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t r a n s t a t a o n a l  mi t i :+ t ion ,  w e  h a v e  I c ' q e d .  u s i n g  a n  in ~ i t r o  t r a n s l a t i o n  s y s t e m ,  t h e  e l l ' co t s  o f  D N A  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 . ~  I 8 S r R N A  
s e q u e n c e s  o n  p ~ o t e i p  ._~,ithesi,.. RCstll ls  silo,.,, t h a t  a n  o l i g o n ! l c l e o t i d e  c o m p l e m e n t a r y  t o  o n e  ' S S r R N A  r e g i o n  d o e s  i n h i b i t  t r a n s l a t i o n  a t  t h e  s t e p  
o f  i n i t i a t i o n .  '0,'e p r o  po--,e ~ "._'+-r-'"~ct;ti~ c - D i s l ~ l a c e m e n t  M o d e l  I\~r t h e  i u i G a t i o n  o f  t r a n M a t i o n  in,~ol~ i n g  t h e  i u t c r m o l e c u l a r  b a s e - p a i r i n g  o f  5 S r R N A .  

IS  S r R N A  a n d  m R N A .  

T r a n s l a t i o n :  R i b o s o m e :  I n t e r m o l e c u l a r  R N A : R N A  h y b r i d i z a t i o n :  r R N A :  , n R N A  

1. I N T R O D U C T I O N  

T h e  d e t a i l e d  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  
i n i l i a t i o n  o f  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r e m a i n  u n -  
k n o w n .  T h e  K o z a k  s c a n n i n g  h y p o t h e s i s  [ ! , 2 ]  p r o p o s e s  
t h a t  t h e  r i b o s o m e  s c a n s  a c a p p e d  m R N A  f r o m  t h e  5" 
e n d  a n d  r e c o g n i z e s  a c o n s e n s u s  s e q u e n c e  s u r r o u n d i n g  
t h e  b o n a  f i d e  t r a n s l a t i o n a l  M e t  s t a r t  c o d o n .  T h e  s c a n -  
n i n g  h y p o t h e s i s  i m p l i c i t l y  a s s u m e s  t h e  e x i s t e n c e  o f  s o m e  
,rn, ech:mi~; rn .  },,, w h i c h  ,h , -  ~t0 ~ , ~ , t b n n i t  c a n  r e a d  l h e  
m R N A  s e q u e n c e  a n d  rccogn iz ,~ :  t h e  c o r r e c t  s e q u e n c ~  /'or 
i n i t i a t i o n ,  l n t e r m o l e c u l a r  b a s e - p a i r i n g  o f  t h i s  K o z a k  
m R N A  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  w i t h  a c o m p l e m e n t a r y  s e -  
q u e n c e  o f  18 S r R N A  i n  t h e  4 0  S r i b o s o m a l  s u b u n i t  
c o u l d  p r o v i d e  t h e  m R N A  a l i g n m e n t  n e c e s s a r y  for  a c c u -  
rate  a n d  e l - l i c i e n t  i n i t i a t i o n  o f  t r a n s l a t i o n .  P r e v i o u s  
a n a l y s i s  h a s  d e f i n c d  t w o  5 S r R N A - ¢ o n l p l e m e n t a r y  s e -  
q u e n c e s  i n  t8  S r R N A  w h i c h  b a s e - p a i r  t o  a c o n s e r v e d  
s e q u e n c e  f o u n d  in  t h e  5 " - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  5 S r R N A  
[3]. F u r t h e r  a n a l y s i s  p r e s e n t e d  h e r e  r e v e a l s  c o m p l e m e n -  
tar i ty  o f  t h e s e  18 S r R N A  s e q u e n c e s  to  t h e  K o z u k  c o n -  
s e n s u s  s c a n n i n g  s e q u e n c e .  In v i t r o  p r o t e i n  s y n t h e s i s  in  
t h e  p r e s e n c e  o f  a D N A  o l i g o n u v l c o t i d e  c o m p l e m e n t a r y  
t o  o n e  c,t" t h e s e  5 S r R N A - c o m p l e m e n t a r y  s e q u e n c e s  o f  
18 S r R N A  i n h i b i t s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  s u g g e s t i n g  t h e  
u t i l i z a t i o n  o f  t h i s  regior~ o f  18 S r R N A  in the  scanning, ,  
o f  m R N A  a n d  t h e  i n i t i a t i o n  o f  p t o , e i n  s y n t h e s i s .  W e  
t h e r e f o r e  p r o p o s e  a C o m p e t i t i v e - D r s p l a c e m e n t  M o d a l  

('orrt,.tp+~ndt'nt'l' tixldr~,.~-.~" F S  Mlt ~ ~,etk I.~ep~. r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y .  
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w h i c h  p o s t u l a t e s  t h a t  a s e q u e n t i a l  s er i e s  o f  i n t e r m o l e c u -  
l ar  R N A : R N A  b a s e - p a i r i n g  i n t e r a c t i o n s  i n v o l v i n g  5 S 
r R N A +  18 S r R N A  a n d  m R N A  p r o v i d e  a m e c h a n i s t i c  
b a s i s  for  e v e n t s  i m p o r t a n t  in 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 .  

