
Praxis wird man damit jedoch nur die Probleme bearbei- 
ten, die eine Oberflachenanalyse rnit hohem raumlichem 
Auflosungsvermogen verlangen und rnit Rontgenfluores- 
zenzmethoden nicht gelost werden konnen. 
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Die Translation der genetischen Information am Ribosom[**I 

Von Gerhard Schreiber"' 

Die in der Basensequenz der Nucleinsauren enthaltene Information f i r  die Proteinstruktur wird 
am Ribosom in die Aminosaurensequenz der Proteine iibersetzt. Diese Ubersetzung, Translation 
genannt, laJt sich in den Kettenstart, die Kettenverlangerung und den KettenabschluJ gliedern. 
An jedem Abschnitt sind mehrere spezijische Proteinfaktoren und Nucleinsauren beteiligt. - 
Beim Kettenstart werden aus der Startaminosaure-tRNA, der m R N A  rnit dem Startsignal und 
der kleinen undgroJen Untereinheit eines Ribosoms Startkomplexe gebildet. Dabei wirken GTP 
und die Star flaktoren rnit. - Bei der Kettenverlangerung wird in einem Reaktionszyklus jeweils 
eine Aminosaure aus der Bindung an die t R N A  in eine Bindung in der Polypeptidkette iiberfihrt. 
Zunachst wird die zu inkorporierende Aminosaure als Aminoacyl-tRNA an das Ribosom gebun- 
den, wozu GTP und Proteinfaktoren erforderlich sind. Die anschlieJende Entstehung der Peptid- 
bindung wird durch die Peptidyltransferase der groJen Ribosomenuntereinheit katalysiert. Da- 
nach wird die nunmehr um eine Aminosaure verlangerte Peptidyl-tRNA auf dem Ribosom von 
der Aminosaure-Acceptorstelle A an die Peptidyl-Donorstelle P verlagert. Hierzu sind ein wei- 
terer Proteinfaktor und die Spaltung von GTP in GDP und Phosphat notwendig. - Der Ketten- 
abschluJ wird eingeleitet, sobald eines der drei Terminatortripletts UAA, UAG oder UGA 
auf der sich relativ zum Ribosom vom 5'- zum 3'-Ende bewegenden mRNA das Ribosom er- 
reicht. Die Ablosung der fertigen Polypeptidketten vorn Ribosom hangt von den Ablosefaktoren 
ab. Vor dem Start einer neuen Polypeptidkette dissoziieren die Ribosomen in ihre Unterein- 
heiten. 

1. Einleitung 

Die Aminosaurensequenz der Proteine einer Zelk iSt 
durch die Basensequenz der Desoxyribonucleinsauren 

DNA verschlusselte Information wird in zwei Stufen in 
die Aminosaurensequenz des Proteins iibertragen. Zu- 
nachst wird die Basenreihenfolge einer DNA umgeschrie- 
ben in die Basenreihenfolge einer Botenribonucleinsaure 

(DNA) der Zelle festgelegt. Die in der Basensequenz der (&NA=messenger RNA). Diesen Vorgang bezeichnet 

[*I Doz. Dr. G. Schreiber 
Biochemisches Institut der Universitat 
78 Freiburg, Hermann-Herder-StraDe 7 

- - -  
man als Transkription. Die Basenreihenfolge der mRNA 
wird dann am Ribosom in die Aminosaurenreihenfolge 
des Proteins ubersetzt. Diesen Vorgang nennt man Trans- 

[**] Nach einem am 3. Februar 1970 in Freiburg gehaltenen Vortrag. 
Wegen des Umfanges der Literatur wird hier nur eine Auswahl zitiert; 
eine ausfihrlichere, dem Stand vom Friihjahr 1969 entsprechende Zu- 
sammenstellung findet sich bei Lengyel und SOU [I]. 

lation. Er 1aBt sich in drei Abschnitte gliedern : 

1. den Start der Polypeptidkette= Initiation, 
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2. die Verlangerung der Polypeptidkette = Elongation, 
3. den Abschlulj der Polypeptidkette=Termination. 

Eine Ubersicht uber die an den drei Abschnitten beteilig- 
ten Reaktionspartner gibt Tabelle 1. Einzelheiten werden 
im folgenden besprochen. 

Die fur N-Formylmethionin (fMet) spezifische tRNA zeich- 
net sich durch eine besondere Anordnung der zueinander 
komplementaren Basen aus. Wahrend in den zur Aktivie- 
rung der Aminosauren fur die Kettenverlangerung dienen- 
den tRNA, z. B. der tRNAA'" aus Hefe[I2], die Basenpaa- 
rung am funften Nucleotid vom 3'-OH-Ende her gerechnet 
beginnt, findet sich das erste zueinander komplementare 
Basenpaar bei der tRNAFel erst in Position ~echs[ '~ l .  Tabelle 1 Reaktionspartner der Translation. 

~ ~ ~~~~~ ~ ~~~~~ 

Reaktionsabschnitt Reaktionspartner 

Kettenstart Startaminosaure-tRNA 
(Initiation) Mg2+ 

mRNA (Startbereich) 
Startfaktoren (F,, F,, F3) [a] 
kleine und groI3e Untereinheit des Ribosoms 
G T P  

Kettenverlangerung Aminoacyl-tRNA 
(Elongation) Mg2+ ,  K +  oder NHf 

mRNA 
Bindungsfaktoren (T, und T,) [a] 
Faktor G (Translocase) 
Ribosom 
G T P  

KettenabschluB mRNA (Terminationsabschnitt) 
(Termination) Ablosefaktoren (R, und R2) [a] 

Dissoziationsfaktor 
Ribosom 

- 

[a] In Klammern stehen die Bezeichnungen f i r  die in E .  coli gefunde- 
nen Faktoren. 

2. Der Kettenstart 

2.1. Die Reaktionspartner 

2.1.1. Die Startaminosaure-tRNA , 

Bevor die Aminosauren zur Proteinsynthese verwendet 
werden konnen, mussen sie rnit Transportribonuclein- 
sCure (tRNA) und Adenosintriphosphat (ATP) an den 
Aminosaure-tRNA-Synthetasen zu Aminosaure-tRNA ak- 
tiviert werden [Gl. (I)]. Die Startaminosaure ist in Bak- 
terien, Chloroplasten und Mitochondrien N-formyliertes 
Methionin" -'I, in Eukaryonten nicht-formyliertes Me- 

Mg* + 
Aminosaure +ATP + Enzym 4 Aminosaure.AMP. Enzym + P P  

Mg" 
Ammosaure.AMP.Enzym + tRNA =F=- Aminosaure-tRNA+ Enzym+AMP 

Aminosaure+ATP+tRNA Enzym Aminosaure-tRNA+AMP+ PP  

Gb-0 

Enzym = Aminosaure-tRNA-Synthetase 

thionin"]. Es gibt in Bakterien['I und tierischen Zellenrsl 
je zwei methionin-aktivierende tRNA-Spezies, tRNAF" 
und tRNAE" bzw. t R N A y  und tRNA7". Nur t R N A p  
und tRNA?" aktivieren Methionin fur den Kettenstart. Im 
Bakterium wird Methionin, welches an tRNAF" gebunden 
ist, formyliert Met-tRNAy,dieStartaminosaure-tRNA 
im Cytoplasma der Eukaryonten, braucht fur den Ketten- 
start nicht formyliert zu werden['l. tRNAE" bzw. t R N A p  
aktivieren Methionin, welches ins Innere der Polypeptid- 
kette eingebaut werden soil[' 'I. 

Methionin wird erst nach seiner Veiesterung rnit tRNA 
formyliert (Abb. 1). N-Formylmethionin selbst kann nicht 
an tRNA gebunden werden[']. Die Formylgruppe wird 
von N'O-Formyltetrahydrofolsaure geliefert" '* 14* ''I . D as 

Enzym + M e t  +ATP 

Enzym <:Mi' Enzym. 
AMP AMP 

\ f F -THF THF 

Met-tRNAP f M e t - t R N A y  
Trans for -  

t R N A p '  

.Lam myiase 

Abb. 1. Aktivierung und Formylierung von Methionin (Met) fur den 
Kettenstart. THF = Tetrahydrofolsaure. F-THF = N'O-Formyltetra- 
hydrofolsaure, Enzym = Methionin-tRNA-Synthetase. 

formylierende Enzym, die Met-tRNA-Transformylase, wur- 
de aus E .  coli uber 1500-fach angerei~hert['~! Ihr Moleku- 
largewicht betragt nur etwa 25 OOO, die Sedimentations- 
konstante 2.02, d. h. das Enzym ist etwa genauso gro13 wie 
eines seiner Substrate. Die Rontgen-Strukturanalyse der 
tRNAF" aus E. coli rnit einer Auflosung von 12 A ergab 
eine Iangliche Molekiilform. Das tRNAp-Molekiil liegt 
demnach als Dimeres mit einer Lange von 109 A und einer 
Dicke von etwa 35 A vor. Ein einzelnes Molekul ist 80 A 
lang und hat einen unregelmaoig geformten Querschnitt 
rnit einem ,,Durchmesser" von 25 bis 35 A[16- 

2.1.2. Mg2+-Ionen 

In zellfreien Systemen mu13 fur einen streng fMet-tRNA- 
abhangigen Kettenstart die MgZ +-Konzentration 4 bis 
8 mmol/ I betragen1'9*20! Bei hoheren MgZ+-Konzentra- 
tionen kommt es zu unspezifischen Pseudokettenstarts, 
bei denen die Synthese nicht am Anfang, sondern in der 
Mitte eines Proteins beginnt['1~221. Auch bei hoher Mg'+- 
Konzentration (11 mmol/l) erfolgt der Start der Synthese 
eines Polypeptids jedoch schneller rnit Formylmethionyl- 
tRNAF" und AUG als rnit anderen Aminoacyl-tRNA- 
Arten und den dazugehorigen cod on^['^] (A =Adenin, 
U = Uracil, G = Guanin). 

