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Die Tricks der ribosomalen Elongationsfaktoren ** 

Knud H. Nierhaus* 

Elongationsfaktoren (EF ) katalysieren die Proteinbiosyn- 
these. Zwei Klassen werden unterschieden: EF-Tu und EF-G in 
Eubakterien sowie EF-1 und EF-2 in Archaebakterien und Eu- 
karyonten. Sie konnen in mindestens zwei Konformationen vor- 
liegen, in einer sind sie a n  GDP, in  einer anderen an GTP gebun- 
den. Daneben konnen wie im Fall von EF-Tu und EF-I noch 
andere Liganden auftreten. 

Kristallstrukturanalysen der verschiedenen Formen, in denen 
EF-Tu auftreten kann[1-51, sowie von EF-G niit und ohne 
GDPL6. ’I haben uns aufregende Einblicke in die Funktions- 
weisen der Elongationsfaktoren sowie in ribosomale Mechanis- 
men gewahrt. Die gronten Uberraschungen lieferte die Kristall- 
strukturanalyse des terniiren Komplexes Aminoacyl-tRNA . 
EF-Tu . GTPr4]. Bevor die Strukturen und die funktionellen Im- 
plikationen diskutiert werden, wird kurz die Proteinbiosynthese 
beschrieben. 

In allen Zellen ubersetzen Ribosomen die genetische Informa- 
tion, die als Nucleinsaure (DNA oder RNA) gespeichert ist, in 
Proteine. Nucleinsiiuren sind aus vier Bausteinen, den Nucleoti- 
den aufgebaut; eine Sequenz von drei Nucleotiden (Codon) be- 
stimmt eindeutig einen Baustein der Proteine (Aminoslure) . 
Nucleinsauren und Proteine sind unverzweigte Kettenmolekule. 
Als Informationsspeicher dient fast immer DNA, nur einige 
wichtige Virusfdmilien, z.B. das  HIV-Virus, speichern die Infor- 
mation als RNA. U m  die in einem Gen gespeicherte Informa- 
tion in eine Proteinsequenz umzusetzen, wird der entsprechende 
Abschnitt auf der DNA in eine mRNA umgeschrieben (Tran- 
skription). Die Summe aller mRNAs einer Zelle ist das aktuelle 
Syntheseprogramm der Zellproteine, deren zentrale Bedeutung 
fur die Lebensvorginge schon allein daran ersichtlich ist, daB 
mehr als 99.9 YO der Enzyme Proteine sind. Die an sich umstand- 
liche Transkriptionsprozedur ermoglicht es, das Synthesepro- 
gramm zu regulieren und wechselnden Bedingungen anzupas- 
sen: Der Informationsspeicher, die DNA, ist sehr langlebig 
(viele Jahre), eine mRNA als Synthesevorschrift sehr kurzlebig 
und kann deshalb leicht reguliert werden (Halbwertszeiten von 
Sekunden bis Minuten; eine der langlebigsten mRNAs ist die 
fur Globin in Erythrozythen: bis zu 100 Tage). 

Die Ribosomen wandern entlang einer mRNA und syntheti- 
sieren dabei die Proteine. Sie konnen nicht selbst die Codons 
lesen, sondern nutzen Transfer-RNAs (tRNAs). tRNAs sind 
L-formige Molekule, die als Aminoacyl-tRNA am kurzen Arm 
eine Aminosiure tragen und am langen Arm drei Nucleotide 
exponieren. die jeweils komplementiir zu dem Codon sind, das 
die betreffende Aminosaure codiert. Das exponierte Trinucleo- 
tid heiBt deshalb Anticodon. Ein Ribosom bewegt sich in Co- 
donschritten entlang der niRNA, der Schritt eine Codonlange 
vorwiirts wird Translokation genannt. 

[*I Prof. Dr. K.  H. Nierhaus 
Max-Pbdnck-lnstitut fur Molekulare Genetik, AG Ribosomen 
IhnestraBe 73 ,  D-14195 Berlin 
Telefax: Int. +30/8413-1380 
E-mail: nierhauskh(~r~mping-bcrlin-dalilem.mpg.de 

[**I Ich danke Eva Philippi fur  dic Zeichnungen. 