2. M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

2. I . +4< cc.+-+'thilil.r <~I ril+o+olPr,,.s- +iPld riho.+olH,11 .+l+/-,to, lit, +, t o  D+~.'.+| ol~+otlu- 
+-l+.++s i+l,,+ 

P e l l e t e d  pol> r i b o s o m e s  ++ere p r e p a r e d  f r o m  m,+u-,c msc i tes  c e l l s  a s  
p r e v i o u s l y  dcscrit-Ped [31 a n d  s t o r e d  a t  8 0 ~ (  ". P o l y r i b o s o m e  p~l lc t s  
~ e r e  r e ~ u s p z n d e d  at 4¢'(_" in 4 0  ml~t  T r i s - H C l  I p H  7+6t. I m M  M g C I  2. 
a n d  70  m M  K ¢ ' I  ( B u l ' f e r  A)_ A l i q u o t s  c o n t a i n i n g  5 .4 z. ,  u n i t s  o f  r e~us -  
p e n d c d  p o l y r i b o s o m c s  w e r e  d i l u t e d  t o  196 u l  w i t h  B u f l ~ r  A a n d  d i s -  
s o c i a t e d  i n t o  s u b u n i t s  by  the a d d i t i o n  o f  4 ~ 1  o f O . 5  M E D T A  t o  a f inal  
c o n c e n t r a t i o n  o f  10 m M  14]. D i s s o c i a t e d  su i ,~ .n i t s  w e r e  then i n c u b a t e d  
w i t h  50  01~D 100 0 0 0  c p m ' s  <3 × 10" c p m / a g )  o f  v a r i o u s  5" end- la l -~eled 
D N A  o l i g o n u d e o t i d e s  [5l a t  4~(_ " f o r  1.5 h. E a c h  s , ump lc  w a s  t h e n  
l o a d e d  o n t o  a pre-~ahi l led 5 3 0 %  l i n e a r  s u c r o s e  g r a d i e n t  c o n t a i n i n g  
B u f f e r  A v, i th  10 h a M  E D T A  a n d  r u n  l\~r 7 h a t  35 0 0 0  r p m  in a 
B e c k m a n  S W 4 0  u l t r a c e n t r i f u g e  r o t o r  a t  4 ° C .  G r a d i e n t s  w e r e  f r a c -  
t i o n a t e d  a n d  a n a l y z e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  u s i n g  a U V  m o n i t o r .  
F r a c t ; o n s  o f O 4  m l  ,,,,ere c o l l e c t e d  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n e d  b y  
. sc in t i l l a t ion  c o u n t i n g .  

~.2.  In I'JIVO IrtlllShllk)~l 
R a b b i t  g l o h i n  m R N A  w a s  t r a n s l a t e d  in a r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  

in s l t r o  t r a n s l a t i o n  s y s t e m  I l le the: ,uJa R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s )  f o r  4 0  
r a i n  lk>llou, i n g  p r o c e d u r e s  pro,~ ' ided by  t h e  m a n u f a c t u r e r .  P r o t e i n  s y n -  
t h e s i s  w a s  n t e a s u r e d  b y  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ ; H ] l e u c i n e  i n t o  T C A - p r e c i p i -  
t a b l e  p r o t e i n .  R e a c t i o n s  a n a l y z i n g  o l i g o n u c l e o t i d e  ir~hibi, i on  o f  t r a n s -  
l a t i o n  c o n t a i n e d  ! 10 /~g o f  D N A  o l i g o n u d e o t i d e  a d d e d  p r i o r  t o  
a d d i t i o n  o f  g l o b i n  m R N A  o r  p o l y ( A } "  R N A  10.1 Mg,20  /dl r e a c t i o n  
m i x t u r e ) .  Polai iAl+ R N A  ~+as i s o l a t e d  f r o m  m o u s a  a s p i r e s  t e l l s  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  [6.7].  

