Aminoacyl-tRNA-Synthetasen: Einteilung in zwei Klassen
durch Chemie an Substraten und Enzymen vorweggenommen

Von Friedrich Cramer* und Wolfgang Freist*

In biologischen Systemen werden fast alle chemischen Reaktionen durch Enzyme katalysiert.
Um die Wirkungsweise dieser Biokatalysatoren zu verstehen, sind genaue Kenntnisse ihrer
Struktur sowie ihres aktiven Zentrums und seiner funktionellen Gruppen erforderlich. Ent-
scheidend sind weiterhin dicjenigen Teile des Proteinmolekiils, die fiir die genaue Erkennung
der Substrate, d.h. fiir die spezifische Wechselwirkung der Enzyme mit ihren Reaktanten,
verantwortlich sind. Von der Isolierung eines Enzyms bis zur Bestimmung seines genauen
Aufbaus durch Réntgenstrukturanalysen kdnnen Jahrzehnte vergehen. Dem Chemiker stehen
Jedoch Mittel zur Verfiigung, um relativ schnell zu ersten Informationen zu kommen: die
Synthese von modifizierten Substraten und Affinitdtsmarkierungen. Diese beiden Methoden
wurden auch in den vergangenen fiinfundzwanzig Jahren an Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
erprobt. Heute ist iiber die Strukturen dieser Enzyme geniigend bekannt, um den Erfolg dieser
.-Chemie an Makromolekiilen* oder deren Substraten bewerten zu kénnen. Es zeigt sich, daf3

die Chemiker hier wichtige Vorarbeit fur die Strukturanalytiker geleistet haben.

1. Einleitung

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sind ein wesentlicher Teil
des Ubersetzungsapparates, der in jeder Zelle die in
Nucleotidsequenzen gespeicherte genetische Information in
die Aminosduresequenzen der Proteine umwandelt. Sie kata-
lysieren die Veresterung einer bestimmten Transfer-RNA
(tRNA) mit einer bestimmten Aminosdure. Im ersten Reak-
tionsschritt wird aus der Aminosaure 1 und ATP 2 ein en-
zymgebundenes Aminoacyladenylat 3 gebildet [Gl. (a)]; die
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,,aktivierte* Aminosédure 3 wird im zweiten Schritt mit einer
der beiden terminalen OH-Gruppen der tRNA verestert!! =
[GL. (b)].

Bei beiden Schritten werden hohe Anforderungen an die
Spezifitit der Enzyme gestellt; sie miissen eine bestimmte
Aminosdure unter 20 teilweise sehr dhnlichen erkennen und
eine bestimmte tRNA unter 40--60 ebenfalls sehr dhnlichen
tRNA-Molekillen auswihlen, da sonst fehlerhafte und
moglicherweise funktionsunfihige Proteine synthetisiert
werden.
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Die hohe Spezifitit der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
weckte schon bald nach ihrer Entdeckung das besondere
Interesse am Mechanismus der von diesen Enzymen kataly-
sierten Reaktionen, den daran beteiligten funktionellen
Gruppen und an der Lage des aktiven Zentrums innerhalb
des Proteinmolekiils. So wurden schon lange vor der Aufkla-
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rung von Enzymstrukturen modifizierte Substrate syntheti-
siert, um mit ihnen fiir die Substraterkennung wichtige
Atomgruppen zu ermitteln, wihrend man gleichzeitig mit
Affinitdtsmarkierungen versuchte, essentielle Gruppen des
aktiven Zentrums zu identifizieren.

2. Primirstrukturen der
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen

Schon bald nach der Isolierung der ersten Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen wurde damit begonnen, ihre Aminosdu-
resequenz mit den klassischen Methoden der Proteinsequen-
zierung zu untersuchen. Doch noch bevor eine Primar-
struktur auf diese Weise vollstindig geklirt war, erwies sich
der Weg iiber die Sequenzierung der Synthetasegene als
schneller und vorteilhafter. So wurden auch die durch
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Edman-Abbau erhaltenen Teilstrukturen der aus 939
Aminosduren bestehenden Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus
Escherichia coli'* ®1 bestiitigt und vervollstindigt durch Da-
ten, die durch DNA-Sequenzierung erhalten wurden!®.
Trotz der Fortschritte in der Technik der Gensequenzierung
ist der klassische Edman-Abbau der Proteine nicht ganz ent-
behrlich geworden. So erwies es sich als niitzlich, auch ein
Teilstiick des Proteins klassisch zu sequenzieren, um
eine Kontrolle dariiber zu haben, ob den einzelnen Amino-
sduren der Proteinsequenz auch die richtigen Nucleo-
tide als Tripletts des genetischen Codes zugeordnet wur-
dent’,

Inzwischen sind alle Primérstrukturen der Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen oder ihrer Gene aus E. coli und die mei-
sten der aus Hefe isolierten Enzyme bekannt. Sie sind in
allgemein zugédnglichen Datenbanken wie der EMBO-Libra-
ry in Heidelberg oder der Genbank in Los Alamos gespei-
chert. In Losung liegen die Enzyme entweder als Monomere
(o) oder als Dimere vom Quartérstrukturtyp o, vor, in einem
und in zwei Fillen in den Formen a, bzw. o, [, (siehe Tabel-
le 1)¥8:°), Die Molekulargewichte der a-Einheiten schwan-
ken zwischen 37000 und 126000, entsprechend etwa 300 bis
1100 Aminosdureresten. Synthetasen aus demselben Orga-
nismus, aber spezifisch fiir verschiedene Aminosduren, oder
aus verschiedenen Organismen, aber spezifisch fiir dieselbe
Aminosdure, weisen wenig Gemeinsamkeiten auf. In den
meisten Féllen waren nur ca. 20% der Aminosdurereste
identisch, wenn die Gesamtsequenzen in passender Weise

gegeneinander verschoben (aligned) und miteinander vergli-
chen wurden!!'®),

2.1. Einteilung in Klasse-I- und Klasse-1I-Enzyme

Trotz der geringen Sequenzhomologien von Synthetase-
primérstrukturen war es moglich, die Enzyme aufgrund rela-
tiv kurzer gemeinsamer Teilsequenzen, der ,,Konsensus-
oder ,,Signatursequenzen®, in zwei Klassen (Klasse I und
Klasse II) zu je zehn Enzymen einzuteilen!'* ~ 131,

Die beiden Konsensus-Sequenzen der Klasse I werden,
entsprechend dem Einbuchstaben-Code fiir die Aminosau-
ren, ,,HIGH*- (His-lle-Giy-His) und ,,KMSKS§*“-Region
(Lys-Met-Ser-Lys-Ser) genannt. Nach den drei bisher vorlie-
genden Roéntgenstrukturanalysen von Klasse-I-Synthetasen
weisen sie auf eine Strukturdoméne hin, die als ,,Ross-
man-** oder ,,Nucleotidbindungsstellen**-Faltung bezeichnet
wird?1~ 191 Sie wurde zuvor bei mehreren Dehydrogenasen
als die Bindungsstelle von Nicotinamidadenindinucleotid
(NAD*) erkannt®® und besteht, generell gesehen, aus zwei
Hiélften zu je drei (oder einmal zwei) parallelen f-Faltblatt-
strangen und je zwei (oder einmal drei) a-Helices (Abb. 1).
Bei allen bisher untersuchten Klasse-I-Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen liegen in diesem Bereich die Bindungsstellen fiir
ATP oder das Aminoacyladenylat und fiir das C-C-A-Ende
der tRNAIT 191 Als Beispiel fiir die Struktur einer Klasse-
I-Synthetase ist in Abbildung 2 die der Methionyl-tRNA-
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Abb. 1. Schematische Darstellung der N-terminalen Doméne der Methionyl-
tRNA-Synthetase aus £. coli. Sie enthdlt die fir Klasse-I-Synthetasen typische
Rossman-Faltung, in der die Bindungsstellen fiir ATP und das C-C-A-Ende der
tRNA liegen. Die Ziffern geben die fortlaufende Numerierung der Aminosiu-
ren vom N-Terminus her wieder. In diesem Teil des Enzyms liegen auch die fiir
die Klasse I typischen Signatursequenzen KMSKS und HIGH (bei Methionyl-
tRNA-Synthetase HLGH). Die Benennung der -Faltblattstringe (A, B, C, D,
E, F) und der Helices ist die bei der Methionyl-tRNA-Synthetase Gbliche; bei
Faltblattstrang F und bei der Helix HE ist nicht klar, ob sie allgemein zu der
Nucleotidbindungsstellen-Faltung gerechnet werden kénnen [17]. (Die Zeich-
nung ist eine modifizierte Version der Abbildungen 2. 3, 1 und 7 in Lit. {16, 17,
103, 104].)

