Das 3’-Ende der tRNA und seine Rolle
bei der Proteinbiosynthese**

Von Stanislav Chladek und Mathias Sprinzl*

Wihrend der Proteinbiosynthese wechselwirken das 3’-Ende der Aminoacyl-tRNA (aa-
tRNA) und der Peptidyl-tRNA spezifisch mit Makromolekiilen des Proteinbiosynthese-Ap-
parats. Das 3’-Ende der tRNAs besteht aus einem invarianten C-C-A-Einzelstrang. Die
Wechselwirkung des 3'-Endes der aa-tRNA mit dem Elongationsfaktor (EF) ist wichtig fiir
die Bildung des aa-tRNA-EF-Tu-GTP-Komplexes und, nachdem dieser Komplex an das
Ribosom gebunden ist, fiir die GTP-Hydrolyse. Diesem Vorgang folgt die spezifische Bin-
dung des 3-Endes der Aminoacyl-tRNA an die Acceptorstelle der ribosomalen Peptidyl-
transferase. In diesem Aufsatz wird ein Modell vorgestellt, nach welchem die C-C-Nucleo-
tide des 3'-Endes der Aminoacyl-tRNA mit einer spezifischen G-G-Sequenz der ribosoma-
len 23S-RNA Watson-Crick-Basenpaare bilden. Ahnlich bindet die Peptidyl-tRNA mit ih-
rem 3’-Ende an die komplementire Sequenz der ribosomalen 23S-RNA. Wir schlagen vor,
daB die Bildung der Peptidbindung zwischen den beiden tRNAs durch einen Bereich der
23S-RNA katalysiert wird, der sich in der Nihe des 3'-Endes der Aminoacyl- und der Pepti-
dyl-tRNA befindet. An der Bindung der 3-Enden der beiden tRNAs sowie an der Katalyse
sind zwei Schleifen der 23S-RNA beteiligt, welche durch Faltung in unmittelbare Nachbar-
schaft gebracht werden kénnen. Das vorgeschlagene Modell setzt eine dynamische Struktur
der ribosomalen RNA voraus, die durch Wechselwirkungen mit Elongationsfaktoren und
ribosomalen Proteinen funktionell verindert und gesteuert wird.

1. Einleitung!™"

Die Proteinbiosynthese als zentraler Vorgang in der le-
benden Zelle gehort zu den am intensivsten studierten
Themen der Molekularbiologie. Mehrere Aspekte sind ge-
genwartig in den Mittelpunkt des Interesses geriickt: Die
Regulation der Proteinbiosynthese auf der Ebene der
Translation'), die Prozessierung und der Transport der neu
synthetisierten Proteine!-*' sowie die Genauigkeit der Pro-
teinsynthese!®. Als Grundfragen bleiben jedoch der Me-
chanismus der Translation sowie Struktur und Funktion
des Proteinbiosynthese-Apparats zu kliren.
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[***] Standardabkiirzungen der Aminosduren und Nucleoside nach CBN-
Empfehlungen (siche {1, 2]): N, Nebularin (Purinribosid); F, Formycin;
Ade, Adenin; Gua, Guanin; Cyt, Cytosin; Ura, Uracil. aa-tRNA, Ami-
noacyl-Transferribonucleinsdure; mRNA, messenger-Ribonuclein-
siure (Boten-RNA); EF, Elongationsfaktor; IF, Initiationsfaktor.
tRNA-Nucleotide sind nach dem Standardsystem auf der Basis von
tRNAP™"* aus Hefe numeriert: Das 3'-terminale Adenin hat immer die
Nummer 76 [2]; tRNA-C-C-A, native tRNA mit der terminalen C-C-A-
Sequenz: tRNA-C-C-2'dA, tRNA, die als 3'-terminales Nucleosid 2’-
Desoxyadenosin enthiilt; IRNA-C-C-3'NH:A, tRNA, die als terminales
Nucleotid 3'-Amino-3'-desoxyadenosin enthilt (dhnliche Abkiirzungen
fiir Isomere); tRNAP™, tRNA, die fiir Phenylalanin spezifisch ist (3hn-
lich fiir andere Aminosiuren); tRNA,, 4, IRNA, in der die 2',3"-Bin-
dung der 3’-terminalen Ribose oxidativ gespalten und der gebildete
Dialdehyd zum Diol reduziert ist (Abb. 7); tRNA-U-C-A, tRNA, in
welcher Cytidin-64 durch Uridin ersetzt ist (3hnlich bei anderen Deri-
vaten); f, Formyl; Ac, Acetyl: GMPPCP, Guanylyl-5'-methylendiphos-
phonat; pA, Adenosin-5'-phosphat; MepA, Adenosin-5'-methylphos-
phat; AppA, Diadenosin-5'5"-diphosphat; Nps, o-Nitrophenylsulfe-
nyl; A-Stelle, Acceptorstelle des Ribosoms; P-Stelle, Peptidylstelle des
Ribosoms, A’-Stelle, Acceptorstelle des Peptidyltransferase-Zentrums;
P'-Stelle, Peptidylstelle des Peptidyltransferase-Zentrums.

Der wichtigste Schritt der Proteinbiosynthese ist aus
chemischer Sicht die Bildung der Peptidbindung. Diese
Reaktion, die am Ribosom stattfindet, besteht aus der
Ubertragung eines aktivierten Peptidrestes von der Pepti-
dyl-tRNA auf die Aminogruppe der Aminoacyl-tRNA.
Das richtige Lesen der mRNA wihrend der Translation
hat groBite Bedeutung, denn die Korrektur von Fehlern ist
nach der Bildung einer neuen Peptidbindung fiir den
Translationsapparat energetisch extrem ungiinstig. Da bei
der Proteinbiosynthese nur duBerst wenige Fehler vorkom-
men'®, werden sie offenbar vor der Bildung der Peptidbin-
dung korrigiert. Das tRNA-Adaptormolekiil spielt in die-
sem ProzeB eine wichtige Rolle, da es einerseits das ent-
sprechende Codon der mRNA genau erkennen muf3 und
andererseits den Aminoacylrest der aa-tRNA auf die
wachsende Peptidkette iibertrdgt. Die Erkennung der aa-
tRNA durch den Proteinbiosynthese-Apparat muf3 folglich
ein komplexer Vorgang sein. Zwei Dominen der tRNA
sind in diesem ProzeB besonders wichtig: zum einen die
Anticodonschleife, die spezifisch mit dem Codon der
mRNA wechselwirkt, und zum anderen das 3‘-Ende, an
dem die chemischen Reaktionen stattfinden.

Das 3'-Ende der tRNA besteht aus einem invarianten C-
C-A’%-Einzelstrang™, der mit der Helix des Aminoacyl-
stamms der tRNA durch ein nicht basengepaartes Nucleo-
tid (meistens ein Purin) verbunden ist (Abb. 1). Die C-C-A-
Sequenz der tRNA beteiligt sich nicht an tertidiren Wech-
selwirkungen mit anderen Regionen des Molekiils und
steht daher fiir intermolekulare Wechselwirkungen mit den
Komponenten des Proteinbiosynthese-Apparats zur Verfii-
gung. Der Aminoacylrest der aa-tRNA ist an die 2(3')-Hy-
droxygruppe des terminalen Adenosins der tRNA iiber
eine Esterbindung gekniipft. Die C-C-A-Sequenz der bela-
denen tRNA kann somit iiber spezifische Wechselwirkun-
gen mit den ribosomalen Komponenten die Bindung des
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Aminoacylrestes an die entsprechende Stelle des Ribosoms
bewirken.

Abb. 1. Struktur des 3'-Endes der aa-tRNA, schematisch. Die letzten vier
Nucleotide wechselwirken nicht mit dem Rest des tRNA-Molekals; sie lie-
gen wahrscheinlich gestapelt vor. AA = Aminoacylrest.

Die C-C-A-Sequenz der tRNA hat eine geordnete Struk-
tur, die durch die gestapelten Nucleotidreste des Amino-
acylstamms der tRNA stabilisiert wird. Diese Struktur
wird wahrscheinlich auch durch die Enzyme des Protein-
biosynthese-Apparats erkannt. Das 3’-terminale Adenosin
ist an der Stapelung beteiligt; schon kleine Strukturinde-
rungen, z. B. die Aminoacylierung, kénnen jedoch die Ord-
nung stéren!”8. Es wird angenommen, daB sich die Struk-
tur der C-C-A-Sequenz schon durch kleinste Anderungen
in der Umgebung beeinflussen 1dBt. Das 3'-Ende der
tRNA kann deshalb als mobiles Vehikel dienen, das sich
an verschiedene Partner des Translationssystems anpassen
kann.

Dieser Aufsatz befaBt sich hauptsidchlich mit der Rolle
des 3-Endes der tRNA bei der Proteinbiosynthese. Die
molekularen Mechanismen zur Erkennung des 3’-Endes
der tRNA werden hier vor allem auf der Grundlage chemi-
scher Befunde diskutiert. Es ist zu hoffen, daB dadurch das
Interesse fiir dieses Thema erweckt und auBlerdem das
Verstindnis der Vorginge, die zur Proteinsynthese an Ri-
bosomen fiihren, erleichtert wird.

Einige Aspekte dieses Themas wurden in den letzten
Jahren zusammenfassend behandelt’®-'*. Mit dem gesam-
ten Mechanismus der Proteinbiosynthese haben sich meh-
rere Autoren beschiftigt'®-'®; die Struktur der Ribosomen
hat Wittmann eingehend besprochen!'),

2. Eigenschaften der Aminoacyl-Esterbindung
2.1. Chemische Eigenschaften der Aminoacyl-Esterbindung

Die Esterbindung der aa-tRNA ist eine aktivierte, ener-
giereiche Bindung. Die freie Energie der Hydrolyse der aa-
tRNA ist etwa ebenso groB wie die freie Energie der Hy-
drolyse von ATP'?, Der Aminoacylrest der aa-tRNA ist
an das Sauerstoffatom in 2’- oder an das in 3’-Position des
terminalen Adenosins gekniipft. Die Veresterung der
tRNA durch die Aminosiure wird von einer spezifischen
Aminoacyl-tRNA-Synthetase katalysiert. Ein vereinfachtes
Reaktionsschema ist in Abbildung 2 dargestellt. Im ersten
Schritt wird aus Aminosiure und ATP ein Aminoacylade-
nylat gebildet, daneben anorganisches Pyrophosphat, das
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in einer weiteren enzymatischen Reaktion zu anorga-
nischem Phosphat hydrolysiert wird. Diese gekoppelte Re-
aktion verschiebt das Gleichgewicht bei der Aktivierung
der Aminosdure in Richtung auf das Produkt Aminoacyl-
adenylat. Im zweiten Schritt wird der Aminoacylrest von
Aminoacyladenosin auf den 3'-terminalen Adenosinrest
der tRNA iibertragen; diese Reaktion wird ebenfalls durch
die Aminoacyl-tRNA-Synthetase katalysiert. Prinzipiell
kann die 2'- oder die 3’-Hydroxygruppe des terminalen
Adenosins als Acceptor des Aminoacylrestes dienen. Die
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sind aber nur fiir eine Hy-
droxygruppe spezifisch!'*?". Es ist bemerkenswert, daB
der Fehleranteil der Gesamtreaktion, d.h. der Aktivierung
und der Ubertragung des Aminoacylrestes, sehr niedrig
ist. Diese hohe Genauigkeit der zweistufigen Aminoacylie-
rung wird durch eine enzymatische Korrekturstufe er-
reicht!2-24,
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Abb. 2. Enzymatische Aminoacylierung der tRNA. Beide Reaktionsschritte
werden durch die entsprechende spezifische aa-tRNA-Synthetase kataly-
siert.

Unter der Annahme, daf3 bei der Aminoacylierung nur
das reine 2’- oder 3’-Isomer der aa-tRNA gebildet wird,
sind fiir die aa-tRNA in Losung zwei spontan ablaufende,
konkurrierende Reaktionen mdéglich: a) Hydrolyse unter
Bildung einer freien Aminosiure und unbeladener tRNA
und b) Transacylierung des Aminosiurerestes zwischen
den vicinalen cis-Hydroxygruppen des 3'-terminalen Ade-
nosins, bei welcher ein Gleichgewichtsgemisch der 2'- und
3’-Aminoacylester der tRNA entsteht (Abb. 3). Beide che-
mische Prozesse wurden intensiv untersucht. Die Hydro-
lyse des Aminoacylrestes der aa-tRNA wird durch die be-
nachbarte 3(2')-Hydroxygruppe begiinstigt’®®. Dieser Ef-
fekt wird allerdings oft iiberschitzt. Eine native aa-tRNA,
die durch Adenosin terminiert ist, hydrolysiert nur etwa
dreimal schneller als eine aa-tRNA, die am 3’-Ende Des-
oxyadenosin enthilt?®, Die 2(3")-Hydroxygruppe der Ri-
bose ist eine schlechte Abgangsgruppe fiir eine Hydrolyse
(PK=12.5), ist aber immer noch saurer als z. B. Ethanol
(pK = 16). Diese Eigenschaft der 2'(3')OH-Gruppe der Ri-
bose beruht auf der elektronenziehenden Wirkung des
Sauerstoffatoms im Ribosering. aa-tRNA hydrolysiert
etwa 30mal schneller als ein Aminoacyl-alkylester. Dieser
Unterschied wird hauptsichlich durch die pK-Differenz
der Abgangsgruppen von 3.5 verursacht, die eine Ande-
rung der Hydrolysegeschwindigkeit um den Faktor zehn
ergibt?”), Der Effekt der benachbarten OH-Gruppe erhoht
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Abb. 3. a) Hydrolyse des Aminoacylrestes der aa-tRNA. b) Transacylierung des Aminoacylrestes zwischen 2'- und 3’-Hydroxygruppen der aa-tRNA.
Die Bildung des intermediéiren Orthoesters wird durch die protonierte a-Aminogruppe des Aminoacylrestes beglnstigt.

die Hydrolysegeschwindigkeit dagegen nur um das Dreifa-
che!?’,

Aminoacylierte Pyrimidin- oder Purinnucleotide und aa-
tRNAs mit dem gleichen Aminoacylrest haben sehr dhnli-
che Hydrolysegeschwindigkeiten!?®2%. Dies deutet darauf
hin, daBl weder die terminale Nucleobase noch die Poly-
nucleotidkette der aa-tRNA die Reaktivitit der Esterbin-
dung beeinflufit. Die Unterschiede in den Hydrolysege-
schwindigkeiten von aa-tRNAs, die verschiedene Amino-
sauren enthalten, sind aber betrichtlich®®,

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hydrolyse der
Methylester von Aminosduren kénnen gut mit den Taft-
Substituentenkonstanten o korreliert werden®', Ausnah-
men sind Valin- und Isoleucin-methylester, bei denen
wahrscheinlich die Kettenverzweigung in der Nihe des
Reaktionszentrums zur sterischen Hinderung und dadurch
zur Verlangsamung der Hydrolyse fiihrt. Der Hauptfaktor,
der den nucleophilen Angriff an der Carbonylgruppe eines
Aminoacylesters erleichtert, ist der induktive (—I)-Effekt
der protonierten a-Aminogruppe. Beispielsweise wird Val-
tRNA mit positiv geladener a-Aminogruppe 90mal schnel-
ler als die neutrale Form derselben aa-tRNA hydroly-
siert’?’). Das Fehlen einer protonierten a-Aminogruppe bei
N-Acylaminoacyl-tRNAP" oder Phenyllactyl-tRNAP? er-
klirt ihre hohe Stabilitat gegeniiber atkalischer Hydrolyse.
Da die pK-Werte der a-Aminogruppe von aa-tRNAs zwi-
schen 7 und 8 liegen®?), wird die Hydrolysegeschwindig-
keit der aa-tRNAs bei physiologischen pH-Werten wesent-
lich von der Protonierung der entsprechenden Amino-
gruppe abhingen. Es ist deshalb zu erwarten, daB sich die
Hydrolysegeschwindigkeiten verschiedener Aminoacyl-
tRNAs im physiologischen pH-Bereich am stérksten unter-
scheiden.

