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Das bakterielle Ribosom: ein programmierbares Enzym

Von Hans Giinter Gassen*

Die Ribosomen-abhingige Proteinbiosynthese in Bakterien ist ein komplexer Vorgang, an
dem iiber 150 Komponenten beteiligt sind. Das Ribosom, das aus 53 Proteinen und drei
Nucleinsduren 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 ermdgli-
chen. Das hier vorgestellte Modell der Proteinbiosynthese an programmierbaren Riboso-
men gibt Antworten auf folgende Fragen: Wie wird die mRNA in Informationseinheiten
gerastert, wie wird die Substratspezifitit des Ribosoms durch das Codon moduliert und wie
bewegt sich die mRNA am Ribosom um ein Trinucleotid pro gebildete Peptidbindung vor-

wirts?

1. Einleitung**

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

[*] Prof. Dr. H. G. Gassen
Institut fidr Organische Chemie und Biochemie
der Technischen Hochschule
PetersenstraBe 22, D-6100 Darmstadt

[**) Abkarzungen GMPPCP = Guanosin-5'-(8,y-methylen)-triphosphat (die
»Triphosphateinheit* ist zwischen P* und P durch eine CH,-Gruppe
verbriickt), AcPhe-tRNA = N2-Acetyl-phenylalanyl-tRNA, GTPase
=eine mit der 50S-Untereinheit assoziierte Phosphatase, die GTP zu

GDP+ P, hydrolysiert (EC 3.6.1.), N =nicht definiertes Nucleotid.
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piert. Die mRNA ist das Programm, das von den Riboso-
men entziffert und in die Aminosiuresequenz eines Pro-
teins iibersetzt wird. Je drei Nucleotide bilden die Infor-
mationseinheit - das Codon - fiir eine Aminosiure, wobei
fir alle Lebewesen ein nahezu universeller genetischer
Code gilt!",

Ribosomen, komplexe Strukturen mit einem Molekular-
gewicht (MG) von ca. 2.8-10°, setzen sich aus drei Ribo-
nucleinsduren (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 zelluldre
Peptid-Synthetasen, z. B. das Alanin-addierende Enzym
der Mureinsynthese, haben nur ein MG von ca. 50000,
kénnen aber dhnliche Reaktionen wie das Ribosom kataly-
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Phe-tRNA
Val- tRNA
Leu-tRNA
Glu-tRNA
Tyr-tRNA

Fig. |. Gegeniiberstellung eines Multienzymsystems mit Substratspezifitat
und des Ribosoms als programmierbares Enzym. Links: Multienzymsystem
zur Synthese von Peptidantibiotica [2]; um die Funktion des Pantetheinarms
leichter verstindlich zu machen, wurde der Multienzymkomplex in Analogie
zur Fettsdure-Synthetase gezeichnet. Rechts: Modell des Ribosoms, bei dem
die Substratspezifitat bei konstanter Bindestelle durch das Codon festgelegt
wird.

sieren. Zum Aufbau eines nicht mRNA-codierten Peptids
ist jedoch ein Multienzymsystem nétig, in dem jede Unter-
einheit auf den Einbau einer oder mehrerer bestimmter
Aminosduren spezialisiert ist"”, Bei der ribosomalen Prote-
inbiosynthese liegt dagegen ein mechanistisch véllig ande-
res Prinzip vor. Das aktive Zentrum des Ribosoms wird in
seiner Substratspezifitit durch ein Codon so program-
miert, daB} es mit groBer Genauigkeit zwischen 20 Amino-
sduren, die als Aminoacyl-tRNA vorliegen, ausw#hlen
kann (Fig. 1).

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

1) Wie wird das Startcodon erkannt und die Nucleotidse-
quenz der mRNA zu Trinucleotiden gerastert?

2) Wie moduliert das Codon die Substratspezifitit der
Aminoacyl-tRNA-Bindestelle des Ribosoms?

INITIATION

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

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

2. Uberblick iiber die Ribosomen-abhiingige
Proteinbiosynthese

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

In der Initiation wird die mRNA durch Festlegung des
Startcodons AUG oder GUG zu Dreiereinheiten (Codons)
gerastert. Fir das Suchen des Anfangscodons auf der
mRNA existieren eine Initiations-tRNA (fMet-tRNA M),
drei Initiationsfaktoren (IF-1, 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-(fMet-tRNA M . IF-2.-GTP)- IF-1-1F-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

@ §—— AU G-A——3

IF-2 gZtu

Fig. 2. Bildung des Initiationskomplexes bei der Proteinbiosynthese. () Dissoziation des 70S-Ribosoms in seine Untercinheiten; @
Stabilisierung der 30S-Untereinheit durch die Initiationsfaktoren; @ Bindung der mRNA an die kleine Untereinheit; @ Bildung des
30S-Initiationskomplexes; (§) Abspaltung der Initiationsfaktoren und Bildung des 70S-Initiationskomplexes. Auf die Bildung des 70S-
Komplexes aus dem 30S-Komplex wird detailliert in den Abschnitten 4.1 und 4.2 eingegangen.
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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 s

Peptidyl-
"1\ Transferase
Terminations-Faktoren

RF-1 RF-2

RF.3 °9° gpe3

abgespalten werden.

Im nichsten Schritt wird die 50S-Untereinheit an den
30S-Initiationskomplex angelagert. Unter Energiever-
brauch (Hydrolyse von GTP) und Freisetzung der Initia-
tionsfaktoren 1F-2-GDP sowie IF-1 und IF-3 bildet sich
der 70S-Initiationskomplex 70S-mRNA.fMet-tRNAM®.
Durch die Assoziation der beiden ribosomalen Unterein-
heiten entsteht die Bindestelle fiir die Aminoacyl-tRNA
(A-Stelle). Die fMet-tRNAM besetzt im 70S-Ribosom die
Peptidyl-tRNA-Bindestelle (P-Stelle). Erst im 70S-Initia-
tionskomplex ist die Rasterung der mRNA abgeschlos-
sen>-%),

Im Elongationscyclus wird eine Aminoacyl-tRNA (AA-
tRNA) mit ihrem Carrierprotein, dem Elongationsfaktor
EF-Tu-GTP, als ternirer Komplex AA-tRNA-EF-
Tu-GTP an die A-Stelle des Ribosoms gebunden. Die Spe-
zifitdt der A-Stelle fiir nur eine AA-tRNA wird durch das
Elongationscodon festgelegt, wihrend das Carrierprotein
zwischen freier tRNA und Aminoacyl-tRNA diskriminiert.
Beide tRNAs sind damit so auf dem Ribosom positioniert,
daB die a-Aminogruppe der AA-tRNA die Esterbindung
der benachbarten fMet-tRNAM" nucleophil angreifen
kann (Fig. 3).

