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schen Methode lieB sich nicht nur das Problem der Addition
von Wasserstoff an Isopentenylpyrophosphat 16sen, sondern
es kann ebenso der stereochemische Verlauf einer groBen
und noch wachsenden Anzahl von Enzymreaktionen bestimmt
werden, bei denen eine Methylgruppe entsteht oder umgewan-
delt wird. Als wir schlieBlich die stereochemische Herkunft
aller fiinfzig Wasserstoffatome des aus Mevalonsiure biosyn-
thetisierten Squalens kannten, lieB ich der Anschaulichkeit
halber ein dreidimensionales Modell anfertigen. Schema 12
faBt die erhaltenen Informationen zusammen.

Schema 12. Volistindiger stereochemischer Verlauf der Biosynthese von Squa-
len aus 3R-Mevalonsiure.

Unser Abenteuer mit der chiralen Methylgruppe stirkte
die Uberzeugung, daB die Stereospezifitit nicht ein nur zufilli-
ges, sondern ein wesentliches Merkmal der Enzymkatalyse
ist. Das Leben hingt von der genauen Replikation von Mole-
kiilen ab, und seine Kompliziertheit erfordert es oft, daB ein
Enzym eine einzige Molekiilspezies erkennt und sie in ein
ebenso spezifisches Produkt umwandelt. Aber die verborgene

Spezifitit, die aufzukliaren wir mitgeholfen haben, geht noch
viel weiter: wie es scheint, muB ein Enzym auch dann Reaktio-
nen streng stereospezifisch katalysieren, wenn diese Spezifitit
aufgrund der strukturellen Bezichung zwischen Substrat und
Produkt nicht erforderlich ist. In der Tat sind bis jetzt viele
Beispiele bekannt, in denen ein Enzym mehr als nur eine
Molekiilspezies als Substrat annimmt; jede von ihnen wird
aber unter volliger, wenn auch verborgener stereochemischer
Kontrolle umgesetzt.

Durch die beschriebene Kombination von chemischen, bio-
chemischen und physikalischen Methoden konnte die Natur
der Enzymkatalyse auf einer neuen Ebene erforscht werden;
dadurch wurden andere gleichzeitige Untersuchungen ergéanzt.
Die Arbeiten erforderten intensive Anstrengungen. Dem Ge-
schick und der Hingabe zahlreicher Mitarbeiter, von denen
ich drei erwihnen méchte, verdanke ich viel: George Popjdk
sorgte bis 1967 mit ungewdhnlicher Einsicht, Begabung und
Findigkeit fir die biochemische Seite dieser Untersu-
chungen. Ich hatte das Gliick, mehr als zwanzig Jahre mit
ihm als Kollege und Freund verbunden zu sein und mich
danach der Zusammenarbeit mit einem anderen groBen Bio-
chemiker, Hermann Eggerer, zu erfreuen; seine Bereitschaft
zur Kooperation erleichterte die Schwierigkeiten beim Verein-
baren und Abstimmen der Experimente in unseren tausend
Kilometer entfernten Laboratorien. SchlieBlich fithrte meine
Frau Rita Cornforth mit Geduld und groBem experimentellem
Geschick viele der chemischen Synthesen aus, auf denen der
Erfolg dieser Arbeiten beruht. Thr schulde ich nicht nur in
diesem Sinn mehr als ich ausdriicken kann.

Meinem Lehrer und Freund Robert Robinson, dessen Tod
am Anfang des Jahres ihn dieses Ereignis nicht mehr miter-
leben lieB, bleibe ich in besonderer Dankbarkeit verbunden,
und ich kdnnte nichts Besseres erhoffen — so wie er bis zum
Ende eines langen und schépferischen Lebens - als Wissbegier
und Bewunderung fiir die Chemie der Natur zu behalten.

Eingegangen am 5. Mirz 1976 [A 124]
Ubersetzt von Dr. Knut Bartl, Karlsruhe

Chemische Methoden zur Untersuchung der Ribosomenstruktur

Von Emst Kiichler("]

Durch die Anwendung chemischer Methoden, insbesondere der Affinitatsmarkierung, ist
unser Wissen iiber den Aufbau der aktiven Zentren von Ribosomen stark erweitert worden.
Die Experimente zeigen, daB ribosomale Proteine und ribosomale Ribonucleinsiuren am Aufbau
der Bindungsstellen fiir messenger-Ribonucleinsdure und transfer-Ribonucleinsiure beteiligt

sind.

1. Einleitung

Die genetische Information einer lebenden Zelle ist in einem
langen, fadenférmigen Molekiil, der Desoxyribonucleinsiure
(DNA), niedergelegt. Die DNA selbst greift nicht direkt in

[*] Dr. E. Kiichler
Institut fir Biochemie der Universitit
WihringerstraBe 17, A-1090 Wien (Osterreich)
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das Zellgeschehen ein, sie speichert nur die Information. Um
wirksam zu werden, muB die genetische Information zuerst
in eine Ribonucleinsiure (RNA) umgeschricben werden
(Transkription). Aufgrund ihrer Funktion als Informations-
iibertrager wird diese RNA als Boten- oder messenger-RNA
{(mRNA) bezeichnet.

Neben der mRNA gibt es in der Zelle transfer-Ribonuclein-
sduren (tRNA) und ribosomale Ribonucleinsiuren (rRNA),
denen andere Funktionen zukommen. Die Nucleotidsequenz
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DNA Genetische

Information
1Tumkrip(ion
mRNA Informations-
/,Aminoacyl-tRNA ubertriger
Aminoacyl-tRNA-Ligase )l Transtation
tRNA <«
Amindsédure Proteine

der mRNA wird an den Ribosomen in die Aminosduresequenz
der Proteine iibersetzt. Dabei wird jeweils eine Gruppe von
drei aufeinanderfolgenden Nucleotiden als Signal fiir den Ein-
bau einer Aminosdure gelesen; diese Sequenz von drei Nucleo-
tiden bezeichnet man als Codon. Die Schliisselmolekiile fiir
die Ubersetzung (Translation) sind die tRNAs. Fiir jede in
Proteinen vorkommende Aminosiure gibt es eine oder mehre-
re tRNA-Spezies. Die Bindung der Aminosiure an die tRNAs
wird durch eigene Enzyme, die Aminoacyl-tRNA-Ligasen, be-
sorgt; beim Anbau der Aminosiure an die Proteinkette wird
die Aminoacyl-tRNA ,entladen und kann von neuem ami-
noacyliert werden.

Die Nucleotidsequenz eines Codons in der mRNA wird
von der tRNA durch Wechselwirkung mit einer Nucleotidse-
quenz, dem Anticodon, erkannt. Die Wechselwirkungen zwi-
schen Codon und Anticodon kommen durch Basenpaarung
zwischen den komplementiren Nucleotiden (Nucleosid-mono-
phosphaten) Adenyl- (AMP) und Uridylsdure (UMP) sawie
Guanyl- (GMP) und Cytidylsdure (CMP) zustande.

