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Die biologische Evolution wird nur durch stindige Verinderungen in den Genomen der
Zellen ermoglicht. Da trotzdem bei diesem Prozef stabile Organismen entstehen, muf} eine
niedrige Fehlerhdufigkeit oder anders ausgedriickt eine hohe Genauigkeit bei der Weiter-
gabe der genetischen Information und ihrer Umsetzung in Proteinsequenzen gewahrleistet
sein. Die Fehlerhiufigkeit dieses gesamten Vorgangs kann man messen und rechnerisch
abschitzen: Sie ergibt sich aus den Fehlerhiufigkeiten der enzymatisch katalysierten Ein-
zelschritte. In vielen Fillen, z. B, bei der Erkennung von Valin und Isoleucin wihrend der
Proteinbiosynthese, ist eine ausreichende Genauigkeit nicht allein aufgrund der unter-
schiedlichen Bindungsenergien des richtigen und des falschen Substrats zu erzielen (die
beiden Aminosduren unterscheiden sich nur durch eine CH,-Gruppe). Die erforderliche
niedrige Fehlerhdufigkeit wird durch einen zusiatzlichen Priif- und gegebenenfalls Korrek-
turschritt erreicht, den die beteiligten Enzyme (nach Bildung des Enzym-Substrat-Komple-
xes wihrend oder nach Ablauf des katalytischen Schrittes) ausfithren; dabei wird eine als
nicht richtig erkannte Zwischenstufe oder ein als nicht richtig erkanntes Produkt hydroly-
tisch gespalten. Die Energie zur Synthese des falschen Produkts, die durch Hydrolyse von
Adenosin- oder Guanosintriphosphat aufgebracht wird, geht als Preis fiir die niedrige Feh-
lerhdufigkeit verloren. In diesem Beitrag sollen - hauptsichlich an den Beispielen der
DNA-Replikation und der Aminoacylierung der Transfer-RNA - die Priif- und Korrektur-

mechanismen von einigen Enzymen vorgestellt werden.

1. Einleitung'"’

Die Spezifitit von Enzymen hat schon sehr friih das In-
teresse von Chemikern und Biologen geweckt. Emil
Fischers ,SchloB-Schliissel*-Prinzip der Enzym-Substrat-
Erkennung war das erste mechanische Modell dieser
Wechselwirkung!". Die rasche Entwicklung der Biochemie
fiihrte zu immer genaueren Vorstellungen iiber enzymati-
sche Reaktionen>™ z.B. zur ,induced-fit**-Theorie, die
eine Anpassung des aktiven Zentrums eines Enzyms an
sein Substrat beschreibt, oder zur ,strain“-Theorie, die
eine Aktivierung des Substrates durch das Enzym vorsieht.
Gleichzeitig konnten die Prinzipien der enzymatischen Ka-
talyse an niedermolekularen Modellen dargestellt wer-
den®®. Die Aufklirung der grundsitzlichen molekularen
Mechanismen der Vererbung und der Ausbildung von
Phinotypen in den fiinfziger Jahren stimulierte die Suche
nach Enzymsystemen, die an der DNA-Replikation und
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der Expression der genetischen Information beteiligt
sind8 (Abb. 1). Es zeigte sich bald, daf} diese Enzyme
eine wesentlich hohere Spezifitit aufweisen'™'” als die
meisten bekannten Enzyme so wichtiger Stoffwechselwege
wie der Photosynthese oder des Citrat- und Harnstoffcy-
clus.

1963 konnte Lofifield an Zellen aus Hiihner-Eileitern
zeigen!'', daB bei der Proteinbiosynthese Valin anstelle
von Isoleucin mit einer Fehlerhiufigkeit von =1:3000
eingebaut wird. In diesem Zahlenwert sind alle Fehler er-
faBt, die in den dazugehdrigen Schritten vorkommen kén-
nen - von der Transkription iiber die Veresterung der Ami-
nosduren mit den Transfer-RNAs bis zur Kniipfung der
Peptidbindungen am Ribosom.

Sehr viel kleiner ist dagegen die Fehlerhaufigkeit der
DNA-Replikation in prokaryotischen oder eukaryotischen
Zellen, wie man an der Hiufigkeit spontaner Mutationen
erkennen kann!'*'¥; hier findet man nur einen Fehler auf
= 10® bis 10'? eingebaute Nucleotide, was die extrem gute
Konservierung der genetischen Information verdeutlicht.
Diese Zahl gibt aber nicht allein die Fehlerhaufigkeit der
DNA-Polymerase wieder, sondern schliefit auch alle ande-
ren Verinderungen der DNA ein!'*'", die nicht vor der
Replikation durch spezifische Reparaturenzyme korrigiert
werden konnen!™. Dazu gehéren Verinderungen durch
UV-Strahlung (z.B. Dimerisierung benachbarter Thymi-
dine zu einem Cyclobutan-Derivat) sowie durch mutagen
wirkende Substanzen (z.B. Alkylierung, Desaminierung
von Nucleosiden).

Eine so niedrige Fehlerhiufigkeit wie bei der DNA-Re-
plikation muB bei der Expression der Information nicht er-
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Abb. 1. Schema der Replikation, Transkription und Translation; einige Schliisselenzyme und ihre Reaktionen mit energiereichen Sub-

straten sind angegeben.

reicht werden, weil hier nicht ein Nucleinsdure-Strang als
Vorlage fiir viele Ubersetzungsvorgiange konserviert wer-
den muB, sondern von einem DNA-Abschnitt viele
mRNAs und nach diesen Kopien wiederum viele Proteine
synthetisiert werden, die nach verhdltnisméBig geringer
Lebensdauer wieder abgebaut werden. Dariiber hinaus
kénnen Proteine mit fehlerhafter Sequenz eine etwas ver-
inderte Tertidrstruktur haben, die sie fiir den sofortigen
Abbau durch Proteasen zuginglich macht!'®,

Da die Expression der genetischen Information ein auf
Sparsamkeit und Effizienz optimiertes System aus Teil-
schritten ist, kann man erwarten, da} die Fehlerhdufigkei-
ten der Teilschritte jeweils kleiner sind als die Gesamtfeh-
lerhaufigkeit, die sich (in erster Ndherung) additiv aus den
Fehlern der Teilschritte ergibt. Wird dagegen in einem
Teilschritt die aufgrund der Substrat-Erkennung erreichte
Genauigkeit durch einen Priif- und Korrekturmechanis-
mus erhoht, ist die erreichte Fehlerhdufigkeit (in erster Ni-
herung) das Produkt aus der Eingangs-Unterscheidung
und einem Faktor, der der Quotient aus der Zahl der Feh-
ler nach und vor der Korrektur ist.

2. Bedeutung der Fehlerhiufigkeit bei der
Replikation und der Expression
der genetischen Information

Hohe Fehlerhidufigkeiten bei der Replikation und bei
der Umsetzung der DNA-Sequenz in funktionsfdhige Pro-
teine und Enzyme wiirden sich in zweierlei Hinsicht aus-
wirken: Einerseits wiirde der nicht letale hdufige Ersatz ei-
ner Nucleobase durch eine andere zum Auftreten vieler
Mutanten fithren; dies ermoglichte dem betreffenden Or-
ganismus unter giinstigen iuBeren Bedingungen eine
schnelle Anpassung an veridnderte Umweltbedingungen
und wire somit ein Selektionsvorteil. Andererseits hitte
dies aber den Nachteil, daB kein reproduzierbares Genom
gebildet werden kénnte, also bei der Replikation die Er-
haltung niitzlicher Eigenschaften nicht gewihrleistet wire.
Bei der Genexpression wiirde dies bedeuten, daB es zu ei-
ner Anhiufung heterogener, ungenau, langsam oder gar
nicht mehr funktionsfihiger Enzyme kidme. Die Konse-
quenzen wiéren Funktionsstorungen oder gar der Zusam-
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menbruch des Metabolismus von Zellen oder Zellsyste-
men.