Synthetase aus E. coli gezeigt!* 7). In diesem Fall konnte nicht
das vollstindige dimere Synthetase-Molekiil kristallisiert

Abb. 2. Schematische Darstellung der Struktur eines tryptischen Fragments
der Methionyl-tRNA-Synthetase aus E. coli; aus Lit. [17].
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werden, sondern nur ein monomeres, tryptisches Fragment,
dem zwar 125 C-terminale Aminosiurereste fehlten!!” 261
das aber trotzdem noch die volle enzymatische Aktivitit be-
sal}. Es besteht aus zwei Doménen und einem C-terminalen
Polypeptid. Die erste, N-terminale Doméne enthilt die Ross-
man-Faltung aus sechs parallelen S-Faltblattstrangen und
fiinf «-Helices (Aminosdurereste 1-360).

Die zweite Doméne (Positionen 361 —525) besteht iiber-
wiegend aus a-Helices; das C-terminale Polypeptid, das bis
zur Position 551 reicht, faltet sich teilweise zuriick in Rich-
tung auf den N-Terminus und verbindet so das C-terminale
Polypeptid mit den N-terminalen Doméinen.

Die bisher bekannten Synthetasestrukturen wurden kiirz-
lich von Moras in einem Ubersichtsartikel zusammenge-
faBti?1, Der Klasse I werden die Synthetasen zugeordnet,
die spezifisch sind fiir Valin, Leucin, Isoleucin, Glutaminsiu-
re, Glutamin, Arginin, Tyrosin, Tryptophan, Methionin und
Cystein (Tabelle 1). Durch einen detaillierten Struktur- und
Sequenzvergleich lassen sich die Klasse-I-Enzyme noch in
drei Unterklassen einteilen'!], die Ia, Ib und Ic genannt
werden sollen. Klasse Ia besteht aus der Tyrosyl- und der
Arginyl-tRNA-Synthetase, in Klasse Ib sind Glutaminyl-,
Glutamyl- und Tryptophanyl-tR NA-Synthetase zusammen-
gefalit, Klasse I ¢ besteht aus den Enzymen, die Leucin, Iso-
leucin, Valin, Methionin und Cystein umsetzen.

Den Klasse-II-Enzymen sind drei ,,Sequenzmotive* ge-
meinsam, die Motiv 1, 2 und 3 genannt werden; zwei Enzy-
me weisen allerdings nur das Motiv 3 auf (Tabelle 1)+ 121,
Jedes Motiv hat ein unveriinderliches Zentrum, einen festen
Aminosdurerest. Bei Motiv 1 ist es Prolyl P, ,,davor* steht
zweimal je ein hydrophober Rest ¢, gefolgt von je zwei belie-
bigen Aminoacylgruppen x, am Anfang des Motivs meistens
Glycyl g. ,,Nach* dem Prolinrest folgen zwei hydrophobe
Gruppen ¢.

gbxxdxxPhpd Motiv 1

Motiv 2 besteht aus zwei Teilen, der erste beginnt mit Phe-
nylalany! F, Tyrosyl Y oder Histidyl H, dann folgt als unver-
anderliches Zentrum Arginyl R, weiterhin ein variabler Rest
und Glutamyl E oder Aspartyl D.

(F/Y/H)RX(E/D) Motiv2, 1.Teil

Zwischen vier und zwdlf Aminoacylgruppen ,,aufwérts™
beginnt der zweite Teil mit Arginyl oder Histidyl, es folgen
drei variable Reste und als unverdnderliches Zentrum Phe-
nylalanin, dem wiederum drei variable Reste und Aspartyl
oder Glutamyl folgen.

(R/H)xxxFxxx(D/E) Motiv2, 2. Teil

Motiv 3 beginnt mit dem Acylrest einer kurzkettigen Ami-
nosdure A, zundchst gefolgt von einem variablen und einem
hydrophoben Rest; dann zweimal von je einem haufig auf-
tretenden Glycylrest und je einer hydrophoben Gruppe.
Dann steht vor dem zentralen Arginyl- meist noch ein Gluta-
mylrest e (der Kleinbuchstabe deutet an, daBl dieser Rest
variieren kann), den AbschluBl des Motivs bilden vier hydro-
phobe Reste.

rxpgbgdeROGOD Motiv 3
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Tabelle 1. Einteilung der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in Klassen und Unterklassen (die weitere, in Zeile vier gestricheit angedel.ltnete Unterte?lurﬂlg 'der Enzyme
entspricht einer weiteren Feineinteilung nach genauen Sequenzvergleichen [13, 25]) sowie Quartérstrukturen, Aminoacylierungspos-ltlonen, Spezifitit in bezug auf
ATP-Analoga A (basenmodifiziert) und B (zuckermodifiziert) und Stammbaum der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen nach Sequenzvergleich. s bedeuFet', da[_i die Substanz
fiir das betreffende Enzym Substrat ist. i bedeutet, daB die Substanz als Inhibitor wirkt. — zeigt an, daB die Substanz weder Substrat noch Inhibitor ist.

R’
. PR Ade R’ R"
NZe N v R R’ R PPP ’ N
/st ?\B]% 2-CI-ATP NH, Cl H v, 2dATP
RNy 8-Br-ATP NH, H Br 1 Y-d-ATP H OH
ppp-Rib TuTP = 7-Desazaadenosin- R'R 2-OCH,-ATP OH OCH,
A triphosphat B 3-OCH,-ATP OCH,; OH
Klasse 1 11
Konsensus-Sequenzen HIGH + KMSKS Motive 1, 2, 3 Motiv 3 Motive 1, 2, 3
——— | e
Unterklasse nach Lit. [13, 25) Ib Ia Ic ITa IIc IIb
e e, p—e |
Aminoséurespezifitit Glu GTni Trp Argi Tyr Cysi lle Leu Val Met Ser Thr His Pro Alal Gly Phe Asp Asn Lys
| 1
Quartérstruktur a a o, o a, o 3 2 a a, o, o, o, o, 'R apf, a,f, o o, o,
Position der veresterten 2 2 2 2 23y 23 2 2 2 2 ¥ ¥ k) ¥y 3 ¥ 2 3 ¥ 3
tRNA-OH-Gruppe
| | 1 |
ATP-Analoga-Spezifitit: | | ) |
TuTP s s i los 3 s s s s s - - : - - : - - - -
2-CI-ATP i i : s : - - - s s s s 5 s s - -, s s s s s
8-Br-ATP i [ T T - - - - - - - - -] - -1 - - - - -
2'-d-ATP i i s b - E - - - s s - - s s s 5 s
3'-d-ATP i 1 : s : s s S 8 s s s S s i : i i : s s s s s
2-OCH,-ATP 1 i o] s | - - - - - - - - - - i i - - - - -
3-OCH;-ATP i i } - : - - - - E E - - : E ; i i : - - - - -
Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen-
Stammbaum

nach Lit. [44]

Die bisher vorliegenden Roéntgenstrukturanalysen von
Klasse-TI-Enzymen, der Seryl-tRNA-Synthetase aus E. coli
und der Aspartyl-tRNA-Synthetase aus Hefe, zeigen, da
die Molekille aus zwei Dominen aufgebaut sind, einer