Uridylsdure (UMP)
Adenylsidure

(YO.H\N/H
NGNS (AMP)
R H"N/
e} C ] N\>
N7 "Nip

H
Cytidylsdure (CMP) |
(\/N\H_
N Il\l Ne) Guanylsdure
R~ 8 GMP
\g Hay X ( )
"H\ J\\ [N>

NNy
H

R = Ribosylphosphat

tRNAs haben Kettenlingen von 75-80 Nucleotiden. AuBer
AMP, CMP, GMP und UMP (fast immer werden nur die

(o)
H g CH,
A ] Ribothymidylsiure (TMP)
A
(o)
Ho Ay H
Pseudouridylsdure (¢+MP)
O P
R

Dihydrouridylsdure (DMP)

R = Ribosylphosphat

556

Nucleoside angegeben: A, C, G und U) enthalten sie auch
»seltene” Nucleotide; als Beispiele seien hier Ribothymidyl-
(TMP), Pseudouridyl- (¥MP) und Dihydrouridylsdure (DMP)
genannt.

Die Nucleotidsequenz der tRNA bestimmt deren Spezifitit.
Einige Nucleotidsequenzen sind jedoch allen tRNAs gemein-
sam; so enthilt jede tRNA an der gleichen Stelle in der Poly-
nucleotidkette die Sequenz TWC. Weiter befindet sich am
3'-Ende der tRNAs immer die Sequenz —CCA. Die Aminosiu-
re ist in der Aminoacyl-tRNA iiber eine Esterbindung mit der
Ribose dieses terminalen Adenosins verkniipft. Die Amino-
gruppe der Aminoséure ist also frei und kann am Ribosom
iiber eine Peptidbindung an die wachsende Proteinkette ge-
héingt werden.

Eine Besonderheit sind die fiir Methionin spezifischen tR NAs.
Hier gibt es neben der Methionyl-tRNA (Met-tRNAM)

NH,
N Sy
& Cl ) x=mn  Met-trNAY"
¥ —o—g—o—nzc o )} N = CHO, fMet-tRNAF"
|
gl °o \
=
“ ) OH
O=C—CH-CH;~CH;~S—CHy
NHX

auch eine Formylmethionyl-tRNA (fMet-tRNAY"), bei der
die Aminogruppe durch eine Formylgruppe ,blockiert* ist.
Diese tRNA dient als Initiator-tRNA. Die Biosynthese aller
bakteriellen Proteine beginnt also mit der Bereitstellung eines
Formylmethionylrestes fiir den N-Terminus des Proteins. Die-
ser Formylmethionylrest wird in einem spiteren Schritt wie-
der abgespalten. Als Signale fur ,,Start“ und ,,Stop” dienen
besondere Initiations- und Terminationscodons. Die einzelnen
Schritte der Translation der mRNA sind in einem fritheren
Ubersichtsartikel ausfiihrlich behandelt worden!!! und werden
daher hier nur soweit besprochen, wie es fiir das Verstandnis
der Topographie des Ribosoms nétig ist.

Das Ribosom ist eine Zellorganelle, die aus zwei Unterein-
heiten aufgebaut ist, die jeweils aus rRNA (ribosomaler RNA)
und Proteinen bestehen. Die Untereinheiten und die rRNA-
Spezies werden entsprechend ihren Sedimentationskonstanten
benannt. Die 30-S-Untereinheit des bakteriellen Ribosoms
mit einem Teilchengewicht von 900000 Dalton (D) enthilt
neben einer 16-S-RNA (550000 D) insgesamt 21 verschiedene
Proteine. Die Proteine werden mit St bis S21 bezeichnet
(S=small, da sie von der kleinen ribosomalen Untereinheit
stammen)*.. Die 50-S-Untereinheit des Ribosoms ist kompli-
zierter aufgebaut. Sie enthilt zwei RNA-Spezies, 23-S-RNA
(1100000 D) und 5-S-RNA (40000D), und insgesamt 34 ver-
schiedene Proteine, die als L1 bis L34 bezeichnet werden
(L =large, sie stammen von der groBen Untereinheit)!?l. Das
gesamte bakterielle Ribosom (70 S) besitzt ein Teilchengewicht
von 2650000 D. Ribosomen aus Zellen héherer Organismen
sind wesentlich groBer; ihre Teilchengewichte betragen
4000000 D. Das Aufbauschema scheint aber, soweit es heute
bekannt ist, sehr dhnlich zu sein. In diesem Aufsatz soll nur
das bakterielle Ribosom am Beispiel des Bakteriums Escheri-
chia coli besprochen werden.

Der Grund fiir die GroBe und Komplexitit des Ribosoms
ist wohl darin zu sehen, daB sich an dieser Organelle viele
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katalytische Funktionen und Bewegungsvorginge abspielen,
an denen ribosomale Komponenten und reversibel gebundene
Faktoren mitwirken.

An der Initiation der Ubersetzung der Nucleotidsequenz
der mRNA in die Aminosduresequenz des Proteins sind auBer
der als Initiator wirkenden fMet-tRNAM* drei Initiationsfakto-
ren (IF1, IF2, IF3) beteiligt'®\. Als Initiationscodons dienen
die Trinucleotidsequenzen AUG und GUG. An die 30-S-Un-
tereinheit, die fMet-tRNA¥®, Guanosintriphosphat (GTP),
mRNA und die Initiationsfaktoren IF1 und IF2 gebunden
enthilt, wird die 50-S-Untereinheit angelagert, wobei es zur
Abspaltung der Initiationsfaktoren unter Hydrolyse von GTP
zu Guanosindiphosphat (GDP) und Phosphat (P;) kommt
(Abb. 1)t¢-4)

50S

fMet

fMet-tRNA o
fMet

. ¢ [EF-Tu,GOP].P,
SUAN ~UAAN
mRNA ) T LT P,

IF12

IF3
05 60P.P.

der niichsten Aminoacyl-tRNA frei wird. Dieser Vorgang, bei
dem sich auch die mRNA um die Linge eines Codons relativ
zum Ribosom verschiebt, wird als Translokation bezeichnet.
Der daran beteiligte Elongationsfaktor EF-G wird nach der
Translokation und GTP-Hydrolyse wieder abgespalten (siche
Abb. 1). Das Ribosom kann jetzt die dem nichsten Codon
entsprechende Aminoacyl-tRNA mit Hilfe von EF-Tu und
GTP an die Acceptorstelle binden und den gesamten Zyklus
so oft wiederholen, bis in der mRNA ein Terminationscodon
auftritt. Die Bindungsstellen fiir EF-Tu und EF-G am Ribosom
iiberlappen teilweise, so daB die beiden Faktoren nicht gleich-
zeitig gebunden werden kdnnen!®).

Das Antibiotikum Puromycin wirkt als Analoges der Ami-
noacyl-tRNAs!'l. Es wird an die Acceptorstelle gebunden und

Donor | Acceptor

Peptidyltransfer

[%A':s,EF-TU,GTP ks |
" \ '

EF-6.G0P, P

T
' EF-G,6TP

Transtokation

Abb. 1. Schema der Initiation und Translation bei der Proicinbiosynihese. Erklidrung der Abkiirzungen siehe Text.

Nach der Initiation wird die dem nichsten Codon entspre-
chende Aminoacyl-tRNA (allgemein: AA-tRNA) gebunden.
Dabei tritt einerseits das Anticodon der tRNA mit dem Codon
der mRNA in Wechselwirkung, andererseits die T¥C-Sequenz
der tRNA mit einer komplementiren GAA-Sequenz der ribo-
somalen 5-S-RNAUL Der Vorgang wird durch den Elonga-
tionsfaktor EF-Tu katalysiert, wobei ein weiteres Molekiil
GTP hydrolysiert wird. Das Ribosom besitzt demnach Bin-
dungsstellen fiir zwei Molekiile tRNA (sieche Abb. 1), die als
Donor- und Acceptorstelle bezeichnet werden (synonym mit
wDonorstelle“ wird auch der Ausdruck ,Peptidylstelle* ver-
wendet, doch geben wir der ersten Bezeichnung den Vorzug,
da sie die Funktion bei der Elongation der Peptidkette besser
zum Ausdruck bringt).