Die Geschwindigkeit der Transacylierung des 2'(3')-O-
Aminoacylesters von Adenosin und Adenosin-5-phosphat
wurde kiirzlich NMR-spektroskopisch bestimmt®*. In
wibBriger Pufferldsung bei pH 7.3 und 37°C betrigt die
Geschwindigkeitskonstante fiur die Umwandlung eines 2'-
O-Aminoacyladenosins in das 3'-Derivat 3-11 s~ '; fiir die
3'=2"-Transacylierung wurden 1-4 s~' gemessen. Auch
die Transacylierungsgeschwindigkeit héngt in erster Linie
von der Protonierung der a-Aminogruppe ab: Der proto-
nierte Aminoacylrest wandert etwa 100fach schneller als
der unprotonierte. Dies beruht auf dem induktiven Effekt
der protonierten Aminogruppe, die wahrscheinlich bei der
Transacylierung durch ionische Wechselwirkung auch die
intermediire Orthoesterstruktur stabilisiert (Abb. 3b). Die
5’-Phosphatgruppe des terminalen Adenosins sowie gela-
dene funktionelle Seitengruppen der Aminosiuren, z.B.
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bei Lysin oder Glutaminsiure, beeinflussen die Geschwin-
digkeit der Transacylierung fast nicht. Uberdies scheinen
auch die terminale C-C-A-Sequenz der aa-tRNA und an-
dere Strukturelemente der Polynucleotidkette der tRNA
die Geschwindigkeit der Transacylierung nicht wesentlich
zu verdndern.

Die Gesamtgeschwindigkeit der Proteinbiosynthese in
E. coli entspricht in vivo dem Einbau von etwa 15 bis 20
Aminos#ureresten pro Sekunde®®. Die Geschwindigkeit
der spontanen 2'=3’-Transacylierung ist somit im Ver-
gleich zur Gesamtgeschwindigkeit der Biosynthese gering.
Es ist durchaus vorstellbar, daB eine enzymatische Aktivi-
tit in der Zelle vorhanden ist, welche die Transacylierung
zum jeweils erforderlichen (2- oder 3'-)Isomer der aa-
tRNA katalysiert?®s],

2.2. Konformation des Aminoacylrestes

Uber die Konformation des Aminoacylrestes der aa-
tRNA und die méglichen Wechselwirkungen mit der Poly-
nucleotidkette der tRNA gibt es wenig Informationen. Die
physikalisch-chemischen Untersuchungen dieses Problems
sind vor allem durch die Labilitdt der Esterbindung der aa-
tRNA sowie durch die relativ groBen Substanzmengen, die
fiir solche Untersuchungen notwendig sind, erschwert. Die
Kristallisation der aa-tRNA ist noch nicht gelungen. Eine
Kiristallstrukturanalyse wurde deshalb nur an Puromycin,
einem stabilen Analogon von 3’-O-Aminoacyladenosin
durchgefiithrt®” (vgl. Legende zu Abb. 14). Diese Studien
haben keinen Hinweis auf eine Wechselwirkung zwischen
der Aminoacylseitenkette und dem Adenosinrest ergeben.
Es konnte jedoch beobachtet werden, daB sich die Struktur
der Polynucleotidkette der aa-tRNA bei der Aminoacylie-
rung 4ndert?®® %, doch ist die Natur dieser Anderungen
unbekannt. Die Kristallisation stabiler aa-tRNA-
Analoga® und eine hochauflésende NMR-Studie an sol-
chen Substanzen kdnnten wesentlich zur Klirung dieses
Problems beitragen.

3. Analoga der Aminoacyl-tRNA

Einige Aspekte der Funktion des 3-Endes der tRNA
wurden unter Verwendung von Analoga aufgeklirt. Im
Prinzip kdnnen zwei Arten von Analoga benutzt werden:
tRNA-Spezies mit modifizierten Bausteinen, die in das 3'-
Ende der Polynucleotidkette eingebaut werden, sowie 3’
terminale Fragmente der aa- oder Peptidyl-tRNA, welche
ebenfalls modifizierte Bausteine enthalten kénnen.
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3.1. Modifizierte Aminoacyl- und Peptidyl-tRNAs

Der Einbau modifizierter Nucleotide in das 3’-Ende der
tRNA gelingt durch Kombination von chemischen und en-
zymatischen Reaktionen. Einige synthetische Nucleosid-
5'-triphosphate sind Substrate fiir die ATP (CTP): tRNA-
Nucleotidyltransferase und konnen in tRNAs eingebaut
werden. Auf diese Weise ist es méglich, die natiirlichen
CMP- und AMP-Reste der C-C-A-Sequenz der tRNA zu
ersetzen (Abb. 4)*%, Diese Strategie wurde fiir die Herstel-

= *
tRNA-N-C™ + CTP + ATP — tRNA-N-C-C-A + 2PP;
x *
tRNA-N-C-C” + ATP — tRNA-N-C-C-A + PP;

Abb. 4. Enzymatischer Einbau von CTP- und ATP-Analoga in verkiirzte
tRNAs mit ATP (CTP): tRNA-Nucleotidyltransferase. C* und A* sind modi-
fizierte Cytidin- bzw. Adenosineinheiten. N bedeutet hier ein beliebiges Nu-
cleotid.

lung von tRNAs 1 und 2 mit terminalem Desoxyadenosin
angewendet!'#2"], die in aa-tRNAs iberfithrt werden kén-
nen. Bei solchen aa-tRNA unterbleibt die 2'(3")-Isomerisie-
rung, da die benachbarte OH-Gruppe am terminalen Ade-
nosin fehlt. tRNA-Derivate mit 2'-Amino-2'-desoxyadeno-
sin 4 oder 3'-Amino-3’-desoxyadenosin 3 am 3'-termina-
len Ende wurden hnlich hergestellt®®*!! (Abb. 5). Auch
die Cytidinreste in den Positionen 74 und 75 kénnen durch
modifizierte Nucleotide ersetzt werden. Die fiir solche
Synthesen notwendigen verkiirzten tRNAs (tRNA-N73,
tRNA-N-C’* oder tRNA-N-C-C”%) werden durch partiel-
len Abbau der nativen tRNA-N-C-C-A”® mit Schlangen-
gift-Phosphodiesterase™? oder Polynucleotid-Phosphory-
lase'* hergestellt. Ein stufenweiser Abbau der Nucleotide
iiber Periodat-Oxidation, B-Eliminierung und Phospha-
tase-Behandlung wurde vor allem bei der Herstellung von
groBen Mengen verkiirzter tRNAs angewendet. Der Nach-
teil dieser chemischen Methode ist die Desaktivierung ei-
niger tRNA-Spezies wihrend der Periodat-Behandlung™.,

tRNA-C-Cp0-CH2 0. Ade tRNA—C-Cp0~CH, Ade

 H H o9
-0 ¢-0
HN-CH H,N-CH
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Abb. 5. Nicht isomerisicrbare aa-tRNA-Analoga aa-tRNA-C-C-2'dA 1, aa-
tRNA-C-C-3'-dA 2, aa-tRNA-C-C-3'NH;A 3 und aa-tRNA-C-C-2'NH,A
4. :
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Seit kurzem werden 3’-modifizierte tRNAs auch durch
den Einbau von Polynucleotiden in das 3’-Ende der
tRNAs mit RNA-Ligase hergestellt (Abb. 6). Als Accepto-
ren*¥ dienen die verkiirzten tRNAs; Donormolekiile sind
entweder 5'-phosphorylierte Oligoribonucleotide 7, in
denen die 3’-Hydroxygruppe geschiitzt ist, oder Derivate
von 5',5’-Diadenosindiphosphat (AppA-X), wobei X den
Substituenten an der 3'- oder 2’-Hydroxygruppe des Do-
noradenosins symbolisiert!**,

a) tRNA—Ng,,* pPN-C-C-A, —> tRNA-NpN-C-C—Ay

b) tRNA-N-CCon * 0CH2 1 e

Q
0=-P-0 OH OH
2 Stufen
1 & ——> aatRNA-C-C-Aj; + AMP
O-FI‘—O

0—CHa 0 Ade

OR' OH +2tlsomer

R! = Nps-Aminoacyl
R? = Aminoacyl

Abb. 6. Enzymatische Synthese von modifizierten aa-tRNAs mit RNA-Liga-
se. Die verkiirzte tRNA kann entweder mit dem 3'-blockierten Tetranucleo-
tid-Donor reagieren (a), oder die Verlingerung wird durch Reaktion mit
AppA, das eine N-geschitzte Aminosture enthdlt, erreicht (b). Nach der en-
zymatischen Kondensation mit RNA-Ligase wird die o-Nitrophenylsuife-
nyl(Nps)-Schutzgruppe entfernt (nach [48]). N bedeutet hier ein beliebiges
Nucleotid.

3.2. 3'-terminale Fragmente der
Aminoacyl- oder Peptidyl-tRNA

Diese Fragmente sind Nucleoside oder Oligoribonucleo-
tide von unterschiedlicher Linge und kénnen durch spezi-
fische enzymatische Spaltung der aa-tRNAs gewonnen
werden. Die Methode bleibt natiirlich auf Sequenzen be-
schriinkt, die in nativen tRNAs vorkommen!*?. Durch che-
mische Synthese kénnen auch Analoga hergestellt werden,
z. B. mit Modifikationen im Aminoacylrest der Nucleobase
oder im Zuckerrest!*®,

4. Definition der Einzelschritte der
Proteinbiosynthese ; Testsysteme fiir diese Schritte

4.1. Definition der Einzelschritte

Fiir unsere Diskussion ist es ausreichend, wenn diejeni-
gen Einzelschritte der Proteinbiosynthese, an denen das 3'-
Ende der Aminoacyl-tRNA teilnimmt, kurz definiert wer-
den. Wir werden dabei das (leicht modifizierte) klassische
Zweibindungsstellen-Modell benutzen, das Watson™" vor
etwa 20 Jahren vorgeschlagen hatte. Abbildung 7 zeigt das
Prinzip. Das 70S-Ribosom hat zwei funktionell definierte
Bindungsstellen, die Acceptor-(A-) und die Donor- oder
Peptidyl-(D- oder P-)Stelle. Die an der A-Stelle gebundene
aa-tRNA reagiert mit dem Peptidylrest der an der P-Stelle
gebundenen Peptidyl-tRNA. Der Peptidylrest wird dabei
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auf den Aminoacylrest der aa-tRNA iibertragen. Die 3'-
terminale C-C-A-Sequenz der beiden tRNAs ist wihrend
dieses Prozesses in Kontakt mit den Teilbereichen A’ und

P’, die sich im Peptidyltransferase-Zentrum des Ribosoms
befinden>2.

P A
Phe
fMet-RNA TMet Phe-tRNA + EF-TUGTP
_——
IF  F<GDP
0P|
111
5 AUG UUU 3
I
P A P A
1 A
EF-TuGIP
EF-Tu-GDP
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5' \_AUG ULU / 3
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EF-G-GDP
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5 AUG UWU 3
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Abb. 7. Schematische Darstellung des ribosomalen Cyclus mit Einzelschrit-
ten des Elongationsprozesses (siche Text). Die Bindungsstellen A und P ent-
halten spezielle Teile A’ und P’, welche sich im Peptidyltransferase-Zentrum
befinden und die terminale C-C-A-Sequenz der Aminoacyl- und Peptidyl-
tRNA binden.

Wihrend der Initiation der Polypeptidsynthese wird die
Initiator-tRNA (fMet-tRNA) an der P-Stelle gebunden
(Komplex I). Im Laufe des Elongationscyclus finden meh-
rere Reaktionen statt: aa-tRNA (in Abb. 7 Phe-tRNAF®)
setzt sich zunichst zum terniren Komplex aa-tRNA.EF-
Tu-GTP um. Dieser Komplex bindet dann an das Ribo-
som in einer durch mRNA definierten, codonabhingigen
Reaktion. Zwischenstufe ist wahrscheinlich der Komplex
11, der EF-Tu-GTP enthilt, das die Reaktion zwischen der
aa-tRNA und der Peptidyl-tRNA (fMet-tRNA) verhindert.
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Eine minimale Bewegung des 3’-Endes der aa-tRNA ist
notwendig, um die im Komplex III angedeutete Stellung
zu erreichen. Diese Akkomodationsstufe wird nach Hydro-
lyse von GTP und anschlieBender Dissoziation des EF-
Tu-GDP-Komplexes vom Ribosom durchlaufen®® >4, Im
Komplex III befindet sich die aa-tRNA in der eigentlichen
A’-Bindungsstelle; die Peptidyltransferase-Reaktion kann
beginnen. Diese Reaktion wird wahrscheinlich durch eine
enzymatische Aktivitit, die Bestandteil der 50S-Unterein-
heit des Ribosoms ist, katalysiert; Proteine und externe
Energie sind nicht notwendig (siche Abschnitt 6). Durch
die Ubertragung des Peptidylrestes (oder von fMet) auf die
a-Aminogruppe der aa-tRNA wird der Pritranslokations-
komplex gebildet (Komplex IV). Die neugebildete Pepti-
dyl-tRNA ist nun an der A-Stelle gebunden. Damit die
niichste Runde des cyclischen Prozesses stattfinden kann,
muB die Peptidyl-tRNA auf die P-Stelle iibertragen wer-
den. An dieser Translokation nimmt ein weiterer Protein-
faktor teil, der Elongationsfaktor G (EF-G). Dabei wird
ein Molekiil GTP hydrolysiert. Gleichzeitig dissoziiert die
desacylierte tRNA aus dem ribosomalen Komplex, und
die Peptidyl-tRNA (fMetPhe-tRNA in Abb. 7) verschiebt
sich zusammen mit der mRNA an die P-Stelle. Dadurch
wird das nichste Codon X-Y-Z an die A-Stelle des Ribo-
soms gebracht. Falls ein Nonsenscodon der mRNA (U-A-
A, U-G-A oder U-A-G, das kein Codewort fiir eine Ami-
nosiure ist) die A-Stelle erreicht, wird unter Beteiligung ei-
nes Terminationsfaktors bei gleichzeitiger GTP-Hydrolyse
die Termination der Proteinbiosynthese eingeleitet: Unter
Mitwirkung der Peptidyltransferase wird die Peptidyl-
tRNA hydrolysiert, und das neusynthetisierte Peptid ver-
14Bt das Ribosom.

Nierhaus et al.”>>% haben kiirzlich ein Dreibindungsstel-
len-Modell fiir das Ribosom vorgeschlagen. Die dritte
Stelle (E-Stelle, ,.exit-site) kann nach dieser Vorstellung
durch eine desacylierte tRNA besetzt werden. Die Disso-
ziation der tRNA aus der E-Stelle findet gleichzeitig mit
der Bindung eines neuen ternidren aa-tRNA-EF-Tu-GTP-
Komplexes an die ribosomale A-Stelle statt. Nach der Bil-
dung der neuen Peptidbindung zwischen der aa-tRNA in
der A-Stelle und der Peptidyl-tRNA in der P-Stelle wird
durch Translokation die neugebildete Peptidyl-tRNA in
die P-Stelle und die desacylierte tRNA in die E-Stelle des
Ribosoms iibertragen. Der Einfachheit halber werden wir
hier das klassische Zweistellen-Modell verwenden; diese
Vereinfachung hat keine Auswirkungen auf die folgende
Diskussion.

4.2. Testsysteme fiir die Einzelschritte der
Proteinbiosynthese

4.2.1. Wechselwirkung der aa-tRNA mit EF-Tu

Die Fihigkeit von EF-Tu-GTP, an die aa-tRNA zu bin-
den, kann mit mehreren Methoden wie Gelfiltration und
Affinititschromatographie oder durch Hydrolyseschutzex-
perimente demonstriert werden® %", Die 2'(3')-O-Amino-
acyloligonucleotide wechselwirken mit EF-Tu- GTP nur in
sehr hoher Konzentration und bilden keine stabilen terni-
ren Komplexe®!l. Die Wechselwirkung der modifizierten
aa-tRNAs mit EF-Tu.GTP kann auch direkt durch die
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EF-Tu-GTP-abhingige Bindung an die A-Stelle des pro-
grammierten Ribosoms untersucht werden. Bei diesem Test
wird gewohnlich die P-Stelle des Ribosoms durch eine des-
acylierte tRNA besetzt. Gleichzeitig mit der Bindung der
aa-tRNA an die A-Stelle des Ribosoms kann auch die EF-
Tu- und aa-tRNA-abhingige GTPase-Reaktion, welche
diesen BindungsprozeB begleitet, gemessen werden!®?,

Sowohl aa-tRNA als auch 2(3")-0-Aminoacyloligonu-
cleotide schiitzen EF-Tu-GTP gegen Desaktivierung durch
das L-Phenylalaninderivat (S)-N-(1-Benzyl-3-chlor-2-oxo-
propyl)-p-toluolsulfonamid®. Diese Verbindung reagiert
in Abwesenheit der aa-tRNA oder der aminoacylierten
Oligonucleotide mit einer essentiellen SH-Gruppe des Pro-
teins!'". Der resultierende Schutz dieser SH-Gruppe kann
als indirekter Bindungstest verwendet werden.