234 Puhl i .~hed h r  E~s, 'vh ' .  St'it*let" P u b l i s h e r s  B. I/. 
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i n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  (30  ~ 1  t o t a l  v o l u m e ;  ~ e r c  p r e p a r e d  a s  
a b o v e  e ~ c e p t  t h a t  N a F  v, a s  a d d e d  to  a c o n c e n t r a t i o n  o f  10 m M  to  
a l l o w  detg~ction o f  t h e  48 S p r e - i n i t i a t i o n  c o m p l e x  [gl- R e a c t i o n  m i x -  
l u r e s  ~ e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a l  3 0 ° C  f o r  5 r a in  I-~2fore t he  a d d i t i o n  o f  ill  
Mg o f  D N A  ol igohucleot ide followed by addi t ion  of  isolated 3" end-  
labeled [9] gl(,bin r n R N A  t0.05 O.I Mg/30/ul react ion mixtureL After  
incuba t ion  for  an  addi t iona l  15 rain_ at 30°C. react ions ,Arerc s topped 
by di lu t ion 0o 200 u l  with ice-cold Buffer A. React ion c o m p o n e n t s  
were then resolved on  ~ucrose gradients  and  fractiona~ed a~ described 
above.  

3~ R E S U L T S  

P r e v i o u s  w o r k  i n  o u r  l a b o r a t o r y  [3] h a s  d e m o n s t r a t e d  
t h e  i n  v i t r o  h y b r i d i z a t i o n  o f  a c o n s e r v e d .  5 " - t e r m i n a l l y  
l o c a t e d  s e q u e n c e  i n  5 S r R N A  t o  t w o  e v o l u t i o n a r i l y  
c o n s e r v e d  a n d  c o m p l e m e n t a r y  s e q u e n c e s  i n  18 S r R N A  
( s e e  F i g .  ! ) .  W h i l e  t h e  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t h e s e  5 S 
r R N A : I  8 S r R N A  h y b r i d s  ig u n c e r t a i n  a t  p r e s d n t ,  f u r -  
t h o r  i n s p e c t i o n  o f  t h e s e  18 S r R N .  3. s e q u e n c e s  h a s  
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1345  1320  

F i g .  l .  S t r u c t u r e  o f  5 S r R N A : I 8  S r R I N A  a n d  m R N A : I 8  S r R N A  
hy:~r ids .  ( A I  T h e  p r e v i o u s l y  d e f t i l e d  [3] h ~ b r i d  s t r u c t u r e s  b e t w e e n  tFe 
5 " -<e rmina l  s e q u e n c e  o f  5 S r R N A  a n d  R e ~ i o n  I a n d  R e g i o n  2 ~,cquet~- 
c e s  o f  18 S r R N A .  (B )  T h e o r e t i c a l  h y b r i d  ,;truetur¢~-~ t h a i  c a n  b e  d r a ~  ,~ 
between Region I or  Region 2 of  18 S r R N A  and  the  cxper iment~ ,b-  
defined op t imal  t rans la t ion  start  site sequence o f  eukaryotes  I l l  The 
~¢mbers  --3, + l ,  and  +4 above  the tuRN?,  sequence indicate the 
/~.:,sition o f  these n u d e o t i d e s  relative to  the A residue of  the overl ined 
ALIG ini t ia t ion codon.  In bo th  panels, solid lines jux taposed  to  the 
5 S and  I 8 S r R N A  sequences indicate  synthet ic  compAementar~. D N A  