Dabei sind die Fehlerhédufigkeiten von Replikation und
Expression insofern gekoppelt, als eine fehlerhafte Repli-
kation selbst bei fehlerfreier Expression zur direkten Pro-
duktion von fehlerhaften Proteinen fiihrt, wihrend eine -
gleichermaflen - fehlerhafte Proteinbiosynthese die Bil-
dung von DNA-Polymerasen und anderen mit DNA wech-
selwirkenden Proteinen von geringer Spezifitdt hervorruft.
Die Notwendigkeit, intakte Replikationseinheiten zu er-
halten, aber auch Mutationen zur Anpassung zu erlauben,
fithrte im Verlauf der Evolution zur Bildung eines Bereichs
optimaler Mutationshiufigkeiten. Man kennt langsam und
rasch mutierende Mutanten desselben Organismus'?®-2%,
wobei die Mutationshidufigkeit genetisch festgelegt sein
kann oder ein Regulationsmechanismus fiir eine erhdhte
Mutationshiufigkeit sorgen kann, wenn der Organismus
sich in einer schnell wechselnden Umgebung befindet™™,

In diese Vorstellungen fiigt sich der Grundgedanke einer
der ersten Theorien des Alterns ein, der Fehlerkatastro-
phen-Theorie von Orgel'®). Da alle Reaktionsschritte der
Proteinbiosynthese durch Enzyme katalysiert werden, soll
die Synthese fehlerhafter Enzymproteine zu immer stéirker
fehlerbehafteten Proteinbiosyntheseprozessen fithren, was
neben anderen Prozessen schlieBlich den Zelltod bewirkt.
Heute wird eine Fehlerkatastrophe nicht mehr als alleinige
Ursache des Alterns angesehen; die Abnahme von Enzym-
aktivitidten und -spezifititen diirfte jedoch bei Alterungs-
vorgédngen wichtig sein!?6-*",

DaB schon der Austausch einer Nucleobase im Genom
ein sehr wichtiges Ereignis sein kann, ist an der Sichelzel-
lenandmie®? eindrucksvoll zu sehen: Die homozygoten
Tréger dieser erblichen Krankheit haben aufgrund der ver-
dnderten Erythrocyten eine deutlich verminderte Lebens-
erwartung. Dies geht zuriick auf einen Aminosdureaus-
tausch in der sechsten Position der B-Kette des Himoglo-
bins, in welcher ein Valinrest statt eines Glutaminsidure-
rests eingebaut ist. Das Codon der Glutaminsiure im Gen
der B-Kette ist CTC; in der mRNA steht dann GAGP?;
das Codon GUG codiert, neben drei anderen Codons, fiir
Valin.

Jingste Arbeiten an Tumor-Zell-Linien lassen vermuten,
daB Punktmutationen auch Tumor-Erkrankungen hervor-
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rufen kénnen, oder zumindest, da eine Punktmutation
mafigeblich an ihrem Beginn beteiligt sein kann: Bei Zell-
linien des menschlichen Blasenkrebs macht eine nicht kor-
rigierte Punktmutation aus einem ruhenden Protooncogen
ein aktives Oncogen, und dies fiihrt im Expressionspro-
dukt zu einem Glycin/Valin-Austausch®4-37),

3. Fehlerhiiufigkeit bei der DNA-Replikation

Die Synthese eines Tochterstranges der DNA aus den
Desoxynucleotiden dATP, dCTP, dGTP und TTP wird
durch DNA-Polymerase unter Beteiligung vieler weiterer
Proteine katalysiert, wobei der Mutterstrang als Vorlage
dient (vgl. Abb. 1). DNA-Polymerase weist keine Spezifitiit
gegeniiber einzelnen Nucleotiden auf, sondern erkennt die
aus den Pyrimidin- und Purinnucleotiden gebildeten Ba-
senpaare im DNA-Doppelstrang®®. Das Enzym orientiert
sich an der Gesamtstruktur der Paare, also an der richtigen
Raumerfiillung und am Wasserstoffbriickenmuster. Hierin
liegt zugleich eine Schwiche des Systems, da andere Kom-
binationen komplementirer Basenpaare (wenn auch mit
viel geringerer Hiufigkeit) auftreten kénnen, die sich eben-
falls in die Doppelhelix-Struktur der DNA einfiigen.
Schon Watson und Crick hatten erkannt®®, daB Amino/
Imino- und Keto/Enol-Tautomerie der Nucleobasen die
Spezifitit der DNA-Polymerase herabsetzen kénnten. Die
Iminoform von Cytosin hat die gleiche Mdglichkeit zur
Wasserstoffbriickenbildung wie Thymin, und fiir die Enol-
form von Thymin gilt umgekehrt das gleiche. Da in den
somit moglichen Basenpaaren A : C(imino) und G : T(enol)
auch die interatomaren Abstéinde ebenso groB sind wie in
den normalen A :T- und G :C-Basenpaaren, kann die Po-
lymerase nicht zwischen ihnen unterscheiden (Abb. 2).

Thymin Adenin Cytosin Guanin
Or-—--H— N N—H----O N\7
¥ib N—<\ )—N Tib
rib  Qie===
R
Ni==——- HC  O—H---
{1—( N—H--— ! Nemmmmoee
rﬁ._<b an Q===
Cytosin, Iminoform Thymin, Enolform

Abb. 2. Formeln der Thymin - Adenin- und Cytosin- Guanin-Basenpaare und
der zur Fehlpaarung geeigneten Iminoform von Cytosin und Enolform von
Thymin. rib=Ribosyl.

Auf diese falschen Basenpaarungen ist es zuriickzufiih-
ren, daB beim Fehlen einer Kontrollfunktion Mutations-
hiufigkeiten in der GréBenordnung von einem Fehler auf
= 10* bis 10° eingebaute Nucleotide auftreten®®*'l. Diese
FehlerhAufigkeit ist um. GrdéBenordnungen hoher als die
insgesamt in E. coli gemessene Mutationshéufigkeit von
~1:10% bis 10'°?, Bei Eukaryonten wird vermutet, daB
die Replikation noch um den Faktor 100 genauer ablauft.
Die drastisch verlangsamte Replikationsgeschwindigkeit
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(=30 Nucleotide/s gegen = 1000 Nucleotide/s bei E. coli)
mag einen Hinweis darauf geben, daB die DNA-Polymera-
sen aus Eukaryonten mehr oder aufwendigere Priifschritte
vornehmen, bevor sie ein Nucleotid im neu synthetisierten
DNA-Strang als endgiiltig eingebaut zuriicklassen®**!.