Die Peptidbindung 148t sich jedoch erst kniipfen, 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-

ELONGATION

Fig. 3. Elongationscyclus bei der Proteinbiosynthese. (O Bindung des terna-
ren Komplexes AA-tRNA-EF-Tu-GTP an dic A-Stelle im direkten Kontakt
zur Peptidyl-tRNA; @ Entfernen des ersten Elongationsfaktors EF-Tu-GDP
und gleichzeitige Ubertragung der Peptidyl-Gruppe (fMet-) auf die AA-
tRNA: ® Austausch der desacylierten tRNA gegen den zweiten Elonga-
tionsfaktor EF-G-GTP; @ Freisetzung von EF-G-GDP mit simultaner
Translokation des Komplexes mRNA - PP-tRNA; (® crneutes Binden einer
AA-tRNA an die A-Stelle des Ribosoms (V = modifiziertes Uridin).
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TERMINATION

Fig. 4. Termination bei der Proteinbiosynthese. 0) Die Terminations-Fakto-
ren (Releasefaktoren) werden an dic A-Stelle gebunden, wobei ciner der Fak-
toren GTP bendtigt. Die Faktoren sind nicht einzeln aufgefohrt, da ihre ge-
naue Funktion noch nicht geklart ist; @) Hydrolytische Freisetzung des Pep-
tids, wobei Releasefaktoren und Peptidyl-Transferase in der Aktivierung ei-
nes Wassermolekiils kooperieren: (3) Abspaltung der Releasefaktoren unter
GTP-Hydrolyse: @ Freisetzung der beteiligten Komponenten.

acylierte tRNA an der P-Stelle und eine Peptidyl-tRNA
(PP-tRNA) an der A-Stelle. Der nichste 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 ternirer
Komplex AA-tRNA-EF-Tu-GTP heftet sich an die A-
Stelle. Dieser Vorgang lduft einmal fiir jede eingebaute
Aminosiure ab und wird erst beendet, wenn ein Termina-
tionscodon an die A-Stelle gebunden wird'-%.

Fiir 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-1, RF-2 und RF-3. Diese Faktoren aktivieren in
Kooperation mit der Peptidyl-Transferase ein Wassermo-
lekil, das die Bindung hydrolysiert, mit der das fertige
Peptid an der tRNA (an der P-Stelle) hdngt (Fig. 4). Da-
nach spalten die Initiationsfaktoren IF-1 und IF-3 die 70S-
Ribosomen, und die 30S-Untereinheiten konnen einen
neuen Initiationskomplex bilden'™ ',

3. Struktur und Funktion
der beteiligten Komponenten

3.1. Ribosomen

Ribosomen enthalten die Bindestellen fiir die mRNA,
fiir die in Abschnitt 2 erwidhnten Faktoren und fiir tRNAs,
schaffen die fiir die Reaktionsabliufe nétige Mikroumge-
bung, stimulieren die enzymatischen Aktivititen der Fak-
toren und sind selbst katalytisch aktiv (Fig. 5)!'".

Bakterielle 70S-Ribosomen sind Protein-Nucleinsdure-
Komplexe mit einem MG von ca. 2.8.10° Nach der
mRNA-Ablesung dissoziieren die Ribosomen in die 30S-
und 50S-Untereinheit; in vitro findet die Dissoziation bei
(Mg?*]<5 mm statt. Die 50S-Untereinheit (MG 1.8-10°)
enthilt 32 Proteine im Molekulargewichtsbereich von
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a)

PP-tRNA

AA-tRNA

Fig. 5. Schematische Darstellung der Bindung der tRNA und der mRNA an
Ribosomen. Die ungefahren GroBenverhiltnisse zwischen Ribosom und bei-
den tRNAs lassen sich in a) erkennen. Wihrend die Bindestelle fir die AA-
tRNA, um die Selektion der korrekten AA-tRNA zu erleichtern, sehr gut zu-
ginglich sein sollte, kdnnte 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 gefiithrt wird. Zur Erkl4rung der unterschiedlichen
Ribosomenstrukturen siehe Fig. 6.

8000-34000, die mit L1-L32 (L =1arge) 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 Sequenzhomologien!'?,
Die beiden Nucleinsduren der 50S-Untereinheit, die 23S-
RNA und die 55-RNA, bestehen aus 2904 bzw. 120 Nucle-
otiden!"’. Die 30S-Untereinheit enthilt 21 verschiedene
Proteine (S1-S21, S=small, MG 8000-64 000), wobei das
Protein S6 in zwei Kopien vorkommt, und die 16S-RNA
mit 1541 Nucleotiden!'* '),

Aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen 148t sich
GroBe und Gestalt der Ribosomen abschitzen; 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 gefiihrt!'*-'®, Die Lage einzel-
ner Proteine auf der Ribosomenoberfliche wurde vor al-
lem mit der Immun-Elektronenmikroskopie bestimmt!'*2,
Mit Ausnahme von S4 - hier liegen widerspriichliche Er-
gebnisse vor - haben alle Proteine eine oder mehrere De-
terminanten auf der Oberfliche des Ribosoms?'. Wie
durch Rantgen-Kleinwinkelstreuung gefunden wurde, sind
die Nucleinsiduren das Kernstiick der Untereinheiten, um
das sich die Proteine in teils kugeliger und teils ellipsoider
Form gruppieren®?. Mit chemischen Methoden, wie Nu-
cleotid-spezifischen Reagentien oder der Affinititsmarkie-
rung, 146t sich zeigen, daB sich auch Segmente der riboso-
malen RNAs an der Oberfliche befinden und an der Bin-
dung der Substrate mitwirken'!; diese Segmente verursa-
chen das polyanionische Verhalten von Ribosomen.

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

Fig. 6. Raumliche Struktur der 70S-Ribosomen und der Untereinheiten. Die
Bilder wurden aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen abgeleitet.
SchrafTiert: dic 30S-Untereinheit. Die drei Modelle spiegeln die Interpreta-
tionsbreite elektronenmikroskopischer Aufnahmen wider [16-18).
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der lonenstirken und durch Verringerung der Mg?*-Kon-
zentration gelingt es, stufenweise Proteine von den riboso-
malen Untereinheiten abzulésen. Aus den isolierten und
gereinigten Proteinen sowie den Nucleinsduren kdnnen
wieder funktionelle Ribosomen rekonstituiert wer-
den[Zd.ZS].

Zur Lokalisierung ribosomaler Funktionszentren wur-
den die Immun-Elektronenmikroskopie, die Affinititsmar-
kierung (affinity labeling) und die Quervernetzung (cross
linking) verwendet. Auf diese Weise wurden der ungefihre
Ort der A- und P-Stelle und der Peptidyl-Transferase und
auflerdem die Bindezentren fiir die mRNA sowie fir viele
Antibiotica lokalisiert (Tabelle 1)12¢,

Tabelle 1. Lokalisierung ribc ler Bindestellen durch Affinitatsmarkie-
rung. Die Substrate - tRNA, Antibiotica, etc. - werden durch chemisch ak-
tive (Alkylierungsreagentien) oder photochemisch aktive (aromatische Azide)
Gruppen funktionalisiert [23]. Die modifizierten Proteine kann man auch
durch zweidimensionale Gelelektrophorese und durch Immun-Prizipitation
identifizieren. Eine genaue Lokalisierung der modifizierten RNA-Bereiche
war bisher nicht maglich.