2.1.3. mRNA rnit Kettenstartabschnitt 

Jeweils drei Basen der mRNA codieren eine Aminosaure- 
tRNA. Die tRNA:" bzw. t R N A y  entsprechenden Tri- 
plettsoderCodonssind AUGund GUG[8.9,24*25. 1 2 2 1  . D er 
mRNA-Abschnitt, der das Startsignal fur die Polypeptid- 
kettensynthese gibt, mu13 also das Codon AUG oder G U G  
enthalten. Die mRNA wird vom 5'-Ende zum 3'-Ende in die 
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Aminosaurensequenz iibersetzt[261. In als naturlicher 
mRNA dienender Bakteriophagen-RNA war jedoch weder 
das Triplett AUG noch das Triplett GUG unter den ersten 
50 Nucleotiden des 5'-Endes zu f i n d e ~ ~ [ ~ ' - ~ ~ !  Die Auf- 
klarung der Basensequenz der Startregionen der RNA des 
Bakteriophagen R 17 ergab, da13 die erste Base des Start- 
codons fur das Hullprotein erst an 24. Stelle, die fur die 
RNA-Synthetase und das A-Protein jeweils erst an 18. 
Stelle des isolierten Startabschnitts lagen13'. (Abb. 2). 

Hii l lprotein F - M e t  Ala Ser A s n  P h e  

AGAGCC-!AACCGGGGUUUGAAGC. AUG . GCU . UCU . AAC - UUU 
nnnnn 

Q pr3']. Da13 die Sekundarstruktur der mRNA tatsachlich 
eine Rolle beim Kettenstart spielt, zeigen Versuche von 
L o d i ~ h [ ~ ~ ] .  Er veranderte die Sekundarstruktur der RNA 
des Bakteriophagen f2 durch Behandlung mit Formal- 
dehyd und fand, da13 dadurch zusatzliche, neue Startstel- 
len Iangs der f2-RNA auftraten. Dies lie13 sich am besten 
dadurch erklaren, da13 die stellenweise Auflosung der Was- 
serstoffbruckenbindungen zu Konformationsanderungen 
der mRNA fuhrt, bei denen Starttripletts aus dem Inneren 
an die Initiation ermoglichende Positionen gelangen. 

2.1.4. Die Startfaktoren 

Werden E.  coli-Ribosomen mit 0.5 bis 2 M NH4C1-Losung 
gewaschen, so gehen von der 30s-Untereinheit mehrere 

n ,-1 ys Proteinfaktoren, die fur den Kettenstart erforderlich sind, 
F - M e t  S e r  Lys Thr Thr 

n RNA- Synthe tase  

AAACAUGAGGAUUACCC .AUG 'UCG 'AAG .ACAy-AC-i:AAG in die Waschflussigkeit uber[26,37-49]. Es lassen sich drei 

Rei fungspro te in  
(A-Prote in)  F - M e t  A r g  Ala  P h e  S e r  

nnnnn 
CCUklCCAGGUUUGACCU*AUG .CGA*GCU*UUU.AGU.G 

Abb. 2. Basensequenz der drei Startbereiche der RNA des Bakterio- 
phagen R17 [31, 321. Tripletts, die eine Aminosaure codieren, sind 
durch Bogen zusammengefaDt. Noch nicht endgiiltig gesicherte Ab- 
schnitte sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet. Man beachte, 
daB das Starttriplett nicht am 5'-Ende der RNA liegt. 

Die Ubersetzung der Basensequenz der RNA in die Amino- 
saurensequenz des Proteins beginnt vielleicht also nicht 
direkt am 5'-Ende, wofur auch die Moglichkeit der Trans- 
lation einer ringformigen Nucleinsaure spricht [,,, 341. Dies 
mag zunachst uberraschend erscheinen, konnte aber durch- 
aus zweckmal3ig sein. Der das Startcodon enthaltendeRNA- 
Bereich 1al3t sich namlich durch Wasserstoffbrucken so zu 
einer RNA-Doppelwendel verbinden, daD das Startcodon 
an deren Spitze an exponierter Stelle sitzt (Abb. 3)[31,321. 

A U G  
C-G 
G- C 
A- U 
A- U 
G - C  
U U 
U-A 
U- A 
G - C  

G ---- U 

G __-_ u 

G ---- U c/ ' I A  
A G A G C  C U A  XI 

---A 
_--_ 

m 
Abb. 3. Exponierte Lage des Startcodons AUG in der RNA des Bak- 
teriophagen R 17 [31, 321. Noch nicht endgiiltig gesicherte Abschnitte 
sind durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. 

In einer solchen Anordnung wurde zum einen das Start- 
codon vor der Einwirkung von Ribonucleasen geschutzt, 
die am 5'-Ende angreifen, zum andern ergabe sich die 
Moglichkeit der Modifikation des Kettenstarts durch Ver- 
anderung der raumlichen Struktur der RNA. Entsprechen- 
de Verhaltnisse fanden sich auch bei der Aufklarung der 
Basensequenz des 5'-Endes der RNA des Bakteriophagen 

Faktoren, F,, F, und F,, voneinander trennen, die alle bis 
zur Homogenitat in der analytischen Elektrophorese auf 
Polyacrylamidgel gereinigt werden konntenC5'- 541. F, , 
das kristallisiert werden k ~ n n t e [ ~ ~ ] ,  hat ein Molekularge- 
wicht von 9400[50,551; F, von 65000-75000[511 oder 
80000[531 und F, von 21000 D a l t ~ n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  F, ist hitze- 
stabil, reagiert basisch und besteht aus einer einzigen 
P~lypeptidkette[~~'. F, und F, enthalten freie SH-Grup- 
pen[53*54.571. Fur den Faktor F3 wurden vor kurzem 
mehrere fur den Start verschiedener Proteine spezifische 
Varianten mitgeteilt I5 ' 7  591. 

Auch fur Systeme aus Muskelgewebe und Reticulocyten 
wurden Startfaktoren beschrieben16'- 681. Im Reticulocy- 
tensystem konnten insgesamt drei Faktoren, M,, M, und 
M,, voneinander unterschieden werden16'! Sie sind fur 
den Start der Synthese der a- und j3-Ketten des Hamoglo- 
bins bei niedriger MgZC-Konzentration notig und unter- 
scheiden sich deutlich von den bakteriellen Verlangerungs- 
faktoren T, und T,, ahneln aber den Startfaktoren F,,  F, 
und F,. An die Startfaktoren aus Reticulocyten werden 
nur die formylierbaren tRNAM"-Spezies, an die Verlange- 
rungsfaktoren nur die nicht formylierbaren tRNAM"- 
Spezies gebunden[661. 

2.1.5. Ribosomen und GTP 

Fur den Kettenstart sind ferner Guanosintriphosphat 
(GTP) und Untereinheiten von Ribosomen erforderlich. 
Ein grober uberblick iiber Struktur und Zusammenset- 
zung der Ribosomen ist in Tabelle 2 gegeben. Die Riboso- 
men sind das Stiitzgeriist, auf dem die Reaktionspartner 
der Translation sich in der Art eines komplizierten, vier- 
dimensionalen Puzzlespiels zusammenfugen (vierte Di- 
mension = Zeit). Neben den 80s-Ribosomen in Eukaryon- 
ten und den 70s-Ribosomen in Prokaryonten kommt in 
Mitochondrien noch eine dritte Klasse von Ribosomen, 
die sogenannten Mini-Ribosomen, mit einer Sedimenta- 
tionskonstante von 55 S vor (Ubersicht siehe r691). Fur die 
Anlagerung der aktivierten Aminosauren und der Peptidyl- 
tRNA hat man mindestens zwei spezifische Bindungsorte 
auf dem Ribosom postuliert, die Aminosaure-tRNA- 
Acceptorstelle A und die Peptidyl-Donorstelle P. Die 
beiden Bindungsstellen lassen sich aufgrund der Reak- 
tion mit Puromycin unterscheiden. Puromycin, formal ein 
Analoges des endstandigen Aminoacyladenosinteils einer 
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Tabelle 2. Eigenschaften der Ribosomen und ihrer Untereinheiten 

21 

16 S-RNA 

0.55. 10' 

Eigenschaften der 
Ribosomen 

4 40 

23 S-RNA 
+ 
1.1 . lo6 
5 S-RNA 

bzw. 