3.1. Priif- und Korrekturmechanismen bei der
DNA-Replikation

Zur Aufrechterhaltung einer niedrigen Fehlerhiufigkeit
haben DNA-Polymerasen aus Prokaryonten neben ihrer
Polymerase-Aktivitit eine Exonuclease-Aktivitit. Sie dient
dazu, Nucleotide, die in einem Priifschritt als fehlerhaft
eingebaut erkannt wurden, aus dem neu synthetisierten
DNA-Strang herauszuschneiden. Erst nach dem Priif- und
gegebenenfalls nach einem Korrekturschritt wird das
nichste Nucleotid eingebaut!****. Der Zusammenhang
von Polymerase- und Exonuclease-Aktivitit ist zuerst bei
den DNA-Polymerasen von schnell und langsam mutie-
renden (,,mutator- und ,antimutator“-)T4-Bacteriopha-
gen gefunden worden”’). Die mutator-Polymerase hat im
Gegensatz zum Wildtyp-Enzym eine viel geringere Exo-
nuclease- als Polymerase-Aktivitit, d. h. eine herabgesetzte
Reparaturkapazitit. Bei der Polymerase aus antimutator-
Linien wurde das Umgekehrte beobachtet. In Einklang mit
diesem Befund konnte in E.-coli-mutator-Zell-Linien eine
Mutation im Gen der e-Untereinheit der Polymerase, die
anscheinend die Exonuclease-Aktivitit kontrolliert, nach-
gewiesen werden!®-49,

Durch das Priif- und Korrektursystem - das sowohl mit
Homopolynucleotiden in in-vitro-Systemen durch bioche-
mische Methoden™ als auch in in-vivo-Systemen an DNA
iber Methoden der molekularen Genetik®®*'l nachgewie-
sen werden kann - wird die Fehlerhiufigkeit auf ein fal-
sches Nucleotid pro = 10° bis 10° eingebaute Nucleotide
gesenkt®®'->. Diese Verminderung der Fehlerhiufigkeit
um den Faktor 100 bis 10000 gegeniiber den oben erwahn-
ten Werten von = 1:10% bis 10° ist aber noch nicht ausrei-
chend, um die tatsichlich beobachtete, noch geringere Mu-
tationshiufigkeit in E. coli zu erkliren. Die weitere Ver-
minderung der Fehlerhiufigkeit wird durch ein zweites
Korrektursystem, das post-replikative Korrekturlesen, er-
reicht.

Bis vor kurzem schien es, als ob Fehler nur vor dem Ein-
bau des nichsten Nucleotides korrigiert werden kénnten,
da die Korrekturenzyme hinterher nicht mehr feststellen
konnen, welches Nucleotid im falschen Basenpaar ur-
spriinglich das richtige war. Inzwischen hat sich gezeigt,
daB eine Methylierung der DNA, welche in allen bisher
untersuchten Zellen nachgewiesen worden ist®’), zur Un-
terscheidung zwischen Mutterstrang und neu synthetisier-
tem Tochterstrang dient. E.-coli-DNA wird erst nach der
Replikation an bestimmten Stellen, z.B. an N° eines Ade-
nins in der Sequenz —G—A—T—CP¥, methyliert (Abb. 3),
50 daB der neue Strang nach der Replikation kurzzeitig un-
oder untermodifiziert ist. Es gibt nun ein Enzymsystem,
das den neuen, noch untermodifizierten Strang systema-
tisch kontrolliert, wobei die falschen Nucleotide herausge-
schnitten und durch die richtigen ersetzt werden!*-%'.
Durch diesen Schritt wird die Fehlerhiufigkeit der Repli-
kation um den Faktor 100-10000 vermindert; damit
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Abb. 3. Enzymatische Methylierung der DNA; diese Reakiion dient (unter
anderem) dazu, beim Korrekturlesen den alten und den neusynthetisierten
DNA-Strang zu unterscheiden.

kommt die Fehlerhiufigkeit schlieBlich in den Bereich von
einem Fehler auf =~ 10° bis 10"' eingebaute Nucleotide.

4. Fehlerhiiufigkeit bei der Transkription

Im Gegensatz zur DNA-Replikation wurde fiir die Um-
setzung der in der DNA-Sequenz gespeicherten Informa-
tion in die RNA-Sequenz der messenger-RNA durch das
Enzym RNA-Polymerase (vgl. Abb. 1) kein Korrekturme-
chanismus gefunden®>-*4, In-vitro-Messungen an syntheti-
schen Polynucleotiden ergaben Fehlerhdufigkeiten im Be-
reich von einem Fehler auf = 10* bis 10° eingebaute Ribo-
nucleotide'®”; die Werte konnten durch in-vivo-Untersu-
chungen an einem Nonsens-Codon in E. coli bestiitigt wer-
den (ein Fehler auf =~ 10* eingebaute Nucleotide)*. Diese
Fehlerhdufigkeit entspricht derjenigen, die durch die Tau-
tomerie der Heterocyclen verursacht ist (vgl. Abschnitt 3)
und schlieBt somit das Bestehen eines Korrekturmechanis-
mus zur Erh6hung der Genauigkeit aus.

5. Fehlerhiiufigkeit bei der Aminoacylierung von
Transfer-RNA

Bei der Replikation und Transkription besteht die Auf-
gabe der beteiligten Enzyme darin, die Bildung der richti-

gen Basenpaare zu ermdglichen. Dagegen mull bei der
Proteinbiosynthese jeweils drei Nucleotiden (Triplet oder
Codon) der messenger-RNA (mRNA) eine Aminosédure
zugeordnet werden (vg!. Abb. 1). Das Bindeglied zwischen
beiden Systemen sind die Transfer-RNAs (tRNAs)!%*-*")
die aus 50-100 Nucleotiden bestehen. In Abbildung 4, un-
ten links, ist der Verlauf der Kette der Phenylalanin-tRNA
(tRNA"") dargestellt. Mit den drei Nucleotiden ihrer An-
ticodons gehen die tRNAs Basenpaarungen mit den Co-
dons der messenger-RNA ein; am 3'-terminalen Adenosin
sind sie mit der jeweiligen Aminos#ure verestert (vgl. Abb. 1
und Abb. 4). Die Verkniipfung der tRNAs mit den Amino-
siuren wird von den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen!®®-7%
bewirkt, wobei sich fiir jedes der 20 Enzyme zwei Aus-
wahlprobleme ergeben: Die Auswahl der richtigen tRNA
aus wenigstens 20, meist aber ca. 70 Spezies und die Aus-
wahl der richtigen Aminosdure aus 20 Verbindungen!’*.

Die Aminoacylierung lduft in zwei unmittelbar aufein-
ander folgenden Teilschritten ab, die als Aktivierung und
Ubertragung (Transfer) bezeichnet werden (Abb. 4). Das
Zwischenprodukt nach der Aktivierung der Aminosiure
durch ATP, das Aminoacyladenylat, ist ein gemischtes
Sdureanhydrid. Energetische Betrachtungen zeigen, daf
die freie Enthalpie der Hydrolyse der a,p-Phosphorsiure-
anhydrid-Bindung eines Molekiils ATP zum gréfiten Teil
in der freien Enthalpie der Hydrolyse eines Molekiils Ami-
noacyl-tRNA erhalten bleibt!”". Der Sinn dieser Energie-
konservierung!’* "% kénnte darin liegen, daB3 die Aminolyse
des Esters zum Peptid, die am Ribosom ablduft und deren
Details unbekannt sind, sonst einer Zelle rdumlich - die
Reaktionspartner sind Makromolekiile - und zeitlich -
Verlangerung des Peptids um etwa zehn Aminoacylreste
pro Sekunde - nicht gerecht wiirde.