oligonucleotides u.,~.~d in th~ge sludi¢~._ 

r e c e n t l y  r e v e a l e d  t h a t  t h e y  a r e  a l s o  c o m p l e m e n t a r y  t o  
t h e  K o z a k  s c a n n i n g  s e q u e n c e  [ t . 2 ]  s u r r o u n d i n g  t h e  
e u k a r y o t i c  m R N A  t r a n s l a t i o n  s t a r t  s i t e  ( s e e  F i g .  I ). T o  
t e s t  t h e  p o s s i b l e  i n v o l v e m e n t  o f  t h e s e  t 8  S r R N A  se-  
q u e n c e s  in  m R N A  t r a n s l a t i o n  e v e n t s ,  w e  s y n t h e s i z e d  
D N A  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  b o t h  18 S 
r R N A  s e q u e n c e s  ! a n d  2 a n d  t h e n  p r o b e d  t h e  r i b o s o m e  
t o  a s s e s s  t h e  a c c e s s i b i l i t y  o f  t h e s e  s e q u e n c e s  i n  t h e  4 0  S 
s u b u n i t .  E x p e r i m e n l s  r e v e a l e d  t h a t  b o t h  18 S r R N A  
s e q u e n c e s  I a n d  2 w e r e  a c c e s s i b l e  t o  h y b r i d i z a t i o n  w i t h  
t h e  c o m p l e m e n t a r y  D N A  p r o b e s  ( F i g  2) .  H o w e v e r .  se- 
q u e n c e  i h y b r i d i z e d  v e r y  s t r o n g l y  w i t h  i t s  c o m p l e -  
m e n t a r y  18 S r R N A  s e q u e n c e  s u g g e s t i n g  a v e r y  e x p o s e d  
l o c a t i o n  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  4 0  S s u b u n i t .  O l i g o n u -  
c l e o t i d e  h y b r i d i z a t i o n  t o  o n l y  t h e  4 0  S s u b u n i t  d e m o n -  
s t r a t e d  t h e  .~pec i f i c i t y  o f  e a c h  o l i g o n u c l e o t i d e  p r o b e .  
T h i s  s p e c i f i c i t y  w a s  c o n f i r m e d  i n  o l i g o n u c l e o t i d e  c o m -  
p e t i t i o n  e x p e r i m e n t s  w i t h  c o l d  h o m o l o g o u s  a n d  h e t -  
e r o l o g o u s  p r o b e s  a s  w e l l  a s  R N a s e  H - d i g e s t i o n  o f  t h e  
o l i g o n u c l e o t i d e : i 8  S r R N A  h y b r i d  a n d  s e q u e n c i n g  o f  
t h e  g e n e r a t e d  18 S r R N A  f r a g m e n t s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  
C o n t r o l  o l i g o n u c l e o t i d e s  P t  a n d  P 2  [3] .  u s e d  i n  t h e  
p r i m e r  e x t e n s i o n  s e q u e n c i n p J  m a p p i n g  o f  R N a s e  H -  
d i g e s t e d  o l i g o n u c l e o t i d e : 1 8  S r R N A  h y b r i d s  a r e  c o m -  
p l e m e n t a r y  t o  s e q u e n c e s  a p p r o x i m a t e l y  5 0  n u c l e o t i d e s  
d o w n s t r e a m  o f  18 S r R N A  s e q u e n c e s  I a n d  2.  T h e  
a b i l i t y  o f  o l i g o n u c l e o t i d e  P !  t o  a l s o  s t r o n g l y  h y b r i d i z e  
t o  t h e  4 0  S s u b u n i t  i n d i c a t e d  t h a t  t h i s  r e g i o n  o f  18  S 
r R N A  w a s  v e r y  e x p o s e d  o n  t h e  s u b u n i t  s u r f a c e .  T h e  
i n a b i l i t y  o f  e i t h e r  t h e  s e q u e n c e  I c o m p l e m e n t a r y  o r  P I  
o l i g o n u c l e o t i d e  p r o b e  t o  h y b r i d i z e  w i t h  t h e  8 0 S  r i b o -  
s o m a l  c o u p l e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  e x p o s e d  18 S s e -  
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F i g  2. A c c e s s l b , l i t y  o f  ! 8 S r R N A  R e g i o n ~  ! a n d  2 in "the 4 0  .% s u h u n i t  
t o  c o m p l e m e n t a r y  o l i g o n u c l e o t i d e  p r o b e s .  6 0  S a n d  4 0  S s u b u n i t s  
g e n e r a t e d  b y  E I ) I - A  d i s s o c i a t i o n  w e r e  p r o b e d  w i t h  rad io labqz led  D N A  
o l i g u n u c l e o t i d e ~  l ( F i g .  I ) ,  2 ( F i g  1). P I  I c o m p l e m e n t : * ~ y  to  ,~t S 
r R N A  n c c l e o t i d e s  1247 12641 a n d  P 2  4 c o m p l e m e n t a r y  t o  i 8 S r ° - N A  
n u d e o l i d e s  i42-~ 1 4 4 0 L  r e ~ M v c d  o n  s u ~ : r o ~  g r a d i e n t s ,  a n d  t h e  .4:~, 
a n d  e p m ' s  o f  e a c h  f r a c t i o n  m e a s u r o d .  T h e  p o s i t i o n s  o f  6 0  S a n d  4 0  S 

s u b u n i t s  in t h e  g r a d i e n t  p r o f i l e s  a r e  i n d i c a t e d  by  a r r o w s .  
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O N A  O U G O  A O I D E O  ( u g )  