Wiihrend der Elongation, der Verlingerung der Polypeptid- 
kette um jeweils eine Aminodure, befinden sich mindestens 
zwei tRNAs auf dem Ribosom. Vor der Translokation liegen sie 
in der ribosomalen A- und P-Region; “A” steht fur Aminoacyl- 
tRNA und “P’ fur Peptidyl-tRNA (Abb. I), nach der Translo- 
kation in der ribosomalen 1’- und E-Region; “E” steht fur 
“Exit”, da die von ihrem Acyl-Rest befreite tRNA von dieser 
Region des Ribosoms bei der nlchsten A-Region-Besetzung 
entlassen wird. Die ribosomalen Zustande vor (Pra, Abb. 1 )  und 
nach der Translokation (Post) sind die Hauptzustiinde des akti- 
ven Ribosoms, die durch hohe Energiebarrieren getrennt sind 
(80 bis 90 kJ mol-l[sl). Der Post-Zustand ist wahrscheinlich 
energetisch gunstiger als der Pra-Zustand. Hierfur spricht, daB 
nach Bildung einer Peptidbindung eine Inkubation von einigen 
Minuten bei 37 “C ausreicht, urn eine Translokation auch ohne 
EF-G und GTP herbeizufuhren (spontane Translokat i~n[~]) .  
Dagegen ist eine Umkehrung der Translokation von einem Post- 
Zustand aus noch nicht heobachtet worden. Man kann jedoch 
einen Post-Zustand in Gegenwart eines A-Region-Liganden wie 
N-Acetyl-Phe-tRNA auch ohne EF-Tu und GTP in den Pra-Zu- 
stand uberfuhren. 

Die Elongationsfaktoren erniedrigen die Aktivierungsenergie 
und beschleunigen die Proteinsythese um mehr als das 1 04fache. 
Damit ahneln sie Enzymen, die auch die Aktivierungsenergie 
einer Reaktion erniedrigen und zu hohen Beschleunigungsfak- 
toren von lo6 bis 10” fiihren. Enzyme beschleunigen eine Reak- 
tion nur bis zum Erreichen des Gleichgewichtes, d. h. sie konnen 
Hin- und Ruckreaktion katalysieren. Ein Elongationsfaktor 
kann mehr: Er beschleunigt eine Reaktion und bestimmt die 
Reaktionsrichtung, z.B. katalysiert EF-Tu den Post --f Prl-  
Ubergang des Ribosoms und EF-G den P r l  + Post-Ubergang. 
Aus diesem Grund gibt es zwei Elongationsfaktoren, fur jede 
der beiden Reaktionsrichtungen eine. Nur die hoheren Pilze wie 
Hefe oder Candida aEhicans haben einen dritten Faktor EF-3, 
der als E-Region-Faktor fur die Proteinsynthese unerll0lich 
ist[’’I. 

Die universellen Elongationsfaktoren EF-Tu und EF-G sind 
Prototypen der grol3en Superfamilie der C-Proteine, die wich- 
tige Prozesse der Zelle an- und abschalten. G-Proteine sind 
GTPasen und durchlaufen bei ihren Regulationsvorgangen ei- 
nen typischen CTPase-Cyclus[”]. Sie konnen GTP und G D P  
binden und dabei eine AN- und eine AUS-Konformation ein- 
nehmen. In der AN-Konformation - GTP ist gebunden - kon- 
nen sie an ein Protein oder einen Komplex binden und eine 
Reaktion auslosen. Anschlieljend wird das GTPase-Zentrum 
aktiviert; nach Abspaltung des endstandigen Phosphatrestes 
hat das G-Protein G D P  gebunden, nimmt die AUS-Konforma- 
tion ein und dissoziiert vom Protein oder Komplex. Nach Rege- 
neration des GTPs kann ein neuer GTPase-Cyclus beginnen. 