5.1. Auswahl der Transfer-RNA

Jede Aminoacyl-tRNA-Synthetase muB diejenige tRNA
auswihlen, die das fiir die jeweilige Aminosiure spezifi-
sche Anticodon aufweist. Das Anticodon scheint aber
nicht - oder nicht allein - die Erkennungsregion der tRNA
fiir die Synthetase zu sein. Trotz sehr vieler Studien, z. B.
mit chemisch oder enzymatisch modifizierten tRNAs, mit

8.9 99 S O 9 9
R-C-C + ©0-P-0-P-0-P-0 0 — R—C—C—O—F!—O € + eO—F’-—O—F’—d9
' le ey ©of e} ®, ) 0 ob o
®HN O 0 °0 9o NH3 0 0o ®o0
HO OH HO OH
Aminosdure + Adenosintriphosphat — Aminoacyladenylat + Pyrophosphat
Abb. 4. Die Veresterung der AA + ATP —» AA-AMP ¢ PP
tRNAs mit den Aminosauren
(Aminoacylierung) durch die "
Aminoacyl-tRNA-Syntheta-
sen verliuft in zwei Teil-
schritten: Die Umsetzung ei- /N Y J NS el
ner Aminosure zum Amino- TR T L a0 e 0
acyladenylat wird als Akti- Ade: Ade n Ade
vierung bezeichnet (oberer “ + IRNA 0 : —> tRNA 0 + @O_?‘O 0
Block), die Ubertragung des : 0 H S0
Aminoacylrests auf das 3'-ter- H : |
minale Adenosin der tRNA ° HO OH 'H_O_?.HE HO O-Cg) —R HO OH
als Ubertragung oder Trans- # Anticodon NH;

fer (unterer Block). Unten
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Phosphat-Kette der tRNAP"™
aus Hefe (76 Nucleotide).

Aminoacylodenylat + Transfer -RNA —
AA-AMP + {RNA —

Aminoacyl —Transfer -RNA @ Adenosinmonophosphat

AA-tRNA + AMP
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vernetzenden Reagentien, durch Fehlbeladungen oder
durch Vergleiche der rund 1000 bekannten tRNA-Sequen-
zen", konnte aber auch keine andere Region der tRNA
(Abb. 4) eindeutig als Erkennungsstelle identifiziert wer-
den!®*¢7-%473-771_ Dyies beleuchtet die Komplexitit des Er-
kennungsvorganges, der sowohl beziiglich der Erken-
nungsstellen als auch beziiglich des Ablaufs von tRNA zu
tRNA und von Enzym zu Enzym (nach Aminosiure-Spezi-
fitdt und nach Organismus) wechseln kdnnte. Die Makro-
molekiile Synthetase (ca. 500-1000 Aminosiurereste) und
tRNA (ca. 50-100 Nucleotide) bieten letztlich dafiir eine
Vielzahl von Maéglichkeiten. Ausgehend vom Informa-
tionsgehalt des Anticodons oder Codons ist ein Erken-
nungsvorgang aus sechs Stufen wahrscheinlich. Den Vor-
gang der Basenpaarung kann man gedanklich nachvollzie-
hen mit der Frage: Ist die gegeniiberstehende Base ein Pu-
rin oder ein Pyrimidin? und der Folgefrage: A oder G bzw.
U oder C?, so daB sich bei drei Basenpaaren sechs Fragen
ergeben. Sowohl biochemische Experimente!™*¥ als auch
theoretische Erkennungsstudien®3! ergeben eine dhnli-
che Anzahl von Stufen. Vermutlich kommt es dabei zu ei-
nem immer festeren Einrasten der tRNA am Enzym!3-%%,
Dabei spielen - zumindest in einigen Systemen - das ter-
minale Adenosin der tRNA und seine 2'- oder 3'-Hydroxy-
gruppen eine essentielle Rolle® %% Der Aminoacylrest
wird mit wenigen Ausnahmen selektiv entweder auf die 2'-
oder die 3-Hydroxygruppe iibertragen®-*".. Die freiblei-
bende Hydroxygruppe ist in mehreren Fillen (siehe Ab-
schnitt 5.2) fiir die Genauigkeit der Aminoacylierung von
groBer Bedeutung. In den meisten Fillen erreicht die
tRNA-Synthetase-Erkennung eine Fehlerhiufigkeit von
~1:10% bis 10°, liegt damit in der GroBenordnung anderer
Schritte der Gen-Expression und bedarf deshalb keiner
Uberpriifung und Nachbesserung. Schon 1972/1973 wurde
aber beschrieben, dall Phenylalanyl-tRNA-Synthetase aus
E. coli das Produkt Ile-tRNAP"™ - das Ergebnis einer Fehl-
beladung durch die Isoleucyl-tRNA-Synthetase -, wieder
hydrolysieren kann!®®; dies wurde als Verifikation be-
zeichnet. Dariiber hinaus wurde 1984 fiir das System Iso-
leucyl-tRNA-Synthetase + tRNA® + tRNA"*! aus Hefe ge-
zeigt, daB bei der Erkennung nur eine Unterscheidung von
=~ 1:10 erzielt wird und daB ein Priif- und Korrekturschritt
folgt, um die Fehlerhdufigkeit auf =~1:100 zu senken®,
die dann in vivo durch die gleichzeitige Anwesenheit der
tRNAY*".komplexierenden Valyl-tRNA-Synthetase auf
~1:10 bis 10° erniedrigt wird. (In diesem System sind die
tRNAs nahe verwandt; dies quantifiziert man an Anzahl
und Art der Basen.) Uber den Mechanismus dieser Kor-
rektur ist bisher nichts bekannt.

5.2. Auswahl der Aminosiure

Im Gegensatz zu den Transfer-RNAs sind die Amino-
siduren kleine Zellbausteine; zudem kdnnen sie paarweise,
zum Beispiel Glycin und Alanin, Phenylalanin und Tyro-
sin oder Isoleucin und Valin (Abb. 5) einander &hnlich
sein. Beim Vorgang der Erkennung durch das Enzym ist
deshalb eine hohe Genauigkeit der Unterscheidung beson-
ders schwierig zu erreichen.

Mafgebend fiir das Verhiltnis, mit dem ein Enzym zwei
Substrate (A + B) unterscheiden kann, ist die Differenz der
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Abb. 5. Die genigend genaue Unterscheidung ciniger Aminosiuren durch
die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen erfordert Prif- und Korrekturschritte.
Strukturen einiger einander ahnlicher Aminosduren: Glycin und Alanin, Se-
rin und Threonin, Valin und Isoleucin, Phenylalanin und Tyrosin.

Bindungsenergien beider Substrate. Diese kann unter der
Voraussetzung, daB} die einzelnen Reaktionsschritte bei der
Umsetzung der beiden Substanzen energetisch gleich sind,
aus einfach zu bestimmenden kinetischen Konstanten be-
rechnet werden™®, Es gilt

(kcul/Km)A/(kcal/Km)B =exp(— AAG/RT)

wobei k., und K, die Wechselzahl- bzw. Michaelis-Kon-
stante der Substrate und AAG die Differenz der freien Bin-
dungsenthalpien im Ubergangszustand sind. Durch Be-
rechnungen, die auf der Londonschen Theorie der elektro-
nischen Dispersionskrifte beruhen, sowie durch Messung
der unterschiedlichen Bindung chemisch #hnlicher Sub-
stanzen an Antikdrper, die zu gleichen Werten fiihrten,
fand Pauling® schon in den vierziger Jahren fiir die hy-
drophobe Wechselwirkung einer Methylengruppe mit ih-
rem Bindungspartner einen Energiebetrag von =4 kJ/mol.
Daraus errechnete er schon vor der Entdeckung des mole-
kularen Ablaufs der Proteinbiosynthese eine Fehlerhiufig-
keit von ungefihr 1:10 fiir den Einbau von Glycin statt
Alanin und Valin statt Isoleucin®. Eine spitere Berech-
nung ergab zwar etwas giinstigere Werte!®, die aber den-
noch fiir die notwendige Genauigkeit der Proteinbiosyn-
these nicht ausreichten.