Eine sehr bequeme Methode zur Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen 2'(3")-O-Aminoacyloligonucleo-
tiden mit EF-Tu-GTP erfordert die Messung der EF-Tu-
katalysierten GTPase-Aktivitidt, welche durch die Oligo-
nucleotide induziert wird. Im einfachsten Test wird EF-
Tu-GTPase durch das Antibioticum Kirromycin induziert
und weiter durch ein 2‘(3')-O-Aminoacyloligonucleotid sti-
muliert®™ ¢, Aus dem AusmaB dieser Stimulation kann
man Schliisse auf die Wechselwirkung der Substrate mit
EF-Tu-GTP ziehen. In einem zweiten Testsystem wird EF-
Tu-GTPase in Anwesenheit von 70S-Ribosomen gemes-
sen. Die 2'(3')-O-Aminoacyloligonucleotide induzieren
diese Reaktion!®®! in Gegenwart von desacylierten tRNAs
und mRNAs!*®,

4.2.2. Bindung der aa-tRNA an die ribosomale
A- oder P-Stelle

Die Untersuchungen der enzymatischen Aktivitit der
modifizierten aa-tRNAs zeigen, daf3 einige von ihnen so-
wohl gegeniiber Ribosomen als auch gegeniiber EF-Tu
eine Affinitit aufweisen. Einige modifizierte aa-tRNAs,
die mit EF-Tu.-GTP keine Komplexe bilden (z.B. Phe-
tRNA-C-C-3'NH,A)*"), kénnen jedoch in Gegenwart von
mRNA und bei speziellen ionischen Bedingungen (mei-
stens hoherer Mg?®-Konzentration) nichtenzymatisch an
die ribosomale A-Stelle gebunden werden'®”. Die Gegen-
wart der desacylierten, korrekt codierten tRNA an der P-
Stelle des Ribosoms stimuliert die Bindung der aa-tRNA
an die A-Stelle!®. Die enzymatische Bindung der Peptidyl-
tRNA an die P-Stelle des Ribosoms kann durch Transloka-
tion in Gegenwart von EF-G und GTP oder im Falle von
fMet-tRNA™* in Gegenwart von Initiationsfaktoren und
GTP erreicht werden. Eine nichtenzymatische Bindung der
Peptidyl-tRNA an die ribosomale P-Stelle ist unter passen-
den ionischen Bedingungen ebenfalls méglich!®”,

Die Aminoacyl- und Peptidyl-tRNAs kénnen auch als
Acceptoren oder Donoren in der Peptidyltransferase-Re-
aktion untersucht werden. Dabei kann die Bildung des
Peptids gemessen und das Peptid chromatographisch iden-
tifiziert werden. Voraussetzung fiir diese Reaktion ist die
korrekte Bindung der Substrate an die entsprechende ribo-
somale Stelle. Ein dhnlicher Weg wird auch bei Studien
mit tRNA-Fragmenten beschritten. In typischen Systemen
werden Oligolysyl-tRNA, AcPhe-tRNAF' oder fMet-
tRNA™< als Donormolekiile in Gegenwart einer geeigne-
ten mRNA verwendet!"*"",
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Um die 2(3")-O-(N-Acylaminoacyl)oligonucleotide als
potentielle Donoren in der Peptidyltransferase-Reaktion
mit aa-tRNA oder Puromycin als Acceptoren zu untersu-
chen, miissen Ethanol und ein Puffer hoherer lonenstirke
im Reaktionsgemisch vorhanden sein, jedoch ist bei dieser
.Fragmentreaktion“’? keine mRNA notwendig. Unter
diesen Bedingungen kénnen die kompletten 70S-Riboso-
men durch 50S-Untereinheiten ersetzt werden. Es wurde
urspriinglich angenommen, daB Ethanol bei dieser Reak-
tion die Wechselwirkung zwischen den Substraten und ih-
ren Bindungsstellen begiinstigt”>. Andere Autoren!*7’"
haben Konformationsinderungen an ribosomalen Bin-
dungsstellen unter dem EinfluB von organischen Losungs-
mitteln vorgeschlagen. Obwohl die genaue Funktion von
Ethanol bei der Fragmentreaktion nicht geklirt ist, scheint
es sicher zu sein, daB er die Spezifitit der Peptidyltransfe-
rase-Reaktion nicht beeinfluBit!’s-"7,

Verbindungen wie C-C-A-Phe binden in Gegenwart von
Ethanol und hoher Mg?®-Konzentration'”® an die A’-Stelle
des 70S-Ribosoms. In Abwesenheit von Ethanol ist fiir die
Bindung die Gegenwart von tRNAP" und Poly(U) not-
wendig'®., Verbindungen wie U-A-C-C-A(AcLeu) binden
unter Bedingungen der Fragmentreaktion an die riboso-
male P’-Stelle®",

Die Anwendung der Fragmentreaktion auf Fragmente,
die vom 3-Ende der aa-tRNA oder Peptidyl-tRNA stam-
men, hat mehrere Vorteile. So ist es méglich, die Wechsel-
wirkung des 3'-terminalen Teils der tRNA mit dem Pepti-
dyltransferase-Zentrum des Ribosoms oder mit dem akti-
ven Zentrum von EF-Tu isoliert und unabhéngig von den
anderen Teilen der tRNA zu beobachten. Es ist bemer-
kenswert, daB3 die Ergebnisse, die mit Fragmenten sowie
mit intakten tRNAs in ribosomalen Testsystemen erhalten
wurden, gut miteinander ibereinstimmen'®#!,

5. Beteiligung des 3'-Endes der Aminoacyl-tRNA
an Wechselwirkungen mit den Komponenten des
Proteinbiosynthese- Apparats

An dieser Stelle werden folgende Wechselwirkungen des
3’-Endes der aa-tRNA erortert: a) mit Initiationsfaktoren
und Ribosomen bei der Initiation, b) mit dem Elongations-
faktor Tu bei der enzymatischen Bindung der aa-tRNA an
das Ribosom und c) mit der Acceptor- und der Donorstelle
der Peptidyl-Transferase.

5.1. Wechselwirkungen mit Initiationsfaktoren

Uber die Wechselwirkung des 3’-Endes der Initiator-
tRNA fMet-tRNA™¢' mit Initiationsfaktoren ist wenig be-
kannt®, Klar ist jedoch, daB die Initiationsfaktoren in
diesem ProzeB vor allem solche Strukturelemente der
tRNA erkennen miissen, die in der Initiator-tRNA und
den iibrigen Elongator-tRNAs unterschiedlich sind®’, Ge-
bundene fMet-tRNA™* reagiert mit Puromycin. Dies legt
nahe, daB fMet-tRNA™* an der P-Stelle des Ribosoms ge-
bunden wird. Sowohl die P-Stelle als auch der Initiations-
faktor IF-2 unterscheiden zwischen formylierten und nicht
formylierten Met-tRNAs. Durch Modifikation der C-C-A-
Sequenz der tRNA™* kann die Bindung an das Ribosom
beeinfluBt werden: So wird z.B. AcPhe-tRNAFM.. 5b
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(Abb. 8) mit gedffneter 2’-3’-Bindung in den von Initi-
ationsfaktoren abhiingigen Prozessen nicht mehr an die P-
Stelle gebunden®. Auch fMet-tRNA™<.U.C-A bindet
nur sehr schlecht an die ribosomale P-Stelle®*),

tRNA-C-Cp0—CH, g Ade

(IZHz CH2
OH
=0
R—HN-(H
Sa,R=H CH;
5b; R= COCH;

Abb. 8. Phe-tRNA™. . 5a und AcPhe-tRNAM: , 5b.

tRNA™< wird enzymatisch an der 2-OH-Gruppe der
terminalen Ribose aminoacyliert!?l. Die Formylierung fin-
det jedoch spezifisch an Methionin statt, das in 3'-Position
der terminalen Ribose gebunden ist. Die Transacylierung
von Methionin in Met-tRNA™¢< muf deshalb vor der For-
mylierung ablaufen. Das 3'-Isomer der fMet-tRNA™<
nimmt am Initiationsprozef in Gegenwart von Initiations-
faktoren, mRNA und 70S-Ribosom teil®!,

5.2. Wechselwirkung mit dem Elongationsfaktor Tu

Durch Quervernetzung der aa-tRNA mit dem EF-
Tu-GTP-Komplex konnte bewiesen werden, dal3 der ter-
ndre aa-tRNA.EF-Tu.GTP-Komplex eine echte Zwi-
schenstufe bei der enzymatischen Bindung der aa-tRNA
an das Ribosom ist®”). Bei der Bildung des terniren Kom-
plexes sowie bei der folgenden Bindung der aa-tRNA an
das Ribosom unter GTP-Hydrolyse spielt das 3'-Ende der
aa-tRNA neben anderen Teilen der tRNA eine Schliissel-
rolle®®-°", Vor allem der doppelhelicale Acceptorstamm
der tRNA in direkter Nachbarschaft der C-C-A-Sequenz
ist an der Erkennung von EF-Tu beteiligt. Dies konnte
durch Experimente demonstriert werden, in welchen der
pC-Rest des 5-Endes der Met-tRNA™< die nur ein
schwaches Substrat fiir EF-Tu-GTP ist, chemisch zu einem
pU-Rest umgewandelt wurde. Die derart modifizierte
tRNA wird durch EF-Tu erkannt, offenbar deshalb, weil
durch die Modifizierung ein voll basengepaarter Acceptor-
stamm entstanden ist®?. Das Fehlen dieses wichtigen
Strukturmerkmales bei bakteriellen tRNAs™* erklirt die
nur sehr schwache Wechselwirkung der Met-tRNA™<! mit
EF-Tu-GTP.

5.2.1. Der Aminoacylrest

Der Aminoacylrest der aa-tRNA ist wesentlich fir die
Bindung an EF-Tu.GTP; zwischen desacylierter tRNA
und EF-Tu-GTP wurde nur eine schwache Wechselwir-
kung beobachtet!''**%3., Die a-Aminogruppe der aa-tRNA
ist im Komplex mit EF-Tu-GTP gegen weitere (chemi-
sche) Acylierung geschiitzt. Daraus kann man schlieflen,
daB diese Aminogruppe wahrscheinlich an der Bindung an
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das Protein beteiligt ist®?. Austausch des Aminoacylrests
der aa-tRNA durch die Phenyllactoyl-** oder Cinnamoyl-
gruppe (6 bzw. 7; Abb. 9)®¥ erniedrigt die Bindungseffi-
zienz um das 300fache. Dieser Befund demonstriert die
Bedeutung der a-Aminogruppe und weist zugleich darauf
hin, daB die Esterfunktion dieser Analoga zur Wechselwir-
kung mit EF-Tu-GTP wesentlich beitrigt.

{RNA-C-Cp0-CHz_g_ Ade  tRNA-G-Cp0-CH; . Ade

N

2 oH 0 OH
~0 ¢=0
) H-0H CH
+2-Isomer CIHz +2'-Isomer S
6 7

Abb. 9. Phenyllactoyl- 6 und Cinnamoyl-tRNA"" 7.

Es wurde vorgeschlagen, daB die 5’-Phosphatgruppe der
tRNA eine intramolekulare Salzbriicke mit der protonier-
ten a-Aminogruppe des Aminoacylrestes bildet, und daB3
EF-Tu-GTP diese Struktur als Erkennungsmerkmal be-
nutzt®?, Diese Hypothese erwies sich als unzutreffend, da
es zwischen nativer aa-tRNA und 5'-dephosphorylierter
aa-tRNA bei der Komplexbildung mit EF-Tu-GTP kaum
Unterschiede gibt®”. Der Aminoacylrest der aa-tRNA ist
im Komplex mit EF-Tu-GTP vor Hydrolyse geschiitzt.
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dal der Aminoacyl!-
rest an der Komplexbildung mit dem Protein beteiligt
ist[59,60]‘

EF-Tu wechselwirkt bevorzugt mit L-Aminoacyl-tRNA;
die Derivate der D-Aminosiuren binden viel schwi-
cher!®%.%1 Diese Spezifitit ist aber nicht absolut. EF-Tu
kann z.B. funktionell mit den achiralen 2'(3')-O-Amino-
acyloligonucleotiden 8a und 8b (Abb. 10) wechselwirken.
Diese Analoga enthalten einen weiteren Substituenten am
a-C-Atom (a-Aminoisobuttersdure und Cycloleucin)?**¢.
Diese Befunde deuten auf eine gewisse Flexibilitit der
Wechselwirkung der Aminosiure mit EF-Tu.

HO—CHz . Cyt 8a
R= _CO\C/CHJ
9 OH +2'-Isomer HzN/ \CH3
HO-P=0 8b,
0-CHz ¢ Ade R= -CO
IQ HoN :
RO OH

Abb. 10. 2'(3')-O-(a-Aminoisobutyryl)- 8a und Cycloleucyl-Derivate von
C-A 8b. Cycloleucin ist 1-Amino-1-cyclopentancarbonsiure.

Auch die Seitenkette der Aminoséaure beeinfluit die Ef-
fizienz der Wechselwirkung zwischen aa-tRNA und EF-
Tu-GTPW? 190194 Dje Aktivitit von aa-tRNA-Fragmenten
wie 2/(3")-0-Aminoacyl-nucleosiden und -oligonucleotiden
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bei der EF-Tu:-GTPase-Reaktion hingt ebenfalls von der
Seitenkette ab®*%¢-°! Deshalb wurde vorgeschlagen, daB
EF-Tu eine Bindungsstelle fiir die Seitenkette haben
muB'®), wobei die Wechselwirkung mit basischen und aro-
matischen Aminosduren am stirksten ist. Eine derartige
,Tasche fir die Bindung der Aminosiureseitenkette der
aa-tRNA wurde urspriinglich auch fiir die A’-Stelle der
Peptidyl-Transferase postuliert”". Durch Messung der
Wechselwirkung von 2’- und 3'-isomeren aa-tRNAs mit
EF-Tu-GTP kann man die Existenz solcher Bindungsstel-
len tberpriifen: Demnach kdnnen beide Isomere (vgl. 1
und 2) der aa-tRNA mit EF-Tu wechselwirken. Werden
die fiir die Bindung wichtigen a-Aminogruppen dieser
Isomere in dieselbe Position der Bindungstasche gebracht,
so befinden sich die Seitenketten der Aminosiduren in un-
terschiedlichen Positionen (Abb. 11). Der Befund, daB aa-
tRNA keine Priferenz fir 2’- oder 3’-aa-tRNA zeigt, wi-
derlegt deshalb die Hypothese von der Bindungstasche fiir
aromatische oder basische Aminosiurereste an EF-
Tu[57'l02].

Abb. 11. Ridumliche Darstellung der méglichen Konformation des 2’- und 3'-
O-L-Aminoacylderivats von Adenosin am 3'-Ende der tRNA. Um die riumli-
che Anordnung der a-Aminogruppen und der Seitenketten zu demonstrieren,
ist sowohl in 2’- als auch in 3’-Position ein Aminoacylrest eingezeichnet
(nach [61, 62]).

Eine alternative Erklirung fiir die Rolle der Aminosiu-
reseitenkette der aa-tRNA bei der Bildung des terniren
Komplexes wire, daB fiir die Wechselwirkung eine proto-
nierte a-Aminogruppe notwendig ist. In welchem AusmaB
diese a-Aminogruppe protoniert wird, sollte von der
Struktur der Seitenkette abhdngen. Diese Annahme wird
durch Messungen der pK-Werte der a-Aminogruppe ver-
schiedener Aminoacylester gestiitzt. Die Werte sind stark
von der Struktur der Seitenkette abhingig®!.