Abbildung 1 zeigt die GTPase-Cyclen von EF-G und EF-Tu, 
die in der AN-Konformation an das Ribosom binden. Dabei 
folgt EF-G dem fur ein G-Protein denkbar einfachsten Schema. 
Im Komplex mit G T P  bindet EF-G an das Ribosom, das im 
Prl-Zustand sein und nach dem Peptidykransfer die Peptidyl- 
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Abb. 1.  Der ribosoinale Elongationscyclus (im Zentt-um) und die GTRisc-Cyclen der Elongationsfaktoren EF-TLI (rechts, i l ls  Tu abgekiirzt) und EF-G (links. als G i1bgekiiri.t) 
Dcr Elongationscyclus ist nach dem a-/:-Modell dargestellt, wonach die beiden tRNAs am Ribosom an  eine hewegliche Domlne gebunden rind. Diese enthl l t  m c i  
Bindungsstellcn I und i: .  Die beiden Bindungsstellen exponteren die tRNAs in der A- und P-Region, solange das Ribosom im Prii-Zustand i ~ t ,  und bewegen sie wlhrend der 
Translokation in die P- und E-Region. Damit ist dcr Port-Zustand etabliert. In der A-Region ist das Starre Decodierungszentrum 6. das mit der A-Stelle im Pri-Zustand. 
nicht jedoch im Post-Zustand ubcrlappt 

tRNA in der A-Region tragen mu13 (Abb. 1) .  EF-G . GTP er- 
niedrigt die Energiebarriere zwischen Prd- und Post-Zustand 
des Ribosoms, und da das Ribosom im Post-Zustand offen- 
sichtlich ein niedrigeres Energieniveau einnimmt, geht es in die- 
sen Zustand iiber und trlgt nun die Peptidyl-tRNA in der P- 
und die deacylierte tRNA in der E-Region. Uber einen unbe- 
kannten Mechanismus aktiviert das Ribosom das GTPase-Zen- 
trum des EF-Gs, das EF-G . G D P  nimmt die AUS-Konforma- 
tion ein und dissoziiert vom Ribosom. Dann wird die 
Energiebarriere wieder errichtet, die das Ribosom im Post-Zu- 
stand hdlt. EF-G hat eine sehr geringe Affinitat zu GTP und 
GDP(2.7x 1 0 4 ~ - ' [ ' 2 1 b z w .  2 . 5 ~  lo5 ~ - ' [ ' ~ ] ) ; d i e Z e l l k o n z e n -  
trationen von GTP und G D P  (etwa 1 mM und 0.1 m ~ [ ' ~ ] )  haben 
zur Folge, daB G D P  und GTP ohne einen zusiitzlichen Faktor 
ersetzt und so ein neuer EF-G-Cyclus begonnen werden kann. 

Die Verhdltnisse mit EF-Tu sind komplizierter. EF-Tu . GTP 
kann nicht allein an das Ribosom binden, es muB erst mit 
einer Aminoacyl-tRNA den terndren Komplex Aminoacyl- 
t R N A .  EF-Tu . GTP bilden. Dies ist eine Folge der zweiten 
wesentlichen Aufgabe, die EF-Tu neben der Katalyse des 
Post + Pra-Uberganges erfiillen mu13 : Transport einer Amino- 
acyl-tRNA zum Ribosom. Die Struktur des ternlren Komple- 
xes im Kristall (Abb. 2Ai4]) hl l t  hier ihre erste Uberraschung 
bereit. Das Ribosom sollte die Codon-Anticodon-Wechselwir- 
kung mehrfach nutzen (Proofreading), urn die Prlzision von 

etwa einem Fehler auf tausend eingebaute Aminosluren zu er- 
reichen. Hypothesen fur die Proofreading-Mechanismen gehen 
davon aus, daB EF-Tu die bei der GTP-Spaltung freiwerdende 
Energie nutzt, urn den Proofreading-ProzeB an~ut re iben[ '~] .  
Die Kristallstrukturanalyse des ternaren Komplexes ergab je- 
doch (Abb. 2A),  daB EF-Tu die Aminoacyl-tRNA am kurzen 
Arm der tRNA ca. 50 8, weit entfernt vom Anticodon bindet 
und damit kaum eine Moglichkeit hat, in den Mechanismus der 
Codon-Anticodon-Wechselwirkung einzugreifen. In Einklang 
damit stehen Ergebnisse von Untersuchungen["I, nach denen 
wahrscheinlich die Bindung einer korrekten Codon-Anticodon- 
Struktur im ribosomalen Decodierungszentrum 6 genugend 
Energie aufbringt, um die Prazision der Proteinbiosynthese von 
I : 1000 auch ohne Proofreading zu erreichen. Damit werden 
unsere Vorstellungen iiber die Selektion des korrekten terniiren 
Komplexes erheblich vereinfacht. 