Teilchengewicht 
(Dalton) 
Abmessungen (A3) 
Verbaltnis RNA/ 
Protein 
Sedimentationskon- 
stanten, Zerfall 
in Untereinheiten 

Eigenschaften deI 
Untereinheiten 

Anzahl der Protein- 
molekiile pro Unter- 
einheit [a] 
RNA der Unterein- 
heiten mit Sedimenta- 
tionskonstanten [a] 
Molekulargewicht 
der RNA 

aus Prokaryonten 
Herkunft 

2.8 106-3.0. lo6 

200.170~170 
1.6-1.8 

30 /70s \  S 50 S 

30s 150s 

aus Eukaryonten 
(Cytoplasma) 

4 .  106-5. lo6 

240.200.200 
1 

/80S \  
J 

40 S 

40 S 

-40-50 

18 S-RNA 

0.8. lo6 

\ 
60 S 

60 S 

z loo 

28 S-RNA 
+ 
1.7. lo6 
bzw. 
40 OOO 

5 S-RNA 

[a] Jeweils ein Moiekiil pro Untereinheit. 

Aminoacyl-tRNA (Abb. 4)['01, kann anstelle einer Amino- 
acyl-tRNA rnit bereits gebildeter Peptidyl-tRNA["] an 
Ribosomen zu Peptidylpuromycin und tRNA reagie- 
 en[^^], jedoch konnen an Peptidylpuromycin keine weite- 
ren Aminosauren mehr angehangt werden. Es kommt zum 
vorzeitigen Kettenabbruch und zum Auftreten von Pep- 
tidylpuromycin und freier tRNA[7 31. 

NH2 

HT OH OH 
O = C - C H - C H 2 G O C E 1 3  I o =c - CH- I cH2+H 

NH2 NHZ 
Puromycin T yr  0 s  yl- t RNA 

Abb. 4. Puromycin als Strukturanaloges des endstandigen Aminoacyl- 
adenosinteils einer Aminoacyl-tRNA. 

Die Reaktion rnit Puromycin kann nun zur Unterschei- 
dung der beiden verschiedenen Bindungsstellen fur tRNA 
am Ribosom dienen. Beispielsweise kann in einem zell- 
freien, durch Poly-U programmierten, Aminosauren in 
proteinahnliches Material inkorporierenden System Poly- 
phenylalanin gebildet werden, das zunachst noch als Poly- 
phe-tRNA an das Ribosom gebunden istr7']. In einem 
solchen System werden nun zwei Arten von Peptidyl- 
tRNA-Ribosomen gefunden, namlich solche, die sofort 
rnit Puromycin reagieren, und solche, die erst nach Zusatz 
von GTP und dem bei der Gewinnung von Ribosomen 
durch hochtourige Zentrifugation anfallenden Uberstand 
mit Puromycin reagieren. Man nimmt an, daR die erste 
Art von Ribosomen die Peptidyl-tRNA an der Peptidyl- 

Donostelle und die zweite Art von Ribosomen die Pepti- 
dyl-tRNA noch an der Aminoacyl-tRNA-Acceptorstelle 
gebunden hat. GTP und Uberstand sind notwendig fur 
den Transport der Peptidyl-tRNA von der Aminosaure- 
tRNA-Acceptorstelle A zur Peptidyl-Donorstelle P[731. 
GTP wird dabei in G D P  und Phosphat gespalten. Erst 
danach kann von diesen Peptidyl-tRNA-Ribosomen der 
Peptidylrest auf Puromycin ubertragen werden. 

Auch fur in-vivo-Systeme, namlich Polyribosomen in 
Reticulocyten und Muskelzellen, wurde kiirzlich gefun- 
den, daR zwei tRNA-Molekule an ein Ribosom gebunden 
waren, wobei eines der tRNA-Molekiile eine nascierende 
Polypeptidkette t r ~ g [ ~ ~ ] .  

2.2. Der Reaktionsablauf des Kettenstarts 

Ein Ubersichtsschema des Kettenstarts in Prokaryonten ist 
in Abbildung 5 wiedergegeben. Zunachst treten in Anwe- 
senheit von GTP und Startfaktoren Met-tRNA, der Start- 
bereich einer mRNA und die 30s-Untereinheit des Ribo- 
soms zu einem Komplex zusammen[25,46,54,75-831 . W ahr- 
scheinlich wird zunachst der Startbereich der mRNA unter 
Mitwirkung von F, und F3[541 an die 30s-Untereinheit ge- 
bunden und anschlieI3end Met-tRNA angelagert[40s841, 
wozu die Anwesenheit von F2 erforderlich ist. Erst danach 
wird die SOS-Untereinheit angefugt[85,861. F3 ist nur fur die 
Bindung von naturlicher mRNA notig[87,881. Die M e t -  
tRNA ist wahrscheinlich zuerst an der Aminolure-tRNA- 
Acceptorstelle A des Ribosoms 
wird aber unter GTP-Spaltung zur Peptidyl-Donorstelle P 
iiberfuhrt[411. In Gegenwart von GMPPCP, einer G T P  
analogen Verbindung, in der die p- und y-Phosphatgrup- 
pen durch eine Methylenbriicke verbunden sind und daher 
nicht enzymatisch gespalten werden k o n ~ ~ e n [ ' ~ ] ,  kommt 
es zwar zur Bildung eines Komplexes Met-tRNA-mRNA- 
30S-Untereinheit[76*821 und zur Anlagerung der 50s-Un- 
tereinheitca5. "I, aber nicht zur Bildung von fMet-tRNA- 
Ribosomen, die mit Puromycin reagieren k o n n e r ~ f ~ ~ ] .  

Die unter GTP-Spaltung entstandenen Met-tRNA-Ribo- 
somen reagieren dagegen rnit Puromycin zu fMet-Puromy- 
cin, freien Ribosomen und tRNA[25,93-951. G T P  1st . also 
in verschiedener Weise an der Initiation beteiligt. Auf die 
anfangliche Bindung von fMet-tRNA an der Aminosaure- 
tRNA-Acceptorstelle A weisen auch Hemmversuche rnit 
Tetracyclin hin, das als spezifischer Hemmstoff der Bin- 
dung von Aminosaure-tRNA an die Aminosaure-tRNA- 
Acceptorstelle von Ribosomen bekannt ist1961. 

Im Gegensatz zu allen anderen Aminosaure-tRNA ist 
Met-tRNA1"' nicht in der Lage, rnit GTP und dem Ver- 
langerungsfaktor T (s. Abschnitt 3.1.4) einen Komplex zu 
b i l d e ~ ~ [ ~ ~ ] ,  aus dem heraus die Aminosaure-tRNA-Mole- 
kiile bei der Verlangerung der Polypeptidkette an das 
Ribosom gebunden werden. Andererseits wird nur M e t -  
tRNA:" in Gegenwart von Startfaktoren und G T P  sowie 
AUG oder G U G  an 30s-Untereinheiten gebunden. Die 
Startfaktoren ,,erkennen" dabei sowohl den tRNA-Teil als 
auch die Formylgruppe der fMet-tRNA;e'[981. 

Uber die genaue Wirkungsweise der Startfaktoren gehen 
die Meinungen noch auseinander, insbesondere dariiber, 
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ob GTP bei der Bindung und Freisetzung von F, im Start- 
komplex durch GMPPCP ersetzt werden kannC5'1 oder 
n i ~ h t ~ ~ ~ ] .  Verschiedene Auffassungen gibt es auch iiber die 
Reihenfolge der Bindung und Freisetzung der Startfakto- 
ren in den Initiationskomplexen["- 54, 99 ,  '"]. Moglicher- 
weise wirken Startfaktoren beim KettenabschluB mit["']. 
So wird zum Beispiel die Identitat des Dissoziationsfaktors 
(s. Abschnitt 4.1.3) rnit F,['02J oder F3[54*103-1051 disku- 
tiert. Zum Teil gleichen die Eigenschaften der Startfakto- 
ren denen von Verlangerungsfaktoren[106]. 

7 

mRNA 1 

5' 
5' q' 

F., 

rn 
Abb. 5. Ubersichtsschema des 

I F  
fMet 

I F  
fMet 

Kettenstarts (nach Lengyel und 

initiiert wurde["'- Die Spezifitat hierfur lag in den 
30 S-Untereinheiten. Die Herkunft der SOS-Untereinheit 
und der Startfaktoren spielte keine Rolle["']. 

