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Das bakterielle Ribosom : ein programmierbares Enzym 

Von Hans Ciinter Gassen* 

Die Ribosomen-abhangige Proteinbiosynthese in Bakterien ist ein komplexer Vorgang, an 
dem uber 150 Komponenten beteiligt sind. Das Ribosom, das aus 53 Proteinen und drei 
Nucleinsluren aufgebaut ist, katalysiert als Enzym die Bildung der Peptidbindung. Anders 
jedoch als konventionelle Enzyme ist das Ribosom durch die mRNA - das Transkript der 
DNA - ,,programmierbar". Es entziffert die Nucleotidsequenz der mRNA und setzt sie in 
die Aminosiuresequenz eines Proteins um. Ahnlich wie bei der Muskelkontraktion wird 
hierbei chemische Bindungsenergie benutzt, um eine mechanische Bewegung zu ermagli- 
chen. Das hier vorgestellte Modell der Proteinbiosynthese an programmierbaren Riboso- 
men gibt Antworten auf folgende Fragen: Wie wird die mRNA in lnformationseinheiten 
gerastert, wie wird die Substratspezifitiit des Ribosoms durch das Codon moduliert und wie 
bewegt sich die mRNA am Ribosom um ein Trinucleotid pro gebildete Peptidbindung vor- 
wlrts? 

1. Eioleitung** 

Proteine, deren Aminosluresequenz in der Desoxyribo- 
nucleinsaure (DNA) codiert ist, werden in allen Zellen an 
cytoplasmatischen Partikeln, den Ribosomen, syntheti- 
siert; dazu wird zuerst die DNA in eine einzelstrangige Ri- 
bonucleinslure (RNA), die Boten-RNA oder mRNA, ko- 

(*I Prof. Dr. H. G. Gassen 
lnstitut fiir Organische Chemie und Biochemie 
der Technischen Hochschule 
PetcnenstraDe 22, D-6100 Darmstadt 

[**I Abkiinungen: GMPPCP- Guanosin-5'-(B,y-methylen)-triphosphat (die 
,,Triphosphateinheit" ist zwischen Pf' und P' durch eine CHrGmppe 
verbdckt), AcPhe-tRNA = Na-Acetyl-phenylalanyl-t RNA, GTPase 
=cine mit der 50s-Untcreinheit assoziierte Phosphatase, die GTP zu 
GDP+ P, hydrolysiert (EC 3.6.l.), N -nicht definicrtcs Nucleotid. 
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piert. Die mRNA ist das Programm, das von den Riboso- 
men entziffert und in die Aminosiiuresequenz eines Pro- 
teins ubersetzt wird. Je drei Nucleotide bilden die Infor- 
mationseinheit - das Codon - fur eine Aminoslure, wobei 
fur alle Lebewesen ein nahezu universeller genetischer 
Code gilt1']. 

Ribosomen, komplexe Strukturen mit einem Molekular- 
gewicht (MG) von ca. 2.8. lo6, setzen sich aus drei Ribo- 
nucleinsauren (rRNAs) und 53 diskreten Proteinen zusam- 
men; Ribosomen haben die Funktion eines Enzyms, das 
eine einfache chemische Reaktion, die Umwandlung einer 
Ester- in eine Peptidbindung. katalysiert. Andere zellulilre 
Peptid-Synthetasen, z. B. das Alanin-addierende Enzym 
der Mureinsynthese, haben nur ein MG von ca. 50000, 
k h n e n  aber lhnliche Reaktionen wie das Ribosom kataly- 
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5'- 

Phe-tRNA 
Vol- tRNA 

Glu-tRNA 

Tyr -tRNA 

N-N-NY-U-C 3' 

NH2 
Fig. I .  Gegenilbentellung eines Multienzymsystems mit Substratspezifitnt 
und des Ribosoms als programmierbarcs Enzym. Links: Multienzymsystem 
zur Synthese von Peptidantibiotica [2]; um die Funktion des Pantetheinarms 
lcichter verstandlich zu machen. wurde der Multienzymkomplex in Analogie 
zur FettsPure-Synthctase gezeichnet. Rcchts: Modell des Ribosoms, bei dem 
die Substratspezifitnt bei konstanter Bindestelle durch das Codon festgelegt 
wird. 

sieren. Zum Aulbau eines nicht mRNA-codierten Peptids 
ist jedoch ein Multienzymsystem notig, in dem jede Unter- 
einheit auf den Einbau einer oder mehrerer bestimmter 
Aminosauren spezialisiert ist'*I. Bei der ribosomalen Prote- 
inbiosynthese liegt dagegen ein mechanistisch vollig ande- 
res Prinzip vor. Das aktive Zentrum des Ribosoms wird in 
seiner Substratspezifitat durch ein Codon so program- 
miert, daR es mit groljer Genauigkeit zwischen 20 Amino- 
sauren, die als Aminoacyl-tRNA vorliegen, auswahlen 
kann (Fig. 1). 

Nimmt man an, Ribosomen seien programmierbar, so 
ergeben sich folgende Probleme: 

1) Wie wird das Startcodon erkannt und die Nucleotidse- 

2) Wie moduliert das Codon die Substratspezifitilt der 
quenz der mRNA zu Trinucleotiden gerastert? 

Aminoacyl-tRNA-Bindestelle des Ribosoms? 

16 

3) Wie wird die mRNA als ,,Informationsband" um je- 
weils ein Trinucleotid pro gebildete Peptidbindung 
verschoben ? 

Nach einer skizzenhaften Beschreibung des Ablaufs der 
Ribosomen-abhilngigen Proteinbiosynthese und der Struk- 
tur der Komponenten sol1 detailliert dargelegt werden, 
welchen mechanistischen Prinzipien das Ribosom als pro- 
grammierbares Enzym gehorcht. 

2. Uberblick iiber die Ribosomen-abhangige 
Proteinbiosynt hese 

Wie jede andere chemische oder biologische Polymer- 
synthese laBt sich die Biosynthese der Proteine in Ketten- 
start (Initiation), Kettenverlangerung (Elongation) und 
Kettenabbruch (Termination) gliedern. Jeder der Teil- 
schritte zeichnet sich durch Besonderheiten sowohl bei 
den benotigten Komponenten als auch im Mechanismus 
aus. 

In der Initiation wird die mRNA durch Festlegung des 
Startcodons AUG oder GUG zu Dreiereinheiten (Codons) 
gerastert. Fur das Suchen des Anfangscodons auf der 
mRNA existieren eine Initiations-tRNA (Wet-tRNAp"), 
drei Initiationsfaktoren (IF-I, IF-2 und IF-3) als Kontroll- 
proteine und die kleine ribosomale Untereinheit, die nach 
ihrer Svedberg-Konstante als 30s-Untereinheit bezeichnet 
wird. 

Uber Zwischenstufen, die in Figur 2 gezeigt sind, bildet 
sich zuerst der sogenannte 30s-Initiationskomplex 
30s. mRNA.(Wet-tRNA?". IF-2.GTP). IF- I - I F-3; da- 
mit ist der Anfang eines Cistrons oder Gens erkannt. 
Durch die nicht-ribosomale Formylierung der a-Amino- 
gruppe der Initiations-tRNA wurde bereits eine ,,quasi"- 
Peptidbindung geschaffen, und die Syntheserichtung des 

!?-A+G-A-3' 

INITIATION 

3' 

Fig. 2. Bildung des lnitiationskomplexes bei dcr Proteinbiosynthese. @ Dissoziation dcs 70s-Ribosoms in seine Untereinheiten; @ 
Stabilisierung der 30s-Untereinhcit durch die lnitiationsfaktoren; @ Bindung der mRNA an die kleine Untereinheit; @ Bildung des 
30s-Initiationskomplexes: @ Abspaltung der lnitiationsfaktoren und Bildung des 70s-lnitiationskomplexes. Auf die Bildung dcs 70s- 
Komplexa aus dcm 30s-Komplcx wird dctaillierr in den Abschnittcn 4.1 und 4.2 cingegangen. 

Angew. Chem. 94 (1982) 15-27 



Proteins, N- nach C-terminal, ist festgelegt. Die Formyl- 
methionylgruppe dient dabei in Analogie zur chemischen 
Peptidsynthese nur als Schutzgruppe, da der Formylrest 
und das Methionin von dem Translationsprodukt wieder 
abgespalten werden. 

Im nachsten Schritt wird die 50s-Untereinheit an den 
30s-lnitiationskomplex angelagert. Unter Energiever- 
brauch (Hydrolyse von GTP) und Freisetzung der Initia- 
tionsfaktoren IF-2,GDP sowie IF-I und IF-3 bildet sich 
der 70s-lnitiationskomplex 70s. mRNA fMet-tRNAy". 
Durch die Assoziation der beiden ribosomalen Unterein- 
heiten entsteht die Bindestelle fur die Aminoacyl-tRNA 
(A-Stelle). Die fMet-tRNAp besetzt im 70s-Ribosom die 
Peptidyl-tRNA-Bindestelle (P-Stelle). Erst im 70s-lnitia- 
tionskomplex ist die Rasterung der mRNA abgeschlos- 
sed'-'J. 
Im Elongationscyclus wird eine Aminoacyl-tRNA (AA- 

tRNA) mit ihrem Carrierprotein, dem Elongationsfaktor 
EF-TueGTP, als temlrer Komplex AA-tRNA. EF- 
Tu.GTP an die A-Stelle des Ribosoms gebunden. Die Spe- 
zifitat der A-Stelle fur nur eine AA-tRNA wird durch das 
Elongationscodon festgelegt, wBhrend das Carrierprotein 
zwischen freier tRNA und Aminoacyl-tRNA diskriminiert. 
Beide tRNAs sind damit so auf dem Ribosom positioniert, 
daI3 die a-Aminogruppe der AA-tRNA die Esterbindung 
der benachbarten Wet-tRNAy" nucleophil angreifen 
kann (Fig. 3). 