Es ist demnach wahrscheinlich, da13 die Korrektheit der Co- 
don-Anticodon-Wechselwirkung im Decodierungszentrum 6 
ohne Beteiligung von EF-Tu gepruft wird. Erst nachdem die 
Decodierung erfolgreich abgeschlossen ist, konnen EF-Tu und 
die Aminoacyl-tRNA auljerhalb des Anticodons an das Ribo- 
som binden, d. h. erst dann wird die hohe Bindungsenergie von 
EF-Tu und der Aminoacyl-tRNA genutzt, urn das Ribosorn auf 
das Energieniveau des Pra-Zustandes zu bringen. Bei den Repli- 
kasen und Transkriptasen, die DNA bzw. RNA synthetisieren, 
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Ahh 2. Struktul.cn der  ElonSationrfaktol.cn in1 Kristall. A, Struktur des lei-niiren Komplexes Phc-tKNA . EF- 
Tu . OTP. inodifiziert n;ich Lit. [4.21] €3. Struktur von EF-G von T f/icrniqdii/ri\. moditiziert nach  Lit. [6. 71. C und 
D. Strukturen von EF-Tu GDP b m .  EF-Tu GTP. Die E.-coli-Sequenz von EF-Tu wurde analog der Struklur  von 
EF-Tu GTP von T/icw?im I ~ ~ [ , ~ ~ } I [ J ~ ~ / I ; / I ~ . \  [ 2 ]  tnodelliert [21]. GTP und GDP siiid schwarL darpestellt. das Mg’+-lon 
als grauc Kugel. modif’iziert nack Lit. [21] 

wird die Korrektheit einer Basenpaarung wihrend der Nuclein- 
siiuresynthese ohne Proofreading-Mechanismen uberpruft, was 
ZLI einer Genauigkeit der Basenselektion groBer als 1 : 10000 
fUhrt[l71. 

Die groBte Uberraschung war jedoch, dal3 die Struktur des 
ternaren Komplexes im Kristall der des EF-G . G D P  sehr iihn- 
lich ist (vgl. Abb. 2 A  und B). Die EF-G-Struktur zeigt funf 
Domiinen (Abb. 2 B), die Domiinen drei bis funf simulieren die 
Struktur des tRNA-Anteils innerhalb des terniren Komplexes, 
d. h. die Proteindominen von EF-G imitieren die tRNA-Kom- 
ponente des Aminoacyl-tRNA EF-Tu GTP-Komplexes (mo- 
lekulares Mimikry). Das in Abbildung 1 gezeigte Ribosomen- 
modell legt folgende Interpretation nahe[’81: Nachdem 
EF-G GTP den Post-Zustand des Ribosoms etabliert hat, 
kann die ,,tRNA-Mimik“ von EF-G an das Decodierungszen- 
trum binden und so ein Zuriickfallen des Ribosoms in den Prii- 

Zustand verhindern, solange die Ener- 
giebarriere zwischen den ribosomalen 
Zustinden durch EF-G niedrig gehal- 
ten wird. Sobald nach der GTPase- 
Aktion EF-G . G D P  vom Ribosom 
dissoziiert, erhoht sich die Energie- 
barriere wieder und hilt das Ribosom 
im Post-Zustand bis zur erfolgreichen 
Decodierung des nlichsten terniircn 
Komplexes. 

Nachdem EF-Tu den Pri-Zustand 
dcs Ribosoms etabliert hat, wird ver- 
inutlich iihnlich wie bei EF-G das 
GTPase-Zentrum vom Ribosom akti- 
viert, EF-Tu . G D P  nimmt seine AUS- 
Konformation ein und dissoziiert voin 
Ribosom. Die Struktur der AUS-Kon- 
formation ist die von EF-Tu GTP 
(Abb. 2C und 2D) .  Die Domiinen 2 
und 3 entfernen sich von der Doniiine 1, 
und Domiine 2 entfernt sich von 
Domiine 1 um erstaunliche 40 A. 