Komponente modifiziertes Protein und rRNA
Puromycin [a} L23

Chloramphenicol [a) L2, L16, L27

tRNAM L2, L27, 23S-RNA
Phe-tRNAY L2, L18, L27, S18, 23S-RNA

mRNA und Analoga  S1, 83, $4, S12, SI8, 165-RNA
GTPase-Zentrum L2, L16, L27

[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-
1e""! (Fig. 7). Ebenfalls nur ein Molekiil der Initiations-
tRNA bindet Codon-abhingig an 70S-Ribosomen; hier
wird bereits iiber die Tertidrstruktur der freien tRNA zwi-
schen A- und P-Stelle unterschieden®”),

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 um ein bestimmtes ribosomales Protein,
sondern mehrere 50S-Proteine ebenso wie Bereiche beider
Nucleinsduren bilden zusammen das sogenannte Peptidyl-
Transferase-Zentrum'>®, Es ist bisher ungeklirt, ob die Nu-
cleinsduren 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-Kryptoaktivitit haben, die
durch Bindung dieser Proteine an Ribosomen apparent
wird. So ist z. B. fiir den Elongationsfaktor EF-Tu nachge-
wiesen, daB er in Gegenwart des Antibioticums Kyrromy-
cin eine GTPase-Aktivitit aufweist, die sonst nur im ribo-
somalen EF-Tu-GTP-Komplex zu finden ist'?*3°,

Fir das Ribosom werden - wie auch fiir Multienzym-
komplexe - zwei Strukturkonzepte diskutiert: Das Ribo-
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Fig. 7. Bindung von tRNA an Ribosomen. Die Bindung von AA-tRNA, PP-
tRNA 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 Grenzfliche der tRNA aus dem Sedimenta-
tionsprofil berechnen. 30S-Ribosomen binden in Gegenwart eines Oligonu-
cleotids nur je ein tRNA-Molekdl, wihrend ohne mRNA keine tRNA gebun-
den wird. An 70S-Ribosomen binden bei {Mg?*]>20 mM zwei MolekGle
tRNA™< oder Phe-tRNA; mit AcPhe-tRNA als Modellverbindung fir eine
PP-tRNA und mit tRNAM findet man ¢ine Praferenz for eine Bindestelle;
bei (Mg?*)= 15 mM wird jeweils ein Molekdl einer der beiden Nucleinsiu-
ren, vermutlich an der P-Stelle, gebunden. Auch von dem ternaren Komplex
Phe-tRNA - EF-Tu- GMPPCP wird nur ¢in Molekil pro Ribosom gebunden.
GTP wird in diesem Experiment durch GMPPCP ersetzt, um eine Hydrolyse
des Triphosphats durch die GTPase des Ribosoms zu verhindern. Uy ist ein
nur aus Uridylsauren bestehendes O leotid

som als starrer Korpuskel und damit Triger fiir die Peptid-
synthese, oder als eine strukturdynamische Einheit, die
durch Ligand-induzierte Strukturinderungen Einzel-
schritte der Peptidsynthese beschleunigt. Neuere Ergeb-
nisse wie die Mg?* -abhingige Aktivierung der 30S-Unter-
einheit oder die unterschiedliche '**lod-Markierung ribo-
somaler Proteine in verschiedenen Funktionszustinden
des Ribosoms weisen auf eine strukturelle Dynamik
hin[JI.JZ].

3.2. Transfer-Ribonucleinsiiuren

Transfer-Ribonucleinsduren (tRNAs) sind das Binde-
glied zwischen den die genetische Information tragenden
mRNAs und den biochemisch aktiven Proteinen. Auch
strukturell sind sie zwischen Proteinen und Nucleinséduren
angesiedelt, da sie bis zu 20 modifizierte Nucleoside ent-
halten und eine sehr komplexe Tertidrstruktur aufwei-
sen3-3%), 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, wihrend die
PP-tRNA nur Ribosomen-assoziiert existiert. fhre Bildung
wird durch die Peptidyl-Transferase katalysiert, und sie ist
das Substrat der Translokation. Die desacylierte tRNA
schlieBlich ist das Substrat fiir den zweiten Elongations-
faktor G, der die tRNA von der P-Stelle entfernt.

Von etwa 120-150 tRNAs sind die Sequenzen bekannt,
und mit Ausnahme einiger tRNAs aus Mitochondrien wei-
sen sie die ,,Kleeblatt-Sekundirstruktur* auf®®®l. Die Terti-
drstruktur der Phenylalanin-spezifischen tRNA aus Hefe
und der Initiations-tRNA aus E. coli®™* im Kristall sind
durch Réntgen-Strukturanalyse bestimmt worden. Die
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tRNA bildet ein L-formiges Molekiil, das aus zwei recht-
winklig zueinander stehenden Helices gebildet wird (Fig.
8). Die lange Helix endet in der einzelstringigen Antico-
donschleife, die kurze Helix in dem ungepaarten 3’-Termi-
nus CCA. Die verbleibenden Bereiche der beiden Helices
bilden als Dihydrouridinschleife und T¥YCG-Schieife (V¥
steht fiir Pseudouridin) eine komplexe Tertidrstruktur; es
wird vermutet, daBl die tRNA sich damit an die Ribosomen
heftet®.. Ist die tRNA an Ribosomen gebunden, so er-
ginzt die mRNA durch eine Doppelstrangbildung mit dem
Anticodon die groBe Helix, wihrend das Carrierprotein
EF-Tu-GTP das einzelstringige CCA-Ende ausrich-
tet!*"#2, Da die Kristallstruktur nur eine mégliche Konfor-
mation der tRNA reprisentiert, wurde die Struktur der
tRNA in L3sung mit chemischen und physikalischen Me-
thoden untersucht™*?. Dabei wurden vor allem die 'H- und
3'P-NMR- sowie die ESR-Spektroskopie und die Fluores-
zenzspektroskopie mit Erfolg angewendet. Bisher bestiti-
gen die Ergebnisse dieser Experimente die aus der Ront-
gen-Strukturanalyse abgeleitete Struktur der tRNA auch
fir den gelosten Zustand.

Die Konformation der tRNA in Ldsung ist nicht sta-
tisch, sie 4ndert sich vielmehr Ligand-induziert'*®. Als Li-
ganden fungieren die Aminoacyl- und Peptidylgruppe, der
Elongationsfaktor EF-Tu-GTP, das Codon der mRNA,
sowie Mg2*-lonen"*®.. So wirkt sich z. B. die Doppel-
strangbildung zwischen Codon und Anticodon nicht nur
auf die Konformation der Anticodonschleife aus, sondern
sie beeinfluBt auch die Ausrichtung der etwa 5 nm entfern-
ten TWCG-Schleife®*’.. Ein zu dieser Region komple-
mentires 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
Kethoxal!” wird durch das Codon beeinfluBt'*®. Auf die

Aminosdure

Fig. 8. Kleeblattstruktur und Raumstruktur der Phenylalanin-tRNA aus
Hefe. Rechts: Sequenz mit den modifizierten Nucleosiden, angeordnet in der
Kleeblattstruktur. Links: Dreidimensionale Struktur nach Quigley et al. {38).
Die Numerierung cntlang der Sequenz soll die Zuordnung der Sekundir- zur
Tertidrstruktur erleichtern.

[*] Kethoxal ist p-Ethoxy-a-oxo-butyraldehyd.
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Funktion des Codons als Modulator, der allosterisch die
tRNA-Konformation beeinfluBit, wird in Abschnitt 5.1 aus-
fiithrlich eingegangen.