F i g .  3. S p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f  in ~ ' i t ro  t r a n s l a t i o n  b y  o l i g o n u c l e o t i d e  I. 
I n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s  u s i n g  r a b b i t  g l o b i n  m R N A  w e r e  c a r r i e d  
ou ' .  in t h e  a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  v a r y i , ~ g  a m o u n t s  o f  D N A  o l i g o n u -  
c l e o t i d e s  I, 2 ,  5 ( ~ e  F i g .  I ), P I  a n d  P 2 ,  o r  u s i n g  m o u s e  p o l y ( A ) "  R N A  
in  1he a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  o l i g o n u e k ; o t i d e  I .  P r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  
e a c h  r e a c t i o n  w a s  m e a s u r e d  b y  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ -~Hl teuc ine  a n d  w a s  
p l o t t e d  a s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c o n t r o l  t r a n s l a t i o n  ( n o  o l i g o n u c l e o t i d e  

a d d e d l .  

q u e n c e s  w e r e  l o c a t e d  o n  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  40  S 
a n d  60 S s u b u n i t s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  

T h e  e f f e c t  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  t r a n s l a t i o n  
w a s  t h e n  a s s e s s e d  u s i n g  a n  in v i t r o  t r a n s l a t i o n  s y s t e m .  
O l i g o n u c l e o t i d e  1, c o m p l e m e n t a r y  t o  18 S r R N A  se-  
q u e n c e  !.  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  b o t h  
r a b b i t  g l o b i n  a n d  t o t a l  m o u s e  p o l y ( A ) "  m R N A  ( F i g .  3). 
A l l  or_her o t i g o n u c l e o t i d e s ,  i n c l u d i n g  s o m e  n o t  i n d i c a t e d  
h e r e ,  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  e i t h e r  r a b b i t  
g l o b i n  o r  m o u s e  p o l y ( A )  ÷ m R N A .  T h e  o b s e r v e d  i n h i b i -  
t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  w a s  n o t  d u e  t o  o l i g ~ , i u c l e t i d e  1 hy -  
b r i d i z a t i o n  w i t h  a d d e d  m R N A  s i n c e  n e i t h e r  r a b b i t  cx- 
e r  f l - g l o b i n  m R N A  s e q u e n c e s  c o n t a i n  r e g i o n s  o f  c o m -  
p l e m e n t a r i t y  w i t h  th i s  s p e c i f i c  o l igonu , . ' l eo t~de .  A d d i -  
t i o n a l l y ,  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  o l i g o n t ~ c l e o t i d e  ! w a s  
m o s t  p r o n o u n c e d  w h e n  it w a s  a d d e d  t o  t b e  t r a n s l a t i o n  
m i x t u r e  p r i o r  t o  a d d i t i o n  o f  e i t h e r  glol:,;T~ 3r  O o ! y ( A )  + 
m R N a .  P r e s u m a b l y .  p r e i n c u b a t i o n  o f  tl-fis o ' l i g o n u c l e o -  
t i d e  w i t h  t h e  40  S s u b u n i t  p e r m i t t e d  t i m e  f o r  i ts  h y b r i d i -  
z a t i o n  t o  t h e  c o m p l e m e n t a r y  18 S r R N A  s e q u e n c e  ( see  
R N a s e  H e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  a b o v e )  t o  i n h i b i t  t r a n s -  
l a t i o n  o f  t h e  s u b s e q u e n t l y  a d d e d  m R N . ~ , .  T h e  l a c k  o f  
c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  by  o l i g o n u c l e o t i d e  1 c o u l d  r e f l ec t  
t h e  l o w  h y b r i d  s t r e n g t h  o f  t h e  s h o r t  D N A  o l i g o n u c l e o -  
t i de  1 ( 1 7 m e r )  b o u n d  t o  18 S r R N A  ( D N A : R N A )  c o m -  
p a r e d  w i t h  t h e  g ] e a t e r  s t r e n g t h  o f  t h e  p c . s t u l a t e d  18 S 
r R N A : m R N A  ( R N A : R N A )  h y b r i d  (see , n o d e l  b e l o w ) .  

F i n a l l y .  t h e  a b i l i t y  o f  m R N A  t o  b b a d  t o  t h e  40  S 
s u b u n i t  in t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  h y b r i d i z i n g  D N A  
o l i g o n u c l e o t i d e s  w a s  a s s e s s e d  usit~g r a b b i t  g l o b i n  
m R N A  .'rod t h e  r e t i c u l o e y t e  i y s a t e  trz, ras la t ion  s y s t e m .  