Bei der Bildung der ersten Peptidbindung wird nun der
Formylmethionylrest von der in der Donorstelle befindlichen
fMet-tRNAY® auf die Aminoacyl-tRNA (AA-tRNA) in der
Acceptorstelle iibertragen. Dabei entsteht eine Dipeptidyl-
tRNA. Diese Reaktion wird vom Ribosom selbst katalysiert.
Die entsprechende enzymatische Aktivitit — kurz Pepti-
dyltransferase genannt - liegt in der 50-S-Untereinheit!®). Die
entstandene Dipeptidyl-tRNA muB zur weiteren Verlangerung
der Peptidkette aus der Acceptorstelie in die Donorstelle trans-
feriert werden, damit die Acceptorstelle fiir die Aufnahme
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kann mit fMet-tRNAM oder einer Peptidyl-tRNA, die sich
in der Donorstelle befindet, unter Bildung einer Peptidbindung
reagieren. Das entstandene Puromycin-Derivat wird vom Ri-
bosom abgeldst; Puromycin bewirkt also eine kiinstliche Ter-
mination.

Die Terminationscodons UAG, UAA oder UGA konnten
durch das Ribosom selbst!! % oder durch die Terminationsfak-
toren R1 und R2 erkannt werden!'!l. Der Kettenabbruch
verlduft vermutlich durch Ubertragung der Peptidkette auf
H,O unter Mitwirkung der Peptidyltransferase!'?),

Das Ribosom muB demnach nicht nur spezifische Bindungs-
stellen fir tRNA und mRNA, sondern auch fiir Initiations-,
Elongations- und Terminationsfaktoren besitzen. Weiter muf3
es eine hydrophobe Umgebung bieten, die einerseits verhin-
dert, daB bei der Transpeptidation eine abortive Ubertragung
der Peptidkette auf H,O als Nebenreaktion stattfindet, und
die andererseits durch AusschluB3 von Wasser die Wechselwir-
kungen zwischen den Nucleotiden verstirkt.

2. Basenpaarung zwischen komplementiren Nucleosi-
den in wiBrigem und nicht-wiiBrigem Medium

Die Versuche, Wechselwirkungen zwischen komplementi-
ren Nucleotidbasen in wiBrigen Ldsungen direkt nachzuwei-
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sen, gehen bis in die Anfiange der Untersuchungen der DNA-
Struktur durch Watson und Crick zuriick'*\. Sie blieben lange
Zeit erfolglos, denn durch das Fehlen der Basenstaffelung,
wie sie in den Polymeren auftritt, und durch die Konkurrenz
der H,0-Molekiile bei der Bildung von Wasserstoffbriicken
sind die Wechselwirkungen so schwach, daB sie sich mit kon-
ventionellen physikalisch-chemischen Methoden nicht nach-
weisen lassen.

In biologischen Systemen — etwa bei der DNA-, RNA-
und Proteinbiosynthese — finden die Wechselwirkungen zwi-
schen Nucleotiden oder kurzen Nucleotidsequenzen wahr-
scheinlich immer unter partiellem WasserausschluB in den
»hydrophoben Taschen* der Proteine statt. Fiir physikalisch-
chemische Untersuchungen lassen sich solche Verhiltnisse
durch kovalente Bindung einer Base an ein unlosliches Tréager-
material oder durch Verwendung von Losungsmitteln geringer
Dielektrizitdtskonstante simulieren. In beiden Fillen konnten
Basenpaarbildungen nachgewiesen werden.

Zum Zwecke der Affinitdtschromatographie in einem waBri-
gen Puffersystem wurden Nucleoside mit Periodat zu Dialde-
hyden oxidiert und diese kovalent an die Sdurehydrazidgrup-

HOH,C O\ B 0 HOH,C ~O( B
= T
- - OHC CHO

+

B = Nucleosidbase HzN—I\IIH
(Adenin, Cytosin, C=0O
Guanin, Uracil) /\/\/\CIZH/\/\/\
HOH,C B
HO ¥ OH
NH
i:o
VAVAVAY VA YAYAN

pen eines unloslichen Tragermaterials gebunden. An diesen
., Nucleosidsiulen* wurden Gemische von Nucleosiden in wi3-
rigem Puffer chromatographiert. Dabei zeigte sich, daBl an
»Adenosin-Sdulen“ Uridin gegeniiber Cytidin retardiert wird,
an,,Guanosin-Siulen“ dagegen wird Cytidin stéarker zuriickge-
halten als Uridin!!* *3], Dasselbe Resultat lieferte die Chroma-
tographie der Desoxynucleoside Thymidin und Desoxycytidin,
wodurch bewiesen ist, daB die beobachteten Effekte auf spezifi-
sche Wechselwirkungen zwischen den komplementidren Basen
Adenin und Uracil (oder Thymin) sowie Guanin und Cytosin
zuriickzufiihren sind. Dieser Befund wird noch dadurch erhir-
tet,daB durch Ersatz der an den Wasserstoffbriicken beteiligten
H-Atome durch Methylgruppen diese Wechselwirkungen auf-
gehoben werden konnten!'®!,

Besonders deutlich 148t sich die Basenpaarbildung iiber
Wasserstoffbriicken durch IR-Spektroskopie beobachten!'”),
2',3-0-Isopropyliden-5'-O-trityl-Derivate von Nucleosiden, in
denen alle OH-Gruppen der Ribose substituiert sind, 16sen

_O- O
(CeHs)sC HaQ B B = Nucleosidbase
(Adenin oder Uracil)
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sich in organischen Losungsmitteln. Da die IR-Banden von
freien und an Wasserstoffbriicken beteiligten H-Atomen ver-
schieden sind, lassen sich die Bindungskonstanten fur die Ba-
senpaarbildung bestimmen. Wir haben festgestellt, daB in CCl,
das Adenosin- und das Uridin-Derivat im Verhiltnis 1:1
assoziiert sind. Die Tendenz zur Eigenassoziation der Nucleo-
sid-Derivate ist wesentlich schwicher. Tabelle 1 enthilt einige
Assoziationskonstanten. Man sieht, daB das Basenpaar Ade-
nin-Uracil unter diesen Bedingungen etwa sechsmal stabiler
ist als die Paare Uracil-Uracil und Adenin-Adenin. Diese Be-
funde entsprechen den Resultaten anderer Autoren!!®],

Tabelle 1. Assoziation der 2',3'-O-Isopropyliden-5-O-trityl-Derivate von Ade-
nosin und Uridin in CCl, bei 20°C.

Assoziationsweise der Derivate K [Liter/mol]

Uridin-Uridin 1.1 x10%
Adenosin-Adenosin 0.83x 102
Adenosin-Uridin 59 x10?