5.2.2. Der Zuckerrest

EF-Tu ist sehr empfindlich gegeniiber Modifizierung
der aa-tRNA am Riboserest des 3’-terminalen Adenosins.
Die 3’-terminalen ,,Desoxy-aa-tRNAs“ 1 und 2 binden
schwicher an EF-Tu-GTP als die nativen aa-tRNAs®" "2,
Keine oder sehr niedrige Aktivitit bei der EF-Tu-abhiingi-
gen GTPase-Reaktion haben ebenfalls die 2/(3")-0-Amino-
acylderivate von C-A, in denen die 2'(3")-Hydroxygruppe
durch Methoxy oder Wasserstoff ersetzt ist’>* ¢l Auch die
Oxidation der cis-Diolfunktion des terminalen Adenosins
fithrt zur Desaktivierung. Phe-tRNAf'_, 5a bindet nicht
mehr an EF-Tu-GTP**'®, Eine plausible Erklirung da-
fiir ist, daB die fiir die Erkennung von EF-Tu notwendige
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Stapelung der Nucleobasen des 3’-Endes durch diese Mo-
difizierung empfindlich gestért wird"\. Die Derivate 3 und
4 mit 3'- bzw. 2’-Aminoacylamidobindung wechselwirken
nicht mit EF-Tu-GTP""%! wie mit aa-tRNA sowie mit
entsprechenden Fragmenten beobachtet wurde. Wahr-
scheinlich beruht der Aktivititsverlust auf der starren
Struktur der Acylamidobindung; die Esterbindung ist da-
gegen leicht beweglich®”. Vermutlich kénnen die Amino-
acylamidoderivate dadurch nicht an das Protein angepaft
werden. Es ist auch moglich, daB EF-Tu eine intermediire
Orthoesterstruktur der aa-tRNA (Abb. 12) erkennt. Die
Bildung dieser Struktur ist weder mit den Analoga 3 und 4
noch mit den Desoxyverbindungen 1 und 2 méglich. Eine
alternative Erkldrung fir die niedrigere Aktivitit der Des-
oxyderivate 1 und 2 bei der Komplexbildung mit EF-
Tu-GTP konnte auch in der Abwesenheit der vicinalen
Hydroxygruppe liegen. Beim Versuch, die unterschiedliche
Aktivitdt der aa-tRNA-Derivate bei der Wechselwirkung
mit EF-Tu-GTP zu erkliren, sollte auch die Konformation
des Riboseringes und die darauf resultierende Orientie-
rung des Aminoacylrestes beriicksichtigt werden.

tRNA-C-Cp0-CH2 0. Ade

—

0.0 oa)
® N ® T,
HN-CH 0 ° Hn-Ch 0°

Abb. 12. Hypothetische Orthoestersiruktur der aa-tRNA (beide Diastereome-
re; vgl. Abb. 3).

tRNA-C-Cp0-CH; g Ade

5.2.3. Die C-C-A-Sequenz der aa-tRNA

Es gibt iiberzeugende Hinweise fiir die Beteiligung der
3’-terminalen C-C-A-Sequenz der aa-tRNA an der Wech-
selwirkung mit EF-Tu. Diese Sequenz ist z. B. gegen Nu-
cleaseangriffe im terniren Komplex geschiitzt, jedoch fiir
Basenpaarung mit komplementiren Oligonucleotiden zu-
ginglich!"* %), Phe-tRNAP"-C-C-C-A"” wechselwirkt nur
sehr schwach mit EF-Tu-GTP, was darauf hindeutet, daBB
auch die Linge der 3’-terminalen Sequenz fiir die Wechsel-
wirkung wichtig ist'%. Die Aktivitat der 2(3")-0-Amino-
acyloligonucleotide als Promotoren der EF-Tu-GTPase
steigt mit der Kettenlinge in der Reihenfolge A-Phe <
C-A-Phe <C-C-A-Phe an®*®*64.6691 33 tRNA-C-U-A
(Uridin-75 anstelle von Cytidin-75) kann nur sehr schwach
mit EF-Tu-GTP wechselwirken. Diese Modifizierung stort
vor allem die Basenstapelung am 3-Ende der aa-tRNAP?Z,
Die Wechselwirkung von EF-Tu-GTP mit aa-tRNA wird
beim Ersatz von Cytidin-75 durch ein alkyliertes 2-Thiocy-
tidin-75 (Abb. 13) nicht gestért"'®”). Zusammengefalt deu-
ten diese Ergebnisse darauf hin, daB EF-Tu wahrschein-
lich nicht direkt mit den Nucleobasen des C-C-A-Endes
wechselwirkt, sondern den gesamten Aufbau des gestapel-
ten C-C-A-Endes der tRNA erkennt. Diese gestapelte
Struktur wird durch die Bindung an EF-Tu-GTP nicht we-
sentlich beeinfluBt*®. Es ist allerdings m&glich, daB dieses
Modell sich als zu stark vereinfacht herausstellt, denn U-
Phe kann A-Phe als Promotor der EF-Tu-GTPase nicht er-
setzen. Mindestens teilweise, und vor allem beim termina-
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len Adenosin, mufl demnach auch die Nucleobase am Pro-
tein erkannt werden!®®),

NH;
NZ

HZN—co-CHz-sJ\ﬁ
tRNA-CpO-CHz_0

Ade

HO OH

Abb. 13. Modifizierte tRNA, in der Cytidin-75 durch ein in Position 2 mit
lodacetamid carbamoylmethyliertes 2-Thiocytidin ersetzt ist.

5.2.4. EF-Tu- GTPase und Umacylierung der aa-tRNA

Der ternidre aa-tRNA-EF-Tu-GTP-Komplex dient als
Vehikel fiir die codonabhingige Bindung der aa-tRNA an
die ribosomale A-Stelle. Dieser BindungsprozeB wird von
der Hydrolyse eines GTP-Molekiils begleitet und fiihrt zur
Abspaltung von EF-Tu-GDP vom Ribosom und nachfol-
gender endgiiltiger Bindung der aa-tRNA an die riboso-
male A’-Stelle. Es gilt als bewiesen, dal die GTPase-Akti-
vitdt mit EF-Tu assoziiert ist!'®®; auBerdem ist bekannt,
daB3 die C-C-A-Sequenz der aa-tRNA mit EF-Tu wihrend
der eigentlichen GTPase-Reaktion wechselwirkt®¥, Daraus
folgt, dal die C-C-A-EF-Tu-Wechselwirkung nach der
Bindung des terniren Komplexes an das Ribosom noch
besteht!®,

Beide Isomere - die 2'- und die 3’-Aminoacyl-tRNA -
konnen im EF-Tu-abhingigen ProzeB an die A-Stelle des
Ribosoms gebunden werden!'®), Falls die Transacylierung
des 2’-Aminoacylrestes in die 3'-Stellung gehindert ist (vgl.
1 und 2), kann diese aa-tRNA allerdings sehr leicht aus
der A-Stelle gedringt werden®>!®, In dieser Hinsicht
zeigt Phe-tRNA-C-C-3'dA 3hnliche Eigenschaften wie die
native Phe-tRNA-C-C-A in Gegenwart des nicht hydroly-
sierbaren GTP-Analogons GMPPCP. Da in diesem Fall
eine GTP-Hydrolyse nicht stattfinden kann und EF-
Tu-GDP nicht vom Ribosom dissoziiert, wird das C-C-A-
Ende der aa-tRNA wahrscheinlich nicht an die A’-Stelle
der Peptidyltransferase gebunden'®®, Es liegt nahe, daf3 die
2’-aa-tRNA im Gegensatz zur 3’-aa-tRNA nicht exakt an
die ribosomale A'-Stelle angepaBt werden kann!**.. Die en-
zymatische Bindung beider Isomere, der 2'- und der 3'-aa-
tRNA, ist von der Hydrolyse von GTP begleitet!'®, Aus
Aktivititsuntersuchungen der nicht isomerisierbaren aa-
tRNAs beziiglich der Bildung des terndren Komplexes mit
EF-Tu-GTP sowie aus der enzymatischen Bindung an das
Ribosom wurde geschlossen, dal die 3’-aa-tRNA wahr-
scheinlich nicht direkt an das Ribosom binden kann. In
der Acceptorreaktion aktive 3'-aa-tRNA wird vielmehr
nach der Hydrolyse von GTP und nachfolgender Dissozia-
tion des EF-Tu- GDP durch Transacylierung gebildet. Nur
diese 3’-aa-tRNA kann dann die C-C-A-Sequenz korrekt
an die A'-Stelle des Peptidyltransferase-Zentrums bin-
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den!"* "%, Diese Hypothese mufl noch experimentell mit
nativen aa-tRNAs bestiitigt werden. Gegenwiirtig scheint
gesichert zu sein, daB die tRNA, die als Acceptor des Pep-
tidylrestes wirkt ~ die 3’-aa-tRNA - nicht das ausschliefli-
che Substrat fiir EF-Tu ist. Mindestens ein Teil der aa-
tRNA wird an EF-Tu auch als 2’-Isomer oder als Ortho-
ester gebunden. Deshalb mufl am Ribosom mindestens
teilweise eine Transacylierung stattfinden, bevor die neue
Peptidbindung gebildet werden kann. Es ist eine interes-
sante Frage, ob fiir diese Transacylierung eine enzymati-
sche Aktivitit notwendig ist’%,

Die EF-Tu-GTPase-Aktivitit kann aufler durch die C-
C-A-Sequenz auch durch andere Teile der tRNA stimuliert
werden®-'""), Es kann allerdings nicht entschieden wer-
den, ob dieser Effekt durch zusitzliche Wechselwirkungen
anderer Teile der aa-tRNA mit EF-Tu bedingt ist, oder ob
es sich hier nur um die Stabilisierung der Konformation
des C-C-A-Endes durch den Rest des Molekiils handelt.
Die normalerweise ruhende GTPase-Aktivitit von EF-Tu
wird erst wirksam, nachdem der terniire Komplex in einer
codonspezifischen Reaktion an das Ribosom gebunden ist,
das heiBit, wenn die aa-tRNA ihre Position an der riboso-
malen A-Stelle eingenommen hat. An diesem Proze8 sind
wahrscheinlich in einem komplexen Zusammenspiel meh-
rere Dominen des Ribosoms, der tRNA sowie des Elonga-
tionsfaktors Tu beteiligt. Obwohl die genaue Struktur der
aktiven Stellen von EF-Tu noch unbekannt sind, wissen
wir, daf3 das aktive Zentrum, welches die GTPase-Aktivitit
bewirkt, sich topologisch von der C-C-A-Bindungsstelle
unterscheidet!"' 13,

Man kénnte spekulieren, daf3 die EF-Tu-GTPase durch
eine spezifische Wechselwirkung des terndren Komplexes
aa-tRNA-EF-Tu-GTP mit Teilen des Ribosoms reguliert
wird!''* 1151 Zugleich muB die C-C-A-Sequenz der aa-
tRNA mit EF-Tu verbunden sein, damit die zur GTPase-
Reaktion fithrende Konformationsinderung des Proteins
eintreten kann.

5.3. Wechselwirkung mit der Acceptor- und der
Donorstelle der Peptidyltransferase

5.3.1. Die a-Amino- und die N-Acyl-a-aminogruppe der
aa-tRNA

Die a-Aminogruppe des Acceptorsubstrats ist nicht nur
fiir die Synthese der Peptidbindung notwendig, sondern
wird auch fiir die Bindung der aa-tRNA an die A'-Stelle
des Ribosoms benétigt!''*'"7] Dabei kann die a-Amino-
gruppe durch OH- oder SH-Gruppen teilweise ersetzt wer-
del’ll”&“9].

Fiir die Bindung der Substrate an die P’-Stelle muB die
Aminogruppe der aa-tRNA acyliert werden. So bindet z. B.
C-A-C-C-A(AcLeu) bevorzugt an die P'-Stelle®™, und C-A-
C-C-A-Phe wechselwirkt wiederum bevorzugt mit der A’-
Stelle!''”). Ribosomen miissen wihrend ihrer Funktion die
wachsende Peptidkette beherbergen. In Einklang damit
werden die Formyl- oder Acetylgruppen durch die P'-
Stelle des Ribosoms erkannt. Diese Gruppen konnen aber
in in-vitro-Experimenten durch beliebige Acylgruppen er-
setzt werden. Daraus folgt, daf3 die P'-Stelle der Peptidyl-
transferase in erster Linie zwei funktionelle Gruppen er-
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kennen muB: Dies sind die Carbonylgruppe der Esterbin-
dung und die Carbonylgruppe der letzten Peptidbindung
der Peptidyl-tRNA.

5.3.2. Die Carbonylgruppe

Die Ester-Carbonylgruppe der aa-tRNA ist fiir die Bin-
dung an die A'-Stelle absolut notwendig. Die Verbindun-
gen 9-11 (Abb. 14), denen die Carbonylgruppe fehit, sind
in der Peptidyltransferase-Reaktion als Acceptoren nicht
aktivl'? """ Auch Verbindung 12 (Abb. 15) mit Ortho-

N(CH3),
>
/ l )N
HO-CHz g HO-CHz o Ade HO-CH o Ade
PIJH OH (I) OH (I) OH
CHa CH, HO-P=0
H N-CH HN-CH  + 2-Isomer HZN—(I:H
CHy CHy R
R=CH3
CHy—CeHe
9 10 1

Abb. 14. Puromycin-Analogon 9, in welchem die Carbonylgruppe des Ami-
noacylrestes durch “>CH, und die p-Methoxygruppe durch H ersetzt ist;
Analoga 10 und 11 von 2(3')-O-L-Phenylalanyladenosin, in welchen die
Carbonylgruppe des Aminoacylrestes durch >CH, bzw. ~>P(O)OH ersetzt
ist.

HO-CHz -0+ Cyt

(IJ OH
HO—I?=0
O‘CHz
0 Ade

0. 0
1
H:N~CH: 0C2Hs 2

Abb. 15. 2°,3’-Orthoesterderivat 12 von C-A.

estergruppe wirkt nicht als Acceptorsubstrat®'l. Anschei-
nend erkennt die A'-Stelle die definierte riumliche Anord-
nung der a-Amino- und Carbonylgruppe des Aminoacylre-
stes, wahrend die P’-Stelle mindestens zwei Carbonylgrup-
pen am C-Terminus des Peptidylrestes der Peptidyl-tRNA
erkennen muf.

5.3.3. Die Aminosdiureseitenkette

Enzyme arbeiten stereospezifisch; sie erkennen ihre
Substrate an mindestens drei Punkten!'??, Wenn wir dieses
Grundprinzip auf die Bindung der aa-tRNA an die A’-
Stelle der Peptidyltransferase anwenden, dann folgt, daB
auBer der a-Aminogruppe und der Carbonylgruppe des
Aminoacylrestes eine dritte Stelle am Substrat existieren
muB, die durch das Ribosom erkannt wird. Diese dritte
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Stelle ist sehr wahrscheinlich, wie Rychlik et al.”" ur-
spriinglich vorschlugen, die Seitenkette des Aminoacylre-
stes. Andere Autoren!®-'2-12% begbachteten, daB Derivate
von aromatischen Aminosiuren die besten Acceptorsub-
strate und Derivate von Glycin und Prolin die schlechte-
sten sind!™. Ahnliche Schliisse folgen aus Beobachtungen
von Lessard und Pestka"®, die die Bindung mehrerer
2/(37-0-Aminoacylderivate der C-C-A-Sequenz an die A’-
Stelle untersucht haben. Der Effekt der Seitenkette ist bei
Fragmenten am starksten ausgeprigt, konnte aber auch bei
aa-tRNAs beobachtet werden!'?,

Um die Stereospezifitit der Peptidyltransferase-Reak-
tion zu gewihrleisten, miissen die Seitenketten aller Ami-
nosduren an der Bindungsstelle in dieselbe Richtung
orientiert werden'®'; wahrscheinlich ist eine Proteintasche
im Spiel. Die hohe Bindungsaffinitit der aromatischen
Aminosiuren kann alierdings auch eher durch zufillige li-
pophile Wechselwirkungen als durch eine Spezifitit der
Bindungsstelle zustandekommen.

Eine Abhingigkeit der Donoraktivitit der Fragmente
von ihrer Aminosiureseitenkette wurde ebenfalls beobach-
tet!?7-132] doch hat sie mit der Aktivitit der A’-Stelle nichts
zu tun. Wihrend A-Phe zu den besten Acceptoren zihit,
sind AcPhe-Oligonucleotide sehr schlechte Donoren. Die
hochste Donoraktivitat weisen Derivate von fMet und Ac-
Leu auf. Diese Befunde deuten darauf hin, daB an der
Wechselwirkung mit den Seitenketten in den Acceptor-
und Donorstellen des Ribosoms verschiedene Teilbereiche
der ribosomalen Struktur beteiligt sind.

Die C-A-Derivate von achiralen Aminosiuren, z.B. a-
Aminoisobuttersiure 8a oder Cycloleucin 8b, haben keine
Acceptoraktivitit!*. Die Bindung an die A'-Stelle wird,
wahrscheinlich durch den zweiten o-Substituenten, verhin-
dert. Diese Verbindungen wechselwirken aber mit der ri-
bosomalen A'-Stelle und hemmen dadurch die Peptidyl-
transferase-Reaktion. Es ist nicht bekannt, ob dieses Pha-
nomen auch an der P'-Stelle auftritt.