Die von Pauling vorhergesagten Schwierigkeiten bei der
Unterscheidung zwischen Isoleucin und Valin durch die
Isoleucyl-tRNA-Synthetase konnten bei E. coli experimen-
tell nachgewiesen werden: Valin wird tatsdchlich durch
dieses Enzym zum enzymgebundenen Valyladenylat fehl-
aktiviert®>®®! (Abb. 6, vgl. Abb. 4, obere Zeile). In einem
Schliisselexperiment zeigten Berg et al.**5°"% jedoch,
daB in Gegenwart von tRNA'* kein Val-tRNA'" erhalten
wird (Abb. 6). 1972 wurde dann wahrscheinlich gemacht,
daB Val-tRNA"¢ intermedidr entsteht'”. Der Mechanis-
mus des Vorgangs blieb zunichst unverstanden. Offen-
sichtlich wird das Reaktionsprodukt vom Enzym iiber-
priift, wobei eine filschlicherweise aktivierte Aminosdure
durch Hydrolyse wieder eliminiert und nicht als Amino-
acyl-tRNA vom Enzym entlassen wird. Der Preis fur die-
sen Korrekturschritt ist der Abbau eines ATP-Molekiils zu
AMP fiir jede Fehlaktivierung (Abb. 6).
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e + ATP + E1T6—> ET1€.11e-pmp + pp —IRNA 5
£ 4 amp +{17e-tRNAIT®
Ile
Val + ATP + E 18— El1€ yaramp + pp —ERNA

E”e + AMP +|val + 1:RNA:“e

Abb. 6. Aminoacylierung von tRNA'" mit Isoleucin durch Isoleucyl-tRNA-
Synthetase (E', oberer Block) und Fehlaktivierung von Valin durch das glei-
che Enzym gefolgt von einer Hydrolyse zu Valin und tRNA"® (unterer
Block).

5.2.1. Priif- und Korrekturmechanismen bei der
Aminoacylierung

Untersuchungen und Uberlegungen zum Mechanismus
des Korrekturschrittes der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
haben zu mehreren Modellvorstellungen gefiihrt, die aber
jeweils nur an einer oder wenigen Aminoacyl-tRNA-Syn-
thetasen entwickelt worden sind und deshalb nicht als ge-
nerell und allein zutreffend angesehen werden kdnnen.
Hopfield et al!'®'°Y schlugen 1974 einen kinetisch kon-
trollierten Korrekturmechanismus (,.kinetic proofread-
ing*) vor. Die entscheidende Uberlegung dabei ist, daB die
nach der Michaelis-Menten-Kinetik mégliche Unterschei-
dung zweier konkurrierender Substrate am Zwischenpro-
dukt wiederholt werden kann, so daB sich eine Fehlerhdu-
figkeit ergibt, die das Produkt der Fehlerhiufigkeiten bei-
der Teilschritte ist. Dies gilt dann, wenn zwischen dem Mi-
chaelis-Menten-Komplex und dem Zwischenprodukt ein
irreversibler Schritt liegt (Abb. 7, Schritt 2) und wenn das
Zwischenprodukt auf zwei Wegen (Abb. 7, Schritt 3 oder
3') weiterreagieren kann. Diese Reaktionsfolge trifft auf
die Aminoacylierung zu, da die Spaltung von ATP (und
die weitere Spaltung des Pyrophosphats) ein irreversibler
Schritt ist (Abb. 7, Schritt 2) und der Enzym-Aminoacyla-
denylat-Komplex zum Produkt weiterreagieren (Abb. 7,
Schritt ist (Abb. 7, Schritt 2) und der Enzym-Aminoacyl-
adenylat-Komplex zum Produkt weiterreagieren (Abb. 7,
gen sind plausibel und stehen mit dem mehrfach betrach-
teten Unterschied im ATP-Verbrauch bei der Aminoacylie-
rung einiger tRNAs mit falscher und richtiger Aminosdure
im Einklang. So werden z. B. 270 Molekiille ATP hydroly-
siert, bevor es zur Bildung eines Molekiils Val-tRNA"® (E.

1 2 3
E+ egT==cCE.e > E.e —>E+p
3 E+ e'

1 2 3

+ATP +tRNA
E+ AA\——-———\“E-AA —> E-AA-AMP — > AA-tRNA + AMP + E
-PP

E + AA-AMP -ﬁAA + AMP

Abb. 7. Schema einer Reaktionsfolge, bei welcher ein kinetisch kontrollierter
Korrekturmechanismus (,.kinetic proofreading**) wirksam werden kann (obe-
rer Block, nach Hopfield) und Reaktionsfolge der Aminoacylierung, darge-
stellt nach diesem Schema (unterer Block; E=Aminoacyl-tRNA-Syntheta-
se).

1038

coli) kommt, wihrend zur Bildung eines Molekiils Ile-
tRNA"® nur 1.5 Molekiile ATP notwendig sind!'**°2-1041
Als experimenteller Nachweis fiir die Richtigkeit eines sol-
chen Mechanismus 148t sich die eingehende Untersuchung
der Unterscheidung von Phenylalanin und Tyrosin durch
die Phenylalanyl-tRNA-Synthetase ansehen!!®”); vermut-
lich diirfte der Mechanismus aber auch fiir andere Amino-
sduren von Bedeutung sein (vgl. Abschnitt 5.2.2). Das
Hopfield-Schema weist jedoch einige Unzulidnglichkeiten
auf. So sieht es nur ein Korrekturlesen des Aminoacylade-

_nylats vor der Ubertragung des Aminoacylrests auf die

tRNA vor und kann deshalb nicht erkliren, was bei einer
zwischenzeitlichen Ubertragung des Aminoacylrests auf
die tRNA passiert, wie sie von mehreren Arbeitsgruppen
gefunden wurdel®® 103, 106-108]

Zwei andere Modelle beriicksichtigen die zuletzt ge-
nannte Maglichkeit. Das Doppelsiebmodell von Fersht et
al.l'®-"12 st ein zweistufiges mechanisches Modell, in dem
das aktive Zentrum zweimal als Sieb mit unterschiedlicher
Maschendichte fiir die korrekte Auswahl der Aminoséure
sorgt. Das erste Sieb, die der Kettenldnge der Aminosdure
genau angepaflte Bindungsstelle des Enzyms, verhindert
durch sterische AbstoBung nur die Bindung gréBerer Ami-
nosduren; kleinere und isostere Aminosduren kdnnen
aber, wenn auch mit geringerer Affinitit, gebunden wer-
den und zum Aminoacyladenylat reagieren. Das sterische
Auswahlprinzip des zweiten Siebes sieht folgendermaBen
aus: Nach dem Transfer des Aminoacylrests auf die akzep-
tierende Hydroxygruppe des terminalen Adenosins der
tRNA (vgl. Abschnitt 5.1 und Abb. 4) wird der Aminoacyl-
rest auf die nicht-akzeptierende Hydroxygruppe des termi-
nalen Adenosins der tRNA {iibertragen, sofern er kleiner
als der richtige Aminoacylrest ist. Dort unterliegt er der
hydrolytischen Abspaltung durch das Enzym. Das Dop-
pelsiebmodell resultiert aus Arbeiten!''>'"* die mit den
Methoden der schnellen Kinetik nachwiesen, da Methio-
nyl-"% Valy]-1 1S ynd Isoleucyl-tRNA-Syntheta-
sen!’ 1" aus E. coli und Bacillus stearothermophilus Kor-
rektur-Systeme einsetzen. Die Autoren schlossen, dafl die
Korrektur gegeniiber Isoleucin!"'", Threonin!"” und o-
Aminobuttersdure!' 'l im wesentlichen nach dem Transfer
des Aminoacylrestes auf die tRNA stattfindet, wihrend bei
Isoleucyl-tRNA-Synthetase die Korrektur gegeniiber Valin
hauptsichlich vor dem Transferschritt erfolgt. Das Modell
konnte aber z.B. die Aktivierung des zu Valin isosteren
Threonins durch die Valyl-tRNA-Synthetase und die an-
schlieBende Hydrolyse nach Ubertragung auf tRNAY*
nicht ohne Zusatzannahmen erkl4ren. Auch die Diskrimi-
nierung groBerer Substrate im ersten Sieb erwies sich als
nicht eindeutig!'®, da eine Fehlaktivierung von Cystein
durch die Alanyl-tRNA-Synthetase nachgewiesen werden
konnte.