0.3  

O . 2  j 

0 .1  

0 

0 1 0  2 0  3 0  
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Fig. 4. Specific inhibition of  m R N A  binding to the 40 S ribosomal 
subunit by oligonucleotide I. Rabbit globin m R N A  radiolabcled at 
the 3" end was added to in vitro translation reactions in the absence 
or presence of  10/Jg of  oligonucl cot ide 1. Each react:ion con rained 10 
mM NaF  which prevents the 60 S subunit from joining the 40 S 
subunit, allowing detection of  the 48 S preinitiatio:a complex. After 
incubating at 300(. ̀  for 15 rain the components of  the translation 

tionated and the amount of  labeled globin m R N A  in the 48 S pre- 
initiation complex was determined by scintillation counting. The posi- 
tion of  the 60 S subunit. 48 S pre-initiation complex, gad free 9 S rabbit 

globin m R N A  are indicated by arrows. 

A d d i t i o n  o f  10 m M  N a F  t o  t h e  in  v i t r o  t r a n s l a t i o n  
s y s t e m  p r e v e n t s  r i b o s o m a l  s u b u n i t  a s s o c i a t i o n  a n d  a l -  
l o w s  d e t e c t i o n  o f  t h e  48  S p r e i n i t i a t i o n  c o m p l e x  [8]. 
S i m i l a r  t o  t h e  r e s u l t s  o b s e r v e d  f o r  t h e  in  v i t r o  t r a n s l a -  
t i o n  e x p e r i m e ~ t t s  d e t a i l e d  in  ¢:ig. 3, o l i g o n u c l e o t i d e  1 
c a u s e d  a s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  in  t h e  a m o u n t  o f  l a b e l e d  
g l o b i n  m R N A  e n t e r i n g  t h e  4 8  S p r e i n i t i a t i o n  c o m p l e x  
( F i g .  4).  A l s o  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  t r a n s l a t i o n  r e s u l t s  o f  
F i g .  3, o l i g o n u e l e o t i d e s  2, 5, P l  a n d  P 2  h a d  n o  e f f e c t  o n  
g l o b i n  m R N A  b i n d i n g  t o  t h e  40  S s u b u n i t  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  

4. D I S C U S S I O N  

T h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  r e v e a l s  t h a t  18 S r R N A  
s e q u e n c e  1 ( n u e l e o t i d e s  1 1 9 0 - 1 1 5 3 ) i s  e x p o s e d  o n  t h e  
s u r f a c e  o f  t h e  40  S r i b o s o m a l  s u b u n i t  a n d  t h a t  a s p e c i f i c  
s e q u e n c e  1 - c o m p l e m e n t a r y  D N A  o l i g o n u c l e o t i d e  i n h i b -  
i t s  t h e  in  v i t r o  t r a n s l a t i o n  o f  m R N A .  O n  t h e  b a s i s  o f  
t h e s e  r e s u l t s  a n d  t h o s e  p r e v i o u s l y  p r e s e n t e d  [3], w e  h a v e  
f o r m u l a t e d  a m o d e l  f o r  t h e  i n i t i a t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  
b a s e d  u p o n  a s e q u e n t i a l  s e r i e s  o f  i n t e r m o l e c u l a r  
R N A : R N A  b a s e - p a i r i n g  i n t e r a c t i o n s  i n v o l v i n g  5 S 
r R N A ,  18 S r R N A ,  a n d  m R N A  ( F i g .  5). T h e s e  i n t e r a c -  
t i o n s  p r o v i d e  n o t  o n l y  a n  u n d e r l y i n g  p h y s i c a l  b a s i s  f o r  
e v e n t s  i m p o r t a n t  in 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  
b u t  w o u l d  a l s o  p r o v i d e  a t e m p o r a l  o r d e r  f o r  t h e s e  
e v e n t s .  
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Fig. 5. Competitive-Displacement Model for the initiation of protein s~nthesi~. 

I 

J 
T h e  s t e p s  p r o p o s e d  in  o u r  m o d e l  a r e  as  f o l l o w s .  T h e  

43  S 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  t h e  4 0  S s u b u n i t .  
e u k a r y o t i c  i n i t i a t i o n  f a c t o r s  I~elFs).  t R N A .  a n d  G T P .  
b i n d s  t o  t h e  5" c a p  o f  t h e  m R N A .  T h e  g e g g o n  1 se-  
q u e n o e  o f  18 S r R N A  t h e n  s c a n s  t h e  5 " - u n t r a n s l a t e d  
l e a d e r  o f  t h e  m R N A  u n t i l  i t  f i n d s  a n  A U G  e o d o n  w i t h  
a p r o p e r  K o z a k  c o a s e n s u s  s e q u e n c e  w i t h  w h i c h  it c a n  
b a s e - p a i r .  A t  t h i s  p o i n t  s c a n n i n g  s t o p s  a n d  t h e  48 S 
p r e - i n i t i a t i o n  c o m p l e x  is f o r m e d .  T h e  m R N A  " locked"  