Motiv 3
389-401

Motiv 2
267-270
263-291

Motiv 1
189-138

5

Abb. 3. Schematische Darstellung der C-terminalen katalytischen Doméne der
Seryl-tRNA-Synthetase aus E. coli. Der Aufbau aus sieben antiparallelen -
Faltblattstringen gilt als typisch fiir Aminoacyl-tRNA-Synthetasen der Klas-
se I In den gestrichelten Bereichen treten Abweichungen zur bisher einzigen
weiteren rontgenkristallographisch bestimmten Klasse-I1-Synthetase-Struktur
auf, der von Aspartyl-tRNA-Synthetase aus Hefe. Die C-terminale Doméne
des Enzyms enthilt die fiir die Klasse II typischen Sequenzmotive. Die Ziffern
entsprechen der fortlaufenden Numerierung der Aminoséiuren vom N-Termi-
nus her, die Benennung der Faltblattstringe und Helices ist die bei der Seryl-
tRNA-Synthetase iibliche. (Die Darstellung erfolgte in Anlehnung an die Ab-
bildungen 5, 7 und 1 in Lit. [23, 24, 25].

Angew. Chem. 1993, 105, 198209

N-terminalen ,helicalen und einer C-terminalen , kataly-
tischen‘*22 7241, Die drei charakteristischen Motive befinden
sich sdmtlich in der katalytischen Domdéne, die um ein sie-
benstringiges antiparalleles f-Faltblatt aufgebaut ist{22 24
(Abb. 3). Als Beispiel ist in Abbildung 4 die Struktur der
Seryl-tRNA-Synthetase aus E. coli gezeigt'?® 25 Dieses
Enzym gehort dem Quartirstrukturtyp o, an, jede der
beiden Untereinheiten besteht aus 430 Aminosédureresten.
Dieser Strukturtyp weist eine C-terminale, 330 Aminosiure-
reste umfassende katalytische Untereinheit auf, die das
siebenstriangige f-Faltblatt enthdlt; die 100 N-terminalen
Aminosdurereste bilden einen langen, aus zwei anti-
parallelen Helices bestehenden Arm. Das aktive Zentrum
diirfte sowohl von Teilen des p-Faltblatts als auch von
den verbindenden Einzelstringen gebildet werden. Ein un-
geordneter Einzelstrang, der das Motiv 2 enthdlt, scheint ei-
ne flexible ,,Klappe* iiber dem aktiven Zentrum zu bil-
den!?3,

Motiv 1 hat wahrscheinlich nur eine indirekte Bedeutung
fiir das aktive Zentrum durch Stabilisierung seiner Konfor-
mation!?3!; nach einem Vergleich der Aminosiuresequenz
der Seryl-tRNA-Synthetase mit denen anderer Klasse-11-En-
zyme!?%} ist es wahrscheinlich verantwortlich fiir die Asso-
ziation der monomeren Untereinheiten der Enzyme zum o,-
Quartérstrukturtyp; einigen Klasse-II-Enzymen, die aus vier
Untereinheiten bestehen, fehlt dieses Motiv (siehe Tabelle 1).
Die Motive 2 und 3 sind dagegen wohl Teile des in der C-ter-
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minalen Domiéne vermuteten katalytischen Zentrums!?3),
Weiterhin ergab sich aus dem Vergieich der Aminosdurese-
quenzen der Klasse-II-Enzyme eine feinere Unterteilung in
die Unterklasse [1a, umfassend die Enzyme, die spezifisch
sind fiir Serin, Threonin, Prolin und Histidin, die Unter-
klasse IIb mit den Enzymen spezifisch fiir Asparaginsiure,
Asparagin und Lysin, und die Unterklasse Il ¢, der die tetra-
meren Enzyme angehdren. Diese sind spezifisch fiir Phenyl-

Abb. 4. Schematische Darstellung der Struktur der Seryl-tRNA-Synthetase
aus E. coli; aus Lit. [25].

alanin, Glycin und Alanin (siehe Tabelle 1)?%1. Von den letz-
teren sollen die Phenyl- und die Glycyl-tRNA-Synthetase in
Teilsequenzen Ahnlichkeiten mit den Enzymen der Unter-
klasse [Ib aufweisen, Alanyl-tRNA-Synthetase mit denen
der Unterklasse ITa (sieche Tabelle 1).

3. Synthetische Substratanaloga

Beeinflufit von Emil Fischers ,,SchloB-Schlussel*-Modell
fiir die Enzym-Substrat-Wechselwirkung haben Chemiker
seit jeher Analoga von Enzymsubstraten, Hormonen, Anti-
biotika und pflanzlichen Wirkstoffen synthetisiert. Dieses
fiihrte nicht nur zur Entwicklung neuer, hochwirksamer
Pharmaka, sondern licferte Erkenntnisse iber die Mechanis-
men von enzymkatalysierten Reaktionen sowie iber die
Strukturen von Substratbindungsstellen und von Rezepto-
ren fiir Hormone und Pharmaka.

Da Aminoacyl-tRNA-Synthetasen drei Substrate umset-
zen, bieten sich viele Méglichkeiten, durch chemisch modifi-
zierte Substrate in den Ablauf der Katalyse einzugreifen.
Aufschliisse iber die Klasseneinteilung der Synthetasen sind
in diesen Fillen nur durch Analoga des gemeinsamen Sub-
strats ATP oder von tRNAs zu erwarten, die an dem allen
gemeinsamen C-C-A-Ende modifiziert sind; Aminosdure-
derivate konnen jeweils nur liber die fiir sie spezifische Syn-
thetase Informationen liefern.
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3.1. tRNA-Analoga

Als ungewohnlich aufschluBireich fiir die ndhere Aufkla-
rung des Mechanismus der Aminoacylierung und, wie sich
jetzt zeigt, auch fiir die Klasseneinteilung der Synthetasen,
erwiesen sich Experimente mit modifizierten tRNAs, wie 8—
11, in denen der endstindigen Adenosin-Einheit eine der
freien Hydroxygruppen fehlt oder durch eine Aminogruppe
ersetzt ist[26 7321,

tRNA o A tRNA o A
3'2] 327
HO OH
2'-Desoxy-tRNA 3-Desoxy-tRNA
8 9
tRNA o A tRNA o A
3'2) 327
HO NH, H,N OH
2"-Desoxy-2"-amino- 3'-Desoxy-3'-amino-
tRNA tRNA

10 11

Diese tRNA-Analoga wurden allerdings nicht durch di-
rekte chemische Verdnderung der tRNA, sondern durch en-
zymatische Inkorporation des verinderten endstindigen
Nucleotids N (als Triphosphat NTP) nach ebenfalls enzyma-
tischer Abspaltung des terminalen Adenosinmonophosphats
der tRNA dargestellt(26 =32 [GI. (¢)].

tRNA-Nucleotidyi-
transferase, NTP
tRNA-C-—C &——=————> {(RNA-C-C—N + PP, (©)

12 13

Es zeigte sich, daB fast alle Synthetasen nur eine der beiden
Desoxy- oder Amino-tRNAs mit der Aminoséure verestern
(siehe Tabelle 1)1267331, Man schlof daraus, daB3 auch die
natiirlich vorkommende tRNA in der Zelle nur an einer be-
stimmten OH-Gruppe der endstdndigen Ribose beladen
wird, das Primdrprodukt isomerisiert dann allerdings spon-
tan zu einem Gemisch aus 2'- und 3’-O-Aminoacyl-
estern®% 34, Vergleicht man die durch Modifizierung der
tRNAs erhaltene Einteilung der Synthetasen in 2'- und 3'-
,.Belader*’, so zeigt es sich, daB diese erstaunlicherweise voll-
kommen mit der Einteilung in Klasse-I- und Klasse-II-Enzy-
me Ubereinstimmt: Die Klasse-I-Synthetasen verestern die
tRNA an der 2'-, die Klasse-II-Synthetasen an der 3'-OH-
Gruppe (siche Tabelle 1). Diese Eigenschaft muf} also durch
die prinzipiell verschiedene Struktur der beiden Aminoacyl-
tRNA-Synthetase-Gruppen bedingt sein. Ausnahmen bil-
den lediglich die Phenylalanyl-tRNA-Synthetase, die als
Klasse-II-Enzym die 2’-OH-Gruppe der Ribose belddt und
die Cysteinyl- und Tyrosyl-tRNA-Synthetasen, die anschei-
nend beide OH-Gruppen verestern kénnen.

