O V I N Y  T  ( 1 9 7 5 )  J .  M o l .  B i o l .  9 3 :  7 9

S Z E R  W H E R M O S O  J M  a n d  B O U B L I K  M  ( 1 9 7 6 )  B B R C  7 0 :  9 5 7

S Z E R  W T H O M A S  J O  K O L B  A  H E R M O S O  J M  a n d  B O U B L I K  M
( 1 9 7 7 )  In  ' N u c l e i c  A c i d - P r o t e i n  R e c o g n i t i o n 1 E d .  V o g e l  H  A c a d e m i c  

P r e s s  L o n d o n  p .  5 1 9

T A K A N A M I  M  Y A N  Y  a n d  J U K E S  T H  ( 1 9 6 5 )  J .  M o l .  B i o l .  1 2 :  7 6 1

T A L  M  A V I R A M  M  K A N A R E K  A  a n d  W E I S S  A ( 1 9 7 2 )  B B A  2 8 1 :  3 8 1

T A L E N S  J  K A L O U S E K  F  a n d  B O S C H  L  ( 1 9 7 0 )  F E B S  L e t t .  1 2 :  4  

T A N I G U C H I  T  a n d  W E I S S M A N N  C  ( 1 9 7 8 )  N a t u r e  2 7 5 :  7 7 0
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