Aus rnit T 4  infizierten E. coli-Bakterien konnte ein hitze- 
labiler Faktor isoliert werden, der Ribosomen aus nicht 
infizierten Bakterien die Fahigkeit verlieh, selektiv T4- 
RNA als mRNA fur die Proteinsynthese zu verwenden" 13]. 

Die bisherige Beschreibung gilt fur den Kettenstart in 
Prokaryonten, Mitochondrien und Chloroplasten. In 

5' 3' 5' 3' 

Soll [I], modiliziert). Erlauterung s. Text. 

Von auDerordentlichem Interesse fur die Frage der Regu- 
lation der Proteinsynthese auf der Stufe der Translation 
durch Beeinflussung des Kettenstarts ist die kiirzlich mit- 
geteilte Auftrennung des Startfaktors F3 in mehrere Va- 
rianten, die jeweils fur den Start bestimmter Proteine 
spezifisch ~ a r e n [ ~ * *  591. Dube und Rudland zeigten, daD 
Startfaktoren aus E. coli-Bakterien, die rnit dem Bakterio- 
phagen T4 infiziert worden waren, Ribosomen aus nicht 
infizierten E. coli-Bakterien so umprogrammierten, daD 
diese Ribosomen bevorzugt die Startsignale von T4-RNA 
erkannten['"! Eine Proteinspezifitat der Initiation ergibt 
sich auch aus Versuchen rnit der RNA des Bakteriophagen 
R17. Diese besteht aus einem einzigen Faden mit den 
Strukturgenen fur das Reifungsprotein (A-Protein), das 
Hiillprotein und die RNA-Synthetase, vom 5'- zum 3'-Ende 
hin aufgezahlt[1081. In einem rnit R 17-RNA programmier- 
ten, zellfreien System aus E. coli bewirkten namlich zuge- 
setzte Startfaktoren, die aus rnit T4  infizierten E. coli- 
Bakterien gewonnen worden waren, daD nur noch der 
Synthetase-Startabschnitt erkannt ~u rde [ ' ' ~ ] .  In einem 
System aus nicht infizierten Zellen wurden dagegen alle 
drei Startabschnitte der R 17-RNA erkannt, rnit relativer 
Bevorzugung des Hiillproteins. 

AuDer durch Startfaktoren kann eine Proteinspezifitat bei 
der Initiation der Translation aber auch durch die Herkunft 
der 30 S-Untereinheit der Ribosomen bedingt sein. Bei 
einem Vergleich zellfreier, protein-synthetisierender Syste- 
me aus E. coli und B.stearothermophilus, die rnit RNA von 
f 2, einem R17 verwandten Bakteriophagen, programmiert 
waren, fand man, da13 rnit E. coli-Ribosomen die Syn- 
these aller drei Phagenproteine gestartet wurde, wahrend 
im B.stearotherrnophilus-System nur das Reifungsprotein 

Eukaryonten wurde als Startaminosaure-tRNA nicht- 
formylierte Met-tRNA gefunden[*], die aber durch eine 
aus E. coli isolierte Transformylase formyliert werden 

zellen enthalt keine Transformylase. 

Methionin als Startaminosaure fur Globin wird friihzeitig 
wieder abgespalten["8. 1191, wenn die wachsende Poly- 
peptidkette des Globins eine Kettenlange von 15 bis 20 
Aminosauren erreicht hat. Methionin konnte in Zell- 
suspensionen aus Forellenhoden auch als Startaminosaure 
fur Protamin identifiziert werden['201. Es lie13 sich eine 
enzymatische Abspaltung des Methionins von der nachst- 
folgenden Aminosaure, Prolin, nachweisen, die wahr- 
scheinlich aber erst nach volliger Fertigstellung des Pro- 
tamins stattfindet. In N .  crassa, einem anderen eukaryonti- 
schen Organismus, laBt sich zwar kein Methionin als 
N-Terminus fertiger Zellproteine nachweisen, in nascieren- 
den Proteinen wird jedoch I4C-Methionin nahe dem 
N-Terminus gefunden[" '1. 

Die Start-tRNA aus Eukaryonten 1aBt sich als Start-tRNA 
in aus E. coEi hergestellten, zellfreien Systemen verwen- 
den[4.5.114-l17] . tRNA?" ist wahrscheinlich die einzige 
Start-tRNA in Eukaryonten['221. Aufgrund der schnellen 
Bildung von Methionylpuromycin rnit Met-tRNA7" aus 
Leber wurde vermutet, daD Met-tRNA?" an der Peptidyl- 
stelle des Ribosoms gebunden wird" 15]. 

Die Existenz von Startfaktoren in Systemen aus Sauge- 
tieren wurde bereits im zweiten Absatz des Abschnitts 2.1.4 
besprochen. Auch in Eukaryonten wurde eine Protein- 
oder Organspezifitat der Startfaktoren gefunden. Die Fak- 
toren aus Reticulocyten bzw. aus Muskel stimulierten vor- 
wiegend die Synthese von Globin bzw. von Myosin[641. 

konnte[114-l171 . D as Cytoplasma von Leber- und Hefe- 
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3. Die Kettenverlangerung 

3.1. Die Reaktionspartner 

3.1.1. Die Aminosaure-tRNA 

Jede der in Proteinen vorkommenden Aminosauren kann 
durch eine oder mehrere Arten von tRNA an einem fur die 
jeweilige Aminosaure hochspezifischen Enzym aktiviert 
werden[l. 1 2 3 - 1 2 5 1  [GI. (I)]. Die Spezifitat des Transfers 

0 
AS 

Emla 
Abb. 6. Einteilung der tRNA in drei Klassen (nach Staehelin [131], 
moditiziert). BP = Basenpaarungen, AS = Aminosaurearm, DHU = Di- 
hydrouridinarm, AC = Anticodonarm, TYC = Thyminpseudouridin- 
cytosinarm. 

der Aminosauren auf die jeweilige tRNA ist groljer als die 
der Aktivierung mit ATP[123- Ile-tRNA-Synthetase 
aktiviert z. B. auch Valin und Val-tRNA-Synthetase auch 
Threonin, jedoch werden diese ,,fakchen" Aminosauren 
dann nicht auf die zugehorige tRNA ubertragen[128-130! 

/A\ 

-Arm 

TlJC-Arm 

rn 

10 

1 

'5 

50 

25 

0 

Abb. 7. Model1 der raumlichen Struktur von tRNAy'  nach Leuitr [18]. 
H: DHU- und Anticodonarm; 0 : TYC- und Aminosaurearm; : 
Extraarm. 

Da inzwischen die Basensequenzen einer ganzen Reihe 
von tRNA aufgeklart worden sind, kann das allgemeine 
Bauprinzip der tRNA angegeben werden"', I 3  'I. Alle 
tRNA lassen sich in ,,Kleeblatt"-Form rnit funf Armen 
schreiben (Abb. 6 ) :  dem Aminosaurearm oder Stamm, dem 
Dihydrouridinarm (DHU-Arm), dem Anticodonarm und 
dem Thyminpseudouridincytosinarm (TYC-Arm). Nach 
der Struktur dieser Arme lassen sich die tRNA in drei 
Klassen einteilen : die tRNA der Klasse 1 haben drei Basen- 
paarungen im DHU-Arm und einen kurzen Extraarm, die 
der Klasse 2 haben ebenfalls drei Basenpaarungen im 
DHU-Arm, aber einen langen Extraarm, und die der Klasse 
3 weisen uier Basenpaarungen im DHU-Arm und einen 
kurzen Extraarm auf (Abb. 6). Es ist zu erwarten, dalj der 
Vergleich der Basensequenz ,,normaler" Wildtyp-tRNA 
mit der Basensequenz durch Mutation in ihrer Funktion 
veranderter tRNA iiber die funktionelle Bedeutung der 
verschiedenen tRNA-Abschnitte Aufklarung bringen wird. 
Eine Reihe von tRNA konnte kristallisiert und der Rontgen- 
strukturanalyse zuganglich gemacht werden1169 13'- 1401. 

Nach den gewonnenen Daten wurde z. B. das in Abbildung 
7 wiedergegebene, raumliche tRNA-Model1 vorgeschla- 
gen['']. 

3.1.2. Mg2+-, K+-  oder NHl-Ionen 

Im Gegensatz zum Kettenstart 1aBt sich die Kettenver- 
langerung bei niedrigen (4-8 mmol/l) und bei hohen 
(> 10 mmol/l) Mg2+-Konzentrationen untersuchen. Bei 
[Mg"] > 10 rnmol/l werden Aminosaure-tRNA wahr- 
scheinlich sowohl an der Aminosaure-tRNA-Acceptor- 
stelle als auch an der Peptidyl-Donorstelle an das Ribosom 
gebunden, und Aminosauren werden aus Aminoacyl-tRNA 
in Polypeptidyl-tRNA inkorporiert, ohne da13 Startamino- 
saure-tRNA oder Startfaktoren benotigt werden[". 14',  14'! 