Die Peptidbindung IaRt sich jedoch erst knupfen, wenn 
der Elongationsfaktor als EF-Tu . GDP das Ribosom ver- 
lassen hat; dieser Schritt wird durch die Peptidyl-Transfe- 
rase, einen integralen Bestandteil der 50s-Untereinheit, ka- 
talysiert. Nach dem Peptidtransfer befindet sich eine des- 

5 

3' 3' 

\ 

3' 

EL O N G A T i O N  

- ( ; 5  U 

Fig. 3. Elongationscyclus bei der Protcinbiosynthese. @ Bindung des ternfl- 
ren Komplexes AA-tRNA. EF-Tu.GTP an die A-Stelle im direkten Kontakt 
zur Pcptidyl-tRNA; @ Entferncn dcs ersten Elongationsfaktors EF-Tu'GDP 
und gleichzcitige Ubcnragung der Peptidyl-Gruppe ( M e t - )  auf die AA- 
tRNA: @ Austausch der desacylienen tRNA gcgen den zwcitcn Elonga- 
tionsfaktor EF-G.GTP: @ Freisetzung von EF-G.GDP mi1 sirnullaner 
Translokation dcs Komplexes mRNA. PP-tRNA: @ erneutes Bindcn einer 
AA-tRNA an die A-Stelle des Ribosoms (V-modifizienes Uridin). 

TERYIWTION 

J' 5 3' 

Q/ 

Fig. 4. Termination bei der Proteinbiosynthese. @ Die Terminations-Fakto- 
ren (Relcascfaktoren) werdcn an die A-Stelle gebunden. wobei cincr der Fak- 
toren GTP bcn6tigt. Die Faktoren sind nicht einzeln aufgefiihn. da ihre ge- 
naue Funktion noch nicht geklan ist; @ Hydrolytische Freisetzung dcs P e p  
tids, wobci Releasefaktoren und Peptidyl-Transferase in der Aktivierung ei- 
nes Wassermolekuls kooperieren; @ Abspaltung der Releascfaktoren unter 
GTP-Hydrolyse; @ Freisetzung dcr beteiligten Komponenten. 

acylierte tRNA an der P-Stelle und eine Peptidyl-tRNA 
(PP-tRNA) an der A-Stelle. Der nlchste Schritt ist die 
Translokation: Die desacylierte tRNA wird, katalysiert 
durch den zweiten Elongationsfaktor EF-G .GTP, von der 
P-Stelle abgespalten, der PP-tRNA. mRNA-Komplex glei- 
tet von der A-Stelle zur P-Stelle und ein neuer ternlrer 
Komplex AA-tRNA.EF-Tu.GTP heftet sich an die A- 
Stelle. Dieser Vorgang lauft einmal fur jede eingebaute 
AminosBure ab und wird erst beendet. wenn ein Termina- 
tionscodon an die A-Stelle gebunden wird'6-"1. 

Fur die Terminationscodons UAA, UGA und UAG exi- 
stieren keine Terminations-tRNAs, sondern ein oder auch 
zwei Terminationscodons in Reihe werden von Proteinen 
erkannt, den Terminations-Faktoren oder ,,Releasefakto- 
ren" RF-I, RF-2 und RF-3. Diese Faktoren aktivieren in 
Kooperation mit der Peptidyl-Transferase ein Wassermo- 
lekiil, das die Bindung hydrolysiert, mit der das fertige 
Peptid an der tRNA (an der P-Stelle) hangt (Fig. 4). Da- 
nach spalten die lnitiationsfaktoren IF-I und IF-3 die 70S- 
Ribosomen, und die 30s-Untereinheiten konnen einen 
neuen Initiationskomplex bilden['. lo]. 

3. Struktur und Funktion 
der beteiligten Komponenten 

3.1. Ribosomen 

Ribosomen enthalten die Bindestellen fur die mRNA, 
fur die in Abschnitt 2 envahnten Faktoren und fur tRNAs, 
schaffen die fur die Reaktionsablaufe niitige Mikroumge- 
bung, stimulieren die enzymatischen Aktivitaten der Fak- 
toren und sind selbst katalytisch aktiv (Fig. S)["I. 

Bakterielle 70s-Ribosomen sind Protein-Nucleinsaure- 
Komplexe rnit einem MG von ca. 2.8-106. Nach der 
mRNA-Ablesung dissoziieren die Ribosomen in die 30s- 
und 50s-Untereinheit; in vitro findet die Dissoziation bei 
[Mg2+]<5 mM statt. Die SOS-Untereinheit (MG 1.8. lo6) 
enthalt 32 Proteine im Molekulargewichtsbereich von 
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Fig. 5. Schematische Darstellung der Bindung der tRNA und der mRNA an 
Ribosomen. Die ungenhren GrbBenverhaltnisse zwischen Ribosom und bei- 
den tRNAs lassen sich in a) erkennen. Wahrend die Bindestelle fGr die AA- 
tRNA, um die Selektion der korrekten AA-tRNA zu erleichtern, sehr gut zu- 
ganglich sein sollte. kannte die P-Stelle im Inneren der beiden Untereinhei- 
ten liegen (A-Stelle als ,,Eingang"). In b) ist gezeigt, wie die mRNA durch 
die beiden Untereinheiten gefiihn wird. Zur Erklarung der untenchiedlichen 
Ribosomenstrukturen siehe Fig. 6. 

8000-34000, die mit LI-L32 (L= large) bezeichnet werden. 
Mit Ausnahme der Proteine L7 und L12, die sich nur 
durch die Acetylierung des N-terminalen Endes unter- 
scheiden, zeigen die Proteine keine Sequenzhomologienl'*]. 
Die beiden Nucleinsauren der 50s-Untereinheit, die 23S- 
RNA und die 5s-RNA, bestehen aus 2904 bzw. 120 Nucle- 
otiden'"'. Die 30s-Untereinheit enthalt 21 verschiedene 
Proteine (SI-S21, S=small, MG 8000-64000), wobei das 
Protein S6 in zwei Kopien vorkommt, und die 16s-RNA 
mit 1541 N~cIeotiden['~.'~1. 

Aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen ISBt sich 
Gr6Be und Gestalt der Ribosomen abschatzen: sie sind ku- 
gelige Gebilde mit einem Durchmesser von ca. 20 nm. Die 
Auswertung und Interpretation der Bilder hat zu den in Fi- 
gur 6 dargestellten Modellen der 70s-Ribosomen sowie 
der beiden Untereinheiten gefuhrt1'6-'81. Die Lage einzel- 
ner Proteine auf der Ribosomenoberflache wurde vor al- 
lem mit der Immun-Elektronenmikroskopie bestimmt1'9.Zol. 
Mit Ausnahme von S4 - hier liegen widerspruchliche Er- 
gebnisse vor - haben alle Proteine eine oder mehrere De- 
terminanten auf der Oberfiache des Ribosoms12'1. Wie 
durch Rhtgen-Kleinwinkelstreuung gefunden wurde, sind 
die Nucleinsauren das Kernstiick der Untereinheiten, um 
das sich die Proteine in teils kugeliger und teils ellipsoider 
Form gruppierenlZz1. Mit chemischen Methoden. wie Nu- 
cleotid-spezifischen Reagentien oder der Aftinitatsmarkie- 
rung, laRt sich zeigen, daR sich auch Segmente der riboso- 
malen RNAs an der Oberflache befinden und an der Bin- 
dung der Substrate m i t ~ i r k e n ~ ~ ~ ] ;  diese Segmente verursa- 
chen das polyanionische Verhalten von Ribosomen. 

Die ribosomalen Proteine sind mit den Nucleinsauren 
ausschliel3lich durch elektrostatische und hydrophobe 
Wechselwirkungen assoziiert; kovalente Bindungen konn- 
ten in keinem Fall nachgewiesen werden. Durch Erhohung 

Fig. 6. Raumliche Struktur der 70s-Ribosomen und der Untereinheiten. Die 
Bilder wurden aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen abgeleitet. 
Schraftiert: die 30s-Untereinheit. Die drei Modelle spiegeln die Interpreta- 
tionsbreite elektronenmikroskopischer Auhahmen wider [ 16- 181. 

der lonenstarken und durch Verringerung der Mg2+-Kon- 
zentration gelingt es, stufenweise Proteine von den riboso- 
malen Untereinheiten abzulosen. Aus den isolierten und 
gereinigten Proteinen sowie den Nucleinsauren konnen 
wieder funktionelle Ribosomen rekonstituiert wer- 

Zur Lokalisierung ribosomaler Funktionszentren wur- 
den die Immun-Elektronenmikroskopie, die Affinitatsmar- 
kierung (affinity labeling) und die Quervernetzung (cross 
linking) verwendet. Auf diese Weise wurden der ungefahre 
Ort der A- und P-Stelle und der Peptidyl-Transferase und 
auRerdem die Bindezentren fur die mRNA sowie fur viele 
Antibiotica lokalisiert (Tabelle 1)[261. 

denI24.251. 

Tabelle I. Lokalisierung ribosomaler Bindestellen durch AlTnitBtsmarkie- 
rung. Die Substrate - tRNA. Antibiotica, etc. - werden durch chemisch ak- 
tive (Alkylierungsreagentien) oder photochemisch aktive (aromatische Azide) 
Gruppen funktionalisien [23]. Die modifizierten Roteine kann man auch 
durch zweidimensionale Gelelektrophorese und durch Immun-Prazipitation 
identifizieren. Eine genaue Lokalisierung der modifizienen RNA-Bereiche 
war bisher nicht mbglich. 

Komponente modifiziertes Protein und rRNA 

Puromycin [a] L23 
Chloramphenicol [a] L2, L16, U 7  
I R N A ~  L2, L27.23S-RNA 
Phe-tRNA''hc L2. L18, L27, S18. 23s-RNA 
mRNA und Analoga 
GTPase-Zentrum L2, L16. L27 

SI .  S3, S4. SI2, S18. 16s-RNA 

[a] Beide Antibiotica binden an das Peptidyl-Transferase-Zentrum 

Der 30S.mRNA-Komplex 'bindet ebenso wie die freie 
50s-Untereinheit eine tRNA. An programmierte 70s-Ribo- 
somen jedoch lagern sich zwei tRNA- oder AA-tRNA-Mo- 
lekiile an; bei erhohter Mg'+-Konzentration wird dies 
auch ohne mRNA erreicht. Zwei Faktoren bedingen die 
Diskriminierung zwischen A-Stelle und P-Stelle. Die Pepti- 
dylgruppe dirigiert die PP-tRNA in die P-Stelle und das 
Carrierprotein EF-Tu-GTP die AA-tRNA in die A-Stel- 
le1271 (Fig. 7). Ebenfalls nur ein Molekul der Initiations- 
tRNA bindet Codon-abhlngig an 70s-Ribosomen; hier 
wird bereits fiber die Tertiarstruktur der freien tRNA zwi- 
schen A- und P-Stelle ~nterschieden~~'~.  