Unvollkommen blieben allerdings die Versuche, die 2',3'-
Spezifitit der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen zu erkldren.
Ein 1983 entworfenes Modell*3! beriicksichtigte die an kri-
stallisierter Tyrosyl-tRNA-Synthetase gemachte Beobach-
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tung, daB AMP auch an der Tyrosinbindungsstelle gebunden
werden kann, wenn es allein in der Lésung vorhanden ist?°l.
Dies fihrte zu der Vermutung, dall auch der Adenosinmono-
phosphat-Teil des Aminoacyladenylats sowohl in einer Nu-
cleotid- als auch in der Aminosdurebindungsstelle gebunden
werden konnte. Der dadurch mégliche Lagewechsel des
Aminoacyladenylats konnte die Carbonylgruppe des Ami-
noacylrests abwechselnd in die Néhe der 2~ oder der 3'-OH-
Gruppe bringen.

Die ersten Rontgenstrukturanalysen von Komplexen aus
tRNA, Synthetase und ATP, die jetzt fiir das Glutaminylsy-
stem (Klasse I)!'®! und das Aspartylsystem (Klasse IT)1#*]
vorliegen, zeigen jedoch, daB diese Vermutungen nicht zu-
treffen kénnen.

Die Glutaminyl-tRNA-Synthetase, ein aus 553 Amino-
sdureresten aufgebautes, monomeres Enzym, konnte als
Komplex mit seiner kognaten, d. h. der von ihm als Substrat
erkannten tRNA®™ und ATP kristallisiert werden!'®). Die
Roéntgenstrukturanalyse dieses Komplexes zeigte, dafl das
Enzym aus vier Doméinen aufgebaut ist, von denen drei fiir
die Erkennung der tRNA verantwortlich zu sein scheinen,
wihrend eine das aktive Zentrum enthdlt (vgl. Abb. 5). Die

Das erste Basenpaar des Aminoacylacceptorstammes der
tRNAS™.K [eeblattstruktur ist aufgebrochen, und das 3'-En-
de der tRNA bildet eine ,,Hairpin‘‘-Struktur, in der die unge-
paarten Basen eine in Richtung des Anticodons zuriickgebo-
gene Schleife bilden. Die 2’-Hydroxygruppe des endstédndi-
gen Adenosins diirfte so in die Nachbarschaft der Carbonyl-
gruppe des Glutaminyladenylats gebracht werden.

Die Aspartyl-tR NA-Synthetase aus Hefe, ein dimeres En-
zym vom Quartdrstrukturtyp o, mit je 557 Aminosdurere-
sten pro Untereinheit, konnte als Kompiex mit tRNAA®
kristallisiert werden!?*. Das dimere Enzym bindet dabei
zwei tRNA-Molekiile. Die Rontgenstrukturanalyse ergab,
daf3 die monomere Einheit aus zwei Doménen zusammenge-
setzt ist, von der die C-terminale das aktive Zentrum enthdlt
(vgl. Abb. 6). Ahnlich wie bei der Seryl-tRNA-Synthetase
besteht die katalytische Untereinheit aus einem antiparalle-
len p-Faltblatt, das von a-Helices umgeben ist und enthdit
die fitr die Klasse IT charakteristischen Motive 1-3. Motiv 1
bewirkt die Dimerisierung, die Motive 2 und 3 die Bindung
des C-C-A-Endes der tRNA und von ATP.

Das C-C-A-Ende der tRNA*P hat im Enzym-tRNA-
Komplex eine normale helicale Struktur, die das terminale

Abb. 5. Schematische Darstellung der Glutaminyl-tRNA-Synthetase aus E. coli, komplexiert mit tRNA“"™ und ATP; aus Lit. [19].

letztere liegt am N-Terminus und weist die fir Klasse-I-
Enzyme typische Rossman-Faltung auf, die hier in der ersten
,.Hilfte** aus drei p-Faltblattstrangen und zwei a-Helices, im
anderen Teil aus zwei f-Faltblattstringen und ebenfalls zwei
x-Helices besteht. Sowohl der beide ,,Hilften verbindende
Einzelstrang als auch die zweite ,,Halfte* der Rossman-Fal-
tung bewirken die Bindung der tRNA.

Das ATP-Molekiil liegt mit seiner a-Phosphatgruppe in
einer fiir Wasserstoftbriicken geeigneten Entfernung von der
2'-Hydroxygruppe des endstindigen Adenosins der tRNA,
die B~ und y-Phosphatgruppen liegen in der Nihe der beiden
Histidylreste der HIGH-Konsensus-Sequenz der Klasse-I-
Enzyme.
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Adenosin so positionieren diirfte, dafl die Aminoacylierung
der tRNA an der 3-Hydroxylgruppe moglich istt?*l. Tm
{ibertragenen Sinne ist also die 2/,3'-Spezifitdt der Amino-
acyl-tRNA-Synthetasen nicht auf eine wechselnde Lage des
Aminoacyladenylats zuriickzufithren, sondern auf die der
endstindigen Hydroxygruppen der tRNA.

3.2. ATP-Analoga
Aminoacyl-tR NA-Synthetasen konnten auch anhand der

Ergebnisse von Untersuchungen mit zahlreichen ATP-Ana-
loga noch vor der Aufkldrung der ersten Primérstrukturen in
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Abb. 6. Schematische Darstellung der C-terminalen Doméne der Aspartyl-

tRNA-Synthetase, komplexiert mit tRNA*¥: aus Lit. [24].

Klassen und sogar in Unterklassen eingeteilt werden 37 =431,
Da diese Ergebnisse bereits ausfithrlich beschrieben worden
sind[3:#2:431 sollen hier nur einige besonders charakteristi-
sche Befunde, die fiir die Klasseneinteilung der Enzyme
wichtig sind, erwdhnt werden (siche Tabelle 1). Der deutlich-
ste Unterschied zwischen den Klassen I und IT tritt im Ver-
halten von Tubercidintriphosphat TuTP in der Aminoacylie-
rungsreaktion zutage. Dieses modifizierte ATP, in dem das
Stickstoffatom in Position 7 des Purinsystems durch ein
Kohlenstoffatom ersetzt ist, kann den Klasse-I-Enzymen
ATP als Substrat ersetzen; im Falle der Tryptophanyl-
tRNA-Synthetase ist es allerdings ein Inhibitor. Fiir die
Klasse-II-Enzyme ist dieses Triphosphat dagegen weder ein
Substrat noch ein Inhibitor (siche Tabelle 1). Mit den weite-
ren sechs ATP-Analoga, deren ,,Spezifitdtsraster* in Tabel-
le 1 dargestellt ist, 148t sich die Unterklasse Ib deutlich von
den Unterklassen I a und Ic abgrenzen. Auch die mogliche
Feinunterteilung der Unterklasse Ib, in der nach der Linge
eines ,,CP1* genannten Sequenzstiickes die Tryptophanyl-
tRNA-Synthetase von der Glutamyl- und der Glutaminyl-
tRNA-Synthetase abgegrenzt wird '3, ist in dem Spezifitits-
raster angedeutet.