AuBerdem ist fur die Kettenverlangerung die Anwesenheit 
von K +  oder NHZ e r f ~ r d e r l i c h ~ ' ~ ~ .  1441. 

3.1.3. mRNA 

Als ,,kunstliche" mRNA konnen in zellfreien Systemen 
hetero- oder homopolymere Polyribonucleotide verwendet 
werden. Vie1 untersucht wurde z. B. die Stimulierung des 
Einbaus von Phenylalanin in Polyphenylalanin durch 
P o ~ ~ - U [ ' ~ ~ ] .  Als ,,naturliche" mRNA in zellfreien Systemen 
wird meist die RNA von Bakteriophagen benutzt. Die 
mRNA von Mikroorganismen ist in der Regel polycistro- 
n i ~ c h [ ' ~ ~ ] ,  d. h. sie enthalt die Strukturinformation fur 
mehrere Proteine. Die RNA des Bakteriophagen R 17 etwa 
besteht aus einem Nucleinsaurefaden, in dem vom 5'- 
Phosphatende zum 3'-OH-Ende die RNA-Abschnitte rnit 
der Information fur die Aminosaurensequenz der drei 
Phagenproteine, Reifungs- oder A-Protein (350 Amino- 
~ a u r e n " ~ ~ ] ) ,  Hullprotein (129 Amin~sauren[ '~*~ 14'1) und 
RNA-Synthetase (450 Aminosauren[1501) aufeinanderfol- 
gen[lo8I. Die Nucleotidsequenz der RNA des Bakteriopha- 
gen f2 unterscheidet sich im Bereich des Hullprotein- 
cistrons nur geringfugig von der des Bakteriophagen 
R 17" ''I. Eukaryontische mRNA sol1 monocistronisch 
sein" '1. 
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3.1.4. Die Verlangerungsfaktoren 

Proteinfaktoren fur die Kettenverlangerung wurden zuerst 
aus dem durch hochtourige Zentrifugation von E .  coli- 
Extrakten gewonnenen uberstand isoliert. Es wurden zu- 
nachst zwei Faktoren, G und T, unter~chieden['~~, 1541 , e  di 
spater bis zur Kristallisation gereinigt werden konn- 
ten[155. 1561 . D er Faktor G hat ein Molekulargewicht von 
84000, zerfallt in 4 M Harnstofflosung in zwei Unterein- 
heiten von je 42550 und in 8 M HarnstoMosung in insge- 
samt vier inaktive Untereinheiten, fur die ein Molekular- 
gewicht von je 23260 gemessen wurde. SH-Reagentien 
hemmen die Aktivitat des Faktors G[157s1581 . In schnell 
wachsenden E. coli macht die Translocase (= Faktor G) 
2 % des gesamten Proteins des ribosomenfreien Extraktes 
aus[1591. Der Faktor T aus E. coli und aus P.fluouescens 
lie13 sich in eine warmestabilere Komponente T, und eine 
warmelabilere Komponente T, auftrennen[1601. Der Faktor 
T, bildet rnit dem Faktor T, einen Komplex, der in Gegen- 
wart von GTPineinenT,-GTP-Komplex undT,zerfallt[161! 

Drei aus B. stearothermophilus gewonnene Verlangerungs- 
faktoren S,, S, und S, entsprechen den Faktoren T,, G 
undT,. Sie sindjedoch alle verhaltnismaI3ig warmestabil[L62! 
Auch aus Hefe konnten Verlangerungsfaktoren isoliert 
~ e r d e n ~ ' ~ ~ .  1641. Die in Rattenleber gefundenen Verlange- 
rung~faktoren[ '~~~ lieBen sich spater in zwei Fraktionen, 
Transferase I und I1 genannt, auflosen[166, 1671. Sie ent- 
sprechen in der Wirkungsweise den Faktoren T und 

tragt 186000, das der Transferase I1 70000[1761. Trans- 
ferase I1 enthalt essentielle SH-Gruppen[1761. Transferase I 
wird auch als Bindungsenzym, Transferase I1 auch als 
Translocase bezeichnet. 

In Prokaryonten lieD sich jeweils nur ein Faktor T und 
nur ein Faktor G na~hweisen[ '~~],  wahrend aus Eukaryon- 
ten zwei oder mehr Bindungsenzyme bzw. Translocasen 
isoliert werden k ~ n n t e n [ ' ~ ~  - 1801. Von diesen ist moglicher- 
weise ein Typ fur 70s- und ein anderer fur 80s-Ribosomen 
spe~ i f i s ch [ '~~~  1 7 8 , 1 8 1 1 .  Es wurde aber auch die teilweise 
Austauschbarkeit der Elongationsfaktoren zwischen Pro- 
karyonten und Eukaryonten beschrieben[182* lE3]  . G1 eich- ' 

falls ist offen, inwieweit eine Organspezifitat der Ver- 
langerungsfaktoren b e ~ t e h t [ ' ~ ~ * ' ~ ~ ] .  Vor kurzem wurde 
iiber eine Mutante von E. coli berichtet, die gegen Fusidin- 
saure, einen spezifischen Hemmstoff der Translocation, 
resistent war. Sie besal3 einen veranderten G-Faktor[lE6I. 

~ [ 1 6 8 - 1 7 5 ]  . D as Molekulargewicht der Transferase I be- 

3.1.5. Ribosomen und GTP 

GTP ist sowohl bei der Bindung von Aminosaure-tRNA 
als auch bei der Translokation der neu gebildeten Peptidyl- 
tRNA von der Aminosaure-tRNA-Acceptorstelle A zur 
Peptidyl-Donorstelle P erforderlich. 

Einen groben uberblick uber die Struktur der Ribosomen 
haben wir bereits im Abschnitt 2.1.5 und in Tabelle 2 
gegeben. - Fur die groDe Untereinheit der Ribosomen aus 
Rattenleber wurde eine Struktur rnit einer Art Tunnel oder 
Kanal vorgeschlagen, durch den die Proteine geschleust 
werden, die in den intrazisternalen Raum des endoplasma- 
tischen Reticulums transportiert werden ~ o l l e n [ ' ~ ~ ~  IaE1. 

Das Ribosom sitzt rnit der groDen Untereinheit der endo- 
plasmatischen Membran 1901. 

3.2. Der Reaktionsablauf der Kettenverlangerung 

Eine ubersicht ist in Abbildung 8 wiedergegeben. Die 
folgende Darstellung basiert vor allem auf Ansichten, die 
in Versuchen mit zellfreien, Aminosauren in proteinahn- 
liches Material inkorporierenden Systemen gewonnen 
wurden. Es wird zunachst ein Komplex a h  Aminosaure- 
tRNA, dem Faktor T, und GTP gebildet[162.'911. Unbe- 
ladene tRNA wird nicht gebunden und hemmt auch nicht 
die Bindung von Amin~acyl-tRNA[~~, ''', 19']. Aus dem 
Komplex heraus wird die Aminosaure-tRNA an das 
Ribosom an der Aminosaure-tRNA-Acceptorstelle ge- 
bunden. Nach der Bindung der Aminosaure-tRNA an den 
mRNA-Ribosomen-Komplex wird GTP ge~palten[ '~~! 
Diese Spaltung scheint vor der Kniipfung der Peptidbin- 
dung und vor der Translocation stattzufinden : Fusidin- 
saure, ein Antibiotikum, welches die GTPase-Aktivitat des 
an der Translocation beteiligten Proteinfaktors G hemmt, 
hat z. B. keinen hemmenden EinfluD auf die Spaltung von 
GTP durch T, +Ts[1931. In Gegenwart von GMPPCP, das 
enzymatisch nicht zu GDP und Phosphat gespalten werden 
kann, wird zwar die Aminosaure-tRNA noch an den 
Komplex mRNA-Ribosom gebunden, es kommt aber im 
Gegensatz zu den mit GTP beobachteten Befunden nicht 
zur Knupfung einer Pept idbind~ng"~~ - 1951. 

Sparsomycin, ein Antibiotikum, das die Bildung der Peptid- 
bindung hemmt[196s 1971, beeinfluat weder die Bindung der 
Aminosaure-tRNA an das R i b o ~ o m [ ' ~ ~ ]  noch die Spaltung 
von GTP durch T,+T,[1931. Der Faktor T, hat anschei- 
nend die Funktion, den nach der Bindung der Aminosaure- 
tRNA an das Ribosom freigesetzten Komplex Tu-GDP 
rnit GTP und Aminosaure-tRNA wieder zu Aminosaure- 
tRNA-T,-GTP zu regenerieren[1991. Ein und derselbe T,- 
Faktor kann rnit mehreren Aminosaure-tRNA-Spezies 
reagierer~f~~l. 