Die Aminosdure wird erst mit ATP in ein Aminoacyl-
adenylat umgewandelt, das dann entweder tber 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-
tasen'”!. 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 ternire
Komplex ist das Substrat fiir die Aminoacylstelle des Ri-
bosoms. Da nur AA-tRNA mit dem Protein einen Kom-
plex bildet, verhindert der Elongationsfaktor, daB nicht-
acylierte tRNA an das Ribosom gebunden wird®®. Somit
muf3 die tRNA als kompliziert gebauter Transportmetabo-
lit (Coenzym) fiir Aminosiurereste gesehen werden, der
nur vergesellschaftet mit einem Protein eine metabolische
Funktion iibernehmen kann.

3.3. Die mRNA -
das Programm fiir 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-
gern sich viele Ribosomen zugleich an einen mRNA-
Strang. Diese Polysomen-Bildung erhéht die Effektivitit
der Ablesung und schiitzt 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 Pricistronsequenz, 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 Aminosiuren 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 abhingig von Mg?*©'. Wih-
rend fiir die Stabilitit des 30S-mRNA-Komplexes die
Nucleotidsequenz mitentscheidend ist, regulieren im 70S-
Elongationskomplex Zahl und Typ der tRNAs die Affini-
tit 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, kénnen die Mg?*-Ionen als Chelatbild-

5
! / 2 \ ¢ 5
'AUG -(Codonl,-UAAUGA
c

a b

Fig. 9. Schematische Darstellung einer polycistronischen mRNA mit zwei
Cistronen. Die codierenden Bereiche, die Cistrone, sind verstirkt gezeichnet;
das erste 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'-terminale Se-
quenz.
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ner zwischen den Phosphodiestergruppen der rRNA und
der mRNA wirken. An dieser Chelatbildung kdnnen aber
auch die Carboxylatgruppen der ribosomalen Proteine be-
teiligt sein'®2,

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 iiber 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 Nucleinsdurekonformation wirken. Die physikali-
schen und biochemischen Eigenschaften dieser Faktoren
sind in Tabelle 2 zusammengefaBt. Im folgenden befassen
wir uns vor allem mit dem Initiationsfaktor 2 und den bei-
den Elongationsfaktoren Tu und G. IF-2-GTP und EF-
Tu-GTP fungieren als Carrierproteine fiir die AA-tRNAs,
wihrend EF-G-GTP als ,,tRNA-release-Protein* dient.

Weiterhin katalysieren die Faktoren die Hydrolyse von
GTP zu GDP, d. h. den ProzeB, der die fiir die Proteinsyn-
these notwendige Energie liefert. Der Komplex Fak-
tor-GTP reprisentiert jeweils die fiir 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 Faktor-GTP 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 gezeigt®™. IF-2.GTP und EF-
Tu-GTP modulieren die Konformation der zugehdrigen
tRNA. Auf die Funktion des Initiationsfaktors IF-2 fiir die

Tabelle 2. Ubersicht ober die ,,Faktoren* der Proteinbiosynthese.

Faktoren MG
und Cofaktor

prinzipielle Funktion

Initiation
1F-1 9000 katalysiert 70S-Dissoziation, stimuliert
die 1F-2- und 1F-3-Funktionen
IF-2 115000, GTP Carrierprotein fir fMet-tRNA
IF-3 21000 mRNA-Bindung, 70S-Dissoziation
Elongation
EF-Tu [a) 44000, GTP Carrierprotein fir AA-tRNA

EF-Ts [a) 30000 regeneriert EF-Tu-GTP
EF-G [a] 80000, GTP Translokationsfaktor, ,,tRNA-release-
(nicht gebunden) Protein*

Termination
RF-1 44000 Termination mit UAA, UAG
RF-2 47000 Termination mit UAA, UGA
RF-3 46000, GTP stimuliert RF-1 und RF-2, keine Codon-

Abhangigkeit

[a} Die Abkdrzungen Tu, Ts und G stehen fiir ,,
perature stable”* und ,,GTP-spaltend”.

perature ble*, ,tem-
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Fig. 10. Regeneration des Elongationsfaktors EF-Tu-GTP. Das Schema ist
von unten links im Gegenuhrzeigersinn zu lesen. Der Elongationsfaktor
obernimmt in seiner Carrier-aktiven Form, d. h. als GTP-Komplex, die ami-
noacylierte tRNA von der Aminoacyl-Synthetase (AAS). Nach der Positio-
nierung der AA-tRNA an der A-Stelle des Ribosoms wird der Faktor als EF-
Tu-GDP abgespalten. Da GDP eine zehnfach hdhere Assoziationskonstante
(2-10* M ') aufweist als GTP, wird das Diphosphat durch Austausch mit
dem Elongationsfaktor Ts entfernt, und es entsteht der Tu- Ts-Komplex. Erst
aus diesem Dimer kann der aktive Elongationsfaktor EF-Tu- GTP regeneriert
werden.

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

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

In zellfreien Systemen verliduft die mRNA-abhingige
Proteinsynthese bei einer Mg?*-Konzentration von 12-14
mMm optimal (Fig. 11). In vivo wird die optimale Mg2?*-
Konzentration auf 5 mMm geschitzt**’, Die Optimums-
kurve 148t sich in zwei Bereiche untergliedern: die Mg?*-
abhingige Assoziation des terniren Komplexes AA-
tRNA-EF-Tu-GTP und die Inhibierung der tRNA-Frei-
setzung aus der Peptidylstelle durch zu hohe Mg?*-Kon-
Zentrationen.

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

[®/6] 50 -

T

10 20
Mg?lmm) —e=

Fig. 11. Mg*®-Abhangigkeit der in-vitro-Proteinsynthese. o poly(Phe)synthe-
tisiert; @ Phe-tRNA-EF-Tu-GTP gebunden: a tRNA"™ freigesetzt. Die
poly(U)-abhangige Synthese von poly(Phe) verlauft optimal bei einer Mg * -
Konzentration von 12-14 mM. Der ansteigende Ast der Glockenkurve kann
erklirt werden durch die Mg® *-abhingige Bindung des terniren Komplexes
Phe-tRNA. EF-Tu-GTP. Auch die EF-G-GTP katalysicrte Freisetzung der
desacylierten tRNA aus der P-Stelle des Ribosoms wird von Mg** koregu-
liert, dies bestimmt den abfallenden Ast der Glockenkurve: wahrend bei 10
mM [Mg**] die tRNA durch EF-G-GTP bis zu 100% freigesetzt werden
kann, wird sic bei [Mg**)> 25 mM irreversibel gebunden.
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Auch fast alle weiteren Teilreaktionen der ribosomalen
Proteinsynthese und die Konformation der beteiligten
Komponenten sind Mg?*-abhingig, so die Bindung der
mRNA an Ribosomen sowie die Konformation der tRNA
und der Ribosomen. Faktoren und Mg?* wirken jeweils
kooperativ.

Es ist lange bekannt, daB3 das Cytoplasma von Bakterien
Polyamine wie Spermidin und Putrescin in groeren Kon-
zentrationen enthilt. Aber erst kiirzlich konnten Kurland et
al. zeigen, daB diese Polyamine wie auch Ca** die Effekti-
vitit und auch die Genauigkeit der Proteinsynthese stark
erhdhen®®,

4. Selektion des Genanfangs
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 Aminosiuresequenz jedoch
muB die Information zu Trinucleotiden gerastert werden.
Ein Fehlgriff um nur ein Nucleotid resultiert in einer vollig
anderen Aminosiduresequenz des betreffenden Proteins
und ist fiir die Zelle fast immer letal. Es ist daher verstind-
lich, daB bei der Bildung des 30S- und 70S-Initiationskom-
plexes mit groBter Sorgfalt verfahren wird. Dabei wird ar-
beitsteilig im 30S-Komplex der Kettenstart festgelegt und
im 70S-Initiationskomplex endgiiltig das Dreierraster fi-
xiert.