Schon lange wird diskutiert, ob das Ribosom ein Multi- 
enzymkomplex ist, oder ob es einzig und allein als Pepti- 
dyl-Transferase wirkt. Bei der Peptidyl-Transferase han- 
delt es sich nicht urn ein bestimmtes ribosomales Protein, 
sondern mehrere SOS-Proteine ebenso wie Bereiche beider 
NucleinsBuren bilden zusammen das sogenannte Peptidyl- 
Transferase-Zentrum1281. Es ist bisher ungeklart, ob die Nu- 
cleinsiuren nur die Konformation der Proteine bestimmen 
oder ob sie aktiv an der Katalyse teilnehmen. 

Als weitere ribosomale Enzyme kommen die GTPasen 
in Betracht, die IF-2.GTP. EF-Tu-GTP und EF-G-GTP 
zum jeweiligen Faktor.GDP-Komplex hydrolysieren. Es 
ist aber immer noch umstritten, ob die GTPasen ein Be- 
standteil des Ribosoms sind, oder ob die Faktoren IF-2, 
EF-Tu und EF-G eine GTPasen-Kryptoaktivitat haben, die 
durch Bindung dieser Proteine an Ribosomen apparent 
wird. So ist z. B. fur den Elongationsfaktor EF-TU nachge- 
wiesen, dal3 er in Gegenwart des Antibioticums Kyrromy- 
cin eine GTPase-Aktivitat aufweist, die sonst nur im ribo- 
somalen EF-Tu GTP-Komplex zu finden i ~ t ~ ~ ~ . ~ ~ ~ .  

Fur das Ribosom werden - wie auch fur Multienzym- 
komplexe - zwei Strukturkonzepte diskutiert : Das Ribo- 
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. Bindung von tRNA an Ribosomen. Die Bindung von AA-tRNA, PP- 
L und tRNA an 30s- und 70s-Ribosomen wurde mit der analytischen 

Ultrazentrifugation untersucht [88]. Die Konzentration an freier tRNA kann 
man durch die Auswertung der Grenzflache der tRNA aus dem Sedimenta- 
tionsprofil berechnen. 30s-Ribosomen binden in Gegenwart cines Oligonu- 
cleotids nur j e  ein tRNA-Moleklll, wahrend ohne mRNA keine tRNA gebun- 
den wird. An 70.9-Ribosomcn binden bei [Mg2+]>20 mM zwei Molekllle 
tRNA'"" oder Phe-tRNA; mit AcPhe-tRNA als Modellverbindung far cine 
PP-tRNA und mil tRNA,M" h d e t  man cine Prafercnz far cine Bindestelle; 
bei IMg'+]= IS mM wird jeweils ein Moleklll einer der beiden Nucleinsau- 
ren, vcrmutlich an der P-Stelle, gebunden. Auch von dem ternaren Komplex 
Phe-tRNA. EF-Tu.GMPPCP wird nur ein Molekll pro Ribosom gebunden. 
GTP wird in diesem Experiment durch GMPFCP ersetzt, urn cine Hydrolyse 
des Triphosphats durch die GTPase des Ribosoms zu verhindern. Ux ist ein 
nur aus Uridylsauren bestehendcs Octanucleotid. 

som als starrer Korpuskel und damit TriZger fur die Peptid- 
synthese, oder als eine strukturdynamische Einheit, die 
durch Ligand-induzierte Strukturlnderungen Einzel- 
schritte der Peptidsynthese beschleunigt. Neuere Ergeb- 
nisse wie die Mg2 +-abhlngige Aktivierung der 30s-Unter- 
einheit oder die unterschiedliche '2510d-Markierung ribo- 
somaler Proteine in verschiedenen Funktionszustanden 
des Ribosoms weisen auf eine strukturelle Dynamik 

1.321 

3.2. Transfer-Ribonucleinsiiuren 

Transfer-Ribonucleinssuren (tRNAs) sind das Binde- 
glied zwischen den die genetische Information tragenden 
mRNAs und den biochemisch aktiven Proteinen. Auch 
strukturell sind sie zwischen Proteinen und Nucleinsauren 
angesiedelt, da sie bis zu 20 modifizierte Nucleoside ent- 
halten und eine sehr komplexe Tertiarstruktur aufwei- 
sen133-351. Bei der Proteinbiosynthese sind vier Arten von 
tRNAs beteiligt : Initiations-tRNA, Aminoacyl(AA)-tRNA, 
Peptidyl(PP)-tRNA und desacylierte tRNA. Die beiden er- 
sten liegen an Carrierproteine gebunden vor, wahrend die 
PP-tRNA nur Ribosomen-assoziiert existiert. Ihre Bildung 
wird durch die Peptidyl-Transferase katalysiert, und sie ist 
das Substrat der Translokation. Die desacylierte tRNA 
schliel3lich ist das Substrat for den zweiten Elongations- 
faktor G, der die tRNA von der P-Stelle entfernt. 
Von etwa 120-150 tRNAs sind die Sequenzen bekannt, 

und rnit Ausnahme einiger tRNAs aus Mitochondrien wei- 
sen sie die ,,Kleeblatt-Sekundarstruktur" auP361. Die Terti- 
lrstruktur der Phenylalanin-spezifischen tRNA aus Hefe 
und der Initiations-tRNA aus E. coii137-39) im Kristall sind 
durch Rontgen-Strukturanalyse bestimmt worden. Die 

tRNA bildet ein L-farmiges Molekiil, das aus zwei recht- 
winklig zueinander stehenden Helices gebildet wird (Fig. 
8). Die lange Helix endet in der einzelstrangigen Antico- 
donschleife, die kurze Helix in dem ungepaarten 3'-Termi- 
nus CCA. Die verbleibenden Bereiche der beiden Helices 
bilden als Dihydrouridinschleife und WCG-Schleife (W 
steht filr Pseudouridin) eine komplexe Tertiarstruktur; es 
wird vermutet, daO die tRNA sich damit an die Ribosomen 
heftetI4O1. 1st die tRNA an Ribosomen gebunden, so er- 
glnzt die mRNA durch eine Doppelstrangbildung rnit dem 
Anticodon die groOe Helix, wlhrend das Carrierprotein 
EF-Tu -GTP das einzelstrilngige CCA-Ende ausrich- 
tet141.421. Da die Kristallstruktur nur eine magliche Konfor- 
mation der tRNA reprasentiert, wurde die Struktur der 
tRNA in Lasung rnit chemischen und physikalischen Me- 
thoden unters~cht [~~l .  Dabei wurden vor allem die 'H- und 
"P-NMR- sowie die ESR-Spektroskopie und die Fluores- 
zenzspektroskopie rnit Erfolg angewendet. Bisher besttiti- 
gen die Ergebnisse dieser Experimente die aus der Rant- 
gen-Strukturanalyse abgeleitete Struktur der tRNA auch 
fur den gelasten Zustand. 

Die Konformation der tRNA in Lasung ist nicht sta- 
tisch, sie iindert sich vielmehr Ligand-induziertl"! Als Li- 
ganden fungieren die Aminoacyl- und Peptidylgruppe, der 
Elongationsfaktor EF-TU .GTP, das Codon der mRNA, 
sowie Mg2+-lonen1451. So wirkt sich z. B. die Doppel- 
strangbildung zwischen Codon und Anticodon nicht nur 
auf die Konformation der Anticodonschleife aus, sondern 
sie beeinfluOt auch die Ausrichtung der etwa 5 nm entfern- 
ten W C G - S ~ h l e i f e I ~ . ~ ~ ~ .  Ein zu dieser Region komple- 
mentares Oligonucleotid CGAA bindet nur an den Co- 
don-tRNA-Komplex, aber nicht an die freie tRNA. Auch 
die Modifikation der Guaninbasen in Lysin-tRNA durch 
Kethoxall'l wird durch das Codon beeinflu13t1a1. Auf die 

50 S-Bindestelle Aminosaure 

U Y  
h A  A 

",1A 
G 

' 5 6  

Fig. 8. Kleeblattstruktur und Raumstruktur der Phenylalanin-tRNA aus 
Hefe. Rcchts: Sequcnz mi1 den modifizierten Nuclcosiden, angcordnet in der 
Klceblattstruktur. Links: Dreidimensionale Struktur nach Quigley ct al. 1381. 
Die Numerierung cntlang dcr Sequcnz sol1 die Zuordnung der SekundPr- zur 
Tertiarstruktur crlcichtcm. 

1.1 Kethoxal ist b- Ethoxya-0x0-butyraldehyd. 
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Funktion des Codons als Modulator, der allosterisch die 
tRNA-Konformation beeinfluat, wird in Abschnitt 5 .  I aus- 
fuhrlich eingegangen. 

Die Aminosaure wird erst mit ATP in ein Aminoacyl- 
adenylat umgewandelt, das dann entweder iiber die 2'- 
oder die 3'-Hydroxygruppe des 3'-terminalen Adenosins 
der tRNA verestert wird. Katalysiert wird diese Reaktion 
durch eine Gruppe von Enzymen, die Aminoacyl-Synthe- 
t a ~ e n ' ~ ~ ' .  Die Esterbindung der Aminoacyl-tRNA ist in der 
freien AA-tRNA nicht hydrolysestabil. Deshalb wird die 
AA-tRNA im Cytoplasma sofort an ihr Carrierprotein, den 
Elongationsfaktor EF-Tu . GTP, gebunden. Der ternare 
Komplex ist das Substrat fur die Aminoacylstelle des Ri- 
bosoms. Da nur AA-tRNA mit dem Protein einen Kom- 
plex bildet, verhindert der Elongationsfaktor, daR nicht- 
acylierte tRNA an das Ribosom gebunden wirdiSol. Somit 
muB die tRNA als kompliziert gebauter Transportmetabo- 
lit (Coenzym) fur Aminosaurereste gesehen werden, der 
nur vergesellschaftet mit einem Protein eine metabolische 
Funktion ubernehmen kann. 

3.3. Die mRNA - 
das Programm fur die Proteinbiosynthese 

In Bakterien ist die Synthese der mRNA wie ihre Trans- 
lation durch Ribosomen eine ,,konzertierte Aktion": 
Schon in statu nascendi besetzen die Ribosomen die 
mRNA und beginnen die Synthese der Proteine. Dabei la- 
gem sich viele Ribosomen zugleich an einen mRNA- 
Strang. Diese Polysomen-Bildung erhoht die Effektivitat 
der Ablesung und schutzt die mRNA vor Abbau durch 
Nucleasen. Prokaryontische mRNAs sind polycistronisch, 
d. h. die Information zur Synthese mehrerer Proteine ist 
auf einem mRNA-Strang lokalisiert. Die mRNA ist unter- 
teilt in die Pracistronsequenz, das Strukturgen, die Inter- 
cistronsequenz, das zweite oder weitere Strukturgene und 
die 3'-terminale Sequenz. Ein Strukturgen untergliedert 
sich in das Startcodon AUG oder GUG, die Elongations- 
codons, deren Zuordnung zu Aminosluren durch den ge- 
netischen Code festgelegt ist, und die Terminationscodons 
UAA, UGA und UAG (Fig. 9). 