Das Cyclohexyl-Analogon 13 von Puromycin (Abb. 16)
wirkt als Acceptor#. Dieser Befund ist mit dem allgemei-
nen Modell in Einklang, welches hier prisentiert wird. Der

N(CH3,
N x
(LS
HO-CHz 0. 'N N HO-CHz2 g Ade
NH OH 0 OH
=0 =0 +2™-Isomer
HAN-CH HAN-CH
H2
13 14

Abb. 16. Analoga von Puromycin und 2'(3')-O-L-Phenylalanyladenosin. Ver-
bindung 13 ist ein Analogon von Puromycin, in dem die aromatische Seiten-
kette durch Cyclohexyl ersetzt ist. Verbindung 14 enthilt L-Phenylglycin.

[*] Als einzige Ausnahme wurde eine niedrige Aktivit4t eines Tryptophan-
Analogons von Puromycin beschrieben [127]. Dieser Befund wurde noch
nicht unabhingig bestitigt.
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lipophile alicyclische Rest dieser Verbindung kann offen-
sichtlich sehr gut mit der A’-Stelle wechselwirken. Die Di-
stanz zwischen der hydrophoben Tasche am Ribosom und
der a-Aminogruppe des Acceptorsubstrats wurde vor kur-
zem mit einigen Modellderivaten der aa-tRNA unter-
sucht!"* 39, Auflerdem ist auch 2/(3')-O-L-Phenylglycyl-
adenosin 14 als Acceptor aktiv, etwas schwicher als das
strukturverwandte A-Phe!'”],

5.3.4. Stereospezifitir

Mit einer Serie von Experimenten unter Anwendung
von Fragmenten sowie intakten tRNAs wurde gezeigt, daB
die Peptidyltransferase sowohl an der A’- als auch an der
P’-Stelle stereoselektiv arbeitet. Nur die L-a-Aminoacylde-
rivate kdnnen an der Peptidyltransferase-Reaktion als Sub-
strate teilnehmen'’#"- 132 [nteressanterweise wirken aber
z.B. C-A(D-Phe) oder C-A(Ac-D-Met), die keine Substrate
der Peptidyltransferase-Reaktion sind, als spezifische Inhi-
bitoren der entsprechenden ribosomalen Bindungsstel-
len®' 33, Das heiBt, daB die Stereospezifitit dhnlich wie
bei proteolytischen Enzymen nicht durch die bevorzugte
Bindung eines Diastereomers an das aktive Zentrum ge-
wihrleistet ist, sondern durch die riumliche Beziehung der
funktionellen Gruppen des Substrats (Carbonylgruppe,
Aminogruppe, Seitenkette) und des Enzyms!'?%,

HO-CHz 0. Ade

-

tRNA-C-Cp0-CHz g Ade

0 OH H
E'O +2*Isomer ¢=0
|
&Hz CH; +2somer
HAN- i” AcNH-CH D, L-Derivat
15

16

Abb. 17. Analoga von 2/(3")-O-L-Phenylalanyladenosin und AcPhe-tRNAPe,
Verbindung 15 enthilt L-B-Phenylalanin, Verbindung 16 Ac(pL-B-Phenylala-
nin).

Weder D- noch L-2'(3')-O-(B-Phenylalanyl)adenosin 15
(Abb. 17) wirkt als Acceptor bei der Peptidyltransferase-
Reaktion!'*"), dagegen ist Ac(DL-B-Phe)-tRNA 16 (Abb. 17)
als Donor aktiv*’), Es wire interessant festzustellen, ob
auch die P’-Stelle in Analogie zu Chymotrypsin eine ,,um-
gekehrte Stereospezifitat' aufweist; N-Acetyl-D-B-Phenyl-
alanylester wird nimlich durch Chymotrypsin bevorzugt
gespalten!’*?),

5.3.5. Isomerspezifitat

Die Spezifitit der A’-Stelle der Peptidyltransferase in
bezug auf die 2',3'-Positionsisomerie der aa-tRNA wurde
eingehend untersucht. Fiir diese Studien wurden die nicht
isomerisierbaren aa-tRNA-Derivate 1-4 verwendet. Da
die Peptidyltransferase tRNA-Derivate mit modifizierten
Zuckerresten erkennen kann (siehe Abschnitt 5.3.6), lassen
sich auch Verbindungen, in welchen die 2’,3-Transacylie-
rung unmdoglich ist, als Modelle heranziehen.
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Die 3’-aa-tRNAs Lys-tRNAM=.C-C-2'dA (Typ 1) und
Phe-tRNAP.C-C-3'NH,A (Typ 3) sind Accepto-
renl®”.109.140.1411  phe tRNAPP.C-C-3'dA (Typ 2) und Phe-
tRNAP,., 5a dagegen nur sehr schwache Acceptoren'?.
Einen quantitativen Vergleich mehrerer nicht isomerisier-
barer 2'(3’)-0O-Aminoacylderivative von C-A (17-19; Abb.
18) fiihrten Bhuta et al.®" durch. Diese Autoren folgerten,
daB die 3’-Aminoacylderivate der optisch aktiven Amino-
sduren wesentlich bessere Acceptoren als die 2’-Derivate
sind. Die K ,-Werte fiir die Acceptorreaktion sind bei den
2’-Isomeren mehr als 100mal so groB wie bei den 3'-Isome-
ren (Tabelle 1).

HO-CH2 0 Oyt HO-CH2 0. Cyt HO—CHz 0. Cyt
q OH 9 OH fl) OH
HO—FI’-O HO—P=0 HO—%O
O‘CHZ:O: Ade b-cr; ;0; Ade O‘CHZ:O; Ade
Cl) OH (I) H H 0
0 o -0
HAN-CH HzN—$H HzN‘(I:H
R R
+2isomer
17 18 19

Abb. 18. 2'(3')-O-L-Aminoacylderivate 17 von C-A; 3’-O-L-Aminoacylderi-
vate 18 von C-2'dA; 2'-O-L-Aminoacylderivate 19 von C-3'dA (R=Amino-
s3ureseitenkette; siche Tabelle 1).

Tabelle 1. Abhangigkeit der K,,-Werte der Peptidyltransferase-Reaktion von
der Position des Aminoacylrestes (2/,3'-Isomerie), bestimmt mit dem fMet-
tRNA™<. A-U-G-70S-Ribosom-System. Die Aminoacylderivate von C-A
17, C-2'dA 18 und C-3'dA 19 dienten als Acceptoren [81].

Amino- Michaeliskonstante K, [M] Ki/Kn
acylrest 26H 17 2-Isomer 18 3"-Isomer 19

Phe Lix10-7 2 x10°° 1L1x10-7 182
Leu 1.0x10-° >10-3 9.5%x 10 > 100
Lys 3.4x10-7 >10-? 3.0x 107 > 1000
Ala 9.0x10-7 >10-3 1.0x10-° > 100
Gly 50x10-° 6.4x 107 40x10-° 1.6

Die isomeren Glycinderivate 20 und 21 (Abb. 19) ver-
halten sich allerdings vollig anders. In diesen Fillen wir-
ken sowohl 2'- als auch 3’-Isomere der Gly-Oligonucleo-
tide als Acceptoren und reagieren mit dem fMet-Rest der
in der P-Stelle gebundenen fMet-tRNA®Y, Dieser Befund
ist sehr iiberraschend; seine Allgemeingiiltigkeit sollte
durch Versuche auf tRNA-Ebene iiberpriift werden.

Die Resultate iiber die 2’,3’-Spezifitit der A'-Stelle kon-
nen mit einem Modell, in welchem die Orientierung der
Aminoacylreste am 3’-Ende der tRNA dargestellt ist (Abb.
11), erklirt werden(®"%2, Wenn wir annehmen, daB eine be-
stimmte Orientierung der a-Aminogruppe des Aminoacyl-
restes fir die Peptidyltransferase-Reaktion notwendig ist,
kénnen wir die Aminogruppe des 2’-gebundenen Amino-
acylrestes mit der Aminogruppe des 3’-gebundenen Ami-
noacylrestes nur dann zur Deckung bringen, wenn die Sei-
tenketten dieser Aminoacylreste in verschiedene Richtun-
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6-CH2 o Ade -CH, Ade
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|
(,;so =0
CH,~NH, CH,~NH,
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Abb. 19. Nicht isomerisicrbare Analoga 20 und 21 von C-A-Gly, die einen
modifizierten Adenosinrest enthalten.

gen zeigen. Dieser wesentliche Unterschied in der Struktur
der 2'- und der 3'-aa-tRNAs ist wahrscheinlich der Grund
fuir die Selektivitit der A’-Stelle beziiglich der Positionsiso-
mere. Da Glycinderivate keine Seitenkette haben, kénnen
beide Isomere als Substrate wirken.

In allen untersuchten Systemen konnten die 2’-Amino-
acylderivate an die A’-Stelle des Ribosoms gebunden wer-
den. Diese Bindung ist dhnlich wie bei D-Derivaten aller-
dings nicht produktiv, d.h. es entsteht keine Peptidbin-
dung.

Die Untersuchung der Isomerspezifitat der P’-Stelle hat
sich als viel schwieriger erwiesen. Erst vor kurzem konnte
gezeigt werden!'™, daB Ac,Lys-tRNA“.C-C-2'dA 22
(Abb. 20) als Donorsubstrat aktiv ist und mit einer an der

tRNA-C-Cp0-CH; i Ade

(|) H H 0
C=0 R @ 4 CH2$,NHCOCH; &m0
]
AcNH-CH AcNH-CH

R

|
tRNA-C-CpO~CHz 0. Ade R
22 k >' 23
P8
\
Ca M
ANH-CA S

R

Abb. 20. Nicht isomerisierbare Analoga von Ac,Lys-tRNAY* mit fehlender
Hydroxygruppe: Ac,Lys-tRNA'*.C-C-2'dA 22 und Ac,Lys-tRNAY.C-C-
3'dA 23. Unten ist die Aktivierung des Aminoacylesters der Peptidyl-tRNA
durch die Wasserstoffbrisicke zur benachbarten Hydroxygruppe dargestellt.
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TRNA"C‘CPO'CHZ 0 Ade

A’-Stelle gebundenen aa-tRNA reagiert; das 2’-Isomer 23
war unter den gleichen Bedingungen inaktiv. Demnach ist
die stereochemische Situation an der P'-Stelle #dhnlich wie
an der A’-Stelle. Es ist allerdings noch nicht bekannt, ob
(analog zur A’-Stelle) sowohl 2’- als auch 3’-AcGly-Ester
als Donoren aktiv sind. Diese Ergebnisse zeigen, daB eine
Aktivierung der reagierenden Carbonylgruppe der Pepti-
dyl-tRNA durch die Bildung einer Wasserstoffbriicke zur
benachbarten 2’-OH-Gruppe, welche beim Derivat 22
fehlt, bei der Peptid-Transferreaktion nicht erforderlich
ist.

5.3.6. Der Zuckerrest

Die A’-Stelle kann Substrate mit modifizierten Zuckerre-
sten, z.B. 2’-Desoxyribose, 2-0-Methylribose, zwischen
C2’ und C3' gespaltene Ribose und 3’-Amino-3’-desoxyri-
bose erkennen!®’-'%3142-145] Dje 2'-Aminoacylderivate sind
im allgemeinen Inhibitoren der A'-Stelle. Aus dieser Sicht
unterscheidet sich die A’-Stelle des Ribosoms stark von
EF-Tu, das gegeniiber Ribosemodifizierung viel empfindli-
cher zu sein scheint. Die Abwesenheit der 2’-OH-Gruppe
beeinflult die Acceptoraktivitit im Falle von schwachen
Substraten (z.B. Glycinderivaten) in viel héherem Aus-
maB, als das bei aktiveren Acceptoren (z. B. Phenylalanin-
derivaten) der Fall ist®®'). Interessanterweise wirkt 2'dA-
Phe nicht als Acceptorsubstrat, obwoh! das Dinucleotid C-
2’-dA-Phe ein hervorragender Acceptor ist und in seiner
Aktivitit dem Substrat C-A-Phe dhnelt (Tabelle 1). Diese
Anomalie kann nicht allein durch die Existenz einer Bin-
dungsstelle fiir die 2’-OH-Gruppe erkldrt werden. Es ist
auch moglich, daB eine Konforrnationséinderu_ng des Ribo-
seringes und daraus resultierende Anderungen der Orien-
tierung des Aminoséurerestes bei der Erkennung durch die
Peptidyltransferase eine wichtige Rolle spielen!”.

5.3.7. Die Nucleotidsequenz

Die Acceptoraktivitit der 2'(3')-O-Aminoacylderivate
von C-A ist wesentlich groBer als die der entsprechenden
Aminoacylderivate von Adenosin. Die K,-Werte unter-
scheiden sich um mehr als das 10Fache!"*\. Dieser Effekt
resultiert ausschlieBlich aus dem Anbau des Cp-Restes;
mit anderen Nucleotiden wird er nicht erreicht('?”-1%%, Die
Acceptoraktivitit steigt ebenfalls in der Reihe A-Phe <pA-
Phe <MepA-Phe, jedoch wesentlich weniger als beim An-
bau von Cp'*". Die Steigerung der Acceptoraktivitit
durch Anfiigen des zweiten Cp-Restes unter Bildung des
2'(3")-O-Aminoacylderivats von C-C-A ist nicht mehr so si-
gnifikant, insbesondere nicht mit hochaktiven Substraten.
So liegt die Acceptoraktivitit von C-A-Phe in der gleichen
GroBenordnung wie die von C-C-A-Phe, wihrend bei
schwach aktiven Substraten wie C-C-A-Gly die Accepto-
raktivitdt viel héher als die von C-A-Gly ist". Der zweite
Cp-Rest spielt bei der Bindung an die A’-Stelle des Ribo-

[*] Es bestehen Unterschiede in der Zuckerkonformation zwischen Ribo-
und Desoxyriboderivaten. Puromycin liegt in einer N-(3’-endo)-Konfor-
mation vor, 2’-Desoxynucleoside haben wahrscheinlich S-(2’-endo)-Kon-
formation. Nur in der N-Konformation lassen sich die Nucleobasen am
C-C-A-Ende stapein. Es kdonte sein, daB die Anwesenheit des Cp-Restes
in C-2-dA-Phe eine N-Konformation der 2'dA-Gruppe induziert [145-
148).
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soms ebenfalls eine Rolle"™. Eine direkte Wechselwirkung
der C-C-A-Sequenz der aa-tRNA mit der A’- und P’-Stelle
des Ribosoms wurde daraus abgeleitet!'2-'54, daB die C-
C-A-Sequenz der gebundenen aa-tRNA gegen chemische
oder enzymatische Reaktionen geschiitzt ist.