In der Klasse II zeigen die Unterklassen IIb und II'a, mit
Ausnahme der Prolyl-tRNA-Synthetase, die gleichen Spezi-
fitdten. Von der Unterklasse der tetrameren Enzyme I1¢ ha-
ben die Glycyl- und die Phenylalanyl-tR NA-Synthetase glei-
che ATP-Spezifitit wie die Enzyme der Unterklassen Ila
und II'b; dem entspricht die Beobachtung, daB diese Prote-
ine, wie sich aus Sequenzvergleichen ergibt, eine Bezichung
zur Unterklasse ITa aufweisen!?®). Die Alanyl-tRNA-Syn-
thetase weist dagegen das gleiche Spezifititsmuster auf wie
die Prolyl-tRNA-Synthetase, die in der Unterklasse [Ta die
einzige Ausnahme ist. In diesem Zusammenhang sollte dar-
auf hingewiesen werden, dafl aufgrund der Sequenzverglei-
che die Alanyl-tRNA-Synthetase eine gewisse Ahnlichkeit
mit den Enzymen der Unterklasse ITa hat!?*,

Mit Hilfe ausfiihrlicher Sequenzvergleiche konnten jetzt
die ersten Evolutionsstammbidume fiir die beiden Amino-
acyl-tRNA-Synthetase-Klassen aufgestellt werden™*, Da
jede der beiden Gruppen das ganze Spektrum an Aminosiu-
retypen umfaB3t (hydrophobe, basische, saure), kann man
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vermuten, daf3 das heutige System von zwanzig Aminosidure-
Synthetasepaaren aus zwei voneinander unabhéngigen zu je
zehn entstanden ist. Die ermittelten Stammbdume fiir die
Klassen I und IT sind in Tabelle 1 gezeigt. Sie stimmen eben-
falls recht gut mit der Einteilung iiberein, die schon friither
anhand der ATP-Spezifititen vorgenommen werden konn-
ten. In Klasse I ist lediglich die Verwandtschaft der Trypto-
phanyl- mit der Tyrosyl-tRNA-Synthetase eine Ausnahme,
in Klasse IT sind die beiden Ausnahmen Alanyl- und Prolyl-
tRNA-Synthetase nicht miteinander, sondern mit der Histi-
dyl- bzw. der Threonyl-tRNA-Synthetase verwandt. Da die
Spezifititen gegeniiber ATP-Analoga jedoch von wenigen
fiir die Bindung entscheidenden Aminosdureresten abhéin-
gen diirften, sind die Abweichungen zu Beziehungen, die
durch Vergleich ldngerer Sequenzen gefunden wurden, nicht
ungewdhnlich. Insgesamt stimmen die mit modifizierten
tRNAs und ATP-Analoga herausgearbeiteten Befunde recht
gut mit den spéter durch Sequenzvergleich gefundenen Ein-
teilungen tiberein.

3.3. Aminosidureanaloga

Die genaue Erkennung der Aminosduren durch die Ami-
noacyl-tRNA-Synthetasen ist Vorbedingung fiir die Biosyn-
these funktionsfahiger Proteine. Erste Versuche zur in-vivo-
Spezifitit der Proteinbiosynthese zeigten, dafl Valin,
Isoleucin, Leucin, Tyrosin und Phenylalanin nicht &fter als in
einem von 3000 Fillen gegeneinander ersetzt wurden*®!. In
neueren Arbeiten wurden jedoch auch Fehlerraten von
1:100 bis 1:1000 fiir den Austausch von Arginin und Trypto-
phan gegen Cystein gefunden!*®). Bei der genauen in-vitro-
Untersuchung der Spezifititen einzelner Enzyme wurden in
bezug auf die zwanzig in natiirlichen Proteinen vorkommen-
den Aminosduren teils geringere, teils hohere Fehlerraten als
die zuvor genannten festgestellt™*’ ~32!. Dagegen scheinen
nicht in natiirlichen Proteinen vorkommende Aminosduren
prinzipiell schlechter von den kognaten, normalerweise von
den Enzymen umgesetzten Substraten, unterschieden zu
werden®** 331, Offensichtlich ist die hohe Spezifitit der Ami-
noacyl-tRNA-Synthetasen im Laufe der biologischen Evolu-
tion hauptsédchlich gegeniiber den zwanzig natiirlichen Ami-
nosduren entwickelt worden.

Systematische Studien fber die Substrateigenschaften
nichtkognater Aminosduren mit einzelnen Enzymen kénnen
jeweils nur Aufschluf} geben iiber die Topographie der Ami-
nosdurebindungsstelle des betreffenden Proteins; dennoch
konnten einheitliche Prinzipien der Aminosdureerkennung
herausgearbeitet werden, die sich méglicherweise auch im
Falle der Klassen I und II unterscheiden!#8 =521,

Nach dem ,,Stopper-Modeli“ besitzen vier auf ihre Ami-
nosdurespezifitit untersuchte Klasse-I-Enzyme ¢ine Amino-
saurebindungstasche, die eine besonders ,,dichte” Packung
ermdglicht und zu starken hydrophoben Wechselwirkungen
fithrt[##~52. 541 Die Bindungstasche ist durch eine Amino-
sdureseitenkette in ihrer Linge begrenzt. Aullerdem ragen
auch andere Seitenketten in die Bindungstasche, die bei der
Bindung des Substrates ,,zur Seite** gedrangt werden. Nicht-
kognate Aminosduren verdriangen bei ihrer Bindung auch
die begrenzende Gruppe oder eventuell zusétzlich noch an-
dere. Die Bindungsenergie fiir die Aminosiureseitenkette
setzt sich zusammen aus den Energiebetrdgen, die durch die
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hydrophoben Wechselwirkungen und falls méglich, durch
Wasserstoffbriickenbindungen gewonnen werden, aber auch
durch die notwendige Verdringung von in die Bindungsstelle
hineinragenden Gruppen verloren gehen. Die Aminosdure
wird in diesem Modell gleichsam mit ,,Fingern** des Proteins
abgetastet. Nichtkognate Aminosduren erzielen entweder
geringere hydrophobe Wechselwirkungen, konnen die ent-
sprechenden Wasserstoffbriicken nicht bilden oder miissen
zusitzlich andere Aminosdureseitenketten aus ihrer Position
verdringen (Abb. 7). IThre Bindungsenergie konnte nach den
fiir die natiirlichen Aminosiduren gefundenen GesetzmiBig-
keiten in guter Niherung abgeschitzt werden!#®~30),

Fiir simtliche untersuchten Klasse-I-Enzyme muB auf-
grund kinetischer und stochiometrischer Daten angenom-
men werden, daf} die Bindung der Aminosduren in zwei Stu-
fen verlduft (Abb. 7)1 7321, Auf den ersten Bindungsschritt
diirfte eine Konformationsinderung der Enzyme folgen!®*l,
die zu der ,.besonders dichte Packung'* genannten!48 3234
Struktur mit starken hydrophoben Wechselwirkungen fiihrt.
Deren Betrag ist etwa doppelt so hoch wie der sonst in der
Literatur angegebene von 25 cal A=2 (10.5 kJ nm ™ 2)[56 =581,

B T

Abb. 7. Schematische Darsteliung der Bindung von Arginin an Arginyl-
tRNA-Synthetase als Beispiel fiir eins von vier untersuchten Klasse-1-Enzy-
men. Die Bindung erfolgt in zwei Schritten.

Zusitzlich zum , Abtasten** der Aminoséure in der spezifi-
schen Bindungsstelle ist die Aminosdurespezifitit jedoch au-
Berdem noch auf zwei hydrolytische Priifschritte zuriickzu-
fithren, in denen Aminoacyladenylate von nichtkognaten
Aminosduren und aus diesen gebildete Aminoacyl-tRNAs
wieder hydrolysiert werden!*®~32], In den meisten Fillen
Uberwiegt der erste, der Pritransfer-Korrekturschritt, wih-
rend der zweite, der Posttransfer-Schritt, kaum eine Rolle
spielt.