Die Bindung der mRNA an die 30s-Untereinheit wie 
auch an 70s-Ribosomen ist abhlngig von Mgz+IS'I. WPh- 
rend fur die Stabilitlt des 30S.mRNA-Komplexes die 
Nucleotidsequenz mitentscheidend ist, regulieren im 70S- 
Elongationskomplex Zahl und Typ der tRNAs die Affini- 
t l t  der mRNA zum Ribosom. uber die molekularen De- 
tails der Wechselwirkung zwischen Ribosom und der 
mRNA ist wenig bekannt. Da Ribosomen und die mRNA 
Polyanionen sind, konnen die Mg*+-lonen als Chelatbild- 

5' , 3' 

4 ° C  -ICodonl,-UAAUGA 
a b c  

Fig. 9. Schematische Dantcllung ciner polycistronischen mRNA mit zwei 
Cistroncn. Die codierenden Bcreiche, die Cistronc, sind ventarkt gezeichnet: 
das entc Cistron (Gen) ist in a) Startcodon, b) Elongationscodons und c) 
zwei Terminationscodons untergliedert. 1) Pracistronsequenz: 2) erstes Ci- 
stron (Gen); 3) Intercistronsequenz; 4) zweites Cistron; 5) 3'-tenninale Se- 
quenz. 

ner zwischen den Phosphodiestergruppen der rRNA und 
der mRNA wirken. An dieser Chelatbildung k6nnen aber 
auch die Carboxylatgruppen der ribosomalen Proteine be- 
teiligt ~ein'~*]. 

3.4. Die Faktoren: 
Proteine als Enzyme, als Carrier und 
als Modulatoren der tRNA-Konformation 

Eine Reihe von Proteinen, die einzelne Reaktionen in- 
nerhalb der Proteinbiosynthese katalysieren, ist nur in be- 
stimmten Phasen der Translation mit Ribosomen assozi- 
iert. Nach ihrer Funktion werden sie unterteilt in Initia- 
tions-, Elongations- und Terminationsfaktoren. Der Be- 
griff Faktor bringt die Unsicherheit uber die detaillierte 
Funktion dieser Proteine zum Ausdruck, z. B. ob man ih- 
nen eine enzymatische Funktion zuordnen kann, ob sie als 
reine Carrierproteine fungieren, oder ob sie als Modulato- 
ren der Nucleinsaurekonformation wirken. Die physikali- 
schen und biochemischen Eigenschaften dieser Faktoren 
sind in Tabelle 2 zusammengefaat. Im folgenden befassen 
wir uns vor allem mit dem lnitiationsfaktor 2 und den bei- 
den Elongationsfaktoren Tu und G. IF-2-GTP und EF- 
Tu -GTP fungieren als Carrierproteine fur die AA-tRNAs, 
wahrend EF-G . GTP als ,,tRNA-release-Protein" dient. 

Weiterhin katalysieren die Faktoren die Hydrolyse von 
GTP zu GDP, d. h. den ProzeB, der die fur die Proteinsyn- 
these notwendige Energie liefert. Der Komplex Fak- 
tor-GTP reprasentiert jeweils die fur die tRNA oder das 
Ribosom hochaffine Form des Proteins. Nach der Assozia- 
tion der Komplexe fMet-tRNA. IF-2 .GTP, AA-tRNA. EF- 
Tu-GTP und EF-G-GTP an Ribosomen wird GTP zu 
GDP hydrolysiert, und der Faktor wird als Protein-GDP- 
Komplex vom Ribosom abgespalten. Der jeweilige Kom- 
plex FaktoraGTP wird entweder passiv - durch Vorhan- 
densein eines GTP-Uberschusses - oder katalysiert - etwa 
durch ein weiteres Protein - regeneriert. Als Beispiel ist in 
Figur 10 die Carrierfunktion von EF-Tu, die Rolle von 
GTP als Energielieferant wie auch die Regeneration des 
EF-Tu . GTP-Komplexes ge~eigt~~'! I F-2 - GTP und EF- 
Tu . GTP modulieren die Konformation der zugeharigen 
tRNA. Auf die Funktion des Initiationsfaktors IF-2 fur die 

Tabcllc 2. ubenicht iiber die .,Fattoren" der Proteinbiosynthese. 

Faktorcn MG prinzipielle Funktion 
und Cofaktor 

Initiation 

IF-1 

I F-2 
I F-3 

Elongation 

EF-Tu [a] 
EF-Ts [a] 
EF-G [a] 

Termination 

RF- I 
RF-2 
RF-3 

9000 

I15O00, GTP 
21 OOO 

44O00. GTP 
30000 
80000. GTP 
(nicht gebunden) 

44000 
47 000 
46000. GTP 

katalysiert 70s-Dissoziation, stirnulien 
die IF-2- und IF-3-Funktionen 
Carrierprotein fur Wet-tRNA 
mRNA-Bindung. 70s-Dissoziation 

Carrierprotein fiir AA-tRNA 
regenenen EPTu . GTP 
Translokationsfaktor, .,tRNA-release- 
Protein" 

Termination mit UAA, UAG 
Termination mit UAA, UGA 
stimuliert RF-I und RF-2, keine Codon- 
Abhangigkeit 

[a] Die Abkiinungen Tu, T s  und G stehen fiir .,temperature unstable". .,tem- 
perature stable" und ,,GTP-spaltend". 
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Fig. 10. Regeneration des Elongationsfaktors EF-Tu. GTP. Das Schema ist 
von unten links im Gegenuhrreigersinn zu lesen. Dcr Elongationsfaktor 
Libernimmt in seiner Carrier-aktivcn Form, d. h. als GTP-Komplex. die ami- 
noacyliene tRNA von der Aminoacyl-Synthetase (AAS). Nach dcr Posilio- 
nierung dcr AA-tRNA an der A-Stelle des Ribosoms wird der Faktor als EF- 
Tu .GDP abgcspalten. Da GDP eine zehnfach hahere Assoziationskonstante 
(2.10” M ~ ’) aufweist als GTP. wird das Diphosphat durch Austausch mit 
dem Elongationsfaktor Ts entfernt, und es cntsteht der Tu.Ts-Komplex. Erst 
aus diesem Dimer kann der aktive Elongationsfaktor EF-Tu. GTP regenenen 
werden. 

Ausrichtung des Anticodons der Met-tRNA wird im Ab- 
schnitt 4.1 detailliert eingegangen. 

3.5. Funktion von Mg*+-Ionen in der Proteinbiosynthese 

In zellfreien Systemen verlluft die mRNA-abhangige 
Proteinsynthese bei einer Mg2+-Konzentration von 12-14 
mM optimal (Fig. 11). In vivo wird die optimale Mg2+- 
Konzentration auf 5 mM g e s c h a t ~ t ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  Die Optimums- 
kurve IlRt sich in zwei Bereiche untergliedern: die Mgz+- 
abhlngige Assoziation des ternlren Komplexes AA- 
tRNA. EF-Tu. GTP und die Inhibierung der tRNA-Frei- 
setzung aus der Peptidylstelle durch zu hohe Mg2+-Kon- 
zentrationen. 

Die Bindung der AA-tRNA erreicht bei [Mg2+]>20 mM 
einen Plateau-Wert; sie wird jedoch unabhlngig von der 
mRNA, d. h. die Programmierbarkeit der A-Stelle geht ver- 
loren. 

100 

I 
c O / O 1  50 

10 20 
[Mg”]lmMI - 

Fig. I I .  Mg’ -Abhangigkeit der in-vitro-Roteinsynthese. poly(Phc)synthe- 
tisiert; m Phe-tRNA. EF-Tu.GTP gebunden; A tRNA””‘ freigaetzt. Die 
poly(U)-abhlngigc Synthese von poly(Phc) verlauft optimal bei einer Mg’+ - 
Konzentration von 12-14 mM. Der anstcigende Ast der Glockenkurve kann 
erklan werden durch die Mg: +-abhangige Bindung des ternlren Komplexes 
Phe-tRNA. EF-Tu.GTP. Auch die EF-G.GTP katalysiene Freisetzung der 
desacylierten tRNA aus der P-Stelle des Ribosoms wird von MgL+ koregu- 
liert, dies bestimmt den abfallenden Ast der Glockenkurve: wlhrend bei 10 
m M  [Mg”] die tRNA durch EF-G.GTP bis zu IWh freigesctzt werden 
kann, wird sic bei IMg-’+J> 25 mM irreversibel gebunden. 

Auch fast alle weiteren Teilreaktionen der ribosomalen 
Proteinsynthese und die Konformation der beteiligten 
Komponenten sind Mg2+-abhZingig, so die Bindung der 
mRNA an Ribosomen sowie die Konformation der tRNA 
und der Ribosomen. Faktoren und Mg2+ wirken jeweils 
kooperativ. 
Es ist lange bekannt, daB das Cytoplasma von Bakterien 

Polyamine wie Spermidin und Putrescin in gr6Beren Kon- 
zentrationen enthllt. Abet erst kurzlich konnten Kurlund et 
al. zeigen, daR diese Polyamine wie auch Caz+ die Effekti- 
vitlt und auch die Genauigkeit der Proteinsynthese stark 
erh6hedsb1. 

4. Selektion des Genaofangs 
und Rasterung der mRNA 
durch Bildung des Initiationskomplexes 

Bei der Replikation der DNA und bei ihrer Transkrip- 
tion in die mRNA wird die Information iiber eine Einba- 
sen-Entsprechung weitergegeben. Adenin erkennt Thymin 
(Uracil), Guanin erkennt Cytosin und umgekehrt. Bei der 
Translation der mRNA in eine AminosHuresequenz jedoch 
muB die Information zu Trinucleotiden gerastert werden. 
Ein Fehlgriff um nur ein Nucleotid resultiert in einer v6llig 
anderen Aminosauresequenz des betreffenden Proteins 
und ist fur die Zelle fast immer letal. Es ist daher verstlnd- 
lich, daR bei der Bildung des 30s- und 70s-Initiationskom- 
plexes mit gr6Rter Sorgfalt verfahren wird. Dabei wird ar- 
beitsteilig im 30s-Komplex der Kettenstart festgelegt und 
im 70s-Initiationskomplex endgultig das Dreierraster fi- 
xiert. 