Die Nucleotide jenseits der C-C-A-Sequenz haben
wahrscheinlich bei der Bindung an die A’-Stelle keine
wichtige Aufgabe, wie durch Vergleich der Bindungsaktivi-
titen von C-C-A-Phe und C-A-C-C-A-Phe gezeigt werden
konnte!”* ", Detaillierte Untersuchungen der Acceptorak-
tivitdt von 2(3')-0O-Aminoacylnucieotiden mit modifizier-
ten Nucleobasen deuten auf relativ geringe Basenspezifitit
der ribosomalen A’-Stelle hin''**'* Zum Beispiel sind
Modifizierungen an Position 6 des terminalen Adenosins
mit extrem groBen Substituenten méglich!'*”), ohne die Ac-
ceptoraktivitit des Acceptorsubstrats zu beeinflussen, so-
lange die Elektronenkonfiguration des Purinringes im we-
sentlichen erhalten bleibt. Ein Austausch von A-Phe durch
G-Phe wird z. B. durch die ribosomale A’-Stelle nicht tole-
riert. Es ist bemerkenswert, dal auch Substanzen, die
keine Watson-Crick-Basenpaare bilden kdnnen, z. B. Puro-
mycin und andere 2'(3")-O-Phenylalanylnucleoside, als Ac-
ceptoren wirken. Eine Basenpaarung des terminalen Ade-
nosins mit der ribosomalen RNA ist demnach fiir die Ac-
ceptoraktivitdt nicht notwendig!'*% %8 15% Die Méglichkeit
der Hoogsteen-Basenpaarung an Position 7 des Purinrin-
ges kann ausgeschlossen werden, da 2'(3')-O-Phenylalanyl-
tubercidin (7-Desazaadenosin) als Acceptor aktiv ist!'*l,
Das terminale Adenosin der tRNA kann auch durch For-
mycin ersetzt werden; Phe-tRNAFP.C-C-F 24a (Abb. 21)

tRNA-C-Cp0-CH; g

0 OH
¢=0 +2-Isomer
R—HN-(|:H a,R=H

CHz b, R= COCH;

24

Abb. 21. Phe-tRNA""-C-C-F 24a und AcPhe-tRNA-C-C-F 24b, die einen
Formycinrest als 3'-terminales Nucleotid enthalten.

ist ein Acceptor!'®®, Aus diesen Untersuchungen folgt, daf3
die A’-Stelle der Peptidyltransferase wahrscheinlich nur
die riumliche Form des letzten Nucleosids der tRNA er-
kennt. 2'(3")-O-Phenylalanylethenocytidin 25 (Abb. 22) ist
als Acceptor aktiver als das Cytidinderivat 26, was sich
durch die Ahnlichkeit des Bicyclus mit Purin erkliren
1a6t"**. Es wird vermutet, da8 das terminale Adenosin in
der tRNA beweglich ist!'. Dieses Nucleosid konnte des-
halb sowohl in syn- als auch in anti-Konformation vom
Enzym erkannt werden. Nach Modellstudien mit den Nu-
cleosidanaloga 27 und 28 (Abb. 23) bevorzugt die Accep-
torstelle die anti-Konformation des terminalen Nucleosids
(wie in 27)U'¢1,
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NH>
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O)\ l HO—CHZ 0
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HO-CH;
(IJ oH
0 OH ¢=0
=0 +24somer HZN‘CIH + 2 -isomer
HzN—<::H CH;
CH3
5 26

Abb. 22. 2/(3")-O-L-Phenylalanylethenocytidin 25 und 2'(3')-O-L-Phenylala-
nylcytidin 26.

27

28

Abb. 23. 2'(3’)-O-L-Phenylalanylderivate der beiden Cycloformycine. In Ver-
bindung 27 ist eine anti-, in Verbindung 28 eine syn-Konformation fixiert.

Eine an Cytidin 75 modifizierte Phe-tRNAF™-C-C-A
(vgl. Abb. 13) ist ein viel schlechterer Acceptor als die ent-
sprechende unmodifizierte Phe-tRNAP"™. Die Fihigkeit
dieser tRNA, Basenpaarungen mit den Resten 73-75 ein-
zugehen, ist ebenfalls stark verringert!'“”., Daraus 148t sich
schlieBen, daB eine geordnet gestapelte Struktur der termi-
nalen C-C-A-Sequenz der tRNA fiir die Wechselwirkung
mit der A’-Stelle auBerordentlich wichtig ist"*?, In Ein-
klang mit dieser Annahme ist auch der Befund, daf} das 2'-
5’-Dinucleotid 29 (Abb. 24) mit seiner anomalen Stape-
lungsgeometrie nicht als Acceptor wirkt!'®*,

Ahnlich wie die aa-tRNA ist auch die terminale C-C-A-
Sequenz der Peptidyl-tRNA an spezifischen Wechselwir-
kungen mit der P’-Stelle der Peptidyltransferase beteiligt.
Die 2'(3')-O-(N-Acylaminoacyl)mononucleotide, z.B.
pA(fMet) 30a (Abb. 25), sind nur bei sehr hoher Konzen-
tration als Donorsubstrate aktivi'é’. Die entsprechenden
Di- oder Trinucleotide sind wesentlich bessere Donorsub-
stratel'2> 1311321 C.C.A-fMet ist viel aktiver als C-A-fMet,
wihrend dhnlich wie an der A’-Stelle der Anbau eines Cy-
tidinrestes an pA(fMet) nicht zu drastischen Anderungen
der Aktivitat fihrt!'>* %9, Zwischen Tri- und Pentanucleo-
tiden gibt es keine signifikanten Unterschiede der Donor-
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Abb. 24. Cytidylyl-(2-5')-puromycin 29.

0
HO-P-0-CH_ 0 X
b O
0 OH
CIE-o
0=CH-NH-CH
(CHa),
7
CH,
30

Abb. 25. 2(3)-O-(N-Formyl-L-methionyl)nucleosid-5’-phosphate  30a,
X = Ade, 30b, X =Hyp, 3¢, X =Cyt, 30d, X =Ura.

+ 2'-Isomer

aktivitdt!'* 3!, Fiir die Bindung an die P’-Stelle sind des-
halb wahrscheinlich nur die Nucleotide C-C-A des 3'-En-
des der Peptidyl-tRNA wichtig. AcPhe-tRNAF™.C-C-F
24b, die als 3'-terminales Nucleotid einen Formycinrest
enthilt, zeigt im Vergleich zu AcPhe-tRNAF".C-C-A eine
recht kleine Donoraktivitit'®, Dieser Effekt diirfte mit
der veridnderten Basenstapelung am 3’-Ende dieser modifi-
zierten tRNA zusammenhingen'*". Die Donoraktivitit
von pX(fMet) 30 nimmt in der Reihenfolge X =Ade>
Hyp > Gua ab; Derivate mit X =Cyt und Ura zeigen keine
Aktivitit!'sl. Ahnlich ist C-N(AcMet) (N = Nebularin) 31
(Abb. 26) als Donorsubstrat inaktiv; C-(8-Br)A(AcMet) 32
ist dagegen als Donor anndhernd so aktiv wie unmodifi-
ziertes C-A(AcMet)!'*?, Diese Befunde weisen darauf hin,
daB die P’-Stelle die 3'-terminalen Reste der Peptidyl-
tRNA spezifischer erkennt als die A’-Stelle die entspre-
chenden Nucleotidreste der aa-tRNA. Fiir Uberlegungen
iiber die Art der Wechselwirkungen an der P’-Stelle ist
wichtig, dall C-N(AcMet) 31 keine Watson-Crick-Basen-
paare mit dem 3’-Nucleotid bilden kann. In C-(8-Br)A(Ac-
Met) 32 liegt das 3’-terminale Nucleotid wahrscheinlich in
syn-Konformation vor; 32 ist trotzdem als Donor aktiv.
Dieser Befund stimmt mit Ergebnissen anderer Autoren
iiberein''®®, die eine schwache Donoraktivitit von p(8-
Br)A(fMet) feststellen konnten. Verbindung 33 mit fixier-
ter anti-Konformation ist als Donor nicht aktiv. Obwohl
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die Experimente mit dieser Verbindung sehr vorsichtig in-
terpretiert werden miissen, da auch die ,,guten‘ Peptidyl-
Nucleoside allgemein nur eine sehr niedrige Donoraktivi-
tidt aufweisen, ist es moglich, dafl die Donorstelle die syn-
Konformation des 3’-terminalen Nucleosids der Peptidyl-
tRNA vorzieht. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wire
es allerdings notwendig, ein Donorsubstrat-Analogon mit
fixierter syn-Konformation zu synthetisieren und zu testen.
Zur Zeit kann man jedoch nicht ausschlie3en, daB bei der
Translokation der Peptidyl-tRNA von der A- auf die P-
Stelle eine Rotation der 3'-terminalen Nucleobase von
anti- in syn-Konformation stattfindet.

HO-CH; g._ Cyt HO—CH g, Cyt
'j_,' H OH
HO-P- HO-P=0
0 ' 0 /N N NH,
0CH; |
0

A\
o8
Z/Z

OH

2-0 +2*lsomer
AcNH- ' H g H
H, AcNH—¢H + 2-Isomer
: o
H3 CH2
31 S 32

¢H,

NH;
/5< l D
HC o —

CIJ OH
(l:=0
O-CH-NH-(IIH
(|:H2 +2lsomer
¥
?
CH3
33

Abb. 26. Cytidylyl(3-5')2'(3)-O-(N-acetyl-L-methionyl)purinribosid, C-
N(AcMet) 31; Cytidylyl(3'-5")2'(3))-O-(N-acetyl-L-methionyl)-8-bromadeno-
sin, C-(8-Br)A(AcMet) 32; (3')-O-(N-Formyl-L-methionyl)-5’, S-anhydro-8-
mercaptoadenosin 33.

Modifizierte AcPhe-tRNAF in welcher Cytidin-75 in
Position 2 alkyliert wurde, ist ein ausgezeichneter Donor.
Anders als beim Acceptorsubstrat hat diese Modifizierung
des Donorsubstrats (Abb. 13) keinen EinfluB auf die Ge-
schwindigkeit und die Ausbeute der Peptidyltransferase-
Reaktion!""”.. Der Austausch von Cytidin-74 durch Uridin
in fMet-tRNA™** fiihrt zur vollstindigen Desaktivierung
dieses Substrats (fMet-tRNA™<.U-C-A) in der Puromy-
cin-Reaktion®™!. Eine Verlingerung der C-C-A-Sequenz
um einen zusitzlichen Cp-Rest, z. B. AcPhe-tRNAF"-C-C-
C-A. verminderte die Donoraktivitit dieser modifizierten
tRNA etwa um das 20fache!'?,
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Aus dem Vergleich der Substrateigenschaften der A’-
und der P'-Stelle des Peptidyltransferase-Zentrums ergibt
sich, daf} diese Stellen unterschiedliche Spezifitit beziig-
lich des Nucleosidrestes Adenosin-76 der tRNA haben.
Auflerdem weisen sowohl die A'- als auch die P’-Stelle des
Peptidyltransferase-Zentrums eine Bindungsstelle fiir die
C-C-Sequenz auf. Trotz dieser strukturellen Ahnlichkeit
sind beide Bindungsstellen nicht dquivalent. Die Reste C-
74 und C-75 der tRNA unterscheiden in threm Bindungs-
verhalten zwischen der A’- und der P’-Stelle des Ribosoms.
Dariiber hinaus werden diese beiden Cytidinreste auch in-
nerhalb einer Bindungsstelle (A’ oder P’) nicht dquivalent
gebunden[77, 107,149, ]67]'

Die Modellvorstellung von der Bindung des 3'-Endes
der tRNA ist sehr vereinfacht in Abbildung 27 darge-
stellt.

tRNA-HO-CHy .0 Cyt

HO._ 0 gn

(=

tRNAO-CH2 0. Cyt

Cyt

Abb. 27. a) Schematische Darstellung der ribosomalen A’-Stelle mit angedeu-
teten Wechselwirkungen mit dem 3’-Ende der aa-tRNA. Die A’-Stelle bindet
mehrere Teilbereiche des Substrats. Die Bindungsstelle 111 hat nur Raum fiir
a-WasserstofT, aber nicht fir einen gr6Beren Substituenten. Wahrscheinlich
sind nicht alle Bindungsstellen an einem einzigen Molekiil einer ribosomalen
Komponenle lokalisiert, sondern befinden sich an cinem oder mehreren ri-
bosomalen Proteinen und einer Teilsequenz der 23S-RNA. - b) Schematische
Darstetlung der ribosomalen P'-Stelle mit angedeuteten Wechselwirkungen
mit dem 3-Ende der Peptidyl-tRNA. Fiir die wachsende Peptidkette ist
Raum ausgespart worden. Ahnlich wie bei der A’-Stelle befinden sich wahr-
scheinlich nicht alle Bindungsstellen an einem einzigen Molekil einer ribo-
somalen Komponente.

5.3.8. Kooperative Effekte an den Bindungsstellen der
Peptidyltransferase

Ribosomen und insbesondere das Peptidyltransferase-
Zentrum haben eine dynamische Struktur. Die Makromo-
lekiile, welche die Bindungsstellen des Ribosoms bilden,
sind konformativ flexibel, so daB kooperative Effekte auf-
treten kdnnen. Die Kommunikation zwischen den Bin-
dungsstellen kann entweder iiber die Komponenten des
Ribosoms oder iiber die Substrate selbst, d. h. die tRNAs,
stattfinden.
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Peptidyl-tRNA, die an die P-Stelle des Ribosoms gebun-
den ist, stimuliert die enzymatische Bindung der aa-tRNA
an die A-Stelle®®. Das 3"-Isomer der Peptidyl-tRNA (das
richtige Substrat der Peptidyltransferase-Reaktion) wirkt
stimulierend, dagegen ist das 2’-Isomer in diesem Test
inaktivi®’l, Dies zeigt, daB die korrekte Besetzung der P
Stelle des Ribosoms an diesem Phinomen spezifisch betei-
ligt ist. Auch die Acceptoraktivitit der aminoacylierten
Fragmente ist von der Struktur der Donormolekiile stark
abhingig"-®"1. Ahnlich beeinfluBt die Besetzung der Do-
norstelle mit AcPhe-tRNAF" die Affinitat der Acceptor-
stelle filr Substrate!”, Die Stimulierung der Bindung von
C-A-C-C-A-Phe an die Acceptorstelle durch die desacy-
lierte tRNA (an der P-Stelle gebunden) wurde ebenfalls
beobachtet!’*18-16%, Sogar die Bindung eines Acceptors an
die A’-Stelle der 50S-Untereinheit des Ribosoms wird
durch tRNA oder C-C-A, die offensichtlich mit der P’-
Stelle wechselwirken, stimuliert''’®. Diese Befunde deuten
auf ein sehr interessantes Zusammenspiel zwischen der P’
und der A'-Stelle des Ribosoms hin; demnach #&ndert sich
die Struktur der A’-Stelle in Abhingigkeit von der Beset-
zung der P'-Stelle.

Kooperative Effekte kénnen auch an der P’-Stelle beob-
achtet werden. So entdeckte Cernd"”” einen stimulierenden
Effekt von pC auf die Donoraktivitidt von pA(fMet) unter
den Bedingungen der Fragmentreaktion. Der stimulie-
rende Effekt ist fiir Nucleotide spezifisch, welche ein G- C-
Basenpaar bilden kénnen. Andere Nucleotide, z.B. pA,
wirken inhibierend"”'. Diese Beobachtungen hiingen
zweifellos mit der Bindung des pC-Restes an die Bin-
dungsstelle des vorletzten Nucleotidrestes der Peptidyl-
tRNA an der P'-Stelle zusammen. Interessant ist auch der
Befund, daB pC die Donoraktivitit des Oligonucleotids
C-A(AcMet) hemmt!'*, Das heiBit: Die Bindungsstellen fiir
den zweiten und dritten Nucleotidrest des C-C-A-Termi-
nus der Peptidyl-tRNA sind nicht dquivalent. Offensicht-
lich miissen auch die Bindungsstellen fiir die Cp-Reste an
den A’- und P'-Stellen des Peptidyltransferase-Zentrums
sehr unterschiedlich sein. An der A'-Stelle zeigen namlich
weder pC noch andere Cytidinnucleotide einen stimulie-
renden Effekt auf die Acceptoraktivitit von Puromycin
oder C-A-Lys!"*’. Im letzten Fall wirkt pC sogar inhibie-
rend!'’%,

5.3.9. Struktur der Peptidyltransferase

Die Erkenntnisse {iber Substratspezifititen der A’- und
P’-Stellen sowie Strukturuntersuchungen an Ribosomen
ermdglichen es, neue Vorstellungen iiber das Peptidyl-
transferase-Zentrum zu entwickeln.

Die Peptidyltransferase ist ein Teil der gréoBeren riboso-
malen Untereinheit. Bis heute ist es nicht gelungen, eine
einzige ribosomale Komponente zu identifizieren, welche
die Bindung der Substrate oder die enzymatische Aktivitit
beim Peptidyltransfer bewirkt. Affinitdtsmarkierungsexpe-
rimente mit reaktiven Derivaten beladener tRNAs und an-
deren Liganden fiir die A'- und die P'-Stelle fihrten zur
Identifikation einiger ribosomaler Proteine sowie von Tei-
len der 23S-RNA, die sich in der Nachbarschaft des Pepti-
dyltransferase-Zentrums befinden. Dies bedeutet aller-
dings nicht, daB3 Teile dieser Makromolekiile notwendiger-
weise Bestandteile dieses Zentrums sein milssen!'”?),
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Es ist fast sicher, daf} das 3’-terminale Nucleosid der an
die A'-Stelle gebundenen aa-tRNA nicht basengepaart ist.
Bei der Peptidyl-tRNA kann die Situation jedoch anders
sein. Wahrscheinlich ist der N-Acylaminoacyl(Peptidyl)-
Rest der Peptidyl-tRNA an ein Protein gebunden. Der 3'-
terminale Adenosinrest bildet wiederum mit einem U-Rest
der ribosomalen RNA ein Basenpaar. Diese Annahme
geht von dem Befund aus, daB die P’-Stelle, im Gegensatz
zur A’-Stelle, eine deutliche Spezifitit fiir Adenosin am 3'-
Ende der Peptidyl-tRNA aufweist!!>!321%%], Die Fihigkeit
des Donors, der ein 3’-terminales Nucleosid in syn-Kon-
formation enthilt, funktionell mit der P’-Stelle zu wechsel-
wirken, ist allerdings ein Hinweis auf eine asymmetrische
Basenpaarung zwischen einem syn-Nucleosid der tRNA
und einem anti-Nucleosid der ribosomalen RNA!'7%,

Eines der bisher interessantesten Ergebnisse ist der ac-
ceptor- bzw. donoraktivititsstimulierende Effekt beim An-
bau von Cytidin-3’-phosphat bzw. Cytidin an 2'(3")-O-
Aminoacyladenosin bzw. 2'(3")-O-(N-Acylaminoacyl)ade-
nosin-5'-Phosphat (siehe Abschnitt 5.3.7). Diese Resultate
sind ein deutlicher Hinweis auf die Mgglichkeit einer Ba-
senpaarung zwischen der C-C-Sequenz der beladenen
tRNA und einer invarianten G-G-Sequenz, wahrscheinlich
an der 23S-RNA.