In krassem Gegensatz zu EF-G bin- 
det EF-Tu G D P  mit hoher (6x  
10’ M - ’ )  und GTP init ciner zwar 
zehnmal kleineren, aber immer noch 
hohen Affinitatr’’], so daB die Kon- 
zentrationen von G D P  und GTP in 
der Zelle die Bindung der Guanosin- 
nucleotide an EF-Tu nicht beeinflus- 
sen. Deshalb existiert ein spezieller 
Faktor (EF-Ts), der EF-Tu . GTP aus 
EF-Tu . G D P  regeneriert. Dieser Fak- 
tor bindet an E F - T u . G D P  und be- 
wirkt den Austausch von G D P  gegen 
GTP. 

Die Kristallstrukturanalyse des EF- 
Tu . EF-Ts-Komplexes e rgaI~[~] ,  daR 
der Komplex nicht wie erwartet als 
Heterodimer, sondern als Tetramer 
vorliegt. Im Tetramer weisen die bei- 
den EF-Ts-Molekule Kontaktflichen 
auf, wiihrend die beiden EF-Tu-Mole- 

kule sich kaum beruhren, so daR die Struktur des Tetramers als 
EF-Tu . (EF-Ts), . EF-Tu beschrieben werden kann. Das Motiv 
Threonin-Asparaginsaure-Phenylalanin-Valin (82), das in allen 
bekannten EF-Ts-Strukturen konserviert ist, spielt bei der Ver- 
driingung des GDPs die entscheidende Rolle: Die Aminosiiuren 
Asp80 und Phe81 driingen an die GDP-Bindungsstelle und 
verdrangen drei Aminosiiuren von EF-Tu, die zwei Wassermole- 
kule stabilisieren. Beide Wassermolekule sind an ein Mg2+-Ion 
koordiniert, das essentiell fur die Affinitit von EF-Tu zu G D P  
ist. Die “Sprengung” dieser Mg2 +-Bindungsstelle fiihrt zur 
Entlassung von GDP, das durch GTP ersetzt werden kann. 
Diese Reaktionen sind reversibel, fur die Proteinbiosyn- 
these muB jedoch G D P  durch GTP ersetzt werden und nicht um- 
gekehrt. Die Richtung des GTPase-Cyclus (Abb. 1 )  wird durch 
den nahezu irreversiblen Schritt der terniiren Komplexbildung 
bestimmt, der EF-Tu GTP den Gleichgewichten entzieht[”’. 
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Die Kristallstrukturanalysen erinoglichen uberraschende 
Einblicke in die Funktionsweisen von Elongationsfaktoren und 
G-Proteinen sowie in ribosomale Mechanismen wie die Deco- 
dierung und sind ein aufregendes Beispiel fur molekulare Mimi- 
kry. Nur das Ribosom selbst. der wohl komplizierteste Komplex 
innerhalb der Zelle, ist noch weitgehend unerforscht. Wichtige 
ribosomale Schritte der GTPase-Cyclen sind mechanistisch un- 
geklart. z.B. wie das Ribosom die GTPase-Zentren der Elonga- 
tionsfaktoren aktiviert und wie die Elongationsfaktoren die ri- 
bosomalen Aktivierungsbarrieren erniedrigen. 
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Die Stellung von Literaturverweisen 

Mancher Autor hat schon sich oder uns gefragt, warum wir in der deutschen Ausgabe der Angewand- 
ten Chemie Hinweise auf Literaturzitate vor und in der englischen Ausgabe hinter Satzzeichen plazie- 
ren. Eine deshalb eingeleitete ,,Nachforschung" hat nun ergeben, da13 auch in deutschsprachigen 
Empfehlungen zur Gestaltung wissenschaftlicher Texte der Plazierung hinter dem Satzzeichen der 
Vorzug gegegen wird."] Aus diesem Grund und um uns und den Autoren das Leben zu erleichtern, 
werden wir daher ab Januar 1997 auch in der deutschen Ausgabe die Literaturverweise hinter die 
Satzzeichen stellen. Unsere Autoren bitten wir, ab sofort bei eingereichten Manuskripten diese neue 
Gestaltung bereits zu beriicksichtigen. 

Vielen Dank 
Die Redaktion 
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