Solche Daten lassen sich natiirlich nicht direkt auf die Bin-
dungsverhiltnisse zwischen Nucleotiden in der ,hydrophoben
Tasche" eines Proteins iibertragen. Vor allem bestehen in
Losung keine sterischen Restriktionen, so daB auch Basenpaa-
rungen moglich sind, die in natiirlichen doppelstringigen
Nucleinsduren nicht vorkommen. Trotzdem kann man aus
solchen Untersuchungen ersehen, daBl Nucleosid-Wechselwir-
kungen durch eine hydrophobe Umgebung verstiarkt werden.
Auf die Proteinbiosynthese iibertragen bedeutet dies, daB die
Prizision der Ubersetzung der mRNA-Nucleotidsequenz in
die Aminosiuresequenz durch eine unpolare Umgebung an
der Stelle der Codon-Anticodon-Wechselwirkung erhoht wer-
den kann. Es ist daher zu erwarten, daB sich die auf Basenpaa-
rung beruhenden Nucleotid-Wechselwirkungen nicht an der
hydratisierten Oberfliche des Ribosoms, sondern im Inneren
in einer hydrophoben Umgebung abspielen.

3. Die Bindung der mRNA an das Ribosom.
Affinititsmarkierung

mRNA wird primidr an die 30-S-Untereinheit gebunden.
Mehrere Untersuchungen haben das ribosomale Protein S1
aus dieser Untereinheit mit der mRNA-Bindung in Zusam-
menhang gebracht. Dieses Protein ist fir die Bindung von
Polyuridylsaure [ Poly(U)] an Ribosomen erforderlich!*®, und
umgekehrt schiitzt Poly(U) das Protein gegen Abbau durch
Proteasen!2%], Poly(U) wirkt alsmR NA und wird in das Protein
Polyphenylalanin iibersetzt. Das Protein S1, das auch im iso-
lierten Zustand Poly(U) binden kann!2!), ist nur in 10 bis
30 % der Ribosomen, die nach den iiblichen Methoden ge-
reinigt wurden, vorhanden!?2!. Isoliert man hingegen Polyso-
men, in denen alle Ribosomen ,,iibersetzungs-aktiv* sind, so
findet man ein Molekiil Protein S1 pro Ribosom!23. Das
Protein S1 ist fiir die Translation kiinstlicher und natiirlicher
mRNA erforderlich(2%),

Alle diese Befunde sagen jedoch nichts dariiber aus, welche
Komponenten des Ribosoms sich nun tatsidchlich in der unmit-
telbaren Umgebung der mRNA befinden. Um diese Kompo-
nenten zu identifizieren, haben wir von der Technik der Pho-
toaffinitdtsmarkierung Gebrauch gemacht. Durch. Affinitéts-
markierung kann das aktive Zentrum eines Enzyms oder eines

Angew. Chem. | 88. Jahrg. 1976 [ Nr. 17



vergleichbaren Proteins spezifisch substituiert und damit er-
kannt werden. Man setzt das zu markierende biologische Mo-
lekiil mit einer Verbindung Sub—X um; Sub ist eine substrat-
dhnliche Gruppe (oder ein Teil des Substrats), X eine reaktive
Gruppe. Dank der Substratahnlichkeit von Sub wird Sub—X
im aktiven Zentrum gebunden, und X (oder Sub) kann nur
mit den dort vorhandenen' Aminosiureseitenketten reagieren.
Das Ziel ist die Markierung dieser Seitenketten mit kovalent
gebundenem X (oder Sub) (siche Abschnitt 6).

Bei der Photoaffinititsmarkierung wird eine dem natiir-
lichen Substrat dhnliche Substanz gebunden, die bei Bestrah-
lung mit Molekiilen ihrer Umgebung reagiert. Die Methode
hat gegeniiber der herkommlichen Affinititsmarkierung den
Vorteil, daB die Dauer der Reaktion zwischen dem Sub-
stratanalogen und seiner Umgebung durch die Zeit der Be-
strahlung definiert ist.

Bei unseren Untersuchungen haben wir ein Analoges der
Poly(U), die Poly-4-thiouridylsdure [Poly(s*U)] in Gegenwart
von Ribosomen bestrahlt. Das natiirlich vorkommende 4-
Thiouracil ist eine der ,seltenen Basen“ in der tRNA. Durch
Bestrahlung mit Licht der Wellenlinge 330 nm wird die Bin-

, S
‘ N-H
(I) | L Poly-4-thio-
OO—I“’—O—HZC O NTO uridylsédure
© w Poly (s%U)
H

dung zwischen C und S aktiviert, das S-Atom oxidiert und
die C—S-Bindung durch nucleophile Substitution gespal-
ten(?®], Im Reaktionsprodukt sind Seitenketten der ribosoma-
len Proteine kovalent mit dem Pyrimidinring verbunden. Als
nucleophile Gruppen koénnen aliphatische Aminogruppen,
z.B. die e-Aminogruppe von Lysin, reagieren. Lysin ist eine
der hiufigsten Aminosiuren in ribosomalen Proteinen!2®!. Die-
se Reaktion haben bereits Frischaufund Scheit bei der Untersu-
chung der DNA-abhingigen RNA-Polymerase verwendet!27],

\
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Abb. 2. Bindung von ['*C]Phe-tRNA an Ribosomen in Gegenwart wechseln-
der Mengen Poly(U) und Poly(s*U). Die an Ribosomen gebundene ['*C]Phe-
tRNA wurde nach der Methode von Leder bestimmt [81].

Poly(s*U), das durch enzymatische Polymerisation von 4-
Thiouridindiphosphat mit Polynucleotidphosphorylase ge-
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wonnen wird!28), codiert - wie Abbildung 2 zeigt — dhnlich
wie Poly(U) die Bindung von Phenylalanyl-tRNA (Phe-tRNA)
an Ribosomen und stimuliert im proteinsynthetisierenden Sy-
stem in vitro die Synthese von Polyphenylalanin!*®\. Werden
Komplexe aus Poly(s*U), Ribosomen und Phe-tRNA mit Licht
der Wellenlidnge 330 nm bestrahlt, so wird die Polyphenyl-
alanin-Synthese inhibiert!3°. Kontrollexperimente zeigen,
daB Komplexe mit Poly(U) statt Poly(s*U) als mRNA auch
nach der Bestrahlung im in-vitro-System Polyphenylalanin
synthetisieren, was bedeutet, daB die Ribosomen durch das
UV-Licht nicht inaktiviert werden.

Zur Identifizierung der an der mRNA-Bindung beteiligten
ribosomalen Komponenten wurden Ribosomen mit [*H]Poly-
(s*U) und Phe-tRNA inkubiert und bestrahlt. Aus den isolier-
ten 30-S-Untereinheiten wurden nach Verdauung der Ribo-
nucleinsduren mit den Ribonucleasen A und T1 die Proteine
gewonnen. Bei Elektrophorese an Polyacrylamidgelen in Na-
triumdodecylsulfat®!! erhdlt man ein radioaktiv markiertes
Ribonucleoprotein mit einem Molekulargewicht von 110000
bis 130000 D. Da das Molekulargewicht des groBten riboso-
malen Proteins (S1) nur 65000 D betrdgt, war anzunehmen,
daB das Ribonucleoprotein mehrere Proteine enthélt. Zu ihrer
Identifizierung wurde das Ribonucleoprotein mit Lauge hy-
drolysiert. Danach fand sich bei der Gelelektrophorese die
meiste Radioaktivitit im Protein S$13°] Daneben trat Ra-
dioaktivitit auch in Proteinen niedrigeren Molekulargewichts
auf. Dies beweist, daB Poly(s*U) mit dem Protein S1 und
einigen anderen Proteinen reagiert hat. Die elektrophoretische
Zuordnung wurde durch immunologische Untersuchungen
bestitigt: Auf diese Weise konnten wir neben dem Protein
S1 die Proteine S18 und S21 als Komponenten des Ribonucleo-
proteinkomplexes identifizieren!32), Mit anderen chemischen
Methoden konnte gezeigt werden, daB die Proteine S1, S18
und S21 im Ribosom benachbart sind{*3 24!, Die Identifizie-
rung der Proteine S18 und S21 als Bestandteile der mRNA-Bin-
dungsstelle wurde durch Affinitdtsmarkierung mit einem Deri-
vat des Initiationscodons AUG bestitigt3),