b3 ' .hen u n l o c k e d  w h e n  t h e  60  S s u b u n i t  
d~  t h e  h y b r i d i z a t i o n  o f  t h e  5 " - t e r m i n a l  se-  
quen t . . :  o f  5 S - ' r R N A  w i t h  t h e  R e g i o n  ! s e q u e n c e  t o  
d i s p l a c e  t h e  b a s e - p a i r e d  m R N A .  T h e  i n i t i a t o r  A U G  
c o d o n  in t h e  m R N A  is t h e n  f r ee  t o  b a s e - p a i r  w i t h  t h e  
i n i t i a t o r  M e t  t R N A  a n d  f o r m  t h e  f i rs t  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  t o  b e g i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h e  n a t u r e  o f  t h e  
d i s p l a c i n g  i n t e r m o l e c u l a r  R N A : R N A  i n t e r a c t i o n s  a n d  
t h e  c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  m R N A  a n d  5 S r R N A  f o r  t h e  
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s a m e  s i t e  in  18 S r R N A  h~ts p r o n l p t e d  u s  t o  c a l l  t h i s  
s c h e m e  t h e  C o m p e t i t i v e - D i s p l a c e m e n t  M o d e l  Ik'~r t h e  
i n i t i a l  i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s _  

S e v e r a l  p o i n t s  a b o u t  t h i s  m o d e l  a r e  n o t a b l e .  T h e  p r o -  
p o s e d  18 S r R N A  R e g i o n  I : m R N A  h y b r i d  i s G  C - r i c h  
a n d  h a s  or ,  ly  I m i s m a t c h  o u t  o t "9  c o n t i g u o u s  b a s e - p a i r s .  
P r e x i o u s  m u t a g e n e s i s  o f  t h e  r a t  p r e p r o i n s u l i n  g e n e  h a s  
p e r m i t t e d  a n  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  t h e  o p t i m a l  
c o n s e n s u s  s e q u e n c e  f o r  t r a n s l a t i o n a l  i n i t i a t i o n  in  e u -  
k a r y o l e s  [1]. T h e  m R N A  - 3  p o s i t i o n  ( A / G )  c r i t i c a l  f o r  
e f f i c i e n t  i n i t i a t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  is  b a s e - p a i r e d  t o  a U 
in  t h e  18 S r R N A  s e , ~ u e n c e .  T h e  ~ ,b i l i ty  o f a  U ~ u c l e o -  
t i d e  t o  h y d r o g e n - b o n d  w i t h  s i m i l a r  s t r e n g t h s  t o  b o t h  A 
a n d  G n u c l e o t i d e s  c o u l d  e x p l a i n  t h e  r e l a t i v e  i n d i f f e r e n c e  
a s  t o  w h i c h  p u r i n e  n u , : ! e o t , i d e  o c , - u p i e s  t h i s  c r i t i c a l  p o s i -  
i o n .  A l t h o u g h  o u r  m o d e l  o n l y  d e p i c t s  t h e  r o l e  o f  
R N A : R N A  b a s e - p a i r i n g  in  t h i s  p r o c e s s ,  w e  d o  n o t  d i s -  
c o u n t  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  r i b o s o I ~ a l  o r  a c c e s s o r y  p r o -  
r e i n s  in  t h e s e  s t e p s :  t h e y  m u s t  c e r t a i n l y  m o d u l a t e  t h e  
a b i l i t y  o f  t h e s e  R N A  s e q u e n c e s  t o  i n t e r a c t .  W e  o n l y  
p t < , p o s e  t h a t  t h e  u n d e r l y i n g  m e c h a n i s m  c o n s i s t s  o f  a 
s e q u e n t i a l  s e r i e s  o f  R N A : R N A  i n t e r a c t i o n s .  I n d e e d ,  