4.1. Festlegung des Genanfangs 
durch Bildung des 30SInitiationskornplexes 

Mit der Bildung des 30s-Initiationskomplexes wird der 
Beginn eines Gens erkannt und die Rasterung der mRNA 
zu Trinucleotiden eingeleitet. Die Doppelstrangbildung 
zwischen dem Anticodon der Initiations-tRNA und dem 
Startcodon AUG ist ein Teil dieser Erkennungsreaktion. 
Da aber AUG nicht nur als Startcodon fungiert, sondern 
innerhalb des Gens Methionin codiert, kann die Bildung 
des Komplexes fMet-tRNA. AUG die hochspezifische Se- 
lektion des Kettenanfangs nicht hinreichend erklHren[s71. 
Ferner sind bakterielle mRNAs polycistronisch, und die 
auf einem mRNA-Strang codierten Proteine werden in un- 
terschiedlichen Mengen synthetisiert. Die mRNA des Pha- 
gen MS2 enthdt z. B. die Information zur Synthese von 
vier Proteinen: Reifungsprotein, Hllllprotein, Lyseprotein 
und Replica~e[~’~. Da sich das Gen fiir das Hullprotein in 
der Mitte der RNA befindet und dieses Protein in gr6Re- 
ren Mengen synthetisiert wird als die restlichen Proteine, 
mussen Ribosomen die einzelnen Gene einer polycistroni- 
schen mRNA selektieren k6nnen. Somit muR erklart wer- 
den, wie Komponenten des Initiationssystems zwischen 
Start-AUG und ketteninternem AUG und ferner zwischen 
mehreren Startstellen auf einer mRNA unterscheiden (Fig. 
12). 

Fur die Erkennung eines bestimmten Startcodons gibt es 
zur Zeit drei ErklHrungen: 1) mRNAs haben in Analogie 
zur t R N A  eine definierte Tertilrstruktur, in der ein Basen- 
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UU " Initiations-tRNA 

16s-rRNA 3 )'no A 

Fig. 12. Stansequenz dcr mRNA eines Proteins des Phagen T7. Die Scquenz 
enthalt drei AUG-Codons in dem Anfangsteil der mRNA. Auf das Stan- 
AUG (eingekreist) folgen zwei Elongationscodons AUG (Kastchen). die 
Methionin codieren. Dies zeigt die bwondere Problematik bei der Wahl des 
Startcodons. Das selektive Erkennen des Startcodons wird durch die D o p  
pelstrangbildung rnit dcr 16s-RNA im Racistronbcreich garantien. Punkt- 
mutationen sowohl in diesem Bereich als auch im Startcodon reduzicren die 
Emzienz der Bildung dcs lnitiationskomplexes 1571. 

triplett, das Startcodon, exponiert i ~ t ( ' ~ I .  2) mRNAs verfu- 
gen in der Prticistronsequenz uber eine Nucleotidfolge, die 
zu einem Teilbereich der 16s-RNA der 30s-Untereinheit 
basenkomplementar ist. 3) Die Initiations-tRNA kann 
mehr als drei Nucleotide auf der mRNA abgreifen. 

Auf die letzten beiden Theorien sei im folgenden nlher 
eingegangen, da sie die molekularen Prinzipien der Initia- 
tionsreaktion verstandlich machen. 

Shine und Dalgarno bestimmten 1974 die Basensequenz 
des 3'-Endes der 16s-RNA und postulierten aufgrund der 
Basenkomplementaritit zwischen der 16s-RNA und der 
Pracistronsequenz einiger mRNAs, daR der 30s. mRNA- 
Komplex durch eine Doppelstrangbildung der beiden Nu- 
cleinsauren stabilisiert wirdl@". Heute sind die Partialse- 
quenzen von etwa 100 mRNAs bekannt, und eine Analyse 
ihrer Pracistronsequenzen bestitigte die Theorie von Shine 
und Dalgarno[6'1. Drei bis neun Nucleotide, die etwa sie- 
ben bis zehn Nucleotide vom Startcodon entfernt sind, 
k6nnen rnit den letzten zw6lf Nucleotiden der 16s-RNA 
Basenpaare bilden. Die Effektivitat der Komplexbildung 
ist der Zahl maglicher Basenpaare proportional'621. Ferner 
inhibieren zu diesem Bereich der 16s-RNA komplemen- 
tire Oligonucleotide die Bildung eines 30s. mRNA-Kom- 
plexes zu bis zu 800/0[631. Somit kann als gesichert gelten, 
daR dieser rRNA. mRNA-Komplex zur Stabilisierung des 
30s-Initiationskomplexes beitragt. 

Der Trinucleotid-Code bringt zwar eine effektive Aus- 
nutzung der Information der mRNA rnit sich, resultiert 
aber in einer nur geringen mRNA. tRNA-Wechselwirkung. 
Es wird daher schon lange diskutiert, ob im 30s-Initia- 
tionskomplex die Initiations-tRNA rnit mehr als drei Nu- 
cleotiden der mRNA einen Doppelstrang bildet. Tanaguchi 
und Weissrnann legten erste experimentelle Ergebnisse fur 
ein Tetranucleotid als Startcodon vorlwl. Bei einer Mutante 
der RNA des Bacteriophagen QP mit dem Startcodon 
A UGA wird ein Initiationskomplex effektiver gebildet als 
beim Wildtyp mit AUGG. lnteressanterweise war die Dop- 
pelmutante AUAA immer noch halb so effektiv wie der 
Wildtyp, woraus auf eine Wechselwirkung des 3'-termina- 
len Adenosins des AUGA mit dem Uridin in 5'-Stellung 
des Anticodons der tRNA,M" geschlossen wurde. Diese 
Hypothese wird durch die Tertiarstruktur der E.-coli- 
tRNAY'' gestiitzt; hier ist im Gegensatz zur tRNAPh' das 
Uridin 33 exponiert, so daB es ein Basenpaar rnit dem 3'- 
terminalen Adenosin der mRNA bilden kannl3'1. Von meh- 
reren Arbeitsgruppen wurde weiterhin gezeigt, daB Tetra- 
nucleotide wie UA UG oder A UGA, deren 5'- oder 3'-Ende 
zu einer Base der Anticodonschleife der tRNAp" kom- 

Tabelle 3. Bindung von fMet-tRNA oder AcPhe-tRNA an 30.9- oder 70s-Ri- 
bosomen in  Abhangigkeit vom Codon. Anteil an Ribosomen [o/ol, der bei kon- 
stanter tRNA- und optimierter Oligonuclcotid-Konzentration als Riboso- 
men. tRNA-Komplex vorlicgt. Wenn nicht anders angegcbcn. wurden die 
Experimente in  Gegcnwart des lnitiationsfaktors IF-2 und von GTP durch- 
gefUhn. Tetranucleotide. besonders rnit einem terminalen Purinnucleosid (A. 
C,  h"A). bildcn effektiv einen 30s-Initiationskomplex. wahrend AUG das be- 
ste Codon far den 70s-lnitiationskomplex ist. Mit UUCA und der Pseudoini- 
tiations-tRNA AcPhe-tRNA wird dernonstriert, daD in Gegenwart des Initia- 
tionsfaktors auch dieses Tetranucleotid cin cffektives Codon ist, wtihrend 
UUCA a k i n  keine freie AcPhe-tRNA bindet. 

Oligonucleotid 

AUG 
AUGA 
AUGG 
AUGU 
AUGC 
AUGh'A [a] 
AUUA 
AUUU 

Anteil an tRNA-bindenden Ribosomen 
30 S [%I 70s [%] 

Wet-tRNA 
44 71 
72 44 
68 43 
52 63 
56 57 
61 47 
9 I1 
0 0 

AUG( - GTP) 

AUGA( -GTP) 
AUG( +GMPPCP) 

AUGA( +GMPPCP) 

UC( - IF-2. -GTP) 
uuc 
UUCA (- IF-2. GTP) 
UUCA 

22 - 
- 46 
35 
- 65 

28 - 
36 - 
47 - 

- 

AcPhe-tRNA 

- 9 

[a] h"A ist in Position 6 desaminicnes Adcnosin. 

plementilr ist, die Bindung des ternaren Komplexes Wet-  
tRNA. IF-2. GTP an 30s-Ribosomen starker stimulieren 
als AUG165-m1. Da beide terminalen Nucleotide diesen Ef- 
fekt zeigen, k6nnte eventuell sogar das Pentanucleotid 
UAUGA das beste Startcodon sein. Essentiell fur das Ab- 
greifen eines Tetranucleotids durch die Initiations-tRNA 
ist der lnitiationsfaktor IF-2. Nicht die freie Wet-tRNA 
erkennt ein Tetranucleotid-Codon, sondern nur der ternlre 
Komplex Wet-tRNA. IF-2-GTP ist dazu imstande. Er- 
setzt man die Initiations-tRNA durch AcPhe-tRNA - eine 
Pseudoinitiations-tRNA -, so erkennt auch die AcPhe- 
tRNA bevomgt das Codon UUC, der ternare Komplex 
AcPhe-tRNA. IF-2. GTP jedoch das Tetranucleotid 
UUCA (Tabelle 3)I"l. IF-2 GTP moduliert also die tRNA- 
Konformation in einer Weise, daB vier oder eventuell funf 
Anticodon-Basen fur die Doppelstrangbildung rnit der 
mRNA exponiert sind (Fig. 13). 

FaRt man die oben erwahnten Punkte zwei und drei zu- 
sammen, so laRt sich die Erkennung des Genanfangs 
durch die Bildung von zwei RNA-Doppelstrangen in etwa 
2.5 nm Abstand folgendermaRen erklaren: Die 16s-RNA 
reagiert mit der Pracistronsequenz der mRNA, und das 
Startcodon der mRNA bindet die Initiations-tRNA[bP1. Da- 
rnit sieht der zeitliche Ablauf der Initiation nach bisher 
vorliegenden Befunden so aus: Zunachst bildet die mRNA 
rnit dem Ribosom einen unspezifischen, uber elektrostati- 
sche Wechselwirkungen stabilisierten Komplex. Durch ei- 
nen ,,slide-and-search-Mechanismus" kommt es dann zu 
einer vorlaufigen Fixierung der mRNA, indem sich ein 
drei bis neun Nucleotide langer Doppelstrang zwischen 
der 16s-RNA und der mRNA bildet. Aber erst durch den 
zweiten Doppelstrang, der zwischen dem Startcodon und 
der Initiations-tRNA entsteht, wird ein stabiler Initiations- 
komplex erhalten (Fig. 13). 
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1 Met. tRN4 - 16s-rRNA 

- 3' 

Fig. 13. Modellhafte Darstellung des 30s- und 70s-Initiationskomplexes. D e r  
30s-lnitiationskomplex wird durch zwei RNA. RNA-Doppelstrange stabili- 
siert. wobei die Wet-tRNA als ternarer Komplex fMet-tRNA. IF-2.GTP 
mehr als drei Nucleotide auf der mRNA abgrcift. Im 70s-Initiationskomplex 
wird die mRNA Ober einen Hexanucleotid-Doppelstrang an zwei tRNAs ge- 
bunden (vgl. auch Fig. 2, Schritt 4 und 5). 