Anders als 16S-RNA bindet die 23S-RNA an die 3'-ter-
minalen Fragmente der tRNA, wie C-A-C-C-A-Leu oder
C-A-C-C-A(AcLeu)'’. Es wurden auch Experimente be-
schrieben, die auf eine direkte Beteiligung der 23S-RNA
an der Peptidyltransferase-Aktivitat des Ribosoms hinwei-
sen. So sind z.B. einige Nucleotidreste in der zentralen
Schleife V der 23S-RNA an der Resistenz gegen die Anti-
biotica Chloramphenicol und Erythromycin beteiligt!"7®l.
Diese Antibiotica wirken bekanntlich auf das Peptidyl-
transferase-Zentrum!'7*>-'""l. Die Schleife V der 23S-RNA
ist ein in der Evolution der rRNA konservierter Teil der
23S-RNA und deshalb wahrscheinlich ein Bestandteil des
Peptidyltransferase-Zentrums (Abb. 28). Zwei Uridinreste

G-cC
A
c A
cfacaco * TN
GUCU ¢
AU'c Gcucoy
CGG6 UUG
2608 N
¢ &
vt
6. "G ¢

G-C
C-G
G-C

Abb. 28. Sekundérstruktur eines Teils der E.-coli-23S-RNA, welche die zen-
trale Schieife der Domine V enthilt (nach {178, 181])). Die konservierten
Nucleotidreste sind eingerahmt; das Sternchen weist auf die Erythromycin-
resistenz-Stelle in B.-stearothermophilus-23S-RNA hin, die Dreiecke markie-
ren die Chloramphenicolresistenz-Stellen in der mitochondrialen RNA. Die
schraffierte Sequenz ist der vorgeschlagene Teil der A’-Stelle, welcher mit
der Pu-C-C"*-Sequenz der aa-tRNA ein Basenpaar bilden kann. Die Nucleo-
tide 2584 und 2585 wurden mit dem photoreaktiven Analogon 34 der Pepti-
dyl-tRNA umgesetzt (siche Abb. 29) [179].
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dieser Schleife (2584 und 2585) sind auch die Stellen, an
denen sich das photoreaktive Peptidyl-tRNA-Analogon 34
(Abb. 29) mit der 23S-RNA umsetzt!'"!. Nach Bestrahlung

tRNA-C-Cp0-CH2 o, Ade

1A A\

N '(I) OH
H .

0 /C\z 0
¢ CHy TO-NH-CH +2-Isomer
) . CH,
- 10A

34

Abb. 29. Photolabiles Analogon 34 der AcPhe-tRNA", Ein Teil dieser Ver-
bindung wird nach der Photolyse kovalent mit 23S-RNA verkniipft {179], und
zwar an der aromatischen Ketogruppe.

von 34 verbleibt ein 14 A langer reaktiver Arm mit der aro-
matischen Ketogruppe. Es wurde vorgeschlagen, dal das
C-C-A-Ende der Peptidyl-tRNA an einer Wechselwirkung
mit der konservierten U-G-G%%°-Sequenz in der Domiine 11
der 235-RNA (Abb. 30) beteiligt ist. Andere Quervernet-
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Abb. 30. Sekundirstruktur eines Teils der £.-coli-235-RNA (Domine 11) mit
der invarianten U-G-G-U-Sequenz. Diese Sequenz wurde als Teil der P'-
Stelle vorgeschlagen und sollte mit der Pu-C-C-A7*-Sequenz der Peptidyl-
tRNA wechselwirken. Die konservierten Nucleotidreste sind eingerahmt; der
schraffierte Bereich ist Teil der A’-Stelle [179].

zungsexperimente zeigen, dal die Domdidnen 11 und V
rdumlich benachbart sind!'*". Wenn das der Fall ist - wo
befindet sich dann die konservierte G-G-Sequenz fiir die
Bindung des 3’-Endes der aa-tRNA? Eine konventionelle
Betrachtung dieses Problems wiirde diese Bindungsstelle
an den Guanosinresten G-G>*® der Domine V vermuten
(Abb. 28)'7%-181] Djese Sequenz wire dann ein Teil der A
Stelle.

Die Bildung einer Peptidbindung zwischen den beiden
tRNAs, welche auf diese Weise an die 23S-RNA gebunden
sind, ist sterisch moglich. Die Resistenzstellen gegen die
genannten Antibiotica sind ebenfalls in Einklang mit die-
sem Vorschlag, da z.B. Chloramphenicol durch die Bin-
dung an das Ribosom die Funktion der A’-ribosomalen
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Stelle inhibiert!'®2. Uridin-2605 ist méglicherweise auch
die Angriffsstelle eines reaktiven Puromycin-Analogons,
wie ein Affinitdtsmarkierungsexperiment nahelegt!!’® '3,
Die Basenpaarung der beiden tRNA-Molekiile mit 23S-
RNA fiihrt zur Bildung von zwei coaxialen Helices. Eine
solche Struktur ist fiir die Stabilisierung der neugebildeten
RNA-RNA-Hybride vorteilhaft und bewirkt eine genaue
Ausrichtung der beiden tRNA-Molekiile!'® (Abb. 31).
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Abb. 31. Modelle der coaxialen Stapelung von jeweils einer tRNA und 23S-
RNA. a) Basenpaarung der Pu-C-C’*-Sequenz der aa-tRNA mit der komple-
mentiaren Sequenz der 23S-RNA in der zentralen Schleife der Domine V
(vgl. Abb. 28) an der A’-Stelle. b) Basenpaarung der Pu-C-C-A’*-Sequenz der
Peptidyl-tRNA mit der komplement4ren Sequenz der 23S-RNA in der Do-
mine 11 (vgl. Abb. 30) an der P’-Stelle.

Wenn wir die Basenpaarung der 23S-RNA auch mit dem
Rest 73 der tRNA (meistens Purine) erlauben entstehen
zwei aus Einzelnucleotiden aufgebaute, nicht basegepaarte
Schleifen. Ein solches Strukturmerkmal kann als bevor-
zugte Erkennungsstelle fiir Proteine!'®” dienen und die
Wechselwirkungen mit den ribosomalen Proteinen oder
mit Elongations- und Terminationsfaktoren regulieren.

5.3.10. Beteiligung des 3'-Endes der tRNA an der
Translokation

Leder"® hat vorgeschlagen, daB die Translokation ther-
modynamisch durch eine Produkt-Substrat-Beziehung der
Peptidyl-tRNA und der (desacylierten) tRNA wihrend des
Pritranslokations- bzw. Posttranslokations-Zustandes (vgl.
Abb. 7) bestimmt wird. Die treibende Kraft ist nach die-
sem Modell die Dissoziation der Produkte (Peptidyl-tRNA
und tRNA) und die Bindung des Substrats (Peptidyl-
tRNA). Wenn dieses Modell richtig ist, sollte die Struktur
des 3'-terminalen Adenosins sowohl in der Peptidyl-tRNA
als auch in der desacylierten tRNA bei der Auslosung der
Translokation entscheidend sein. In der Tat findet die
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Translokation nicht statt, wenn die modifizierte Peptidy!-
tRNA 22, der die 2’-OH-Gruppe fehlt, an die A-Stelle ge-
bunden ist. Die EF-G-abhéngige Dissoziation der desacy-
lierten tRNA aus der P-Stelle unterbleibt ebenfalls, wenn
tRNA-C-C-2’dA statt der nativen tRNA-C-C-A benutzt
wird!'®¢\. Diese Ergebnisse zeigen, daB die 3'-terminale Ri-
bose im Translokationsproze8 an der A’- und an der P"-
Stelle erkannt wird. Wahrscheinlich wird die Transloka-
tion durch direkte Wechselwirkung von EF-G mit der 2'-
OH-Gruppe der Peptidyl-tRNA und der cis-Diolfunktion
der desacylierten tRNA eingeleitet. Statt EF-G kdnnte an
diesem Erkennungsvorgang aber auch ein ribosomales
Protein beteiligt sein, das dann auch die Translokation be-
wirkt (siehe auch ['®7)),

Um die Bewegung der neugebildeten Peptidyl-tRNA
von der A-Stelle an die P-Stelle zu erméglichen, miissen
wihrend der Translokation die coaxialen Strukturen (Abb.
31) aufgeldst werden. Ein Faktor, welcher eine derartige
Bewegung begiinstigen konnte, ist die Acylierung der a-
Aminogruppe der neugebildeten Peptidyl-tRNA!'®l, Eine
acylierte a-Aminogruppe ist aber mit der Spezifitdt der A’-
Stelle nicht zu vereinbaren, da diese eine freie a-Amino-
gruppe benétigt. Die Acylierung konnte somit die Translo-
kationsbewegung ausldsen.

6. Katalyse der Peptidyltransferase-Reaktion

Die Reaktion der Peptidyl-tRNA mit der Aminoacyl-
tRNA ist thermodynamisch begiinstigt!'", Eine spontane
Reaktion zwischen diesen Verbindungen findet in Abwe-
senheit des Ribosoms trotzdem nicht statt. Mit anderen
Worten: Die tRNA-Struktur verhindert eine spontane
Ubertragung des Peptidylrestes von der Peptidyl-tRNA
auf die Aminoacyl-tRNA. Peptidyltransferase, die norma-
lerweise Peptidbindungen synthetisiert, kann mit niedrige-
rer Effizienz auch Ester-I'!5'8%1%0 Thjoester-!''®, Thio-
amid-""" und Phosphinsdureamidbindungen!’®? herstel-
len. Dagegen gibt es keinen Hinweis auf die Riickreaktion
bei der Peptidyltransferase. Die Spaltung einer Peptidbin-
dung kann sie nicht katalysieren. Wahrscheinlich ist die
Peptidyltransferase noch an zwei weiteren ribosomabhin-
gigen Reaktionen beteiligt: der Termination der Peptidket-
te!'! und der Alkoholyse der Peptidyl-tRNA!*. In bei-
den Fillen wirken ein Wasser- oder ein Ethanolmolekiil
als Acceptorsubstrate.

Was also ist die Funktion der Peptidyitransferase? Ist sie
eine enzymatische Aktivitit einer bestimmten ribosomalen
Komponente oder wirkt sie lediglich als eine Art Matrix,
welche die reaktiven Stellen beider tRNAs einander niher-
bringt, damit sie spontan die Peptidbindung bilden koén-
nen? Diese beiden Moglichkeiten werden im Folgenden
diskutiert.

6.1. Peptidyltransferase als Matrix

Nach dieser Hypothese ist die Peptidyltransferase-Reak-
tion eine Aminolyse des aktivierten Esters der Peptidyl-
tRNA durch die a-Aminogruppe der Aminoacyl-tRNA
ohne katalytische Beteiligung des Ribosoms. Die Reaktion
verlauft Gber eine tetraedrische Zwischenstufe 35 (Abb.
32). Die Bildung dieser Zwischenstufe ist thermodyna-

393



0° OH
R-C0-0-RHN-R*— | REC-0-RE==R"-C~0-R?
HN-R? NH-R?
@
35
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Abb. 32. Bildung der Peptidbindung wihrend der Peptidyltransferase-Reak-
tion (iber eine tetraedrische Zwischenstufe.

misch giinstig, da zwischen der aktivierten Esterbindung
der Peptidyl-tRNA und der Amidbindung des Produktes
ein ausreichendes Energiegefille vorhanden ist. Nierhaus
et al.'" haben iiberzeugend dargelegt, daB die neue Pep-
tidbindung mit der erforderlichen Geschwindigkeit synthe-
tiert werden kann, wenn beide Substrate benachbart sind.
Die notwendige rdumliche Orientierung ist durch die Exi-
stenz zweier genau definierter Substrat-Bindungsstellen
garantiert. Nach dieser Vorstellung nehmen die funktionel-
len Gruppen der ribosomalen Komponenten an der Pepti-
dyltransferase-Reaktion nicht teil.

Ein Beispiel fiir eine schnelle ,,nicht-katalysierte* Trans-
acylierung ist die Aminoacylierung der ,,Amino“-tRNA 36
(Abb. 33). Hier wird die tRNA an der acceptierenden 2'-
Hydroxygruppe enzymatisch beladen. Eine schnelle und
wahrscheinlich spontane Isomerisierung von 37 fiihrt
dann zur Bildung der stabilen Acylaminobindung in 3.
Diese Reaktion kann als Modell fiir die Bildung ¢iner Pep-
tidbindung wihrend der Proteinbiosynthese betrachtet
werden, da auch hier aus einem Ester, bedingt durch die
Nachbarschaft der reaktiven Aminogruppe, ein Amid (das
heiBt eine Peptidbindung) entsteht!*,

CHz 0. Ade A tRNA-C-Cp0-CHz g Ade
HN iH

tRNA-C-Cp0-

HAN
36 g-o
IRNA-C-Cp0-CH2 5 Ade -H-NH;
B R
—
37
NH OH
0
HAN-CH
R
3

Abb. 33. Bildung der Aminoacylamidobindung an der tRNA-C-C-3'NH,A
36 dber einen intermediiren Ester 37. A: 2’-spezifische enzymatische Ami-
noayclierung; B: Transacylierung zu 3.

6.2. Peptidyltransferase als Enzym

Obwoh! die notwendige Geschwindigkeit zur Bildung
der Peptidbindung durch korrekte sterische Anordnung
der beiden tRNA-Substrate und ohne zusitzliche Katalyse
erreicht werden kann, weisen mehrere Beobachtungen dar-
auf hin, dafl das Ribosom als Enzym an der Bildung der
Peptidbindung beteiligt ist. Es fragt sich nun, ob die Pepti-
dyltransferase einen dhnlichen Mechanismus zur Synthese
neuer Peptide wie die proteolytischen Enzyme benutzt,
welche ebenfalls Peptidbindungen kniipfen kdénnen. So
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wirken wahrscheinlich alle Serinproteasen iiber ein Serin-
Histidin-Asparaginsiure-Ladungsverbundsystem und die
Bildung einer kovalenten Acyl-Enzym-Zwischenstufe. Die
Entstehung kovalenter Substrat-Enzym-Zwischenstufen ist
bei der Peptidyltransferase aber nicht wahrschein-
ll ch[]‘)S. 196]'

Fiir die Peptidyltransferase wurde ein Mechanismus
vorgeschlagen, der iiber das Histidin-Carboxysystem ab-
l4uft. Dieses Modell kann die Beobachtung erkliren, daB3
ein Histidinrest eines ribosomalen Proteins zur Substrat-
bindung an der A’-Stelle beitrégt!'>’-'*®). Grundsitzlich
muB aber an der katalytischen Funktion der ribosomalen
Peptidyltransferase kein Ladungsverbundsystem wie bei
Proteasen beteiligt sein. Die Katalyse der Peptidsynthese
kénnte nimlich durch ganz andere Evolutionsmechanis-
men als die der Serinproteasen entstanden sein.