Die ersten Befunde uber die Spaltung von GTP bei der 
Bindung von Aminosaure-tRNA an den Komplex mRNA- 
Ribosom und die Notwendigkeit eines uberstandfaktors 
wurden ubrigens nicht in zellfreien Systemen aus Mikro- 
organismen, sondern aus Reticulocyten erhoben[200! 

Nach der Anheftung der neuen Aminosaure-tRNA an 
der Aminosaure-tRNA-Acceptorstelle wird Formyl- 
methionin aus seiner Bindung an die t R N A y  gelost 
und unter Knupfung einer Peptidbindung auf die CI- 

Aminogruppe der neuen Aminosaure-tRNA ubertragen. 
Die entstandene Met-Aminoacyl-tRNA befindet sich 
nach wie vor an der Aminosaure-tRNA-Acceptorstelle 
des R ibo~oms[ '~~ .  '01, zOzl. Das die Reaktion katalysie- 
rende Enzym, die Peptidyltransferase, ist ein Struktur- 
protein der 50s-Untereinheit des R i b o s o m ~ [ ~ ~  73*203,2041. 

Eine 50s-Untereinheit enthalt genau ein Molekul Pep- 
tidyltransfera~e[~~~! Proteine des durch hochtourige Zen- 
trifugation gewonnenen uberstandes oder GTP sind nicht 
direkt an der Reaktion beteiligt[3~203~204,'061 . E s werden 
jedoch Mg2+- und K+-  oder NHf-Ionen benotigt['43. 1441. 
Das 3'-terminale CCA-Ende der tRNA spielt sowohl bei 
der an der Peptidyl-Donorstelle gebundenen Peptidyl- 
tRNA als auch bei der an der Aminosaure-tRNA-Acceptor- 
stelle gebundenen Aminosaure-tRNA fur die Reaktion an 
der Peptidyltransferase eine R ~ l l e [ ' ~ ~ *  2081. Die Peptidyf- 
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transferase in Bakterien scheint nur die Reaktion von Faktoren T bzw. G[168-1751 . E' in einziges Molekiil Trans- 
Aminosaure-tRNA mit blockierter a-Aminogruppe zu ferase I1 kann die Translocation an mehreren Ribosomen 
katalysieren. Dies mag der Grund dafiir sein, daB in der katalysieren" 751. Transferase I1 wird spezifisch durch 
Startaniinosaure-tRNA in Bakterien die Aminogruppe des Diphtherietoxin inaktiviert'' 147 'I5]. 
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Abb. 8. Ubersichtsscherna der Kettenverlangerunp (nach Waterson. Beaud und Lengyel[199], rnodifiziert). 
A j  =Arninosaure. Weitere Erlauterungen s. Text. 

Methionins formyliert sein muB. Bei der Kettenverlange- 
rung ist die blockierende Gruppe der Peptidylrest. In den 
groReren Ribosomen aus Eukaryonten hat sich moglicher- 
weise im Laufe der Evolution ein anderer Mechanismus 
herausgebildet, der Spezifitat des Starts auch bei nicht- 
formylierter Startaminosaure garantiert. 

AnschlieRend findet die Translocation der neu gebildeten 
fMet-Aminosaure-tRNA von der Aminosaure-tRNA-Ac- 
ceptorstelle zur Peptidyl-Donorstelle statt, wobei die noch 
an die Peptidyl-Donorstelle gebundene, nunmehr unbe- 
ladene tRNAF" frei wird. Das Ribosom bewegt sich dabei 
relativ zur mRNA um ein Triplett in 5' + 3 ' - R i c h t ~ n g [ * ~ ~ ] .  
Die Translocation im zellfreien System ist vom Vorhanden- 
sein des Proteinfaktors G und der Spaltung von G T P  in 
G D P  und Phosphat abhangig['94. 2 0 1 , 2 0 2 , 2  I 0 -  "'] . A ndie  
freigewordene Aminosaure-tRNA-Acceptorstelle des Ribo- 
soms kann jetzt die durch das nachste Triplett der mRNA 
codierte Aminosaure-tRNA herantreten und der Zyklus 
von neuem beginnen. 

Ebenso wie die Spaltung von GTP wird auch die Trans- 
location durch Fusidinsaure blockiert"' '* "'l. Fusidin- 
saure-resistente Mutanten von E. coli besitzen einen ver- 
anderten G-FaktorL2 ''I. Die Translocation wird ferner 
durch G M p p C p  gehernmt[9'.'94.202,210,2111 

In Systemen aus Rattenleber gleichen die Funktionen der 
Transferasen I bzw. 11[165- 16'] im wesentlichen denen der 

4. Der KettenabschluB 

4.1. Die Reaktionspartner 

4.1.1. mRNA mit Terminationsabschnitt 

Stopsignale in der mRNA sind die Tripletts UAA, UAG 

Opal-Codon bezeichnet. Da sie weder die Bindung einer 
der bekannten Aminosaure-tRNA an R i b ~ s o m e n ~ " ' ~ ~ ~ ~ ~  
noch die Inkorporation von Aminosauren in proteinahn- 
liches Material ~ t imul ie r ten[~ '~~,  wurden sie auch Non- 
sense-Codons genannt. Es wurde vermutet, daB Termi- 
natortripletts auch direkt hintereinander vorkommen kon- 
nen['jol, was kurzlich durch Auklarung der Basensequenz 
des das Stopsignal enthaltenden Abschnittes der RNA des 
Bakteriophagen R 17 bestatigt w ~ r d e ' ' ~ ~ ] .  Es bleibt abzu- 
warten, ob doppelte Stopsignale allgemeiner auftreten. 
Dies wiirde einen Schutz gegen eine durch Mutation des 
Stopsignals verursachte Synthese unsinniger Proteine be- 
deuten und so dem betreffenden Organismus einen Se- 
lektionsvorteil bieten. 

und UGA(216-2261 . S' ie werden als Ocker-, Amber- bzw. 

4.1.2. Ablosefaktoren 

Zum Ablosen der fertigen Polypeptidkette aus dem Kom- 
plex Polypeptidyl-tRNA-Ribosom ist die Gegenwart eines 
AblOsefaktor~['~'~ erforderlich. Es lieBen sich zwei Arten 
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von Ablosefaktoren, R, und R,, voneinander unterschei- 
den. R,  ist spezifisch fur UAA und UAG, und R, ist spe- 
zifisch fur UAA und UGA[233s2341 . D'  ie Faktoren finden 
sich im Zellsaft, sind nicht dialysierbar und werden durch 
Trypsin und N-Athylmaleimid, nicht aber durch Ribo- 
nuclease, i n a k t i ~ i e r t [ ~ ~ ~ !  Diese Eigenschaften entsprechen 
denen von Proteinen rnit freien Mercaptogruppen. Das 
Molekulargewicht von R,  betragt 44000, das von R, 
47000. Ein Bakterium sol1 je etwa 500 Molekiile R,  und R, 
e n t h a l t e ~ ~ [ ~ ~ ' ] .  Bei 30000 Ribosomen pro B a k t e r i ~ m [ ' ~ ~ ]  
ware das ein Ablosefaktor pro 30 Ribosomen. 

Die Erkennung der Terminatortripletts wird durch ein 
weiteres Protein, den Faktor S, gefordert[2371. 

4.1.3. Dissoziationsfaktor und Ribosomen 

Nach Ablosen der Polypeptidyl-tRNA zerfallt der mRNA- 
R i b o s o m e n k ~ m p l e x [ ~ ~ ~ ~  2391. Die Ribosomen werden ent- 
weder sofort als Untereinheiten oder zunachst als freie 
70s-Ribosomen a b g e l o ~ t [ ' ~ ~ -  2431, die dann anschlieBend 
in Untereinheiten zerfallen. Dabei wirkt der Dissoziations- 
faktor mit[2441. Dieser wurde wie die Startfaktoren an den 
nativen 30S-Untereinheiten, nicht jedoch an 70s-Ribo- 
somen gefunden. Er scheint jedoch vor Eintreten der Dis- 
soziation an das Ribosom gebunden zu ~ e r d e n [ ~ ~ ' !  Nach 
der Spaltung der Ribosomen verbleibt der Dissoziations- 
faktor an der kleinen Untereinheit, Freie 70s-Ribosomen 
in der Zelle oder im Bakterium sind vielleicht ein Arte- 
fakt[2461. Die Dissoziationswirkung der Startfaktoren 
ist in Abschnitt 2.2 erwahnt worden. Moglicherweise sind 
Dissoziationsfaktor und F, i d e n t i ~ c h ~ ' ~ . ~ ~ .  l o 3 3  ' O S 1  . n  I 
E. coli ist F, der einzige D i s soz ia t i~ns fak to r~~~~~ .  