Aus einer vergleichenden Analyse der Startsequenzen 
von etwa 80 mRNAs ergibt sich, daD als Startcodon immer 
ein AUGA/G benutzt wird, wenn im Pracistronbereich 
eine nur geringe Basenkomplementaritlt vorliegti6']. Somit 
wird die Effzienz bei der Bildung des Initiationskomple- 
xes durch die Anzahl komplementarer Basen im Prgci- 
stronbereich und im Codon. Anticodon-Komplex regu- 
liert. Diese Komplexbildung kiinnte auch bestimmen, wie- 
vie1 Proteinkopien von einer mRNA bei der Translation 
gemacht werden. 

4.2. Rasterung der mRNA im 70s-lnitiationskomplex 

Mit der Bindung der SOS-Untereinheit wird der 30s-In- 
itiationskomplex in den 70s-Komplex umgewandelt. Da- 
bei wird der Initiationsfaktor als IF-2.GDP abgespalten; 
die Wet-tRNA ist formal jetzt eine Peptidyl-tRNA, und 
die Bindestelle fur die AA-tRNA ist vorhanden. 

Um die erste Elongations-tRNA an das 70s-Ribosom zu 
binden, mu0 die Tetranucleotid- Wechselwirkung zwischen 
dem Startcodon und der Wet-tRNA auf das Trinucleotid- 
raster zudckgefiihrt werden; erst in dem Komplex 
70s. mRNA. PP-tRNA. AA-tRNA ist das Trinucleotidra- 
ster festgelegt. 

Urn den Wechsel in der Rasterung auf molekularer 
Ebene zu verstehen, haben wir die Funktion des Carrier- 
proteins IF-2 genauer untersucht (Tabelle 3). Der ternare 
Komplex Wet-tRNA. IF-2. GTP bindet bevorzugt an 
AUGA-programmierte 30s-Ribosomen. In 70s-Riboso- 
men jedoch ist das konventionelle Startcodon AUG effek- 
tiver als AUGA. Verhindert man die Abspaltung des 
lnitiationsfaktors IF-2, indem man GTP durch das nicht 
hydrolisierbare Analogon GMPPCP ersetzt, so bleibt das 
Tetranucleotidraster erhalten; auDerdem wird die erste 
Elongations-tRNA nicht gebunden. Der Komplex IF- 
2. GTP moduliert folglich die Konformation der Initia- 
tions-tRNA so, daO diese mehr als drei Nucleotide der 
mRNA abgreift (Fig. 13). Im 70s-Ribosom jedoch mu13 die 

Doppelstrangbildung auf das Trinucleotidraster reduziert 
werden. Durch eine ribosomale GTPase wird GTP zu GDP 
und Pi hydrolysiert, und I F-2. GDP verlilDt den Komplex. 
Die Wet-tRNA wird jetzt nur uber den Trinucleotidkom- 
plex gebunden, wird abet zusatzlich durch die Wechselwir- 
kung der Peptidylgruppe mit der 50s-Untereinheit stabili- 
~ i e r t ' ~ ~ ~ .  1st die erste AA-tRNA an die mRNA direkt im An- 
schluB an die fMet-tRNA gebunden, so ist das Trinucleo- 
tidraster endgiiltig festgelegt. 

5. Kettenverlangerung in der Proteinbiosynthese: 
Modulation der Substratspezifitat und 
Transport des Programms 

In der Elongationsphase der ribosomalen Proteinbiosyn- 
these sind zwei Aspekte mechanistisch besonders interes- 
sant: Die Adaptation der A-Stelle durch ein Codon fur nur 
eine Aminoacyl-tRNA und die GTP-abhangige Verschie- 
bung der mRNA um jeweils ein Codon pro gebildete Pep- 
tidbindung. 

5.1. Selektion der korrekten Aminoacyl-tRNA 
durch ein programmiertes 7OSRibosom 

Der ternare Komplex AA-tRNA. EF-Tu .GTP bindet an 
ein 70S-Ribosom, in dem die P-Stelle bereits durch eine 
Peptidyl-tRNA besetzt und ein Codon als Teil der mRNA 
in der Aminoacyl-Stelle lokalisiert ist. Dabei ist die Ami- 
noacyl-Stelle als Protein-Nucleinsiiure-Komplex zustlndig 
fur die stabile Bindung des ternaren Komplexes (KAss= lo8 
M-'), wahrend das Codon als ,,Programmwort" die Selek- 
tivitiit bestimmt, d. h. welche der etwa 50-100 AA-tRNAs 
gebunden wird['l'l. Mitentscheidend fur die Selektion der 
korrekten AA-tRNA sind nicht nur die drei Anticodon-Ba- 
sen, sondern auch die Nachbarnucleotide und die Konfor- 
mation der Anticodon-Schleife, daneben noch andere Pro- 
teine und Teile der 16s-RNA des 30S-Ribo~oms['~~. 

Bisher ist die Selektion der korrekten AA-tRNA da- 
durch erklart worden, daR sich ein drei Nucleotide langer 
Doppelstrang zwischen dem Codon der mRNA und dem 
Anticodon der tRNA bildet. 

Diese Annahme ist jedoch nicht ausreichend, um die ge- 
ringe Fehlablesung von zu erklaren. Die Entstehung 
von Dimeren aus zwei basenkomplementilren Trinucleoti- 
den 1lDt sich in wZLDriger Liisung nicht nachweisen, und 
auch die Komplexbildung zwischen einem Trinucleotid 
und der passenden tRNA zeigt nur Assoziationskonstanten 
im Bereich von 103-104 M - ~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ .  Erst wenn die Konfor- 
mation beider Reaktionspartner fixiert ist - im Modellex- 
periment mit tRNA-Paaren, deren Anticodons basenkom- 
plementlr zueinander sind, etwa tRNAPh' : tRNAC'" - ent- 
stehen stabile Komplexe mit Assoziationskonstanten von 
ca. lo6 M - 1175). Dabei ist die Geschwindigkeit der Assozia- 
tion (k = 3 .  lo6 M - Is- I) iihnlich groR wie die Geschwindig- 
keit der Bildung von Oligonucleotid-Dimeren, wahrend 
die Dissoziation der tRNA-Paare fast um den Faktor lo6 
verlangsamt ist (kDiS = S s- ' )[ ' l61. 

In jiingster Zeit hat eine Reihe experimenteller Befunde 
unser Verstandnis der tRNA-Selektion und damit der Pro- 
gamrnierung der A-Stelle erweitert. Anhand des bereits er- 
wihnten Modellsystems mit tRNA-Paaren konnten Gros- 
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jean et al. nachweisen, daC sich Unterschiede zwischen der 
Assoziationskonstante von passenden und von nicht pas- 
senden Trinucleotid-Paaren (mit einem nicht komplemen- 
taren Basenpaar in letzterem) aus Differenzen in den Ge- 
schwindigkeitskonstanten der Dissoziation erhalten las- 
sen; die Bildungsgeschwindigkeiten sind hingegen fur alle 
untersuchten Dimere g l e i ~ h ~ ~ ~ . ~ " ] .  

Wir zeigten, daR ein Codon allosterisch die Konforma- 
tion der tRNA andert14']. Die in fast jeder tRNA vorkom- 
mende Sequenz TYC(G,A) liegt in der freien tRNA als 
,,Kryptosequenz" vor (siehe Fig. 8). d. h. sie ist weder che- 
mischen Modifikationen zuganglich, noch lassen sich 
komplernentare Nucleotide wie CGAA an diese Sequenz 
binden. In einem Codon- tRNA-Komplex jedoch, etwa 
U8.tRNAPhC oder CGA.tRNALys, wird diese Sequenz wie 
auch andere Bereiche der tRNA exponiert. So bindet 
CGAA an einen Codon.tRNA-Komplex mit einer Asso- 
ziationskonstanten von 5.104 M-' und erhaht in einem 
ahnlichen Experiment die Stabilitat des Codon. tRNA- 
Kornplexes um den Faktor 10 (Fig. 14). Von Piirschke et al. 
ist durch kinetische Untersuchungen die Codon-induzierte 
Konformationsanderung der t RNA bestiitigt ~o rden"~] .  

K, I 2.4.10' M-' / 
tRNALYs+ A3 + CGA 

K - 3 d u - l  
\c- 
t R N d y S .  A, - CGA 

K, <lo3 \ M - ~  4: 1 O S d  

tRNALy"CGA t A j  

Fig. 14. Codon-induzierte Strukturanderung der AA-tRNA. Reaktions- 
schema far die Bindung von A3 und CGA an tRNALy' (471. Das Trinucleotid 
CGA bindet an den tRNALy'.A.,-Komplex mit KAc.-3.10' M-'; es bindet 
nicht an die frqie tRNA. Die Codon-tRNA-Wechselwirkung wird um den 
Faktor 10 in Gegenwart von CGA stabilisiert (Kc.,, - 5 .  lo5 M - '). 

Die in dem Codon. tRNA-Komplex exponierte Sequenz 
TYCG kann mit einer kornplementaren Sequenz in der 5S- 
RNA (C43GAA46) der 50s-Untereinheit oder auch mit 
Bereichen der 16s-RNA einen Komplex bilden1801. Das 
Codon fungiert als allosterischer Effektor: Durch die se- 
lektionierende Komplexbildung Codon. Anticodon Bndert 
sich die Konformation der tRNA; dies hat zur Folge, daB 
sich ein fur alle tRNAs identischer Doppelstrang 
TYCG(tRNA). rRNA bilden kann. 