Die Peptidyliransferase-Reaktion kann nur dann statt-
finden, wenn die a-Aminogruppe der Aminoacyl-tRNA
durch eine protonenacceptierende Gruppe an geeigneter
Stelle des Ribosoms deprotoniert wird; somit kénnte man
den Peptidyltransfer als ,katalysierte’* Reaktion betrach-
ten?°. Einen derartigen konzertierten Mechanismus der
katalysierten Peptidsynthese, der die Ubertragung des Pep-
tidylrestes von der Peptidyl-tRNA auf eine deprotonierte
Aminogruppe der Aminoacyl-tRNA vorsieht, hatte bereits
Cheney'*®" vorgeschlagen. Ein Proton wird dabei unter Be-
teiligung von Mg?® iibertragen. In diesem Modell ist eine
ribosomale Funktion notwendig, die als Protoneniibertri-
ger wirkt (Abb. 34) und die man als die eigentliche kataly-
tische Stelle betrachten kann. Dieser Mechanismus erklért
elegant die Stabilisierung der tetraedrischen Zwischenstu-
fe, was natlirlich mit dem Modell einer ,,unkatalysierten‘
Reaktion nicht mdglich ist. Weiterhin bietet dieses Modell
auch eine rationelle Erklirung fiir die kompetitive Bin-
dung von Antibiotica wie Lincomycin, Chloramphenicol
und Erythromycin, welche bekanntlich die Peptidyltrans-
ferase-Reaktion inhibieren. Nach dem Vorschlag von Che-
ney wiirden diese Antibiotica direkt mit dem katalytischen
Zentrum des Ribosoms wechselwirken. Die katalytische
Einwirkung der Peptidyltransferase bei der Bildung der
neuen Peptidbindung wiirde auch eine kinetische Regula-
tion dieser Reaktion ermoglichen. Solche Regulation ist
fir die Erhohung der Translationsgenauigkeit notwen-
digls.zoz)_

Falls wir an der traditionellen Ansicht festhalten, da3
die enzymatische Aktivitit die Funktion eines Proteins sein
muB, dann sollte die Peptidyltransferase-Aktivitit von ei-
nem einzigen Proteinmolekiil bewirkt werden. Es ist ndm-
lich nur schwer vorstellbar, daB ein aus zwei oder mehre-
ren Molekiilen zusammengesetztes aktives Zentrum durch
Evolution entstehen konnte. Sehr lange wurde das Protein
L16 als bester Kandidat fiir die Peptidyltransferase-Aktivi-
tit betrachtet?. Diese Ansicht ist allerdings nicht mehr
haltbar?®*2%%, Der neueste potentielle Kandidat fiir das
Peptidyltransferase-Protein ist das in vielen Organismen
mit dhnlicher Struktur vorkommende ribosomale Protein
L2147,

Da der Proteinbiosynthese-Apparat vor der Existenz der
Proteine entstehen muBte, bestand das pribiotische Ribo-
som hé6chstwahrscheinlich nur aus RNAP%-297L Diese
Uberlegung fiihrt zu der Frage, ob RNA allein die Bildung
der Peptidbindung katalysieren kann. Noch vor kurzer
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Abb. 34. Mechanismus der enzymatisch katalysierten Synthese einer Peptid-
bindung am Ribosom. An der Reaktion sind ein Metall-Ton M® und eine ri-
bosomale funktionelle Gruppe B—H beteiligt, die als Protonenacceptor oder
-donor fungiert. tRNA' ist dic Aminoacyl-, tRNA? dic Peptidyl-tRNA
(Zeichnung in Anlehnung an [201]).

Zeit hitte man diese Frage als Ketzerei betrachtet, da kata-
lytische Funktionen aus Tradition nur fiir Proteine reser-
viert waren und den Nucleinsiuren im Ribosom nur struk-
turelle Aufgaben zugeschrieben wurden. Dieses Konzept
hat sich in letzter Zeit drastisch verindert. Nach unserer
Kenntnis gibt es zwei eindeutige Beispiele fiir die katalyti-
sche Funktion von RNA, und zwar bei der Spaltung und
der Synthese von Phosphodiesterbindungen zwischen Nu-
cleinsiuren; Proteine sind an diesen Reaktionen nicht be-
teiligt?°%2%), Garrett und Wooley®® haben vor kurzem
spekuliert, daB die Synthese der Peptidbindung am Ribo-
som moglicherweise durch die richtig plazierte 5'-Phos-
phatgruppe der Peptidyl-tRNA in einem Mechanismus,
der dem in Abbildung 34 sehr dhnlich ist, katalysiert wird.
Es wurde auch experimentell gezeigt, daB sich die riboso-
male Poly(Phe)-Synthese durch Abspaltung der S'-Phos-
phatgruppe der tRNA verlangsamen 14Bt"7. Kritisch be-
trachtet ist dieser Effekt aber nicht groB genug, um der
Phosphatgruppe eine katalytische Rolle bei der Peptidyl-
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transferase-Reaktion zuzuschreiben. Der Vorschlag von
Garrett und Wooley®™ ist auch mit der Donoraktivit4t der
Fragmente, z. B. C-C-A(fMet), nicht in Einklang zu brin-
gen. Falls die zentrale Schleife der Domidne V der 23S-
RNA ein Teil des Peptidyltransferase-Zentrums ist (siche
Abschnitt 5.3.9), wire es plausibler, daBl eine funktionelle
Gruppe dieser Schleife die Deprotonierung der a-Amino-
gruppe der aa-tRNA und dadurch die Katalyse der Pepti-
dyltransferase-Reaktion bewirkt. Direkte experimentelle
Hinweise fiir diesen Vorschlag gibt es bisher jedoch
nicht.

Nach neuesten Untersuchungen ist ein Komplex zwi-
schen 16S- und 23S-RNA als primitives Ribosom wirksam
und hat eine viel niedrigere, aber immerhin signifikante
Aktivitdt bei der Poly(Phe)-Synthese!*'”. Burma et al. ha-
ben auch zeigen konnen, daB fiir die EF-Tu-abhingige
Bindung der Phe-tRNA an den 16S- und 23S-RNA-Kom-
plex die Gegenwart von 5S-RNA notwendig ist'*'?. Die 5S-
RNA bindet an den 16S-23S-RNA-Komplex aber nur in
Gegenwart von 5S-RNA-bindenden Proteinen (L5, L18,
L15/25). Entsprechend miissen diese Proteine in das Expe-
riment eingebracht werden. Kontrollexperimente zeigen
allerdings eindeutig, daB diese Proteine an der Peptidyl-
transferase-Aktivitit nicht beteiligt sind. Die enzymatische
Aktivitit, die zur Bildung der Peptidbindung fiihrt, muB
deshalb mit der 23S-RNA zusammenhéngen. Hochstwahr-
scheinlich ist es die zentrale Schleife der Domine V, wel-
che an diesem Prozef} beteiligt ist. Viele Nucleotide in die-
ser einzelstringigen Region der 23S-RNA wurden némlich
wihrend der Evolution der Spezies nicht mehr ausge-
tauscht!'’3181; {iberdies fithren einige Mutationen dieser
Nucleotidreste zur Resistenz gegen Chloramphenicol und
Erythromycin. Die Bindungsstelle des 3’-Endes der Pepti-
dyl-tRNA in der Domiine II der 23S-RNA!'"! ist wahr-
scheinlich die P'-Stelle. Die Bindungsstelle des 3'-Endes
der aa-tRNA an die Peptidyltransferase-Schleife der 23S-
RNA (Doméine V), welche auch die katalytische Aktivitit
enthilt, ist wahrscheinlich die A’-Stelle. Eine solche Konfi-
guration wiirde auch die Entkopplung der katalytischen
Aktivitit von der Bindung der Substrate gewd#hrleisten.
Diese Entkopplung ist fiir die Regulation der Peptidsyn-
these, die Korrekturmechanismen und den fehlerlosen Ab-
lauf des Prozesses notwendig. Der Befund von Burma et
al.2'% hat deshalb weitreichende funktionelle Konsequen-
zen. So wurde auch zum ersten Mal gezeigt, daB die ribo-
somale RNA ihre primitiven Funktionen bei der Synthese
von Proteinen beibehalten hat, daB dieser ProzeB aber
wihrend der Evolution durch die Proteine selbst stark ver-
feinert wurde.

7. Schlufifolgerungen und Ausblick

Die auf verschiedenen Wegen erhaltenen Daten ermég-
lichen es, die Wechselwirkung der 3'-terminalen C-C-A-Se-
quenz der tRNA mit Elongationsfaktoren und mit der ri-
bosomalen A’- und P’-Stelle recht detailliert auf molekula-
rer Ebene zu betrachten. Die wichtigsten Beobachtungen
der letzten Zeit betreffen die Schliisselrolle der 23S-RNA
bei der Peptidyltransferase-Reaktion.

Die Wechselwirkung des 3’-Endes der aa-tRNA mit der
entsprechenden Bindungsstelle von EF-Tu: GTP ist fiir die
Bildung des terniren Komplexes und fiir die EF-Tu-kata-
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lysierte GTP-Hydrolyse besonders wichtig. Sehr wahr-
scheinlich sind die Nucleobasen der C-C-A-Sequenz am
Kontakt mit EF-Tu nicht direkt beteiligt. Wihrend der en-
zymatischen Bindung der aa-tRNA an das Ribosom sind
diese Nucleobasen frei und konnen mit der ribosomalen
A’-Stelle wechselwirken. Es ist unklar, ob EF-Tu tatsich-
lich in bezug auf die 2',3’-Isomerie der aa-tRNA unspezi-
fisch ist. Unsere heutigen Erkenntnisse zu diesem Problem
stiitzen sich auf Modellstudien und kdnnen durch Unvoll-
kommenheit dieser Modelle beeinflut werden. Dagegen
steht fest, daBl die terminale C-C-A-Sequenz der aa-tRNA
an der EF-Tu-abhidngigen GTP-Hydrolyse beteiligt ist.
Diese Erkenntnis ermdglicht allerdings keine Antwort auf
die zentrale Frage: Welche Konformationsiinderungen fin-
den am EF-Tu-Molekiil statt, die zur Hydrolyse von GTP
durch das Protein fithren? Auch die Frage, wie die Bin-
dung anderer Teile der tRNA an EF-Tu oder an das Ribo-
som die Wechselwirkung der C-C-A-Sequenz der aa-tRNA
mit dem Enzym beeinflufit, bleibt noch offen. Weiterhin
bleibt zu kliren, ob dieses Phinomen die GTPase-Aktivitit
des Elongationsfaktors auslost.

Es ist nicht bekannt, ob intermedidre Wechselwirkungen
zwischen dem 3’-Ende der aa-tRNA und der ribosomalen
A’-Stelle nach der GTP-Hydrolyse und der Dissoziation
von EF-Tu vom Ribosom stattfinden. Solche Zwischenstu-
fen konnten beim AkkomodationsprozeB der tRNA an der
ribosomalen A’-Stelle fir die Korrekturmechanismen
wichtig sein. Anstatt der aa-tRNA konnte an einem derar-
tigen ProzeB auch eine Bewegung der ribosomalen RNA
beteiligt sein. Ribosomale Proteine sind fiir die genaue
Bindung des Aminoacylrestes fiir beide Substrate (Amino-
acyl- oder Peptidyl-tRNA) sowie fiir die Bildung der Pep-
tidbindung notwendig. Wir nehmen an, da8 diese Proteine
Bindungsstellen haben, welche die korrekte, fiir die Reak-
tion notwendige Orientierung beider Substrate gewihrlei-
sten. An dieser Bindung miissen mindestens die Carbonyl-
gruppen sowie die Seitenketten des Aminoacylrestes betei-
ligt sein; Wechselwirkungen mit Resten des 3'-terminalen
Adenosins sind ebenfalls wahrscheinlich. Die a-Amino-
gruppe des Acceptors und die Estercarbonylgruppe des
Donors diirften an Wasserstoffbriicken zur katalytisch
wirksamen Gruppe der Peptidyltransferase beteiligt sein.

Man nimmt an, daB die Peptidyltransferase-Reaktion
durch eine funktionelle Gruppe in der zentralen Schleife
der Domine V der 23S-RNA katalysiert wird. Wir schla-
gen hier einen Mechanismus fiir die Peptidyltransferase-
Reaktion vor, nach welchem die A’- und die P'-Stelle der
Ribosomen durch G-G- sowie U-G-G-Sequenzen in der
23S-RNA gebildet werden. Diese Teile der 23S-RNA be-
finden sich in verschiedenen Dominen der Nucleotidkette
und liegen als Basenpaare mit den C-C- und C-C-A-Se-
quenzen der Aminoacyl- und Peptidyl-tRNA vor. Die Do-
minen der 23S-RNA, die Teile der A’- und P’-Stellen sind,
miissen fiir die Synthese der Peptidbindung in unmittel-
bare Nihe gebracht werden. Diese funktionsabhingige
Faltung der 23S-RNA kann eine Regulation der Protein-
biosynthese bewirken, welche fiir die mechanistische Er-
klarung der Korrekturmechanismen gefordert wird.

Die katalytische Funktion bei der Peptidyltransferase-
Reaktion schreiben wir der ribosomalen RNA zu. Die ri-
bosomalen Proteine sind an diesem Proze8 wahrscheinlich
nur durch eine Modulation der rRNA-Struktur beteiligt.
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Eine dhnliche Funktion kdnnen auch die allosterisch regu-
lierten Elongations- und Terminationsfaktoren haben, die
Anderungen der ribosomalen Konfiguration bewirken.

Wihrend der Translokation miissen, um eine Bewegung
der tRNA zu erreichen, die Wechselwirkungen von zwei
tRNAs mit entsprechenden ribosomalen Bindungsstellen
aufgehoben werden. Dieser Proze umfafit deshalb unter
anderem das Schmelzen von fiinf Basenpaaren zwischen
dem 3’-Ende der beiden tRNAs und der 23S-RNA. Es gibt
Hinweise, daB auch andere wichtige Strukturinderungen
des C-C-A-Terminus der tRNA wihrend der Transloka-
tion stattfinden, z. B. die Drehung der Nucleobase des 3'-
terminalen Adenosins um die glycosidische Bindung. Falls
die 3’-terminale Einheit der Peptidyl-tRNA an die P’-Stelle
in einer syn-Konformation gebunden ist, wiirde eine derar-
tige Struktur zu verinderter Basenpaarung sowie modifi-
zierter Stapelung des C-C-A-Endes fiihren. Dieses Modell
wiirde eine unterschiedliche Wirkungsweise der A’- und
der P’-Stelle erkldren.

Die Terminationsstufe der Proteinbiosynthese ist wahr-
scheinlich ebenfalls mit Strukturdnderungen im Peptidyl-
transferase-Zentrum verbunden; nur so kann ein Wasser-
molekiil Zugang zur normalerweise wasserfreien A’-Stelle
finden. Diese Anderung konnte wiederum durch entspre-
chende Strukturvariation der 23S-RNA unter Beteiligung
der entsprechenden Proteine erreicht werden.

Somit beruht die praktisch fehlerfreie Funktion des Pro-
teinbiosynthese-Apparats auf der dynamischen Struktur
der ribosomalen RNA und den spezifischen Wechselwir-
kungen der 3’-terminalen C-C-A-Sequenzen der Amino-
acyl- und der Peptidyl-tRNA mit den entsprechenden Stel-
len des Ribosoms.

Die hier erwihnten Resultate aus unseren Arbeitsgruppen
wurden zum Teil durch die stimulierende Zusammenarbeit
mit Drs. A. Bhuta, P. Bhuta, T. Ott, K. Quiggle und D.
Ringer (Detroit) sowie K.-H. Derwenskus, H. Faulhammer,
W. Fischer und T. Wagner (Géttingen und Bayreuth) er-
reicht. Zu Dank verpflichtet sind wir auch Drs. D. P. Burma,
E. Cundliffe und E. Kiichler fiir die Mitteilung nicht publi-
zierter Ergebnisse. Die Untersuchungen in unseren Labora-
torien wurden durch folgende Institutionen grofiziigig unter-
stiitzt: National Institutes of Health (Grants GM-1911, GM-
21151), National Science Foundation (Grant 82-97539) (an
S. C.), United Foundation of Greater Detroit (Institutional
Grant an die Michigan Cancer Foundation), Deutsche For-
schungsgemeinschaft (Sp 243/1-1) und Fonds der Chemi-
schen Industrie (an M. S.). Ohne ein Aufenthaltsstipendium
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (fiir S. C.) hdtte die-
ser Aufsatz nicht entstehen kénnen. Wir danken Drs. J. P.
Horwitz, J. Zemlicka (Detroit) sowie Michael Sprinzl und G.
Sczakiel (Heidelberg) fiir kritische Anmerkungen zu diesem
Manuskript und fiir anregende Diskussionen. Frau B. Wag-
ner (Bayreuth) danken wir fiir die Anfertigung der Abbildun-
gen.
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