Mit chemisch modifizierten tRNAs, bei denen am termi-
nalen Adenosin der tRNA (vgl. Abb. 4) entweder die 2"-
oder 3’-Hydroxygruppe fehlte oder durch eine Amino-
gruppe ersetzt war!"'”-'"®! konnten Cramer, von der Haar
et al.l''®'? zeigen, daB im eukaryotischen Hefe-System
beide Hydroxygruppen bei den Korrekturschritten zusam-
menwirken'?>'2% So katalysiert z. B. die Isoleucyl-tRNA-
Synthetase neben der Veresterung von Isoleucin mit
tRNA"® zu lle-tRNA"-C-C-A (Abb. 8a) auch die Bildung
fehlbeladener Val-tRNA"-C-C-3'dA, die ebenfalls vom
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Abb. 8. Schematische Darstellung von Aminoacyl-tRNAs in den aktiven Zentren von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen: [soleucyl-tRNA-Synthe-
tase und tRNA" mit den Aminosiuren Isoleucin (a) und Valin (b); Valyl-tRNA-Synthetase und tRNAY*' mit den Aminosduren Valin (c),
Threonin (d) und y-Hydroxyvalin (e); Methionyl-tRNA-Synthetase und tRNA™® mit den Aminos4uren Methionin (f) und Homocystein (g).

Enzym entlassen wird. Dagegen wird Val-tRNA'*-C-C-A
vor dem Ablésen vom Enzym wieder hydrolysiert!'?'24,
Das Modell des chemischen Korrekturlesens (,,chemical
proofreading**) erklidrt die Hydrolyse von Val-tRNA"=-C-
C-A im aktiven Zentrum der Isoleucyl-tRNA-Synthetase
dadurch, daB die 3’-Hydroxygruppe und ein Wassermole-
kill, das den Raum der fehlenden Methylengruppe ein-
nimmt, zusammen mit einem nucleophilen Aminosiurerest
des Enzyms die Hydrolyse der Val-tRNA"<.C-C-A bewir-
ken (Abb. 8b). Obwohl fiir diesen Fall auf einfache Weise
erklirt ist, warum der eine Ester entlassen und der andere
hydrolysiert wird, konnen andere Fille auf analoge Weise
nicht so einfach erklirt werden. Untersuchungen im Valin-
system (Abb. 8¢) zeigten, daB bei der Fehlaktivierung von
Threonin durch Valyl-tRNA-Synthetase (Abb. 8d) die 3'-
Hydroxygruppe des terminalen Adenosins der tRNA keine
entscheidende Rolle spielt!"®'®. Auch wird Threonin
nicht als Lacton entlassen; das wére aber auch dann nicht
zu erwarten, wenn die Reaktion iiber das Lacton von Thre-
onin verliefe (Abb. 8d), da ein viergliedriges Lacton mit
betriichtlicher Ringspannung entstehen miiBte. Ein stabiles
fiinfgliedriges Lacton sollte - den Uberlegungen nach -
Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus y-Hydroxyvalin bilden,
das etwa so groB wie Isoleucin ist; leider akzeptiert das
Enzym dieses Analogon nicht als Substrat!'?*'2¢), Lactone
bzw. Thiolactone werden dagegen in drei Fillen erhalten,
bei denen im Sinne des Doppelsiebes das Substrat um eine
Methylengruppe zu groB ist, ndmlich aus den kiinstlichen
Analoga y-Hydroxyvalin durch Valyl-tRNA-Synthetase
(Abb. 8e)!'?%-'26l und y-Hydroxyisoleucin durch Isoleucyl-
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tRNA-Synthetase!'?’'?®], und zwar enzymkatalysiert im E.-
coli- und Hefe-System, sowie im Methionin-System aus E.
coli (Abb. 8f) aus Homocystein durch Methionyl-tRNA-
Synthetase!'®® (Abb. 8g). Dies zeigt, daB in solchen Fillen
die Hydroxygruppe der Aminosdure durch nucleophilen
Angriff auf die Carboxygruppe an der Hydrolyse des
Esters mitwirkt.

Es gibt noch weitere Vorstellungen iber Korrektur-
schritte, die sich an spezifischen Punkten des Reaktionsab-
laufst!??) der Stabilitdt der Zwischen- oder Endproduk-
te!*®, der Wechselwirkung der Untereinheiten von Amino-
acyl-tRNA-Synthetasen'*" oder der Wechselwirkung von
zwei gebundenen tRNA-Molekiilen pro Enzym!"*? orien-
tieren oder sehr energiereiche Konformationen der En-
zyme als mogliche Unterschiede postulieren!'*, aber fiir
keine dieser Vorstellungen gibt es bis jetzt eindeutige expe-
rimentelle Hinweise.

Gemeinsam ist allen Messungen und Berechnungen,
daB Fehlerhaufigkeiten bis zu =~1:10° erreicht werden;
das bedeutet, daB die Fehlerhidufigkeit bei der Auswahl
der Aminosiure ungefihr zehnmal geringer ist als bei der
Proteinbiosynthese insgesamt. Diese Genauigkeit wird
durch Multiplikation der Fehlerhiufigkeiten an drei Stel-
len erreicht: der Erkennung der Aminos#éure durch die
Synthetase, der Priifung und gegebenenfalls Korrektur des
Aminoacyladenylats (Pri-Transfer-Korrektur) und der
Priifung und gegebenenfalls Korrektur der Aminoacyl-
tRNA (Post-Transfer-Korrektur); nicht jedes Enzym, das
einen Priif- und Korrekturmechanismus hat, muB beide
Schritte vollziehen.
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Die jiingsten Messungen an Isoleucyl-tRNA-Synthetase
aus Hefe zur Unterscheidung von Valin und Isoleucin zei-
gen, daf} bei der Erkennung, der Korrektur vor und der
Korrektur nach der Ubertragung sich aus den Einzelfakto-
ren eine Gesamtfehlerhdufigkeit von =1:40000
(=10 x 20 x 200) ergibt!'%%,