Der Dissoziationsfaktor ist wahrscheinlich spezies-spezi- 
fisch : Eine Proteinfraktion aus Saccharomyces cerevisiae 
rnit dissoziierender Aktivitat gegeniiber Ribosomen aus 
Saccharomyces zeigte keine Dissoziationswirkung gegen- 
iiber Ribosomen aus Escherichia coli oder aus Kaninchen- 
R e t i c u l o ~ y t e n [ ~ ~ ~ ~ .  

4.2. Der Reaktionsablauf des Kettenabschlusses 

Sobald eines oder zwei der Terminatorcodons bei der Be- 
wegung der mRNA Iangs der 30s-Untereinheit an deren 
Aminosaure-tRNA-Acceptorstelle angelangt ist, h o r t  die 
Polypeptidkettensynthese auf[216.218-2201 . E ntsteht ein 
Nonsense-Codon durch Mutation aus einem Triplett fur 
eine Aminosaure, so kommt es zum vorzeitigen Ketten- 
abbruch und zur Synthese eines Pro te inf ragment~[~~~l .  

Zur Untersuchung des Kettenabschlusses wurden vor 
allem Mutanten der Phagen R 17 oder f2 rnit einem durch 
Mutation entstandenen UAG-Triplett benutzt. Man ver- 
wendete solche Phagen, bei denen dieses Triplett am An- 
fang des Gens fur das Hullprotein entstanden war und 
beobachtete im zellfreien System die Synthese eines Hexa- 
peptids, welches dem N-terminalen Ende des Hiillproteins 
e n t s p r a ~ h [ ~ ~ ~ ,  "'3 Die entstandene Hexapeptidyl- 
tRNA war noch an den mRNA-Ribosomenkomplex ge- 
bunden und konnte so als Substrat (Abb. 9) fur den Nach- 
weis des Ablosefaktors benutzt werden. Ein weiteres Test- 
substrat war der nach Inkubation von AUG rnit M e t -  
tRNA und Ribosomen entstandene AUG-fMet-tRNA- 

Ribosomenkomplex. Formylmethionin wurde aus diesem 
Komplex in Gegenwait der Ablosefaktoren und eines der 
Nonsense-Tripletts f r e i g e ~ e t z t ' ~ ~ ~ !  Mit diesen Tests konn- 
ten aus einer rohen Fraktion zwei Ablosefaktoren, R ,  und 

1. Hexapeptidyl-tRNA,-Ribosom-RNA 

2. Wet-tRNAy-Ribosom-AUG 

Abb. 9. Substrate fur den Nachweis des Ablosefaktors. 

R,, rnit der im Abschnitt 4.1.2 beschriebenen Codonspezi- 
fitat isoliert werden[234~2351 . K" urzlich wurde gezeigt, daR 
R ,  und R, nicht nur fur die Ablosung unfertiger, kurzer 
Oligopeptidbruchstiicke, sondern auch fur die Ablosung 
fertiger Proteine notwendig sind[251,252! 

Formylmethionin wird nur dann freigesetzt, wenn Formyl- 
methionin-tRNA in der Peptidyl-Donorstelle gebunden 
ist. Die Freisetzung wird durch Sparsomycin, Chloramphe- 
nicol und andere Antiobiotika gehemmt[2531. 

Vor kurzem wurde uber Versuche rnit einem Puromycin- 
analogen, in dem die a-Aminogruppe durch eine Hydroxy- 
gruppe ersetzt worden war, b e r i ~ h t e t [ ~ ~ ~ , ~ ~ ~ !  Die Peptidyl- 
transferase war in der Lage, den Peptidylrest auf die 
Hydroxygruppe des Puromycinanalogen zu iibertragen. 
Dieser Vorgang war jedoch langsamer als die Kniipfung 
der Peptidbindung. In anderen Versuchen konnte Formyl- 
methioninathylester durch nucleophilen Angriff von Atha- 
no1 auf Met-tRNA:" am Ribosom freigesetzt ~ e r d e n [ ' ~ ~ ] .  
Die Reaktion wurde durch tRNA oder CCA bis zu 20-fach 
stimuliert. Es erhebt sich die Frage, ob etwa beim Ketten- 
abschlul3 die Spezifitat der Peptidyltransferase verandert 
wird, so daB der Polypeptidylrest statt auf eine weitere 
Aminosaure auf eine Hydroxygruppe, z. B. des Wassers, 
ubertragen wird. Bindungsversuche weisen darauthin, daB 
R, und R, bei der Erkennung des Stopcodons von Bedeu- 
tung sein konnten[253.25'1, wobei der Proteinfaktor S sti- 
mulierend ~ i r k t [ ' ~ ' ] .  

Vor der Bildung eines neuen Startkomplexes miissen die 
Ribosomen in Untereinheiten dissoziieren. An dieser Dis- 
soziation ist der Dissoziationsfaktor nicht als Katalysator, 
sondern in zu den Ribosomen stochiometrischer Menge 
beteiligt[244! Die Dissoziation der Ribosomen in Unter- 
einheiten vor Beginn der Synthese einer neuen Polypeptid- 
kette ging aus Austauschexperimenten hervor, bei denen 
eine Kultur wachsender Bakterien aus einem Medium rnit 
schweren Isotopen in ein solches rnit leichten Isotopen 
transferiert wurde" "9  2591. 

Die Dissoziation der Ribosomen vor der Bindung der 
Startaminosaure-tRNA lieB sich auch im zellfreien System 
zeigen : ,,Schwere" 70s-Ribosomen wurden aus E .  coli- 
Bakterien gewonnen, welche in einem Medium rnit D,O 
und I5N geziichtet worden waren. ,,Leichte" Ribosomen- 
untereinheiten wurden aus E .  coli-Bakterien, die in H,O 
und I4N enthaltendem Medium gewachsen waren, isoliert. 
Im Experiment wurden dann ,,schwere" 70s-Ribosomen 
rnit Jeichten" 50S-Untereinheiten, Poly(A,U,G), Start- 
faktoren, Val-tRNA, Met-tRNA:" und GTP unter fur 
die Synthese von Protein geeigneten Bedingungen inku- 
biert. Danach wurde das Gemisch durch Zentrifugation 
im Dichtegradienten analysiert. Es stellte sich heraus, dal3 
M e t - t R N A F  vorwiegend an hybride leicht/schwere Ribo- 
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somen gebunden war, wahrend Val-tRNA vor allem an 
rein schwer/schweren Ribosomen vorkam. Daneben fan- 
den sich freie schwere und leichte Untereinheiten. 

Das Experiment ist schematisch in Abbildung 10 darge- 
stellt. Es folgt, daB vor der Bindung der f i r  den Kettenstart 
notigen fMet-tRNA die Ribosomen erst in ihre Unter- 
einheiten dissoziieren miissen, wahrend die bei der Ketten- 

70s 50s 
SF, Poly IA,U,GI. 8 @ Val-tRNA, f M e t - t R N A y  GTP 

\ / v 
0 0  

f 
f Met-t  RNA pet / 

Lmm 
Abb. 10. Dissoziation der Ribosomen vor dem Start einer neuen Poly- 
peptidkette. schematisch. H bzw. L kennzeichnet die Verwendung von 
D,O und ‘’N bzw. H,O und ‘‘N im Medium, aus dem die betreffenden 
Ribosomen oder Ribosomenuntereinheiten stammen. Die geschweifte 
Klammer symbolisiert die Inkubation zur Proteinsynthese. SF = Start- 
faktoren. Weitere Erlauterungen s. Text. 

VaL-tRNA 

verlangerung erforderliche Val-tRNA an die Ribosomen 
gebunden werden kann, ohne daB diese vorher dissoziieren 
mussen[”]. Die Dissoziation von Ribosomen und der Aus- 
tausch von Ribosomenuntereinheiten wurden spater auch 
fiir Eukaryonten nachgewiesenf260-265! 

Bei herabgesetzter Proteinsynthese haufen sich 70s-Ribo- 
somen an. Es wurde daher als Erklarung v o r g e s ~ h l a g e n [ ~ ~ ~ !  
dalj die Ribosomen von der mRNA normalerweise als 
Untereinheiten abgelost werden. Bei herabgesetzter Pro- 
teinsynthese akkumulieren Untereinheiten, die zu 70S- 
Ribosomen zusammentreten konnen. Diese 70s-Riboso- 
men konnen jedoch nicht an der Proteinbiosynthese teil- 
nehmen, sondern sind als eine Art Speicher voriibergehend 
nicht benotigter Untereinheiten anzusehen. Bei einer Zu- 
nahme der Proteinsynthese werden sie wieder mobilisiert. 