FaBt man diese Ergebnisse zusammen, so ergibt sich das 
folgende Bild der programmierten AA-tRNA-Bindung: 
Jede AA-tRNA wird als ternlrer Komplex AA-tRNA. EF- 
Tu GTP Codon-unabhingig an die A-Stelle gebunden. 
Passen Codon und Anticodon sterisch nicht zueinander, so 
spaltet sich der ternare Komplex wieder ab (k= lo-'  s - I ) ;  

passen Codon und Anticodon zusammen, so lagert sich die 
AA-tRNA als Folge der Komplexbildung urn, es entsteht 
die bindende Konformation der tRNA. Die Doppelstrang- 
bildung zwischen der TYCG-Sequenz und der ribosoma- 
len RNA, die keinen diskriminierenden Charakter mehr 
hat, erhsht die Stabilitat der AA-tRNA-Bindung; die Bin- 
dung des ternaren Komplexes wird in vivo irreversibel, die 
AA-tRNA wird nicht mehr abgespalten, sondern nach Ent- 
fernen des Elongationsfaktors EF-TU -GDP und dem 
Transfer der Peptidylgruppe als Peptidyl-tRNA verscho- 
ben. 

5.2. Translokation, die Energie-abhangige Verschiebung 
der mRNA gegen das Ribosom 

Die Elongation ist der sich wiederholende Schritt der 
Kettenverlangerung innerhalb der Peptidsynthese. Eine 
Peptidyl-tRNA besetzt die P-Stelle, wahrend eine Amino- 
acyl-tRNA an die A-Stelle gebunden ist. Nach Abspaltung 
des Elongationsfaktors als EF-Tu. GDP wird - katalysiert 
durch die Peptidyl-Transferase - der Peptidylrest auf die 
Aminoacylgruppe der AA-tRNA ubertragen. Dieser Funk- 
tionszustand des 70s-Ribosoms reprasentiert den Pratrans- 
lokationsstatus: eine desacylierte tRNA an der P-Stelle 
und eine PP-tRNA an der A-Stelle. Die nachfolgende 
Translokation untergliedert sich in zwei Teilreaktionen: 
die Abspaltung der desacylierten tRNA von der P-Stelle 
und das Verschieben der mRNA und der PP-tRNA-Kom- 
plexe um eine Codonlange von der A- an die P-Stelle. Da- 
mit ist die Ausgangssituation wiederhergestellt, die Pepti- 
dyl-tRNA befindet sich an der P-Stelle, und die A-Stelle ist 
frei fur  eine neue AA-tRNA. Bevor jedoch die Transloka- 
tion erfolgen kann, muR die desacylierte tRNA von der P- 
Stelle entfernt werden. Bei diesem Energie-verbrauchen- 
den Vorgang wird der Elongationsfaktor G . GTP gegen die 
tRNA ausgetauscht. Figur 15 zeigt, daR die EF-GaGTP- 
abhlngige tRNA-Freisetzung mit der Bindung einer neuen 
AA-tRNA und damit der Translokation des PP- 
tRNA. mRNA-Komplexes korreliert ist"']. 

Mechanistisch wird im Prinzip wie bei der Bindung der 
AA-tRNA verfahren, nur agiert jetzt der EF-G-GTP-Kom- 
plex in seiner Ribosomen-affinen Form als ,,tRNA-release- 
Protein". Ob der Faktor sich an die P-Stelle heftet, oder ob 
er uber eine konformative Anderung des Ribosoms die Af- 
finitat der P-Stelle fur die tRNA reduziert, ist bishet noch 
ungekllrt. Fur den cyclischen Ablauf der Translokation 
muB das ,,tRNA-release-Protein" wieder vom Ribosom 
entfernt werden. Eine Ribosomen-eigene GTPase, eventu- 
ell die Proteine L7/L12, hydrolysiert GTP zu GDP, und 
das Protein wird als EF-G GDP vom Ribosom abgespal- 
ten1"']. 

70S.AUGU,.fMet-tRNA Phe-tRNA 
I - ! b !  

5 10 20 30 

t Iminl- 

Fig. IS. Einbau einer weiteren Phe-tRNA in den Komplex 
70S.AUGU7.1Met-tRNA.Phe-tRNA nach Zugabe von EF-G.GTP. Die 
Translokation des PP-tRNA. mRNA-Komplexes erfolgt simultan mit der 
EF-G'GTP katalysierten Freisetzung der 1RNA. In dem Aurgangskomplex 
ist eine fMet-('HPRNA (Tritium-markiert im CCA-Ende) an der P-Stelle und 
eine Phe-tRNA an der A-Stelle gebunden. Die mi1 markierte Kurve zeigt 
die Kinetik der Bildung des 70s .  AUGU,.fMet-['HJtRNA. Phe-tRNA-Kom- 
plexes. Es wurden I0 pmol 70s-Ribosomen verwendet. In einem zweiten Ex- 
periment wurde nach 12 min EF-G.GTP und ["CjPhe-tRNA.EF-Tu.GTP 
(markiert in der Aminosaure) zugegeben. Man erkennt, daO mil der Freisct- 
zung der desacylierten tRNA (['HRRNAY, 0)  simultan und in gleichem 
Man ('4CJPhe-tRNA gebunden wird (A).  Nach dieser Operation liegt der 
Komplex 70s AUGU, . Wet-Phe-tRNA. Phe-tRNA vor. 
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Tauscht man GTP gegen GMPPCP aus, so wird zwar die 
tRNA freigesetzt, der Elongationsfaktor wird aber nicht 
mehr vom Ribosom abgespalten, d. h. die Peptidsynthese 
kommt zum St i l l~ tand[~~. '~] .  Wird die tRNA durch eine 
Verringerung der Mg*+-Konzentration freigesetzt, indem 
man die elektrostatische Abstoljung zwischen beiden Mo- 
lekulen ausnutzt, so wird auch ohne EF-G und GTP eine 
Peptidbindung geknupft'"]; demnach ist die in der Ester- 
bindung der AA-tRNA gespeicherte Energie fur die Bil- 
dung der Peptidbindung ausreichend. Die durch Spaltung 
eines Nucleosidtriphosphates erhaltene Energie wird in 
der Translokation benotigt, um die Affinitat eines ,,release- 
Proteins" zurn Ribosom und damit die Freisetzung der 
tRNA zu steuern. 

Die jetzt mogliche Translokation der PP-tRNA ist nach 
einer Konzeption von Leder rnit den aus der Enzymologie 
bekannten Enzym-Substrat-Regeln zu erklli~en['~]. Das ak- 
tive Zentrum des Enzyms hat eine hohe Affinitat fur sein 
Substrat und eine niedrige fur sein Produkt. Fur die Trans- 
lokation bedeutet dies folgendes: Durch den Peptidyl- 
transfer ist die aus der AA-tRNA entstandene Peptidyl- 
tRNA zum einen Produkt fur die A-Stelle (= niedrige Affi- 
nitat), zum anderen aber Substrat fur die direkt benach- 
barte P-Stelle (= hohe Affinitat) geworden, die Transloka- 
tion ist vorbereitet. Bisher war es nicht moglich, diese 
Theorie experimentell zu verifizieren, da  sowohl die Me- 
thoden - Adsorption der Komplexe an Nitrocellulosefilter 
oder Gleichgewichtsdialyse - als auch die Reinheit der 
Komponenten eine separate Bestimmung der Assoziati- 
onskonstanten der Bindung der PP-tRNA an A- und P- 
Stelle nicht zulieljen. In Zusammenarbeit mit Riesner ge- 
lang es uns kurzlich, rnit der Geschwindigkeits-sedimenta- 
tion in der analytischen Ultrazentrifuge mit 100% aktiven 
Ribosomen diese Werte zu bestimmen[*']. Die in Tabelle 4 
aufgefuhrten Daten bestatigen die Theorie von Leder. An- 
hand der Zahl der pro Ribosom gebundenen tRNAs und 
der Assoziationskonstanten ist zu erkennen, dalj die PP- 
tRNA eine 20fach hohere Affinitat fur die P-Stelle als fur 
die A-Stelle hat. Die Translokation der PP-tRNA erfolgt 
damit spontan, sobald die P-Stelle frei ist. Es bleibt aber zu 
zeigen, dalj rnit der PP-tRNA simultan, d. h. als PP- 
tRNA.mRNA-Komplex, auch die mRNA verschoben 
wird. Erst die Verschiebung des Komplexes von der A- zur 
P-Stelle erklart die Richtung der mRNA-Translokation 

Tabelle 4. Bindung von AA-tRNA, PP-tRNA und tRNA an 70s-Ribosomen: 
Zahl der pro Ribosom gebundenen tRNAs und Assoziationskonstanten. 

tRNA Zahl der Binde- K,,\ 
gebundenen stelle [M ~ '1 
tRNAs la1 [bl 

~~ ~ 

Phe-tRNA.EF-Tu.GMPPCP [c] I A 6.6.10' 
AcPhe-tRNA I P 3.5.10" 
AcPhe-tRNA I A 1.8.10' 
Phe-tRNA 2 A. P 
tRNAr" I P 2.1.10' 
tRNA"h' 2 A, P 

- 

- 

[a] Die Zuordnung der tRNA zu der A- oder P-Stelle lilRt sich zwar aus dem 
Reaktionsablauf begrilnden, kann aber nicht direkt bewiesen werden. [b] Die 
Assoziationskonstanten K,,>\ wurden anhand der Sedimentation der Kom- 
plexe in der analytischen Ultrazentrifuge bei einer Mg'+-Konzentration von 
8 mM bestimmt (siehe auch Fig. 7). [c] Bei der Bindung des ternlren Komple- 
xes mul3te GTP durch GMPPCP ersetzt werden, um eine Hydrolyse durch 
die 70s-GTPase zu verhindern. 

und die Vorwartsbewegung der mRNA am Ribosom um 
genau ein Trinucleotid pro gebildete Peptidbindung. 

Kuchler zeigte, dalj in einem Komplex 70s. poly( U) . Ac- 
Phe-tRNA, in dem durch UV-Bestrahlung die tRNA rnit 
der Polyuridylsaure kovalent verknupft worden war, noch 
eine Translokation der AcPhe-tRNA von der A- zur P- 
Stelle moglich i~t[ '~] .  Es ist auch bekannt, daB eine ,,fra- 
meshift-Suppressions-tRNA', die vier Codonbasen abgrei- 
fen kann, die mRNA um vier Nucleotide verschiebtIx6'. 