4.1. Festlegung des Genanfangs
durch Bildung des 30S-Initiationskomplexes

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 erkldrent®”),
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 enthilt z. B. die Information zur Synthese von
vier Proteinen: Reifungsprotein, Hilllprotein, Lyseprotein
und Replicase!®. Da sich das Gen fiir das Hiillprotein in
der Mitte der RNA befindet und dieses Protein in gréBe-
ren Mengen synthetisiert wird als die restlichen Proteine,
miissen Ribosomen die einzelnen Gene einer polycistroni-
schen mRNA selektieren kénnen. Somit muB} erklirt wer-
den, wie Komponenten des Initiationssystems zwischen
Start-AUG und ketteninternem AUG und ferner zwischen
mehreren Startstellen auf einer mRNA unterscheiden (Fig.
12).

Fiir die Erkennung eines bestimmten Startcodons gibt es
zur Zeit drei Erklarungen: 1) mRNAs haben in Analogie
zur tRNA eine definierte Terti4drstruktur, in der ein Basen-
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Fig. 12. Startsequenz der mRNA eines Proteins des Phagen T7. Die Sequenz
enthalt drei AUG-Codons in dem Anfangsteil der mRNA. Auf das Start-
AUG (cingekreist) folgen zwei Elongationscodons AUG (Kistchen), dic
Methionin codieren. Dies zeigt die besondere Problematik bei der Wahl des
Startcodons. Das selektive Erkennen des Startcodons wird durch die Dop-
pelstrangbildung mit der 16S-RNA im Pracistronbereich garantiert. Punkt-
mutationen sowohl in diesem Bereich als auch im Startcodon reduzicren die
Effizienz der Bildung des Initiationskomplexes (57).

triplett, das Startcodon, exponiert ist®*®. 2) mRNAs verfii-
gen in der Pricistronsequenz iiber eine Nucleotidfolge, die
zu einem Teilbereich der 16S-RNA der 30S-Untereinheit
basenkomplementir ist. 3) Die Initiations-tRNA kann
mehr als drei Nucleotide auf der mRNA abgreifen.

Auf die letzten beiden Theorien sei im folgenden niher
eingegangen, da sie die molekularen Prinzipien der Initia-
tionsreaktion verstdndlich 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
Pricistronsequenz einiger mRNAs, daB der 30S-mRNA-
Komplex durch eine Doppelstrangbildung der beiden Nu-
cleinsduren stabilisiert wird®”. Heute sind die Partialse-
quenzen von etwa 100 mRNAs bekannt, und eine Analyse
ihrer Pricistronsequenzen bestitigte die Theorie von Shine
und Dalgarno®". Drei bis neun Nucleotide, die etwa sie-
ben bis zehn Nucleotide vom Startcodon entfernt sind,
kénnen mit den letzten zwdIf Nucleotiden der 16S-RNA
Basenpaare bilden. Die Effektivitit der Komplexbildung
ist der Zahl maglicher Basenpaare proportional®?. Ferner
inhibieren zu diesem Bereich der 16S-RNA komplemen-
tiare Oligonucleotide die Bildung eines 30S-mRNA-Kom-
plexes zu bis zu 80%’l, Somit kann als gesichert gelten,
daB dieser rRNA-mRNA-Komplex zur Stabilisierung des
30S-Initiationskomplexes beitrigt.

Der Trinucleotid-Code bringt zwar eine effektive Aus-
nutzung der Information der mRNA mit sich, resultiert
aber in einer nur geringen mRNA -tRNA-Wechselwirkung.
Es wird daher schon lange diskutiert, ob im 30S-Initia-
tionskomplex die Initiations-tRNA mit mehr als drei Nu-
cleotiden der mRNA einen Doppelstrang bildet. Tanaguchi
und Weissmann legten erste experimentelle Ergebnisse fur
ein Tetranucleotid als Startcodon vor'®, Bei einer Mutante
der RNA des Bacteriophagen Qf mit dem Startcodon
AUGA wird ein Initiationskomplex effektiver gebildet als
beim Wildtyp mit AUGG. Interessanterweise 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 tRNAM® geschlossen wurde. Diese
Hypothese wird durch die Tertidrstruktur der E.-coli-
tRNAM® gestiitzt; hier ist im Gegensatz zur tRNAP"™ das
Uridin 33 exponiert, so daB} es ein Basenpaar mit dem 3’-
terminalen Adenosin der mRNA bilden kann®®®, Von meh-
reren Arbeitsgruppen wurde weiterhin gezeigt, da Tetra-
nucleotide wie UAUG oder AUGA, deren 5'- oder 3'-Ende
zu einer Base der Anticodonschleife der tRNA®' kom-
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Tabelle 3. Bindung von Met-tRNA oder AcPhe-tRNA an 30S- oder 70S-Ri-
bosomen in Abhangigkeit vom Codon. Anteil an Ribosomen [%], der bei kon-
stanter tRNA- und optimierter Oligonucleotid-Konzentration als Riboso-
men-tRNA-Komplex vorliegt. Wenn nicht anders angegeben, wurden die
Experimente in Gegenwart des lInitiationsfaktors 1F-2 und von GTP durch-
gefohrt. Tetranucleotide, besonders mit einem terminalen Purinnucleosid (A,
G, h®A), bilden effektiv einen 30S-Initiationskomplex, wihrend AUG das be-
ste Codon fiir den 70S-Initiationskomplex ist. Mit UUCA und der Pseudoini-
tiations-tRNA AcPhe-tRNA wird demonstriert, daB in Gegenwart des Initia-
tionsfaktors auch dieses Tetranucleotid cin effektives Codon ist, wahrend
UUCA allein keine freie AcPhe-tRNA bindet.

Oligonucleotid Anteil an tRNA-bindenden Ribosomen

30 S [%] 70S (%)

Met-tRNA
AUG 4 n
AUGA 72 4
AUGG 68 43
AUGU 52 63
AUGC 56 57
AUGh"A {a] 61 47
AUUA 9 n
AUUU 0 0
AUG(-GTP) 22 -
AUG(+GMPPCP) - 46
AUGA(-GTP) 35 -
AUGA(+GMPPCP) - 65

AcPhe-tRNA
UC(-1IF-2, —GTP) 28 -
uuc 36 -
UUCA (-IF-2, GTP) 9 -
UUCA 47 —

[a) h®A ist in Position 6 desaminiertes Adenosin.

plementir ist, die Bindung des terniren Komplexes fMet-
tRNA-IF-2-GTP an 30S-Ribosomen stirker stimulieren
als AUG'5-%%). Da beide terminalen Nucleotide diesen Ef-
fekt zeigen, kdnnte eventuell sogar das Pentanucleotid
UAUGA das beste Startcodon sein. Essentiell fiir das Ab-
greifen eines Tetranucleotids durch die Initiations-tRNA
ist der Initiationsfaktor IF-2. Nicht die freie fMet-tRNA
erkennt ein Tetranucleotid-Codon, sondern nur der ternire
Komplex fMet-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 bevorzugt das Codon UUC, der terndre Komplex
AcPhe-tRNA-IF-2.GTP jedoch das Tetranucleotid
UUCA (Tabelle 3)*“. IF-2- GTP moduliert also die tRNA-
Konformation in einer Weise, daB vier oder eventuell fiinf
Anticodon-Basen fiir die Doppelstrangbildung mit der
mRNA exponiert sind (Fig. 13).