4. Die Erkennung der Initiationsstelle

Fiir die Initiation der Proteinsynthese ist auBer dem Codon
AUG oder GUG ein zusitzliches Initiationssignal notig. AUG
codiert ndmlich nicht nur fiir Formylmethionin (fMet) bei
der Initiation, sondern auch fiir Methionin innerhalb der Poly-
peptidkette. AuBerdem darf an Stellen, an denen ein Codon
mit A oder G endet und das nichste Codon mit UG beginnt,
keine Initiation auBerhalb des ,Leserahmens“ erfolgen, weil
diese zu keinem fiir die Zelle brauchbaren Protein fiihren
wiirde.

Dieses Initiationssignal kann nur in der Nucleotidsequenz
der mRNA enthalten sein. Prinzipiell kénnte die Erkennung
einer Sequenz in der mRNA durch Wechselwirkung mit einem
ribosomalen Protein oder durch Basenpaarung mit einer ribo-
somalen RNA dhnlich wie bei der Codon-Anticodon-Wechsel-
wirkung zustandekommen. Nach einer Hypothese von Shine
und Dalgarno!*® (Abb. 3) erkennt das Ribosom die Initiations-
stelle durch Basenpaarung zwischen der Nucleotidsequenz
am 3-Ende der 16-S-RNA der ribosomalen 30-S-Untereinheit
und einer komplementiren Sequenz, die in der mRNA in
der Nihe des Initiationstripletts liegt. Dies ist an einigen
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Abb. 3. Schema der Erkennung der Initiationsstelle durch das Ribosom
nach Shine und Dalgarno [10]. Bei der Bildung des Initiationskomplexes
kommt es zur Basenpaarung zwischen einer Nucleotidsequenz am 3'-Ende
der 16-S-RNA und einer komplementiren Sequenz in der mRNA, AuBerdem
treten das Initiationscodon und das dazu komplementire Anticodon in der
fMet-tRNA¥ miteinander in Wechselwirkung. Da das Ribosom den gebunde-
nen Teil der mRNA gegen Abbau durch Ribonuclease schiitzt, 146t sich
die Initiationsstelle der mRNA durch Behandlung mit Ribonuclease isolieren
(siche Tabelle 2). Die Pfeile geben die Stellen der mRNA an, bis zu denen
Ribonuclease spalten kann.

Beispielen in Tabelle 2 illustriert. In der ersten Zeile ist die
Nucleotidsequenz des 3-Endes der 16-S-RNA angefiihrt; die
fiir die Erkennung verantwortlichen Nucleotide sind unterstri-
chen. Darunter sind einige Nucleotidsequenzen von Initia-

tionsstellen mehrerer natiirlicher mRNAs angegeben. Die Nu-
cleotide, die das Initiationssignal bilden, sind ebenfalls unter-
strichen. Die Sequenzen sind in der Tabelle so angeordnet, daf3
komplementidre Nucleotide jeweils senkrecht untereinander
stehen. Der Beginn der Nucleotidsequenz, die fiir das Protein
codiert, ist jeweils kursiv gedruckt. So sieht man, daB die
mRNA fiir das A-Protein des R17-Phagen (eines Virus, der
Escherichia coli befallt und dessen Translationssystem fiir sein
Wachstum benutzt) kurz vor dem Beginn der Information
fir die Struktur des A-Proteins die Sequenz AGGAGGU
enthiilt, die zur UCCUCCA-Sequenz in der 16-S-RNA kom-
plementir ist und iiber Basenpaarbildung an diese gebunden
werden kann.

LU Cc CUCC AL,

.. 16—~S—-RNA
T T T T R T
A GGAGGL..

.. R17-A-Protein

Die iibrigen Beispiele in Tabelle 2 zeigen, daB dieses Schema
auch fiir die Initiationsstellen anderer mRNAs gilt, wobei
immer eine Komplementaritit zwischen Initiationssignal und
Nucleotiden am 3'-Ende der 16-S-RNA besteht. Die Linge
der komplementiren Sequenz betrigt bei der mRNA fiir das
A-Protein des R17-Phagen sieben Basenpaare, bei den anderen
angefiihrten Beispielen vier bis fiinf Basenpaare. Einen experi-
mentellen Beweis fiir diese Hypothese haben Steitz und Ja-
kes'#?I kiirzlich erbracht. Die unterschiedliche Linge der kom-
plementiren Sequenzen und die damit verbundene Variation
in der Affinitdt des Ribosoms zu den Initiationsstellen konnte
—zusammen mit der Sekundirstruktur der mRNA - die Hiu-
figkeit der Initiation und damit der Translation bestimmen.

Tabelle 2. Komplementaritit zwischen Nucleotidsequenzen am 3’-Ende der 16-S-RNA aus E. coli (oben) und ribosomalen Bindungs-
stellen natiirlicher mRNAs (unten). Komplementiire Sequenzen sind unterstrichen. Da das G-C-Paar stabiler ist als das A-U-Paar,
wurden die Sequenzen so angeordnel. daB G-C-Paare bevorzugt sind. Der Beginn der Sequenz, die fir die Proteinstruktur codiert,
ist kursiv gedruckt. Die Pfeile bezeichnen die Stellen im mR NA-Ribosomen-K omplex. an denen die mRNA durch Ribonuclease T1
(R Nase T1) oder Ribonuclease A (R Nase A) gespalten wird. Ribonuclease T1 spaltet immer nach Guanin, Ribonuclease A immer nach
Pyrimidinen (Uracil oder Cytosin). Weitere Erklirungen siehe Text.

3' 1
5
AUUCCUCCACUAGGUUGGCGUCCmEAMSAGGGGA. .. 16-S-RNA E. (£ coii )1*!
HO

5 RNase T1 RNase T1 3
..YCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUUAGUG. . .R17-A-Protein [37]

5 RNase T1 RNase T1 l 3!
. .4AAACAUGAGGAUUACCCA UGUCGAAGACAACAAAG! .. R17-Replikase 7]

5 RNase A RNase A l 3
.. .AACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAGACAGC. . . Q(S—Replikase[ml

5,1 RNase A G RNase A 13'

.« "AGAGCCUCAACCGG ,GUUUGAAGC AUGGCUUCUAACUUL.. . R17-Hiillenproteinl®?- 39-40} la]

5 l RNase T1 RNase T1 3
.. JAUAACAAUUUCACAC4AGGAAACAGCUAUGACCAUGAUUA CGlGA U... Lac-mRNA ( E coii) 4]

RNase A RNase A

[a] Fiir die ribosomale Bindungssielle der mRNA fiir das R17-Hiillenprotein sind 2wei Sequenzen bekannt. die sich in einem
Nucleotid unterscheiden (G oder A [37. 39]). Beim Austausch von G gegen A handelt es sich um eine spontane Mutation.
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Das Protein S1 befindet sich — wie in Abschnitt 3 gezeigt
worden ist — im Ribosom in der mRNA-Bindungsstelle und
ist nach Befunden anderer Autoren auch an das 3'-Ende der
16-S-RNA gebunden!*®), Kurze Doppelstrangregionen in
Nucleinsiuren, die nur aus vier bis fiinf Basenpaaren bestehen,
sind bei physiologischen Temperaturen in wiBrigem Medium
sehr unbestindig. Diese Regionen konnen jedoch (siehe Ab-
schnitt 2) durch eine hydrophobe Umgebung stabilisiert wer-
den. Es ist somit sehr wahrscheinlich, daB Protein S1 als
»hydrophobe Tasche“ die Wechselwirkungen zwischen dem
3-Ende der 16-S-RNA und der Initiationssequenz in der
mRNA stabilisiert und auf diese Weise an der Erkennung
der Initiationsstellen in der mRNA mitwirkt.