Wir sind bei unseren Experimenten zurn Mechanismus 
der Translokation von folgenden Uberlegungen ausgegan- 
gen: Zum einen sollte die Freisetzung der desacylierten 
tRNA die Bindung zwischen mRNA und Ribosom lok- 
kern, und zum anderen sollte moglichst die PP-tRNA die 
mRNA stabiler binden als die tRNA. Um dieses Wechsel- 
spiel zwischen stabiler mRNA-Assoziation und -Ver- 
schiebbarkeit zu verfolgen, haben wir die Bindung von Oli- 
gonucleotiden a n  Ribosomen in Abhsngigkeit von der 
tRNA-Prasenz untersucht. Aus den in Tabelle 5 aufgefuhr- 

Tabelle 5 .  EinfluD der Kettenlange der Polyuridylsaure und der tRNAs auf 
die Bildung des 70s. AUGU,,-Komplexes [88]. Die Assoziationskonstanten 
wurden mit der Gleichgewichtsdialyse bestimmt und fiir zehn verschiedene 
Oligonucleotidkonzentrationen aus einer Auftragung nach Scafchard berech- 
net. 

Komplex tRNA Zahl der 
Bindestellen 

70s .  AUGU, 
70s .  AUGUe 
70s .  AUGU 1.1 

70s-AUGUi 
7OS.AUGU3 
7OS.AUGUi 
70S.AUGU3 
70S.AUGUa 
70s .AUGU 13 

70S.AUGUi 
70S.AUGUi 

tRNA,M" 
tRNA,M" 
tRNA"h' 
tRNA~",tRNAPh' 
tRNA,M", tRNAPh' 
tRNAy", tRNAPh' 
fMet-tRNA,M" 
AcMet-tRNA:" 

6.8.10' 
8.7.10' 
9.3.10' 

3.9.106 
4.1. lo6 
2.2.108 
2.1.108 
22.108 

1.1.10~ 

4.6.107 

5.3.107 

1.3 
1.3 
I .4 

1.0 
1.0 
1.2 
1.1 
1.0 
1.1 

1.1 
1.1 

ten Daten folgt, dalj die Stabilitat der mRNA-Ribosomen- 
Komplexe nicht von der Lange der Oligonucleotide ab- 
hangt, sondern durch Zahl und Typ der tRNA bestimmt 
wirdI8']. 

Eine Arretierung der mRNA, die im Experiment in einer 
hohen Assoziationskonstante fur das Oligonucleotid zurn 
Ausdruck kommt, erfolgt entweder durch zwei tRNAs 
oder durch eine Peptidyl-tRNA in der P-Stelle[''! In einem 
ahnlichen Experiment haben wir die Assoziationskonstan- 
ten der Bindung von komplementaren Oligonucleotiden an 
die tRNA und an die PP-tRNA gemessen. Das Oligonucle- 
otid ist - auch in Gegenwart der 70s-Ribosomen - um den 
Faktor 3-20 fester a n  die PP-tRNA als a n  die tRNA ge- 
bunden (Tabelle 6). Somit wird klar, dalj der Transfer der 
Peptidylgruppe und die Freisetzung der desacylierten 
tRNA jeweils doppelte Konsequenzen haben : Die EF- 
G .GTP-abhangige Abspaltung der desacylierten tRNA 
macht die Substratbindestelle fur die PP-tRNA frei und 
lockert die Bindung zwischen Ribosom und mRNA. Der 
Transfer der Peptidylgruppe auf die AA-tRNA an der A- 
Stelle macht diese zurn Produkt der A-Stelle und damit 
zum Substrat der  P-Stelle, bewirkt aber auch eine stabilere 
Bindung zwischen PP-tRNA und mRNA. Da die Aftinitat 
der P-Stelle zur PP-tRNA die treibende Kraft der Elonga- 
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Tabelle 6. Effekt dcr Peptidylgruppe auf die Stabilitiit dcr Oligonucle- 
otid. tRNA- und Ribosom .Oligonucleotid~ tRNA-Komplexe. 

Oligonucleotid tRNA Ribosom KA,, [M - '1 [a] 

AUG t R N A y  - 
AUGA t R N A y  - 

Net-tRNA:" - 
m e t - t R N A  - 

uuc tRNAPh' - 
AcPhe-tRNAPh' - 
I R N A P ~ *  + 
AcPhe-tR NA Phc + 

UUCA tRNAPhe - 
AcPhe-t RN Aphe - 
tRNAphc + 
ACPhC-tRNA"hc + 

4.4.103 
1.2.104 
4.0.104 
1.2.10' 
1.7.103 
1.1.104 
6.3.10' 
9.5-10' 
3.2. lo4 
1.9.10' 
2.3.106 
1.8.10' 

[a] Die Assoziationskonstanten wurden rnit der Gleichgewichtsdialyse be- 
stimmt. 

tion ist und nach allen Befunden die Translokation des 
Komplexes PP-tRNA. mRNA bewirkt, wird auch Rich- 
tung und ,,Dreierschritt" der mRNA-Bewegung vetstand- 
lich. 

6. Ausblick 

In der bakteriellen Proteinbiosynthese sind fur die 
Initiation und die Elongation die Reaktionsablaufe cum 
grano salis bekannt, wahrend der Mechanismus der Termi- 
nation noch ungeklart ist. Es sind jedoch erst wenige kine- 
tische Daten, die Geschwindigkeit und Genauigkeit der 
Peptidsynthese erkllren, publiziert; konzeptionell durch- 
dacht, scheitern die Experimente noch an der Komplexitlt 
der Systeme. Ein weiteres Gebiet, das in Zukunft stark in 
den Vordergrund treten wird, ist die Rantgen-Strukturana- 
lyse ribosomaler Komponenten wie auch des gesamten Ri- 
bosoms. Ahnlich wie die Raumstruktur der tRNA unser 
Verstandnis der Nucleinslurekonformation bedeutend er- 
weitert hat, diirfte auch die exakte Bestimmung der raumli- 
chen Struktur des Ribosoms eine neue Dimension in der 
Sicht von Protein-Nucleinslure-Wechselwirkungen eriiff- 
nen. 

In welchem AusmaD lassen sich Ergebnisse aus bakte- 
riellen Systemen auf Eukaryonten ubertragen? Das euka- 
ryontische 80s-Ribosom ist mit etwa 80 Proteinen und vier 
Nucleinsluren komplexer als bakterielle Ribosomen. Die 
mRNA ist monocistronisch, beginnt mit der ,,cap-Se- 
quenz" und endet mit einem ca. 200 Nucleotide langen 
poly(A)-Fragment. Des weiteren wird die Initiations-tRNA 
nicht formyliert, und die Initiationsfaktoren haben zusam- 
men ein Molekulargewicht von mehr als einer Million1881. 

Wahrend Elongation und Termination bei Bakterien 
und haheren Organismen sehr lhnlich verlaufen, zeigen 
sich in der Initiation prinzipielle Unterschiede. Die Initia- 
tion ist hier der entscheidende Schritt der Peptidsynthese, 
und auf der Startstufe setzen alle Regulationsmechanis- 
men an. So kann z. B. der Initiationsfaktor IF-2 (elF-2) als 
Carrierprotein der Met-tRNA,??' durch eine Protein-Kina- 
se-katalysierte Phosphorylierung inaktiviert werden. In 
diese Regulation greifen ferner die Interferone, die 2',5'- 
Oligo(A)-Synthetase und die CAMP-abhangigen Protein- 
Kinasen ein'891. Fur Fragen der Zelldifferenzierung wie 
auch des Tumorwachstums kann die Klarung der Regula- 
tion der eukaryontischen Proteinbiosynthese in der Initia- 
tion einen wertvollen Beitrag leisten. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds 
der Chemischen Industrie danke ich fur die Jinanzielle For- 
derung unserer Forschung. Mein Dank gilt besonders Frau 
E. Ronnfeldt fur die Hive bei der Abfassung des Manu- 
skriptes. 
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ETC: Ein mechanistisches Konzept 
fur Anorganische und Organische Chemie ** 

Von Michel Chanon* und Martin L. Tobe* 

Professor Jacques Metzger zum 60. Geburtstag gewidmet 

Das Konzept der Elektronen-Transfer-Katalyse (ETC) oder, etwas spezifischer, der zwei- 
fachen Aktivierung durch Ein-Elektronen-Ubertragung (DAISET) eraffnet die Maglichkeit, 
scheinbar nicht zusammenhangende experimentelle Befunde miteinander zu verkniipfen. 
Bei der ersten Aktivierung nimmt das Substrat ein Elektron auf oder gibt ein Elektron ab; 
bei der zweiten Aktivierung bildet sich eine Reaktionskette, die das im ersten Schritt er- 
zeugte Teilchen standig reproduziert. Der Beitrag beginnt mit einer Diskussion des SRN I -  
Mechanismus. Beispiele for die Anwendung des Konzepts sind thermische und photoche- 
mische Austauschreaktionen an Pt'"-Komplexen, die Austauschreaktion (AuCI4]-/CI -, 
Umsetzungen von Grignard- und anderen Organometall-Reagentien sowie das Redoxver- 
halten elektronisch angeregter organischer Verbindungen. Photochemische Anwendungs- 
maglichkeiten schlieBen die potentielle Nutzung der Sonnenenergie ein. Neue Aspekte er- 
geben sich auch fur das mechanistische Problem ,,SN2-Reaktion oder SET-ProzeB?' Das 
Konzept hat auBerdem Bedeutung fur SH2-Reaktionen am Metallzentrum, Molekul-indu- 
zierte Homolysen, Reaktionen von Komplexen sowie elektrochemische Vorggnge. - Sofern 
nicht anders vermerkt, werden in diesem Beitrag nur Doppelaktivierungs-( DAISET-)Pro- 
zesse erartert. 

1. Einleitung [*I Prof. Dr. M. Chanon 
L. A. 126 GAMA. Facultt des Sciences et Techniques de St. Jtr6me 
F-13397 Marseille Cedex (Frankreich) 
Prof. Dr. M. L. Tobe 

Das Phiinomen ,,Kettenreaktion" wird im allgemeinen 
nicht fur sich, sondern im Zusammenhang mit organischen 
Radikalreaktionen und Oxidationen, mit der Polymerisa- 
tion, der Gasphasenchemie, Photochemie, Katalyse usw. 
behandelt (vgl. z. B. [I1). Diese Aufsplitterung birgt wesent- 

Department of Chemistry, University College London 
20 Gordon Street, London WClCH OAl (England) 

[**I ETC: ,.Electron Transfer Catalysis": DAISET: .,Double Activation In- 
duced by Single Electron Transfer"; S E T  ,Single Bea ron  Transfer". 

Angew. Chem. 94 (1982) 27-49 8 Verlag Chemie GmbH. 0-6940 Weinheim. 1982 0044-8249/82/0101-0027 S 02.50/0 27 