u r  r e s u l t s  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  5 S r R N A  in t h e  6 e  S 
= 4 b u n i t  is i n a c c e s s i b l e  t o  i tg  o l i g o n u c l e o l i d e  p r o b e  ( d a t a  
l~o t  s h o w n )  d e s p i t e  i t s  l o c a t i o n  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  6 0  
S . ; u b u n i t  [10] .  s u g g e s t s  t h a t  t h e  5 " - t e r m i n a l  s e q u e n c e  o f  
5 S r R N A  m u s t  u n d e r g o  a c o n f o r r n a t i o n a i  c h a n g e ,  p e r -  
t~aps  m e d i a t e d  by' p r o t e i n s ,  b e f o r e  i t  c ,an  b a s e - p a i r  t o  t h e  
R e g i o n  I s e q u e n c e  o f  18 S r R N A  t o  d i s p l a c e  t h e  
r z R N A .  Las t l2 , .  t h o u g h  o u r  m o d e l  d o e s  n o t  i n d i c a t e  i t .  
t h e  i n i t i a t o r  M e t  t R N A  m a y  p a r t i c i p a t e  in  t h e  s c a n n i n g  
p r o c e s s  t h r o u g h  b a s e - p a i r i n g  o f  i t s  a n t i c o d o n  s e q u e n c e  
t o  t h e  i n i t i a t i o n  c o d o n ,  a s  h~ts b e e n  p r o p o s e d  b y  o t h e r s  
[ i  .2,  ! i ] .  In  t a c t .  r e c e n t  e x p e r i m e n t s  in  y e a s t  i n d i c a t e  t h a t  
t h e  i n i t i a t o r  t R N A  p l a y s  a m a j o r  r o l e  in  s t a r t  s i t e  s e l e c -  
t i o n  [ ! t ]. 

S e v e r a l  p i e c e s  o f  a v a i l a b l e  e v i d e n c e  a r e  c o n ~ l s t e n t  
w i t h  o u r  m o d e l .  F i r s t ,  t h e  b a s e - p a i r i n g  o f  t h e  18 IS 
r R N A  R e g i o n  1 s e q u e n c e  t o  b o t h  5 S r R N A  a n d  t h e  
m R N A  s t a r t  s i t e  is  v e r y  w e l l  c o n s e r v e d  in  t h e  e v o l u t i o n  
o f  c u k a r y o t e s .  I d e n t i c a l  hs, b r i d  s t r u c t u r e s  c a n  b e  d r a w n  
b e t w e e n  t h i s  oL, t i m a t  t r a n s l a t i o n  s t a r t  s i t e  s e q u e n c e  a n d  
18 S r R H A s  t ~ o m  o r g a n i s m s  a s  d i v e r g e n t  a s  m o u s e .  
.V~'IIOptIN hlt'i'i~', a n d  Stlc('llltlrt.*l.~lyt'c,v c t ,  r ev i .~ ' ;a t ,  ( o u r  u n -  
p u b l i s h e d  r e s u h s L  tv, e c o n d ,  s e v e r a l  l a b o r a t o r i e s  h a v e  r c -  
p ~ r t e d  c r o s s l i n k i n g  d i f f e r e n t  v i r a l  m R N A s  t o  18 S 

r R N A  in  4 0  S o r  8 0  S i n i t i a t i o n  c o m p l e x e s  [ I 2  14]. i n  
a d d i t i o n .  E r n i  a n d  S t a e h e l i n  [15]  w e r e  a b l e  t o  i s o l a t e  a 
s t a b l e ,  b a s e - p a i r e d  h y b r i d  b e t w e e l i  18 S r R N A  a n d  
g l n b i n  m R N A  f r o m  t h e  4 0  S i n i t i a t i o n  c o m p l e x .  

F i n a l l y ,  w h i l e  t h e r e  a r e  c l e a r l y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
m e c i l a n i s m s  b y  w h i c h  e u k a r y o t e s  a n d  p r o k a r y o t e s  i n i -  
t i a t e  t r a n s l a t i o n ,  t h e y  m a y  b o t h  u s e  s i m i l a r  k i n d s  o f  
i n t e r m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  i n  t h i s  p r o c e s s .  T h e  u s e  o f  
a s e q u e n c e  n e a r  t h e  3" e n d  o f  16',? r R N A  t o  b a s e - p a i r  t o  
t h e  S h i n e - D a l g a r n o  s e q u e n c e  c f  p r o k a r y o t i c  m R N A  
[ 1 6 , 1 7 ]  is a d i r e c t  a n a l o g y  t o  o u r  p r o p o s e d  18 S 
r R N A : m R N A  h y b r i d .  E u k a r y o l e s  a n d  p r o k a r y o t e s  
m a y  s i m p l y  u s e  d i f f e r e n t  p o r t i o n s  o f  t h e i r  s m a l l  r i b o s o -  
m a l  s u b u n i t  R N A s  t o  b a s e - p a i r  t o  m R N A .  

. 4 c k n o . & , d e e m c n t s -  Initial aspects  o f  tints work  wcrc suppor ted  by 
PHS Gran t  L'A38015 f rom NCI and BRSG Gran t  RR7071 {E.S.M.). 
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