5. Geschwindigkeit der Translation 

Einen ifberblick iiber die fur die Verlangerung der Poly- 
peptidkette gemessenen Geschwindigkeiten gibt Tabelle 3. 
Es fallt auf, dalj die Elongation in zellfreien Systemen nur 
sehr langsam vor sich geht. Die hochsten Geschwindig- 
keiten wurden fur die Synthese von Virusprotein in Tabak- 
pflanzenblattern[2661 und die Synthese von p-Galaktosidase 
in E. c01i[2691 nachgewiesen. Die Geschwindigkeit der 
Elongation der Polypeptidkette war f i r  maximal und fur 
nur zu 30% des Maximalwertes induzierte P-Galaktosidase 
gleich groD. Im Hamoglobin wird die a-Kette des Globins 
schneller verlangert als die p-Kette[2761. Die gemessenen 
Geschwindigkeiten sind von der Temperatur abhangig. 
Dem poikilothermen Krotenfisch (Upsanus tau), einem 
Organismus, der sich also an niedrige Wassertemperaturen 
anpassen kann, gelingt es jedoch, eine gleichbleibende 
Elongationsgeschwindigkeit auch bei niedrigen Tempera- 
turen aufrechtz~erhalten[~~~~. Fur die Dauer des Ribo- 

somenzyklus, d. h. Polypeptidkettensynthese + Dissozia- 
tion + Reassoziation der Untereinheiten, wurden bei 37°C 
in B. lichenformis 10 M i n ~ t e n [ ” ~ ] ,  bei B. megaterium 7-10 
M i n ~ t e n [ ’ ~ ~ ]  gemessen. Diese Werte stehen im Einklang 

Tabelle 3. Zeitbedarf fur die Verlangerung der Polypeptidkette. 

System Lit. Aminosaure/ 
Sekunde T(“C) 

Hren : 
TMV-Protein ; in vivo ; 22-3 15 C2661 
(Blattscheibchen) > 20 28 
f2-Phagen-Hiillprotein ; zell- 0.4-0.5 32-33 12391 
freies System aus E.  coli 

freies System aus E .  coli 3.0 31 
T4-Phagen-Lysozym; zell- 1.6 25 12671 

Bakterien : 
Anthranilsaure- und 6.9k1.4 37 
Tryptophan-Synthetase in 
E .  coli 

induzierte P-Galaktosidase in 
E.  coli 
P-Galaktosidase (am Beginn 13.0-14.6 37 
der Induktion) in E .  coli 

maximal und 30% maximal 15 37 

Eukaryonten : 
Hamoglobin in Reticulocyten 0.5 15 
von Kaninchen 2 37 

kleinertem Eileitergewebe 
von Hiihnern 
Albumin in perfundierter 3.7-4.6 nicht 

Eiklar-Lysozym in zer- 1 37 

Rattenleber 
P-Kette des Globins in 
Reticulocyten von Kaninchen 
Hamoglobin in Erythrocyten 
von Huhnern 
a-Kette des Globins in 
Reticulocyten von Kaninchen 
P-Kette des Globins in 
Reticulocyten von Kaninchen 

angegeben 
2-3 30 12741 

2.5 37 12751 
4-6 37 

0.83 20 ~ 7 6 1  
8.3 31 
0.58 20 
5.2 37 

mit den gemessenen Elongationsgeschwindigkeiten, wenn 
man annimmt, daD ein Ribosom in vivo einen polycistro- 
nischen mRNA-Strang iibersetzt. 

6. Der Energiebedarf der Proteinsynthese 

Fur die Aktivierung der Aminosauren werden zwei ATP 
pro Aminosaure verbraucht. In in-vitro-Versuchen, in 
denen der Faktor G mit dem Komplex Aminosaure-tRNA- 
GTP-T, inkubiert wurde, hatte sich gezeigt, daD die Spal- 
tung von GTP, das bei der Bindung der Aminosaure-tRNA 
an das mRNA-Ribosom eine Rolle spielt, nicht die an- 
schliel3ende Translocation ermoglicht. Das heiDt, da13 
zumindest in vitro eine vier ATP aquivalente Energie- 
menge pro inkorporierte Aminosaure benotigt wird. 

7. Die zellfreie Synthese spezifischer Proteine 

Der Ablauf der Translation 1aBt sich auch in zellfreien 
Systemen untersuchen, die nur Teilschritte der Translation 
vollziehen konnen. Ein solches System kann z. B. zur Ver- 
langerung bereits angefangener Polypeptidketten fahig 
sein, nicht aber zum Start neuer Ketten. Um die Regulation 
der Synthese spezifischer Proteine in vitro studieren zu 
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konnen, ist deren vollstandige de-novo-Synthese in einem 
zellfreien System notwendig. 

Die vollstandige de-novo-Synthese von spezifischen Pro- 
teinen in zellfreien Systemen ist wiederholt beschrieben 
worden (Zusammenfassung der Literatur siehe r2s01). So 
wurde bereits 1962 iiber die de-novo-Synthese von p- 
Galaktosidase und alkalischer Phosphatase in zellfreien 
Praparationen aus E .  coli berichtet[2811. Bei einer Wieder- 
holung dieser Versuche unter den beschriebenen Isolie- 
rungs- und Inkubationsbedingungen[2s L,2s21 wurde je- 
doch gefunden, daI3 jene sogenannten zellfreien Prapara- 
tionen noch lebensfahige Zellen enthielten und daD die 
beobachtete Synthese von p-Galaktosidase wahrschein- 
lich auf diese Zellen zuruckzufuhren i~t["~] .  Eine Kontrolle 
auf Anwesenheit von Bakterien fehlt bei vielen der pu- 
blizierten zellfreien Synthesen spezifischer Proteine in 
Systemen aus Mikroorganismen. 

In neuerer Zeit wurde vor allem die Stimulierung der Syn- 
these von Virusproteinen durch Virusnucleinsauren in 
zellfreien Systemen aus E .  coli studiert. So wurde die zell- 
freie Synthese von a- und p-Gl~cosyltransferase[~~~- 2s61, 

Ly~ozym[~'  5 3 2 8 7  - 2901, d-CMP-Desamina~e[~~~I  und p- 
G a l a k t o s i d a ~ e [ ~ ~ ~ ]  in Systemen aus E .  coli, die mit DNA 
von Bakteriophagen programmiert worden waren, be- 
schrieben. Die in vitro synthetisierte Menge Lysozym[2ss1 
entsprach allerdings nur etwa 0.1-1 % des in vivo gebildeten 
bet rage^'^^^]. Ferner sol1 auch die zellfreie Synthese von 
Monomeren der alkalischen P h o s p h a t a ~ e [ ~ ~ ~ ]  und von 
T r y p t o p h a n a ~ e [ ~ ~ ~ I  in Systemen aus E .  coli moglich sein. 
SchlieRlich wurde die in-vitro-Synthese von Proteinen 
tierischer Viren, so z. B. des P o l i o v i r ~ s [ ~ ~ ~ ~  und des SV40- 

in zellfreien Systemen aus E.  coli, die mit Polio- 
virus-RNA oder SV40-DNA versetzt worden waren, 
publiziert. 

Neben der Verunreinigung mit intakten Zellen, die be- 
sonders in zellfreien Systemen aus Prokaryonten proble- 
matisch ist, da diesen Systemen keine Hemmstoffe der 
bakterielien Proteinsynthese zugesetzt werden konnen, ist 
die einwandfreie Charakterisierung des Reaktionspro- 
duktes wichtig. Fur zellfreie Systeme, die markierte Amino- 
sauren in den Globinanteil des Hamoglobins inkorporie- 
ren, wurde zum Beispiel kiirzlich gezeigt, daI3 nennens- 
werte Mengen markierter Aminosauren sich in Peptiden 
fanden, die nicht zu Hamoglobin gehoren[297! Beruht der 
Nachweis der zellfreien de-novo-Synthese nur auf der 
Inkorporation radioaktiver Aminosauren in spezifische 
Proteine, so miissen diese bis zu konstanter spezifischer 
Radioaktivitat gereinigt werden. Zahlreiche altere Be- 
richte iiber die zellfreie Synthese von Albumin, in denen 
radioaktiv markiertes Albumin durch Immunprazipi- 
tation isoliert worden war[29s 3201, mussen uberpruft 
werden, nachdem gezeigt wurde, daD eine Immunprazipi- 
tation, sei es auf Cellulose als Trager[32'.3221 oder in 
L o ~ u n g [ ~ ~ ~ ] ,  kein radiochemisch reines Albumin er- 
gibt[323-325! In einem zellfreien System aus Rattenleber, 
das I4C-Leucin gut in trichloressigsaure-fallbares Material 
inkorporierte, lieD sich nach Reinigung bis zu konstan- 
ter spezifischer Radioaktivitat keine de-novo-Synthese von 
Albumin n a c h w e i ~ e n [ ~ ~ ~ I .  SchlieBlich konnen Amino- 
sauren auch auf anderen Wegen als dem der Proteinbio- 
synthese an Proteine gebunden werden und so eine In- 

korporation durch Proteinbiosynthese vortauschen. Eine 
eingehende Diskussion dieser Moglichkeit findet sich an 
anderer Stelle[325 - 3271. 
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