5. Die Codon-Anticodon-Wechselwirkung
bei der Initiation

Die Stelle am Ribosom, an der die Codon-Anticodon-Wech-
selwirkung stattfindet (Donorstelle, siche Abb. 1), lABt sich
am leichtesten anhand der mRNA lokalisieren. Experimente
mit radioaktiver Poly(U) haben gezeigt, daB das Ribosom
die mRNA auf einer Linge von ca. 30 Nucleotiden gegen
Abbau mit Ribonuclease A schiitzt!**), Bei Verwendung von
mRNAs bekannter Sequenz 1aBt sich der Abstand der Donor-
stelle von der Austritts- und der Eintrittsstelle der mRNA
am Ribosom bestimmen. Da sich das Ribosom bei der Transla-
tion in Richtung vom 5'- zum 3'-Ende der mRNA bewegt,
entsprechen Austritts- und Eintrittsstelle der mRNA am Ribo-
som jeweils dem 5- bzw. 3-Ende des gegen Ribonuclease
resistenten mRNA-Fragmentes (Abb. 1 und 3).

Ein Vergleich der ribosomalen Bindungsstellen fiir natiir-
liche mRNAs in Tabelle 2 zeigt, daB Ribonucleasen immer
im oder unmittelbar nach dem fiinften Codon der Sequenz,
die fiir die Proteinstruktur codiert, spalten. (Die exakte Stelle
der Spaltung wird natiirlich auch durch die Spezifitit der
Ribonuclease bestimmt, da Ribonuclease A nur nach U und
C, Ribonuclease T1 nur nach G angreift.) Dieses Resultat
wurde sowohl durch Bestimmung der Nucleotidsequenzen!37 -
41 als auch durch in-vitro-Translation des Fragmentes vom
R17-Hiillenprotein-Gen erhalten!*%- 451, Von diesen Daten aus-
gehend lassen sich die Abstinde im Ribosom abschitzen.
Die Distanz zwischen zwei Nucleotiden in einem Polynucleotid
betrigt in der gestaffelten Form 3.4 A, in der gestreckten Form
7 A1), Fiir 15 Nucleotide von der Donorstelle bis zur Eintritts-
stelle der mRNA in das Ribosom entspricht dies 50 bis 100 A.
Der Durchmesser des Ribosoms betrigt ca. 200 A. Nimmt
man die gesamte Linge des vom Ribosom umschlossenen
Polynucleotids mit ca. 30 Nucleotiden an!**!, so wiirde die
Donorstelle ungefihr in der Mitte liegen.

6. Das Peptidyltransferase-Zentrum

In der Aminoacyl-tRNA gibt es offenbar zwei Stellen fiir
die Wechselwirkung mit dem Ribosom: die T¥C-Region, die
mit einer komplementaren Nucleotidsequenz in der 5-S-RNA
der 50-S-Untereinheit in Wechselwirkung tritt!”), und den ami-
noacylierten CCA-Terminus, der auch in isolierter Form als
aminoacyliertes Oligonucleotidfragment von der 50-S-Un-
tereinheit gebunden werden kann!*”). Das gebundene Frag-
ment kann an der Peptidyltransferase-Reaktion teilnehmen,
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was zeigt, daB es am richtigen Ort im Ribosom gebunden
wird. Wir verwenden fiir dieses katalytische Zentrum des Ribo-
soms den Ausdruck Peptidyltransferase-Zentrum, ohne zu-
néchst zwischen Donor- und Acceptorstelle zu unterscheiden.

Um die Komponenten des Peptidyltransferase-Zentrums
zu identifizieren, haben wir wiederum von der Technik der
Affinitdtsmarkierung Gebrauch gemacht (siche Abschnitt 3).
Brutonund Hartley'*®' schlugen das N-(p-Nitrophenoxycarbo-
nyl)}-Derivat der Aminoacyl-tRNA zur Affinititsmarkierung
von Aminoacyl-tRNA-Ligasen vor. Der p-Nitrophenoxycar-
bonyl-Rest (PNPC-Rest) enthilt eine aktive Esterbindung, die
durch nucleophile Substitution gespalten werden kann, wobei
p-Nitrophenol als Abgangsgruppe fungiert.

Als nucleophiler Reaktant kommt auch hier vor allem die
e-Aminogruppe von Lysin in Frage!*®\. Eine Umsetzung mit
Aminogruppen von Nucleosidbasen ist wegen der geringen
Basizitdt solcher Gruppen unwahrscheinlich.

o
L0

o,N-©-o’ “NH'}] COO-tRNA

PNPC-Phe-tRNA

geﬂs
C

o

Ribosomales 1 ¢ CH, CH,
Protein HN/ \CHZ\Cf-Iz\NHz
N S

ozN—©—0H
(l:eHs
TRl
Ribosomales N
. H-C CH,; CH. >
Protein — pyn” \cﬁ,‘éﬁ,\l}?’ i coo-tRNA
H H
—
25 A

Zur Umwandlung in das Reagens wurde Phe-tRNA, die
im Phenylalanylrest mit [*H] radioaktiv markiert war, mit
Chlorameisensiure-p-nitrophenylester unter Bedingungen
umgesetzt, die nur eine Reaktion an der Aminogruppe des
Phenylalanylrestes zulassen. Die so gewonnene N-(p-Nitro-
phenoxycarbonyl)-phenylalanyl-tRNA  (PNPC-Phe-tRNA)
wurde anschlieBend in Gegenwart von Poly(U) mit 20 mmol
Mg2* /Liter und mit Ribosomen inkubiert. Nach Dissoziation
der 70-S-Ribosomen und Zentrifugation wurde die Radioakti-
vitdt ausschlieBlich in den 50-S-Untereinheiten gefunden. Die
radioaktiv markierten 50-S-Untereinheiten wurden denatu-
riert und die RNA durch Behandlung mit den Ribonucleasen
A und T1 abgebaut.

Zur Identifizierung der markierten Proteine wurden die
zweidimensionale Gelelektrophorese nach Kaltschmidt und
Wittmann'®! sowie immunologische Methoden benutzt!39),
Dabei fand sich die meiste Radioaktivitit im Protein L27,
eine kleinere Menge im Protein L15 und geringe Anteile in
den Proteinen L2 und L165"),

Abbildung 4 zeigt das Ergebnis der eindimensionalen Elek-
trophorese der isolierten L-Proteine. Die Radioaktivitit tritt
hier in zwei Banden auf, die im wesentlichen den Proteinen
L15+L16 sowie L27 entsprechen. Aus Abbildung 4 geht her-
vor, daB [*H]-Phe-tRNA nur in Gegenwart von Poly(U) von
ribosomalem Protein gebunden wird.
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Abb. 4. Affinitidtsmarkierung des ribosomalen Peptidyltransferase-Zentrums
mit PNPC-[*H]Phe-tRNA. Die Reaktion findet nur in Gegenwart von Poly(U)
statt und wird durch Puromycin inhibiert. Zur Inkubation, zur Trennung
der markierten Proteine durch eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese und zur Identifizierung der Proteine diente die Methode von Czernilof
sky et al. [51, 82].