Von den Kiasse-I1I-Enzymen wurde bisher nur die Lysy!-
tRNA-Synthetase auf ihre Aminosdurespezifitit untersucht.
Sie fiihrt ebenfalls die beiden hydrolytischen Korrektur-
schritte aus, allerdings etwas weniger effektivl®!; die Bin-
dung der Aminosdure scheint jedoch in nur einem Schritt zu
verlaufen und die Bindungsstelle diirfte von vornherein eine
Struktur mit dichter Packung haben (Abb. 8). Der gesamte

Abb. 8. Schematische Darstellung der Bindung von Lysin an Lysyl-tRNA-
Synthetase, das einzige bisher in gleicher Weise wie die vier Klasse-I-Enzyme
untersuchte Klasse-11-Enzym. Die Bindung erfoigt in einem Schritt.

Lysin

—

Erkennungsvorgang besteht also im Gegensatz zu dem der
untersuchten Klasse-I-Enzyme aus drei statt aus vier Schrit-
ten. Die Spezifitdt der Lysyl-tRNA-Synthetase gegeniiber
nichtkognaten Aminoséuren ist erheblich geringer als die der
untersuchten Klasse-I-Enzyme, doch ist es fiir eine Entschei-
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dung, ob fiir alle Klasse-I1I-Enzyme dhnliche Befunde zu er-
warten sind und ein allgemeiner Unterschied zwischen den
Klasse-I1- und Klasse-11-Enzymen vorliegt, noch zu friih.

4. Affinititsmarkierungen

Um die fiir die spezifische Substraterkennung wichtigen
Teile der Enzymmolekiile zu bestimmen, wurden Substrat-
molekiile mit reaktiven Gruppen versehen, die zu einer kova-
lenten Bindung zwischen Substrat und Enzym fiihren kén-
nen. Durch teilweisen Abbau oder Sequenzierung der so
markierten Enzyme konnten Informationen dariiber gewon-
nen werden, an welcher Untereinheit oder Aminosdure des
Enzyms die reaktive Gruppe des Substrats gebunden wurde.
Dabei geht man von der, wie weiter unten ausgefiihrt wird,
nicht immer ganz berechtigten Annahme aus, da} die Mar-
kierung des Enzyms iiberwiegend an der Substratbindungs-
stelle erfolgt.

Uberwiegend erfolgreich verliefen Versuche mit modifi-
zierten tRNAs und ATP-Analoga, die reaktive Halogenato-
me wie Brom in Bromessigsiureestern!®?-¢!1 oder Chlor in
N-Chlorethylgruppen®? oder die photoreaktive Azidogrup-
pe in p-Azidoanilidresten enthielten®2 ~®51. Als weitere reak-
tive Gruppen wurden vereinzelt 5,5-Dinitro-2,2'-dithiodi-
benzoesdure und p-Nitrophenylchlorformiat!®®l, 3H-mar-
kiertes Acetanhydrid!®”!, Pyridoxalphosphat!®®), 2.4.6-Tri-
methylbenzoyl-AMP  (,,Mesitoyl-AMP*)(¢% 3 3.Dithio-
bis(succinimidopropionat)!’® und Adenosin(5')triphos-
pho(5)pyridoxal 18 (sieche Abschnitt 4.3)!7!! eingesetzt.
Auch durch direktes Bestrahlen mit UV-Licht konnten in
tRNA-Synthetase-Komplexen kovalente Bindungen, wahr-
scheinlich zwischen den Basen der Nucleotide und SH-Grup-
pen der Proteine, gekniipft werden!72:73),

Die aufschluBreichsten Versuche waren jedoch die mit den
aus ATP 2 und tRNA 5 durch Oxidation mit Periodat erhal-
tenen Dialdehyden 14'747°! Urspriinglich wurden diese
Dialdehyde hergestellt, um durch Reduktion mit Natrium-
borhydrid die ATP- bzw. tRNA-Derivate mit gespaltener
C2’-C3'-Bindung 15 zu erhalten®?- 231 [Gl. (d)].

tRNA— O A |, tRNA— O A .. tRNA— O A
HH
H—y  H H H
HO OH 0 O

HO OH
tthlAcnxi tl{hlecnxlrcd
5 14 15

tRNA

Bei der Affinitdtsmarkierung reagieren die Aldehydgrup-
pen mit den Aminogruppen von Lysinseitenketten zu Schiff-
Basen 16, die mit Natriumcyanotrihydroborat zu Aminen
17 reduziert werden!®®, um die Markierung zu stabili-
sieren.

tRNA 0 A tRNA o)

H,NR Na[BH,CN]
R —_—
H
H L H H | H H
0O ITI O HTTI
tRNA R R
14 16 17
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Diese stabilen, kovalent gebundenen Marker ermoglichen
den Abbau der Proteine bis zur Identifizierung der einzelnen
reagierenden Lysinseitenketten.

In den folgenden Abschnitten werden hauptsichlich die
mit diesen Dialdehyd-Affinitdtsmarkern gewonnenen Er-
kenntnisse diskutiert.

4.1. Markierungen mit tRNA ;

Die ersten Informationen, die durch Affinitdtsmarkierun-
gen mit den aus tRNAs hergestellten Dialdehyden erhalten
wurden, bezogen sich auf die Zusammensetzung der Enzym-
tRNA-Komplexe. Fiir Methionyl- und Tyrosyl-tRNA-Syn-
thetase (Quartarstruktur o,) wurden Komplexe aus einer ko-
valent gebundenen tRNA und dem dimeren Enzym
gefunden!8 8485 fiir Leucyl-tRNA-Synthetase (Quartir-
struktur o) ergab sich eine oxidierte tRNA tRNA_, 14 pro
monomerem Enzym!°. Dagegen bildete Arginyl-tRNA-
Synthetase (Quartdrstruktur «) neben einem 1:1-Komplex
auch in etwa gleicher Menge eine Verbindung von zwei
tRNA_, und dem Enzym™!l. Bei der tetrameren Phenylala-
nyl-tRNA-Synthetase (Quartdrstruktur o,p,) wurde zwar
ibereinstimmend die Bindung von zwei oxidierenden
tRNA,; festgestellt, doch wurde zundchst eine Bindung an
die kleinere B-Untereinheit postuliert!”® 83 dann eine an die
groBere a-Einheit 1861,

Interessant ist ein Vergleich dieser stochiometrischen Ver-
héltnisse mit den nach anderen Methoden erhaltenen.
Fluoreszenzspektroskopische Messungen ergaben fiir die
Methionyl-tRNA-Synthetase ebenfalls die Bildung eines En-
zym-tRNA-Komplexes im Verhiltnis 1:1°4]; aus Bindungs-
studien zwischen tRNA und Enzym!?! folgte firr Tyrosyl-
tRNA-Synthetase einerseits eine antikooperative, d.h. eine
in der zweiten Stufe erschwerte Bindung von zwei tRNA-
Molekiilen pro Enzymmolekiil, andererseits aber unter den
Bedingungen der Katalyse, d.h. bei Anwesenheit aller drei
Substrate, nur die Bindung von einem tRNA-Molekiil pro
Enzymmolekil'®®. Mit Fluoreszenztitrationen wurde fiir
die Bindung der tRNA an Arginyl-tRNA-Synthetase eine
1:1-Stdchiometrie ermittelt®”). Bemerkenswert ist hierbei,
daB mit tRNA_, auch Verbindungen aus zwei tRNA,_;-Mo-
lekiilen und einem Enzymmolekil der Quartdrstruktur o ge-
bildet werden. Dieses mag die Moglichkeit bestdtigen, dal
auch die monomeren Enzyme mit katalytischen Cyclen ar-
beiten, in deren Verlauf zwei tRNA-Molekiile an das Enzym
gebunden sind. Solche Cyclen werden bisher aufgrund von
kinetischen Studien z.B. fiir die Isoleucyl-tRNA-Synthetase
postuliert>°%: 991 Fiir die Phenylalanyl-tRNA-Synthetase
stimmt die mit physikalischen Methoden gefundene Zahl
von zwei gebundenen tRNA-Molekiilen pro Enzymmole-
kul®? 1" mit dem durch Affinititsmarkierung gefundenen
Verhiltnis Giberein.