FaBit man die oben erwihnten Punkte zwei und drei zu-
sammen, so l4Bt sich die Erkennung des Genanfangs
durch die Bildung von zwei RNA-Doppelstringen in etwa
2.5 nm Abstand folgendermaBen erkliren: Die 16S-RNA
reagiert mit der Pricistronsequenz der mRNA, und das
Startcodon der mRNA bindet die Initiations-tRNA*®, Da-
mit sieht der zeitliche Ablauf der Initiation nach bisher
vorliegenden Befunden so aus: Zunéchst bildet die nRNA
mit dem Ribosom einen unspezifischen, iiber 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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fMet - tRNA

30S

Fig. 13. Modellhafte Darstellung des 30S- und 70S-Initiationskomplexes. Der
30S-Initiationskomplex wird durch zwei RNA-RNA-Doppelstringe stabili-
siert, wobei die fMet-tRNA als ternirer Komplex fMet-tRNA-1F-2.GTP
mehr als drei Nucleotide auf der mRNA abgreift. Im 70S-Initiationskomplex
wird die mRNA dber 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, daB als Startcodon immer
ein AUGA/G benutzt wird, wenn im Pricistronbereich
eine nur geringe Basenkomplementaritit vorliegt!®). Somit
wird die Effizienz bei der Bildung des Initiationskomple-
xes durch die Anzahl komplementirer Basen im Prici-
stronbereich und im Codon-Anticodon-Komplex regu-
liert. Diese Komplexbildung kénnte auch bestimmen, wie-
viel Proteinkopien von einer mRNA bei der Translation
gemacht werden.

4.2. Rasterung der mRNA im 70S-Initiationskomplex

Mit der Bindung der 50S-Untereinheit wird der 30S-In-
itiationskomplex in den 70S-Komplex umgewandelt. Da-
bei wird der Initiationsfaktor als IF-2- GDP abgespalten;
die fMet-tRNA ist formal jetzt eine Peptidyl-tRNA, und
die Bindestelle fiir die AA-tRNA ist vorhanden.

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

Um den Wechsel in der Rasterung auf molekularer
Ebene zu verstehen, haben wir die Funktion des Carrier-
proteins 1F-2 genauer untersucht (Tabelle 3). Der ternire
Komplex fMet-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
Initiationsfaktors 1F-2, indem man GTP durch das nicht
hydrolisierbare Analogon GMPPCP ersetzt, so bleibt das
Tetranucleotidraster erhalten; auBerdem wird die erste
Elongations-tRNA nicht gebunden. Der Komplex IF-
2-GTP moduliert folglich die Konformation der Initia-
tions-tRNA so, daB diese mehr als drei Nucleotide der
mRNA abgreift (Fig. 13). Im 70S-Ribosom jedoch mu8} die
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Doppelstrangbildung auf das Trinucleotidraster reduziert
werden. Durch eine ribosomale GTPase wird GTP zu GDP
und P, hydrolysiert, und 1F-2-GDP verlaBt den Komplex.
Die fMet-tRNA wird jetzt nur iiber den Trinucleotidkom-
plex gebunden, wird aber zusitzlich durch die Wechselwir-
kung der Peptidylgruppe mit der 50S-Untereinheit stabili-
siert!”, Ist die erste AA-tRNA an die mRNA direkt im An-
schiuf an die fMet-tRNA gebunden, so ist das Trinucleo-
tidraster endgiiltig festgelegt.

5. Kettenverldngerung in der Proteinbiosynthese:
Modulation der Substratspezifitit 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 fiir nur
eine Aminoacyl-tRNA und die GTP-abhingige Verschie-
bung der mRNA um jeweils ein Codon pro gebildete Pep-
tidbindung.

5.1. Selektion der korrekten Aminoacyl-tRNA
durch ein programmiertes 70S-Ribosom

Der terndre 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-Nucleinsdure-Komplex zustindig
fiir die stabile Bindung des terniren Komplexes (K a,, = 10®
M~ "), wihrend das Codon als ,,Programmwort** die Selek-
tivitit bestimmt, d. h. welche der etwa 50-100 AA-tRNAs
gebunden wird”'. Mitentscheidend fiir 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-Ribosomst’2.

Bisher ist die Selektion der korrekten AA-tRNA da-
durch erklédrt worden, daB 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 Fehilablesung von 10~ zu erkliren. Die Entstehung
von Dimeren aus zwei basenkomplementéren Trinucleoti-
den 148t sich in wiBriger Ldsung nicht nachweisen, und
auch die Komplexbildung zwischen einem Trinucleotid
und der passenden tRNA zeigt nur Assoziationskonstanten
im Bereich von 10°-10* M ~'"374 Erst wenn die Konfor-
mation beider Reaktionspartner fixiert ist - im Modellex-
periment mit tRNA-Paaren, deren Anticodons basenkom-
plementir zueinander sind, etwa tRNAP" :tRNAS" _ ent-
stehen stabile Komplexe mit Assoziationskonstanten von
ca. 10° M~ '3\, Dabei ist die Geschwindigkeit der Assozia-
tion (k=3-10°M~'s~") dhnlich groB wie die Geschwindig-
keit der Bildung von Oligonucleotid-Dimeren, wihrend
die Dissoziation der tRNA-Paare fast um den Faktor 10°
verlangsamt ist (kp;; =5 s~ "),

In jilngster Zeit hat eine Reihe experimenteller Befunde
unser Verstindnis der tRNA-Selektion und damit der Pro-
gammierung der A-Stelle erweitert. Anhand des bereits er-
wihnten Modellsystems mit tRNA-Paaren konnten Gros-
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Jjean et al. nachweisen, daB sich Unterschiede zwischen der
Assoziationskonstante von passenden und von nicht pas-
senden Trinucleotid-Paaren (mit einem nicht komplemen-
tdren Basenpaar in letzterem) aus Differenzen in den Ge-
schwindigkeitskonstanten der Dissoziation erhalten las-
sen; die Bildungsgeschwindigkeiten sind hingegen fiir alle
untersuchten Dimere gleich!””7,

Wir zeigten, daB ein Codon allosterisch die Konforma-
tion der tRNA idndert®, Die in fast jeder tRNA vorkom-
mende Sequenz TWC(G,A) liegt in der freien tRNA als
»Kryptosequenz** vor (siche Fig. 8), d. h. sie ist weder che-
mischen Modifikationen zuginglich, noch lassen sich
komplementire Nucleotide wie CGAA an diese Sequenz
binden. In einem Codon-tRNA-Komplex jedoch, etwa
Us-tRNAP" oder CGA-tRNAY, wird diese Sequenz wie
auch andere Bereiche der tRNA exponiert. So bindet
CGAA an einen Codon-tRNA-Komplex mit einer Asso-
ziationskonstanten von 5-10* M~' und erhéht in einem
dhnlichen Experiment die Stabilitit des Codon-tRNA-
Komplexes um den Faktor 10 (Fig. 14). Von Pérschke et al.
ist durch kinetische Untersuchungen die Codon-induzierte
Konformationsinderung der tRNA bestatigt worden!”),

tRNAT®. A5 + COA

A'z“O/ NC=310LM-‘I

tRNAYS, tRNAYS. Ay - CGA

3\ /
qo\ Kea> 5105w

tRNALYS-CGA Ag
Fig. 14. Codon-induzierte Strukturinderung der AA-IRNA. Reaktions-
schema fiir die Bindung von A, und CGA an tRNA'" [47]. Das Trinucleotid
CGA bindet an den tRNA™"-A;-Komplex mit K¢ =3-10* M~ '; es bindet
nicht an die freie tRNA. Die Codon-tRNA-Wechselwirkung wird um den
Faktor 10 in Gegenwart von CGA stabilisiert (K¢ao=5-10° M™7).