Durch Puromycin, das mit der an der Donorstelle gebunde-
nen Aminoacyl-tRNA unter Bildung von Aminoacyl-puromy-
cin und Ablésung der Aminosiure vom Ribosom reagiert!!],
wird die Bindung des tRNA-Derivats gehemmt. Somit ist
gezeigt, daB der GroBteil der PNPC-Phe-tRNA mit der Donor-
stelle des Ribosoms reagiert, woraus man schlieBen kann,
daB der modifizierte CCA-Terminus der PNPC-Phe-tRNA
mit dem Peptidyltransferase-Zentrum des Ribosoms in Reak-
tion tritt. Da aber N-acylierte Phe-tRNA bei der verwendeten
Magnesiumionen-Konzentration sowohl an die Donor- als
auch an die Acceptorstelle gebunden wird, kann man nicht
ausschlieBen, daB ein geringer Teil der PNPC-Phe-tRNA doch
mit der Acceptorstelle reagiert hat.

Um die Proteine der Donor- und der Acceptorstelle zu
unterscheiden, verwendeten wir ein System mit R17-RNA als
mRNA sowie gereinigten Initiationsfaktoren, GTP und dem
PNPC-Derivat der Initiator-tRNA Met-tRNAY in Gegen-
wart von Smmol Mg?* /Liter. Unter diesen Bedingungen wird
die Initiator-tRNA ausschlieBlich an die Donorstelle gebun-
den'®?). Da die Spezifitit der Bindung durch die tRNAM<.
Struktur und den Initiationsfaktor IF2 bedingt ist, sollte
man erwarten, daB sie beim PNPC-Met-tRNAY*-Derivat er-
halten bleibt. PNPC-[3*S]-Met-tRNAH reagiert im riboso-
malen Komplex vor allem mit dem Protein L27 und in gerin-
gem AusmaB mit dem Protein L1552\ Die Reaktion war
von der Gegenwart der Initiationsfaktoren und der R17-RNA
abhiingig. Somit ist bestitigt, daB die Proteine L27 und L15
sich an der Donorstelle befinden.

Es ist anzunehmen, daB bei der Peptidyltransferase-Reak-
tion die CCA-Enden der beiden beteiligten tRNAs in enge
rdiumliche Nachbarschaft gebracht werden. Da der Pepti-
dyltransfer nur in einer Richtung, ndmlich von der Donor-
zur Acceptorstelle, vor sich geht, muB man annehmen, da3
diese Richtungsabhingigkeit der Ausdruck struktureller Un-
terschiede zwischen den Bindungsstellen fiir die CCA-Enden
der beiden tRNAs ist. Es ist daher durchaus zu erwarten,
daB bei Reaktionen an der Donor- und der Acceptorstelle
nicht die gleichen Proteine markiert werden.
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Andere Autoren haben N-(Bromacetyl)aminoacyl-tRNA zur
Affinitdtsmarkierung verwendet und dabei die Proteine L27
und L2 von der Donorstelle aus markiert!33-34). Die Markie-
rung von L27 ist mit unseren Resultaten in Einklang, bei
L2 zeigen sich quantitative Unterschiede. Solche Differenzen
sind jedoch zu erwarten, da die PNPC-Gruppe bevorzugt
mit Aminogruppen!*?), die Bromacetylgruppe hingegen bevor-
zugt mit Mercaptogruppen reagiert!>¥, Protein L16 ist das Bin-
dungsprotein fiir das Antibiotikum Chloramphenicol. Das geht
aus Rekonstitutionsexperimenten!®**! und aus Markierungs-
versuchen mit dem analogen lodamphenicol hervor!*®). Chlor-
amphenicol wird an die Acceptorstelle gebunden, das Protein
L16 sollte daher von der Acceptorstelle aus markiert worden
sein. Das stimmt mit unseren Befunden iiberein: L16 wird
nur mit PNPC-Phe-tRNA, nicht aber mit der fiir die Donorstel-
le spezifischen PNPC-Met-tRNAY markiert!3!-32], Weiter
wird die Markierung von L 16 verstirkt, wenn die Bedingungen
so gewiihlt werden, daB sich Bromacetyl-Phe-tRNA bevorzugt
an die Acceptorstelle bindet!>”). Fiir derartige Versuche wur-
den auch mit aromatischen Aziden wie 4-(4-Azido-2-nitrophen-
oxy)phenylessigsiure und N-(4-Azido-2-nitrophenyl)glycin
an der Aminoacyl-NH,-Gruppe substituierte Aminoacyl-
tRNAs verwendet. Nach Photoaktivierung wurde eine kova-
lente Bindung an die Proteine L1f und L18 gefunden!®®,
Das Protein L11 ist als Kandidat fiir die Peptidyltransferase
diskutiert worden!®? -6, Die Proteine L18 und L25 bilden
mit 5-S-RNA c¢inen Komplex, der iiber das Protein LS an
die 23-S-RNA gebunden ist!62),

Die 23-S-RNA scheint direkt am Aufbau des Peptidyltrans-
ferase-Zentrums beteiligt zu sein. Einen Hinweis darauf geben
Photoaflinititsmarkierungsexperimente mit N-(Diazomalo-
nyl)-Phe-tRNA!®3! mitAzidoaryl-Derivaten wie N-(4-Azido-2-
nitrobenzoyl)-Phe-tRNA%) und p-Azido-N-tert-butoxycar-
bonyl)phenylalanyl-Phe-tRNA %! sowie mit Arylcarbonyl-
Derivaten wie 3-Benzoylpropionyl-Phe-tRNA (BP-Phe-tRNA)
und  3-(4-Benzoylphenyl)propionyl-Phe-tRNA  (BPP-Phe-
tRNA)!], Wir haben uns mit den letztgenannten Verbindun-
gen beschiftigt. Die Carbonylgruppen werden in Form von
Hydroxylgruppen in die zu markierenden ribosomalen
Proteine eingebaut.
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Die Carbonylgruppe der aromatischen Ketone kann durch
UV-Licht der Wellenldnge 320nm zu einem Triplettzustand
angeregt werden. Die Anregungsenergie betrdgt ca. 70kcal/
mol, was ungefihr der Dissoziationsenergie fiir eine leicht
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spaltbare C—H-Bindung entspricht (Dissoziationsenergie fiir
die Abspaltung eines Wasserstoffatoms aus der Methylgruppe
von Toluol: 77 kcal/mol) und somit wesentlich weniger ist

if How  x
. hy ) o
Ar—§=o_: —> Ar-C=0. —» Ar-C=Q,~»Ar-C-OH
Hg Hy Hy Hy

als die fiir die Dissoziation einer O—H-Bindung im Wasser
aufzuwendende Energie von 117.5 kcal/mol!®7~ %%, Aromati-
sche Ketone eignen sich daher besonders fiir die Photoaffini-
tatsmarkierung in wiBrigen Systemen, da keine Verluste durch
Reaktion mit H,O eintreten konnen. Arylcarbonyl-Derivate
von Aminoacyl-tRNAs soliten also bei der Photoaffinititsmar-
kierung von Ribosomen hohere Ausbeuten ergeben als man
sie iiblicherweise bei der Photoaffinitdtsmarkierung erhilt.
Modellreaktionen haben gezeigt, da3 Acetophenon und Ben-
zophenon bei der Photoaktivierung sowohl mit Peptiden!®®!
als auch mit Nucleosiden!”® reagieren. Die aromatischen Ke-
tone besitzen also den zusitzlichen Vorteil einer geringen
Spezifitit.