Vermutlich liegen die Fehlerhiufigkeiten der Protein-
biosynthese bei allen Organismen in etwa derselben Gro-
Benordnung - ausfiihrliche Daten dazu fehlen noch. Dage-
gen ist bekannt, daB Art und AusmalBl der Korrektur-
schritte der Evolution unterliegen: Phenylalanyl-, Isoleu-
cyl-, Valyl- und Leucyl-tRNA-Synthetase aus verschiede-
nen Organismen zeigten wechselnde Kombinationen von
guter Erkennung und miaBiger Korrekturkapazitit bis zu
miBiger Erkennung und hoher Korrekturkapazitit, wobei
letztere in ungleichen Anteilen vor oder nach der Ubertra-
gung oder an beiden Stellen vorkommt!!?7128.134-1361 yje
unterschiedliche Korrekturkapazitit von Synthetasen z.B.
aus Wirbeltieren und aus Pilzen in Bezug auf Aminosiure-
analoga wire ein Ansatzpunkt fiir die gezielte Suche nach

Therapeutica mit dem Angriffspunkt Proteinbiosynthe-
sel?7,

5.2.2. Aminoacylierung ohne Korrektur

Neben den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, die Priif- und
Korrekturschritte ausfithren - nach Fersh''¥ die fiir Ala-
nin, Valin, Threonin, Isoleucin, Methionin und vielleicht
Phenylalanin und Leucin spezifischen - gibt es auch Syn-
thetasen, bei denen man keine Priif- und Korrekturschritte
kennt, vermutlich weil sie bei der Erkennung der Amino-
sduren schon so prizise arbeiten, daB3 die Fehlerhiufigkeit
deutlich unter der Gesamtfehlerhdufigkeit von =1:3000
liegt. Beispiele fiir diese Klasse von Synthetasen sind die
Histidyl-"*8 Tryptophanyl-!"*?, Cysteinyl-!'"* Lysyl-!!?7)
und Tyrosyl-tRNA-Synthetase!'*”. Die Fehlerhdufigkeiten
dieser Enzyme bewegen sich um =1:10° fiir den Einbau
von Prolin statt Histidin durch die Histidyl-tRNA-Synthe-
tase oder Phenylalanin statt Tyrosin durch die Tyrosyl-
tRNA-Synthetase; dariiber hinaus wurden Werte bis zu
~1:10® fiir den Fall der Serin- oder Alaninaktivierung
durch die Cysteinyl-tRNA-Synthetase beschrieben!''?),

Vermutlich haben sich Aminosduren wie Histidin, Tryp-
tophan oder Cystein bei der Evolution als Teilnehmer an
katalytischen Prozessen im aktiven Zentrum von Enzymen
auch deshalb qualifiziert, weil keine nahe verwandten Ver-
bindungen vorkommen; der Einbau einer falschen Amino-
sdure ist somit von vornherein fast ausgeschlossen. Diesel-
ben Aminosduren kénnen aber von anderen Synthetasen
durchaus fehlaktiviert werden!"*'. Dies erlaubt den
SchiuB, daB im Verlauf der Evolution fiir jede Aminosiure
in jedem Protein festgelegt wurde, welche Genauigkeit bei
welchem Aufwand optimal ist.

6. Fehlerhidufigkeit bei der Kniipfung der
Peptidbindung am Ribosom

Nach Ablosung von der Aminoacyl-tRNA-Synthetase
bildet die Aminoacyl-tRNA mit GTP und dem Elonga-
tionsfaktor Tu einen Komplex und diffundiert zum Ribo-
som. Unter Codon-Anticodon-Erkennung bindet sie an der
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leeren Aminoacyl-tRNA-Bindungsstelle unter Freisetzung
von EF-Tu und Hydrolyse von GTP zu GDP. Die in der
benachbarten Peptidyl-tRNA-Bindungsstelle gebundene
Peptidyl-tRNA mit dem schon synthetisierten Proteinfrag-
ment ibertrigt unter Kniipfung einer Peptidbindung das
Polymer auf die Aminoacyl-tRNA (vgl. Abb. 1). Im nich-
sten Schritt, der Translokation, verlit die desacylierte
tRNA die Peptidyl-tRNA-Bindungsstelle, und die neue
Peptidyl-tRNA bindet unter Weitergleiten der mRNA um
ein Triplett an diese Stelle. Danach kann ein neuer Elon-
gationscyclus stattfinden. An diesem Vorgang sind zahlrei-
che Proteine beteiligt; er verbraucht Energie in Form von
GTP. Es ist nicht geklirt, welche Anteile der Energie der
Bildung der Peptidbindung, der Paarung von Codon und
Anticodon, der Regenerierung der Hilfsproteine zu aktiven
Konformationen oder noch anderen Schritten dienen!*4-*4%,

Bei diesen Prozessen konnen Fehler auftreten: Einmal
kann das Weitergleiten der mRNA am Ribosom um zwei
oder vier Nucleotide statt der iiblichen drei zu einer
Verschiebung des Leserahmens fithren; daraus resultiert
ein vollig verindertes Translationsprodukt. AuBlerdem
kann die Bindung einer tRNA mit nicht komplementirem
Anticodon an die mRNA mit anschlieBender Reaktion den
Einbau einer falschen Aminosaure in das Translationspro-
dukt bewirken.

Die Haufigkeit der Verschiebung des Leserahmens der
mRNA liegt in der GroBenordnung von =1:10* bis
10°116- 1971 damit liegt sie im Bereich der Gesamtfehlerhdu-
figkeit der Proteinbiosynthese, und es bedarf keines Kor-
rekturlesens fiir das Weitergleiten der mRNA.

Die Bindung von tRNAs, bei welchen eine der drei Nu-
cleobasen des Anticodons nicht komplementir zum Codon
der mRNA ist, z. B. die Bindung von Leu-tRNA* an eine
fiir Phe-tRNA®"™ codierende mRNA, findet mit einer Hiu-
figkeit von =1:10 bis 100 statt!'**, einer GroBenordnung,
die der Fehlerhdufigkeit bei der Bildung von Komplexen
aus zwei tRNAs durch Basenpaarung ihrer Anticodons in
ribosomenfreien in-vitro-Versuchen entspricht!'"*?. Zwei
Korrekturmodelle, das Verweilzeit(,time-delay*)-Modell
von Ninio!"** "% und das kinetische Korrekturlesen von
Hopfield!"® ™'l diskutieren dynamische Prozesse zur Aus-
sonderung von nicht vollig komplementirer tRNA nach
Komplexbildung mit dem Ribosom und der mRNA: Bei
ersterem ist eine Konformationsinderung der tRNA als
Folge der Codon-Anticodon-Wechselwirkung, bei letzte-
rem die GTP-Spaltung der entscheidende Schritt. Der er-
héhte GTP-Verbrauch mit nicht-komplementidren tRNAs,
den man als Indiz fiir ein Abbrechen und Wiederbeginnen
des gesamten Vorgangs unter Verlust der Energie ansieht,
favorisiert das kinetische Korrekturlesen, widerspricht
aber den Verweilzeit-Vorstellungen nicht (Abb. 9)!!"-152]

Fir die Korrektur nicht-komplementirer tRNA wird
noch ein dritter Mechanismus diskutiert, der nach der
Translokation auf der Ebene der Peptidyl-tRNA stattfin-
den soll. Fehlerhafte Peptidyl-tRNA soll dabei schnell
vom Ribosom abdissoziieren und durch Peptidyl-Hydro-
lase gespalten werden!'>-'*% Diese Korrektur wiirde in
Abhingigkeit von der Linge des schon synthetisierten
Fragmentes aber einen erheblichen Energieverlust mit sich
bringen, da z. B. bei der Hydrolyse eines Peptides aus 250
Aminosdureresten etwa 1000 Molekiile GTP verloren wi-
ren (Abb. 9).
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Ribosom ==——— Ribosom ——> Ribosom ———> Ribosom ————> Ribosom ————> Ribosom

-mRNA -MRNA -MRNA *mRNA
N Tu-GTP Al tRNA ‘AAL-tRNA
AR -tRNA -Pep-tRNA
Tu-GTP
- AAL-tRNA (a)
Ribosom
* MRNA
+
AAL-tRNA

-mRNA ~mRNA
-Pep-AR1-tRNA  -Pep-AAl-tRNA
-ARZ-tRNA
(b)
Ribosom
+mRNA
+

Pep-AAL-tRNA

Peptid + tRNA

Abb. 9. Teilschritte der Kniipfung der Peptidbindung am Ribosom bei Prokaryonten mit den Priif- und Korrekturschritten
vor (2) und nach (b) der Kntipfung der Peptidbindung (mRNA = messenger-RNA, Tu- GTP = Elongationsfaktor . GTP-Kom-

plex, AA-tRNA — Aminoacyl-tRNA, Pep-tRNA = Peptidyl-tRNA).