Bei Alanyl-187] Phenylalanyl-18¢), Tyrosyl-1®%1 und Me-
thionyl-tRNA-Synthetase!®8! konnten sogar die einzelnen
Aminosduren identifiziert werden, die mit der oxidierten
tRNA eine kovalente Bindung eingehen. In den meisten Fal-
len handelt es sich um Lysyl-1®°~88] in einigen auch um
Arginylreste™®8. Wie von Kritikern der Mcthode erwartet,
wird die tRNA_,; von den einzelnen Enzymen nicht an einem
einzigen Aminosdurerest gebunden, sondern an mehreren
Positionen!®* 86881 T den Fillen jedoch, in denen schon
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Roéntgenstrukturanalysen der Enzyme vorliegen (Tyr,
Met)!83- 881 liegen die markierten Aminoséurereste raumlich
nicht weit voneinander entfernt.

Die Tyrosyl-tRNA-Synthetase aus E. coli verliert nach
dem kovalenten Binden von tRNA_; sowohl ihre Fihigkeit,
den ATP-Pyrophosphataustausch (Umkehrung der Aktivie-
rungsreaktion [Gl. (a)]) als auch die Aminoacylierung von
tRNAT" zu katalysieren'®%. Nach Abbau des markierten
Enzyms mit Chymotrypsin und Abbau der tRNA mit Ribo-
nuclease A wurden zwei Oligopeptide (Positionen 227-235
und 236-244) isoliert, die kovalent gebundenes Adenosin
enthielten. Im ersten Peptid mit zwei Lysylresten (Positio-
nen 229 und 234) wurde hauptsichlich Lysin 234 umgesetzt,
in geringerem Mal} Lysin 229. Im zweiten Peptid war der
einzige darin enthaltene Lysinrest (Position 237) volistindig
umgesetzt.

Nach dem Vergleich mit der durch Réntgenbeugung be-
stimmten Struktur der Tyrosyl-tRNA-Synthetase aus Bacil-
lus stearothermophilus''* 11 gehdren die markierten Lysylre-
ste zu einem unstrukturierten Proteinteil, der die N-ter-
minale a/f-Domine und eine a-helicale Doméne verbindet.
Die erstere enthilt die Mononucleotidbindungsstelle, die
zweite soll fiir die Bindung der tRNA verantwortlich sein.
Das lysinhaltige und dadurch positive Ladungen tragende
Zwischenstiick ist sowohl wegen der moglichen Wechselwir-
kung mit den negativen Ladungen der tRNA als auch wegen
seiner Lage fiir die Bindung des C-C-A-Endes der t(RNATY"
geeignet. Der Lysylrest 229 gehort der KMSKS-Sequenz an,
die fir die Klasse-I-Enzyme typisch ist.

Die Tatsache, daB tRNATY mit drei verschiedenen Lysyl-
resten reagieren kann, weist einerseits darauf hin, daB3 an der
Bindung des C-C-A-Endes mehrere Lysylreste beteiligt sein
diirften, andererseits auch darauf, daf3 es im Enzym-tRNA-
Komplex nicht streng fixiert ist, sondern eine gewisse Beweg-
lichkeit besitzt, die durch Konformationsinderungen der
tRNA, des Enzyms oder beider erméglicht wird.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der Affinititsmar-
kierung von Methionyl-tRNA-Synthetase mit oxidierter
tRNA™ die fiir Formylmethionin spezifisch ist, erhal-
ten(78-84881 Nach der Umsetzung des Enzyms mit
tRNA™Me hatte der gebildete 1:1-Komplex seine Fihigkeit
zur Katalyse des ATP-Pyrophosphataustausches und zur
Beladung von tRNA verloren!”#]. Nach Abbau mit Chymo-
trypsin und Ribonuclease A wurden drei Oligopeptide mit
aus der tRNA stammendem, kovalent gebundenem Adeno-
sin gefunden. Zwei von ihnen enthielten je einen vollstindig
umgesetzten Lysylrest (Positionen 61 und 335), in einer drit-
ten Oligopeptidfraktion war je einer der Lysylreste 142, 147
oder 149 umgesetzt. Alle diese Lysylreste gehoren zu der
N-terminalen Doméne des Enzyms (Position 1-360), die die
Nucleotidbindungsstellen-Faltung enthélt; Lysin 335 ist Teil
der KMSKS-Signatursequenz. Nach der Roéntgenstruktur-
analyse des kristallisierten Enzyms liegen alle diese Lysin-
reste innerhalb eines Radius von 5.5 A (~1/10 eines Domi-
nenradius), so dal} in diesem Falle auch eine Aussage Uber
das Ausmal} der relativen Beweglichkeit des C-C-A-Endes
der tRNA im Enzym-tRNA-Komplex gemacht werden
kann.

Aufler an den beiden fiir Tyrosin und Methionin spezifi-
schen Klasse-I-Enzymen wurden auch bei den fiir Phenylala-
nin und Alanin spezifischen Klasse-1I-Enzymen die Amino-
sdurereste bestimmt, die mit oxidierter tRNA reagieren. Im
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Gegensatz zu den ersteren Enzymen behalten die beiden letz-
teren ihre Fahigkeit, trotz kovalent gebundener tRNA den
ATP-Pyrophosphataustausch zu katalysieren!®-87). Bei der
Phenylalanyl-tRNA-Synthetase setzt sich tRNAP® mit drei
Lysylresten um (Positionen 2, 61 und 106), bei der Alanyl-
tRNA-Synthetase nur mit einem Lysylrest (Position 73).
Alle diese Lysin-Positionen liegen in den N-terminalen Do-
ménen der Enzyme. Da noch keine Rontgenstrukturanaly-
sen von Phenylalanyl- und Alanyl-tRNA-Synthetasen vor-
liegen, konnen bisher keine Aussagen iber die rdumliche
Anordnung der markierten Lysylreste im Enzymmolekiil ge-
macht werden.

Somit kénnte man vermuten, daB3 der Unterschied zwi-
schen Klasse-I- und Klasse-II-Enzymen darin besteht, daB3
letztere trotz kovalenter Bindung cines tRNA-Molekils wei-
terhin den ATP-Pyrophosphataustausch katalysieren, doch
diirfte fiir solch eine allgemeine Aussage die Zahl der bisher
untersuchten Enzyme zu gering sein. Auch sprechen Ergeb-
nisse dafiir, die mit einer Leucyl-tRNA-Synthetase erhalten
wurden?!. Dieses Klasse-I-Enzym soll ebenfalls nach Um-
setzung mit tRNAL" noch die Aminosiureaktivierung kata-
lysieren.