Die in dem Codon-tRNA-Komplex exponierte Sequenz
TWCG kann mit einer komplementiren Sequenz in der 5S-
RNA (C43GAA46) der 50S-Untereinheit oder auch mit
Bereichen der 16S-RNA einen Komplex bilden®. Das
Codon fungiert als allosterischer Effektor: Durch die se-
lektionierende Komplexbildung Codon-Anticodon &dndert
sich die Konformation der tRNA; dies hat zur Folge, daB
sich ein fir 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 ternidrer Komplex AA-tRNA-EF-
Tu:GTP Codon-unabhingig an die A-Stelle gebunden.
Passen Codon und Anticodon sterisch nicht zueinander, so
spaltet sich der terndre Komplex wieder ab (k=10"°s"");
passen Codon und Anticodon zusammen, so lagert sich die
AA-tRNA als Folge der Komplexbildung um, 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, erhoht die Stabilitit der AA-tRNA-Bindung; die Bin-
dung des terniren 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.
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5.2. Translokation, die Energie-abhiingige Verschiebung
der mRNA gegen das Ribosom

Die Elongation ist der sich wiederholende Schritt der
Kettenverlingerung innerhalb der Peptidsynthese. Eine
Peptidyl-tRNA besetzt die P-Stelle, wihrend 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 iibertragen. Dieser Funk-
tionszustand des 70S-Ribosoms reprisentiert den Pritrans-
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 Codonliange 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 fiir eine neue AA-tRNA. Bevor jedoch die Transloka-
tion erfolgen kann, muB} 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, dal die EF-G.GTP-
abhingige 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 iiber eine konformative Anderung des Ribosoms die Af-
finitit der P-Stelle fir die tRNA reduziert, ist bisher noch
ungeklirt. Fiir den cyclischen Ablauf der Translokation
mufBl 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-
ten!®?,

t T T70S-AUGU, fMet-tRNA-Phe-tRNA
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Fig. 15. Einbau einer weiteren Phe-tRNA in den Komplex
70S-AUGU; - fMet-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 tRNA. In dem Ausgangskomplex
ist eine Met-{*HItRNA (Tritium-markiert im CCA-Ende) an der P-Stelle und
cine Phe-tRNA an der A-Stelle gebunden. Die mit e markierte Kurve zeigt
die Kinetik der Bildung des 70S- AUGU,- fMet-{’HRRNA - Phe-tRNA-Kom-
plexes. Es wurden 10 pmol 70S-Ribosomen verwendet. In einem zweiten Ex-
periment wurde nach 12 min EF-G-GTP und ['*C]Phe-tRNA-EF-Tu-GTP
(markiert in der Aminosaure) zugegeben. Man erkennt, daB mit der Freiset-
zung der desacylierten tRNA (PHIRNAM, o) simultan und in gleichem
MaB ['“C]Phe-tRNA gebunden wird (4 ). Nach dieser Operation liegt der
Komplex 70S: AUGU, - MMet-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 Stillstand®*®*. Wird die tRNA durch eine
Verringerung der Mg”*-Konzentration freigesetzt, indem
man die elektrostatische Abstoflung zwischen beiden Mo-
lekiilen ausnutzt, so wird auch ohne EF-G und GTP eine
Peptidbindung gekniipft®'!; demnach ist die in der Ester-
bindung der AA-tRNA gespeicherte Energie fiir die Bil-
dung der Peptidbindung ausreichend. Die durch Spaltung
eines Nucleosidtriphosphates erhaltene Energie wird in
der Translokation bendtigt, um die Affinitit eines ,,release-
Proteins** zum Ribosom und damit die Freisetzung der
tRNA zu steuern.

Die jetzt mogliche Translokation der PP-tRNA ist nach
einer Konzeption von Leder mit den aus der Enzymologie
bekannten Enzym-Substrat-Regeln zu erkldren®®. Das ak-
tive Zentrum des Enzyms hat eine hohe Affinitit fiir sein
Substrat und eine niedrige fiir sein Produkt. Fiir die Trans-
lokation bedeutet dies folgendes: Durch den Peptidyl-
transfer ist die aus der AA-tRNA entstandene Peptidyl-
tRNA zum einen Produkt fiir die A-Stelle (= niedrige Affi-
nitit), zum anderen aber Substrat fiir die direkt benach-
barte P-Stelle (=hohe Affinitit) geworden, die Transloka-
tion ist vorbereitet. Bisher war es nicht méglich, 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 zulieBen. In Zusammenarbeit mit Riesner ge-
lang es uns kiirzlich, mit der Geschwindigkeits-Sedimenta-
tion in der analytischen Ultrazentrifuge mit 100% aktiven
Ribosomen diese Werte zu bestimmen!?’l, Die in Tabelle 4
aufgefithrten Daten bestétigen die Theorie von Leder. An-
hand der Zahl der pro Ribosom gebundenen tRNAs und
der Assoziationskonstanten ist zu erkennen, daf3 die PP-
tRNA eine 20fach héhere Affinitit fiir die P-Stelle als fiir
die A-Stelle hat. Die Translokation der PP-tRNA erfolgt
damit spontan, sobald die P-Stelle frei ist. Es bleibt aber zu
zeigen, daBl mit 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 erkldrt 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 Zaht der Binde- Ka.
gebundenen stelle M~
tRNAs {a) Ib]
Phe-tRNAEF-Tu-GMPPCP [¢] 1 A 6.6-10°
AcPhe-tRNA | P 3.5-10°
AcPhe-tRNA | A 1.8-10°
Phe-tRNA 2 AP —
tRNAM 1 P 2.1-10°
tRNA"* 2 A, P —

[a] Die Zuordnung der tRNA zu der A- oder P-Stelle }4Bt sich zwar aus dem
Reaktionsabiauf begrinden, 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 terniren Komple-
xes muBte GTP durch GMPPCP ersetzt werden, um eine Hydrolyse durch
die 70S-GTPase zu verhindern.
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und die Vorwirtsbewegung der mRNA am Ribosom um
genau ein Trinucleotid pro gebildete Peptidbindung.
Kiichler zeigte, daB in einem Komplex 70S- poly(U)- Ac-
Phe-tRNA, in dem durch UV-Bestrahlung die tRNA mit
der Polyuridylsiure kovalent verkniipft worden war, noch
eine Translokation der AcPhe-tRNA von der A- zur P-
Stelle méglich ist®. Es ist auch bekannt, daB eine ,,fra-
meshift-Suppressions-tRNA*, die vier Codonbasen abgrei-
fen kann, die mRNA um vier Nucleotide verschiebt®¢!,
Wir sind bei unseren Experimenten zum 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 an Ribosomen in Abh#ngigkeit von der
tRNA-Prisenz untersucht. Aus den in Tabelle 5 aufgefiihr-

Tabelle 5. EinfluB der Kettenlinge der Polyuridylsdure und der tRNAs auf
die Bildung des 70S-AUGU,-Komplexes [88]. Die Assoziationskonstanten
wurden mit der Gleichgewichtsdialyse bestimmt und fiir zehn verschiedene
Oligonucleotidkanzentrationen aus einer Auftragung nach Scatchard berech-
net.