Aus den Daten der GTP-Hydrolyse der Arbeitsgruppen
van Thompson!'**'*"1 und Kurland''*! 14Bt sich eine Er-
niedripung der Fehlerhdufigkeit durch die Korrekturme-
chanismen um einen Faktor von =100 bis 1000 ableiten;
somit wird die Peptidbindung am Ribosom mit einer Ge-
samtfehlerhdufigkeit von 1:10* bis 10° gekniipft!'>"-'5%,

Das Prif- und Korrektursystem der Ribosomen kann
durch Antibiotica blockiert werden; es sind dann eine er-
hohte Fehlerhdufigkeit und keinerlei GTP-Spaltung fest-
stellbar’*®, AuBerdem gibt es Ribosomen-Mutanten, deren
mutierte Proteine keine exakte tRNA-Bindung oder Pep-
tidverkniipfung ermdéglichen und die daher fehlerhaftes
Protein synthetisieren!'s!- 162,

Chemische Vorstellungen tiber die Verinderungen der
Struktur ribosomaler Proteine durch Bindung von Antibio-
tica ader durch Mutation gibt es allerdings noch nicht.

7. Ausblick auf geklirte und ungeklirte Probleme

DNA- und RNA-Polymerasen wiirden ohne Priif- und
Korrektursysteme mit Fehlerhdufigkeiten von =1:10* bis
10° arbeiten, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, die zwischen
dhnlichen Aminosiduren zu unterscheiden haben, mit Feh-
lerhédufigkeiten von =1:10' bis 10° und der ribosomale
Mechanismus mit solchen von =1:10' bis 107 (Abb. 10).
Durch Korrektursysteme wird die DNA-Replikation in
Prokaryonten auf Fehlerhiufigkeiten von = 1:10° bis 10",
in Eukaryonten bis auf = 1:10'? gesenkt, wihrend alle zur
Expression der Information gehtrenden Reaktionen Feh-
lerhdufigkeiten von =1:10° bis 10° aufweisen. Die 1963
von Loftfield"" bestimmte Gesamtfehlerhdufigkeit der
Proteinbiosynthese von = 1:3000 wurde wiederholt in ver-
schiedenen Systemen!'"’-'®%! bestitigt, wenn auch nach

12
1:10
.
I Replikation insgesamt 1 : 1010 bis 1011
{prokaryot.) ohne post-replikatives Korrekturlesen 1 : 107 bis 10a
ohne Korrekturlesen durch Exonuclease 1 : 104 bis 105
1:108
Transkription 1: 10" bis 105 {kein Korrekturlesen)
1.104 4 3 4
: Proteinbiosynthese (insgesamt) 1 : 10” bis 10
darin  Transkription 1 : 10 bis 10°
Auswahl der Aminosiure 1: 104 bis 105, ohne Korrekturlesen 1 : 101 bis 105
Auswahl der tRNA 1: 104 bis 105. ohne Korrekturlesen 1 : 1{]z bis 105
Codon-Anticodon-Erkennung 1 : 103 bis 10 , ohne Korrekturlesen 1 : 10 bis 103

Abb. [U. Schematische mittlere Bereiche der Fehlerhaufigkeiten von Teilschritten bei der Replikation und Expression der geneti-
schen Information. Die angegebenen Werte sind abgerundete Mittelwerte von in-vitro-Messungen; fir einzelne Enzyme und Sub-
strate gemessene Werte konnen davon betrichtlich abweichen. Die unter in-vivo-Bedingungen gilltigen Werte kinnten cbenfalls

betrichtlich davon abweichen.
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neueren Daten eine Abhingigkeit der Fehlerhiufigkeiten
von der Synthesegeschwindigkeit und der Verwendung be-
stimmter Codons zu existieren scheint!'%¢-19%,

Die energieabhiingigen Korrektursysteme erbringen in
allen betrachteten Fillen eine um einen Faktor von = 100
bis 10000 niedrigere Fehlerhiufigkeit. Wird ein noch gro-
Berer Faktor benétigt, so muB} offensichtlich ein weiteres
Korrektursystem unter weiterem Energieaufwand etabliert
werden, wie es z.B. bei der DNA-Replikation mit den
postreplikativen Priif- und Korrekturschritten geschehen
ist.

Die fiir die Genauigkeit von Replikation und Protein-
biosynthese grundlegenden Mechanismen sind zwar phi-
nomenologisch inzwischen erkannt worden, doch fehlt es
noch an Informationen iiber die molekularen Mechanis-
men. Derzeit liegen die ersten Rontgen-Strukturanalysen
von Methionyl-tRNA-Synthetase (E. coli) und Tyrosyl-
tRNA-Synthetase (Bacillus stearothermophilus) vor!'% 71,
In beiden Strukturen ist die Aminosidurebindungstasche zu
erkennen, nicht jedoch der Carboxyterminus von etwa 100
Aminosédureresten. Obwohl im Bereich der Aminosiure-
bindungstasche eine hohe Homologie beider Strukturen
vorliegt, ist man von einer Zuordnung von Aminosiurere-
sten zu den Korrektursystemen noch weit entfernt. Weitere
Informationen dazu erwartet man von der gezielten Muta-
genese!'’Z, die besonders bei der Tyrosyl-tRNA-Synthetase
in Bearbeitung ist!'”?.. Uber die Bindungsstelle der tRNA
und den Transfer des Aminoacylrests kann wegen des
noch fehlenden Carboxyterminus nichts ausgesagt wer-
den!"*'7%1; an tRNAP" und tRNA** wurden jedoch die
Regionen, die an das Enzym binden, genau markiert!"”®.,

Bei der experimentellen Untersuchung der Fehlerhau-
figkeiten von Enzymen und bei theoretischen Uberlegun-
gen zu Fehlerhiufigkeiten in biologischen Systemen ergab
sich das Prinzip: Ohne Energieaufwand ist keine ausrei-
chende Genauigkeit moglich; unendlich groBe Genauig-
keit wiirde unendlich viel Energie erfordern. Die gemesse-
nen Daten, die zwischen diesen Extremen liegen, lassen
sich inzwischen mehr und mehr mit detaillierten mathema-
tischen Modellen korrelieren'>'"-'% Dije Fliisse von
Stoffen, Energien und Informationen sind die eines Sy-
stems, das fern vom chemischen Gleichgewicht liegt!"*'l.

Professor Dr. R. B. Loftfield sei fiir die kritische Durch-
sicht des Manuskriptes herzlich gedankt.
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