Nach Bildung von Komplexen aus Ribosomen, BP- oder
BPP-[*H]Phe-tRNA sowie Poly(U) als mRNA und anschlie-
Bender Bestrahlung wurde die Radioaktivitidt der 50-S-Un-
tereinheiten nur in 23-S-RNA gefunden. Die Bedeutung dieses
Ergebnisses wird dadurch unterstrichen, daB die Abstinde
zwischen der reaktiven Carbonylgruppe und dem Aminoacyl-
rest der tRNA in den beiden Derivaten sehr verschieden sind
(5.5 bzw. 104): die Markierung der 23-S-RNA kann also
nicht das Resultat einer zufillig giinstigen sterischen Anord-
nung sein.

Nach der Photoaffinitdtsmarkierung war das Ribosom noch
zur Peptidyltransferase-Reaktion fihig. Wird ein ribosomaler
Komplex mit Poly(U) und mit nicht radioaktiv markierter
BPP-Phe-tR NA zuerst bestrahlt, so daB sich die kovalente Bin-
dung zwischen der 23-S-RNA und der BPP-Phe-tRNA bildet,
und erst nach der Bestrahlung mit [*H]Phe-tRNA inkubiert,
so findet man die [*H]Radioaktivitit ebenfalls kovalent an
die 23-S-RNA gebunden. Da zum Zeitpunkt der Bestrahlung
die Probe noch keine Radioaktivitit enthielt, kann [*H]Phe
nur durch Bildung einer Peptidbindung mit der bereits kova-
lent verkniipften BPP-Phe-tRNA an die 23-S-RNA gebunden
worden sein. Dies ist aber nur méglich, wenn die Photoalffini-
titsreaktion zwischen BPP-Phe-tRNA und 23-S-RNA in der
Donorstelle erfolgt ist, da sonst keine Peptidyltransferase-
Reaktion mit der [*H]Phe-tRNA ablaufen konnte!”®.

Mit geeigneten Abbaumethoden 14Bt sich die ungefihre
Position der Markierung im 23-S-RNA-Molekiil feststellen.
Die 23-S-RNA besteht aus etwa 3000 Nucleotiden. Nach par-
tieller Verdauung mit Ribonucleasen lassen sich Fragmente
isolieren, welche die 1300 Nucleotide des 5'-Terminus und

23-S-RNA
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Affinitidtsmarkierung
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die 500 Nucleotide des 3’-Terminus umfassen. Diese Fragmen-
te waren nicht markiert. Hingegen enthielt ein 18-S-Fragment,
welches die 23-S-RNA vom Nucleotid 1300 bis zum 3'-Termi-
nus reprisentiert, die gesamte Radioaktivitdat. Daraus kann
man schlieBen, daB sich die kovalente Bindung an einer Stelle
zwischen den Basen 1300 und 2500 bildet!%!,

Wie man sieht, ist das Peptidyltransferase-Zentrum kompli-
ziert zusammengesetzt. Selbst bei ausschlieBlicher Bindung
der derivatisierten Aminoacyl-tRNA an die Donorstelle wer-
den mehrere Proteine und 23-S-RNA markiert. Besonders
wichtig erscheinen in diesem Zusammenhang die Affinitits-
markierungsexperimente mit photoaktivierbaren Gruppen ge-
ringer Spezifitit wie Diazomalonsdure, aromatischen Aziden
und aromatischen Ketonen, die alle auf 23-S-RNA als Kompo-
nente der Donorstelle hinweisen!* ~¢9), Es wurde jedoch auch
bei Markierung der Proteine gezeigt, daB kovalent gebundene
Aminoacyl-tRNA noch zur Peptidyltransferase-Reaktion fahig
ist, womit die Zugehdrigkeit der Proteine zur Donorstelle
bewiesen ist. Man kann daraus einerseits ableiten, daB der
Aminoacyl-Rest der tRNA in der Donorstelle sich nicht unbe-
dingt in einer bestimmten Position befinden muB, damit die
Peptidyltransferase-Reaktion vor sich geht. Das weist auf eine
gewisse Flexibilitdt im Peptidyltransferase-Zentrum hin. Ande-
rerseits kann man sich schwer vorstellen, daB3 es keine bevor-
zugte Bindungsstelle geben sollte, die maximale Geschwindig-
keit und Effizienz der Aminoacyl-Ubertragung garantiert. 23-
S-RNA konnte eine solche Bindungsstelle enthalten, an die der
CCA-Terminus der tRNA durch Wechselwirkung mit kom-
plementiren Basen gebunden wird. Ob diese Hypothese richtig
ist, wird allerdings erst eine Sequenzanalyse der 23-S-RNA
an der Stelle der Reaktion mit BPP-Phe-tRNA zeigen.

7. SchluBibetrachtung und Ausblick

Das Verstindnis der Vorgidnge bei der Proteinbiosynthese
setzt voraus, da die Konstruktion des Ribosoms bekannt
ist. In den letzten Jahren wurden gerade auf diesem Gebiet
durch die Einfiihrung vernetzender Reagentien!’!*72), durch
die Perfektionierung der Rekonstitutionsmethoden!”?- 74! und
durch die elektronenmikroskopische Untersuchung von Ribo-
somen-Dimeren, die durch Antikérper verkniipft sind!”3- 78
bedeutende Fortschritte erzielt!’), Es ist auch bereits versucht
worden, aus diesen Ergebnissen dreidimensionale Modelle der
30-S-Untereinheit zu errechnen(®°).

Die Affinititsmarkierung ermoglicht die Erforschung der
Bindungsstellen fiir natiirliche Substrate und bildet damit eine
wichtige Erginzung der iibrigen Techniken. Dariiber hinaus
kann mit Hilfe der Photoaffinitdtsmarkierung eine Reaktion
gewissermafen kinematographisch verfolgt werden. Gerade
bei einem System, das wie die Ribosomen Bewegungsvorginge
ausfiihrt, eroflnet diese Technik neue Mdoglichkeiten.

Obwohl unser Wissen von den Vorgingen im Ribosom
durch die intensiven Forschungen der letzten Zeit wesentlich
erweitert worden ist, kann man den Mechanismus der Protein-
synthese auf molekularer Ebene noch nicht vollstindig be-
schreiben. Allerdings sind die methodischen Voraussetzungen
geschaffen, die es uns in naher Zukunft erlauben sollten, zu
einem Bild des Ribosoms zu gelangen, das nicht nur die steri-
sche Anordnung der Proteine und Nucleinsduren wiedergibt,
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sondern auch das detaillierte Verstindnis der EiweiBsynthese
ermoglicht.

Vielen Freunden und Kollegen in diesem Institut und in ande-
ren Forschungsinstituten danke ich fiir Diskussionen, Kritik und
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