Komplex tRNA Kay Zahl der
M~ Bindestellen
70S- AUGU, - 6.8-10° 1.3
708-AUGU, - 8.7-10° 1.3
708-AUGU,; — 9.3.10° 14
70S-AUGU, tRNAM 4.6-107 1.0
70S-AUGU, IRNAMe 3.9.10° 1.0
70S8-AUGU, tRNAP" 4.1.10° 1.2
70S-AUGU; tRNAM, (RNA 2.2-10% 1.1
70S-AUGU, tRNA, tRNAPHe 2.1.10% 1.0
70S-AUGU; tRNAM, (RNAPhe 2.2-108 1.1
70S-AUGU, fMet-tRNAM® 1.1.10% 1.1
70S-AUGU, AcMet-tRNA N 5.3.107 1.1

ten Daten folgt, daf die Stabilitdt der mRNA-Ribosomen-
Komplexe nicht von der Linge der Oligonucleotide ab-
hiingt, sondern durch Zahl und Typ der tRNA bestimmt
wird®",

Eine Arretierung der mRNA, die im Experiment in einer
hohen Assoziationskonstante fiir das Oligonucleotid zum
Ausdruck kommt, erfolgt entweder durch zwei tRNAs
oder durch eine Peptidyl-tRNA in der P-Stelle®'\. In einem
dhnlichen Experiment haben wir die Assoziationskonstan-
ten der Bindung von komplementiren 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 an die PP-tRNA als an die tRNA ge-
bunden (Tabelle 6). Somit wird klar, daB der Transfer der
Peptidylgruppe und die Freisetzung der desacylierten
tRNA jeweils doppelte Konsequenzen haben: Die EF-
G-GTP-abhingige Abspaltung der- desacylierten tRNA
macht die Substratbindestelle fiir 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 zum Produkt der A-Stelle und damit
zum Substrat der P-Stelle, bewirkt aber auch eine stabilere
Bindung zwischen PP-tRNA und mRNA. Da die Affinitit
der P-Stelle zur PP-tRNA die treibende Kraft der Elonga-
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Tabelle 6. Effekt der Peptidylgruppe auf die Stabilitit der Oligonucte-
otid-tRNA- und Ribosom-Oligonucleotid-tRNA-Komplexe.

Oligonucleotid tRNA Ribosom Ka.. M~ ') [a)
AUG tRNAM - 44.10°
fMet-tRNA - 1.2-10*
AUGA tRNA - 4.0-10*
fMet-tRNA M - 1.2-10*
uuc tRNAPhe - 1.7-10°
AcPhe-tRNAP - 1.1.10*
tRNAP" + 6.3-10°
AcPhe-tRNAP™ + 9.5-10°
UUCA tRNAFPe - 3.2.10*
AcPhe-IRNAHe - 1.9.10°
tRNAP"e + 2.3-10°
AcPhe-tRNA™: + 1.8:107

[a] Die Assoziationskonstanten wurden mit 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 verstind-
lich,

6. Ausblick

In der bakteriellen Proteinbiosynthese sind fiir die
Initiation und die Elongation die Reaktionsabliufe cum
grano salis bekannt, wihrend der Mechanismus der Termi-
nation noch ungeklirt ist. Es sind jedoch erst wenige kine-
tische Daten, die Geschwindigkeit und Genauigkeit der
Peptidsynthese erkldren, publiziert; konzeptionell durch-
dacht, scheitern die Experimente noch an der Komplexitit
der Systeme. Ein weiteres Gebiet, das in Zukunft stark in
den Vordergrund treten wird, ist die Rontgen-Strukturana-
lyse ribosomaler Komponenten wie auch des gesamten Ri-
bosoms. Ahnlich wie die Raumstruktur der tRNA unser
Verstindnis der Nucleinsaurekonformation bedeutend er-
weitert hat, diirfte auch die exakte Bestimmung der raumli-
chen Struktur des Ribosoms eine neue Dimension in der
Sicht von Protein-Nucleinsdure-Wechselwirkungen er6ff-
nen.

In welchem AusmaB lassen sich Ergebnisse aus bakte-
riellen Systemen auf Eukaryonten iibertragen? Das euka-
ryontische 80S-Ribosom ist mit etwa 80 Proteinen und vier
Nucleinsduren 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 Million!®®.

Wihrend Elongation und Termination bei Bakterien
und héheren Organismen sehr dhnlich 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 ™M 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-abhingigen Protein-
Kinasen ein®®®, Fiir Fragen der Zelldifferenzierung wie
auch des Tumorwachstums kann die Klidrung der Regula-
tion der eukaryontischen Proteinbiosynthese in der Initia-
tion einen wertvollen Beitrag leisten.
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Das Konzept der Elektronen-Transfer-Katalyse (ETC) oder, etwas spezifischer, der zwei-
fachen Aktivierung durch Ein-Elektronen-Ubertragung (DAISET) eréffnet die Mglichkeit,
scheinbar nicht zusammenhingende experimentelle Befunde miteinander zu verknipfen.
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 stindig reproduziert. Der Beitrag beginnt mit einer Diskussion des Sgn1-
Mechanismus. Beispiele fir die Anwendung des Konzepts sind thermische und photoche-
mische Austauschreaktionen an Pt'Y-Komplexen, die Austauschreaktion [AuCl,]~/Cl-,
Umsetzungen von Grignard- und anderen Organometall-Reagentien sowie das Redoxver-
halten elektronisch angeregter organischer Verbindungen. Photochemische Anwendungs-
moglichkeiten schlieBen die potentielle Nutzung der Sonnenenergie ein. Neue Aspekte er-
geben sich auch fiir das mechanistische Problem ,,Sy2-Reaktion oder SET-ProzeB?* Das
Konzept hat auBerdem Bedeutung fiir S,;2-Reaktionen am Metallzentrum, Molekiil-indu-
zierte Homolysen, Reaktionen von Komplexen sowie elektrochemische Vorgéinge. - Sofern
nicht anders vermerkt, werden in diesem Beitrag nur Doppelaktivierungs-(DAISET-)Pro-

zesse erdrtert.

[*) Prof. Dr. M. Chanon

L. A. 126 GAMA, Faculté des Sciences et Techniques de St. Jérdme
F-13397 Marscille Cedex (Frankreich)
Prof. Dr. M. L. Tobe
Department of Chemistry, University College London
20 Gordon Street, London WCICH OAJ (England)

[**) ETC: ,.Electron Transfer Catalysis*; DAISET: ,,Double Activation /n-
duced by Single Electron Transfer*; SET: , Single Electron Transfer.
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1. Einleitung

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