4.2. Markierung mit ATP,;

So wie mit oxidierter tRNA kénnen die Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen auch mit dem zum Dialdehyd oxidierten
ATP umgesetzt werden!”’# 7577 Methionyl-, Tyrosyl- und
Tryptophanyl-tRNA-Synthetasen (Quartérstruktur o)
koénnen nach Bindung von je zwei Molekillen ATP,; den
ATP-Pyrophosphataustausch nicht mehr katalysieren(7!,
Phenylalanyl-tRNA-Synthetase (Quartdrstruktur o,f,) ist
erst nach der Bindung des zweiten ATP, ,-Molekiils vollstidn-
dig inaktiviert; Isoleucyl-tRNA-Synthetase (Quartérstruk-
tur o) wird durch die Bindung eines ATP, ;-Molekiils inakti-
viert, bei strengem Ausschiufl der fiir die Katalyse sonst
notwendigen Mg? " -Ionen wurde jedoch auch noch ein zwei-
tes ATP,_,-Molekiil in das Enzym inkorporiert!741,

Diese anfangs aussichtsreich erscheinende Affinitdtsmar-
kierung erwies sich letztlich aber doch als weniger geeignet.
Eingehende Untersuchungen an Lysyl- und Phenylalanyl-
tRNA-Synthetase aus E. coli ergaben, dall diese Enzyme bis
zu 5 bzw. 50 ATP_.-Molekiile pro Enzymmolekiil binden
konnen!”?!. Auch durch oxidiertes GTP oder Uridin konn-
ten dhnliche Effekte wie mit ATP, erzielt werden!”>!. Einer
Tryptophanyl-tRNA-Synthetase  aus  Rinderpankreas
(Quartérstruktur «,) blieb sogar nach Bindung von zwei
Molekillen ATP ; die Fahigkeit zur Bildung des Tryptopha-
nyladenylates erhalten!””’!. Aus diesen Befunden mufite ge-
schlossen werden, daB ATP,; nicht spezifisch mit Lysylresten
der ATP-Bindungsstelle reagiert, sondern zusitzlich oder
iiberwiegend mit anderen leicht zugénglichen Lysylresten der

Enzymoberfliche.

4.3. Markierungen mit
Adenosin(5’)triphospho(5")pyridoxal (AP;-PL)

Als wesentlich besser geeignet fiir die Affinitdtsmarkie-
rung der ATP-Bindungsstelle erwies sich das ATP-Derivat
18, in dem die y-Phosphatgruppe von ATP mit der §-Hy-
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droxygruppe der Pyridoxaleinheit verestert ist!”!!. Die Al-
dehydgruppe der Pyridoxaleinheit kann dhnlich wie die Al-
dehydgruppen oxidierter tRNA oder von ATP,; mit
Lysylresten des Enzyms reagieren.

NH,
SO N R A e
HO._~ CH,—0—-P—0—P-0—P—0—CH,N">\*
| 6 b o |0
H,C N
HO OH
Adenosin(5')triphospho(5")pyridoxal (AP,-PL)
18

Methionyl- und Valyl-tRNA-Synthetase bildeten mit die-
sem Reagens einen 1:1-Komplex und verlieren die Féhigkeit,
den ATP-Pyrophosphataustausch und die Beladung von
tRNA zu katalysieren.

Bei der Methionyl-tRNA-Synthetase wurden insgesamt
drei Lysylreste in den Positionen 335, 402 und 528 markiert.
Der erste Lysylrest (335) liegt noch in der N-terminalen Do-
méne des Enzyms und gehort zur KM SKS-Signatursequenz.
Er wurde auch bei der Affinitdtsmarkierung des gleichen
Enzyms mit tRNA™Met umgesetzt. Uber die genaue Funktion
dieses Lysylrestes wiahrend der Katalyse kann zwar noch
keine Aussage gemacht werden, doch kann man vermuten,
daB er entweder als Ligand fiir das C-C-A-Ende der tRNA
oder fiir die Phosphatgruppen von ATP, eventuell auch fiir
beides, wichtig sein ditrfte!?!],

Der Lysylrest 528 ist nach der Réntgenstrukturanalyse
des Enzyms nur 4 A von Lys 335 entfernt, vermutlich kann
seine protonierte NH,-Gruppe ebenso wie die des Lysins 335
sowohl mit den Phosphatgruppen des tRNA-Endes als auch
mit denen von ATP in Wechselwirkung treten. Der Lysyl-
rest 402 liegt nach der Rontgenstrukturanalyse etwa 30 A
vom aktiven Zentrum des Molekiils entfernt. Es wird vermu-
tet, daB er normalerweise an der Bindung der tRNA beteiligt
sein konnte, und daB hier anstelle der tRNA auch Nucleoti-
de gebunden werden kénnen.

Bel Valyl-tRNA-Synthetase wurden ebenfalls drei Lysyl-
reste mit dem Markierungsreagens erfat (Positionen 557,
593 und 909). Davon gehort Lysin 557 wiederum der
KMSKS-Signatursequenz an. Da noch keine Rontgenstruk-
turanalyse einer Valyl-tRNA-Synthetase vorliegt, kann bis-
her nichts iiber die Lage der beiden Lysylreste in der Tertidr-
struktur des Enzyms ausgesagt werden. Es ld06t sich nur
vermuten, daf die C-terminale Doméne dieses Enzyms dhn-
lich gefaltet ist wie die der Methionyl-tRNA-Synthetase. So
ist die Ahnlichkeit der Tertidirstrukturen der beiden Klasse-I-
Enzyme zwar angedeutet, aber fiir eine Klassenunterschei-
dung von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen durch einen ATP-
dhnlichen Affinitdtsmarker fehlt noch nahezu jegliches
Vergleichsmaterial.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen bilden eine Gruppe von
Enzymen, die in jeder Zelle vorhanden sind und die die glei-

207



chen Reaktionen katalysieren. Sie eignen sich daher beson-
ders gut dazu, bei Vorliegen von geniigend Datenmaterial die
Aussagekraft von Versuchen mit modifizierten Substraten
oder reaktiven Substratanaloga zu {iberpriifen. In jedem Fal-
le sind jedoch systematische Untersuchungen an mehreren
Enzymen nétig. Da hierbei jedoch vom Material- und Zeit-
aufwand Grenzen gesetzt sind, kann man auch gezwungen
sein, sich auf Arbeiten an einigen ausgewihiten Enzymen zu
beschrinken, wie beispielsweise bei den hier besprochenen
Arbeiten zur Affinitdtsmarkierung.

Durch die Untersuchung der Substrateigenschaften von
tRNA- und ATP-Analoga konnte die Einteilung der Synthe-
tasen in zwel Klassen schon mehr als fiinfzehn Jahre friher
vorgenommen werden als durch den Vergleich der erst in den
letzten Jahren durch Gensequenzierung ermittelten Primér-
strukturen. Der Wert der daraus erhaltenen Informationen
wurde zunichst unterschitzt und wird erst jetzt, da auch
Vergleiche mit Ergebnissen von Rontgenstrukturanalysen
moglich sind, in vollem Umfang erkennbar. Die aus den
Primérstrukturen abgeleiteten Evolutionsstammbiumet®4),
nach denen die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen von zwei
,,Ur-Synthetasen** abstammen, liefern eine einfache Erkii-
rung fiir die von uns vorhergesagte Einteilung der Enzyme in
zwel Hauptgruppen.

Die Affinitdtsmarkierungen ergeben nicht in jedem Falle
Hinweise auf Aminosédurereste, die fiir die Bindung der Sub-
strate essentiell sind, liefern aber fast immer Informationen
iiber die Umgebung der Substratbindungsstelle. Fiir eine
Gruppeneinteilung der Synthetasen 146t sich mit diesen Er-
gebnissen wegen der geringen Zahl der untersuchten Enzyme
noch keine detaillierte Aussage machen, doch scheinen die
bisherigen Befunde schon ansatzweise mit der Einteilung der
Synthetasen in Klasse-I- und Klasse-II-Enzyme {ibereinzu-
stimmen.

Trotz jahrzehntelanger Forschungen liegt der genaue Ka-
talysemechanismus der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen im-
mer noch weitgehend im Dunkeln. Bisher sind weder alle an
der Katalyse beteiligten Aminosdurereste noch die im Laufe
des Katalysecyclus auftretenden Konformationsinderungen
der Enzyme bekannt. Hier kdnnten noch zu entwickelnde,
mit bestimmten Aminosdureresten spezifisch reagierende
Substratanaloga zur endgiiltigen Aufklirung wertvolle Bei-
trége leisten.

Die durch einfache Chemie gewonnenen Erkenntnisse
tiber die Strukturen und die komplizierten Katalysemecha-
nismen der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen ermutigen dazu,
die hier aufgezeigten Methoden weiterzuentwickeln und
auch bei anderen Enzymen anzuwenden.
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