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Winterschlafende Baren, Antibiotika und die Evolution
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Ada Yonath*

Dank der hochaufgelosten Strukturen von Ribosomen, den zelluliren
Maschinen, die den genetischen Code in Proteine iibersetzen, konnten
zahlreiche ribosomale Aktivititen und Strukturdetails aufgedeckt und
erklirt werden: der Mechanismus der DNA-Decodierung, der Pro-
zessierungspfad der mRNA, die Bindungsstellen der tRNA im Ribo-
som, die Position und Eigenschaften des ribosomalen Austrittstunnels
der naszierenden Proteine und die Wechselwirkungen des Ribosoms
mit nicht-ribosomalen Faktoren wie den Initiations-, Freisetzungs- und
Recyclingfaktoren. Vor allem haben diese Strukturen den Beweis er-
bracht, dass das Ribosom ein Ribozym ist, dessen aktives Zentrum —
d. h. die Stelle, an der die Bildung der Peptidbindungen erfolgt — in
einer symmetrischen Region liegt, die in die ansonsten unsymmetrische
Ribosomstruktur eingebettet ist. Diese symmetrische Region ist hoch
konserviert und enthilt bereits alle Komponenten, die fiir die Bildung
der Peptidbindungen und die Polymeraseaktivitit des Ribosoms er-
forderlich sind. Sie konnte daher das Relikt eines Protoribosoms sein,
einer dimeren prabiotischen Funktionseinheit, die Peptidbindungen
und uncodierte Polypeptidketten bildete. Strukturen von Ribosom-
Antibiotika-Komplexen haben die Grundlagen fiir eine klinische
Verwendung dieser Antiobiotika geschaffen, Resistenzmechanismen
aufgedeckt und Aufschluss dariiber gegeben, wie Antibiotika zwischen
pathogenen Bakterien und Wirtzellen differenzieren. Damit haben
diese Forschungen wertvolle Strukturinformationen fiir die Verbesse-
rung von Antibiotika und den Entwurf neuartiger Verbindungen, die
als Antibiotika dienen konnten, geliefert.
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Kopien vorkommt. Proteine (Poly-
peptide) sind aus Aminosduren auf-
gebaut, die eine lineare Kette bilden,
die sich, je nach Abfolge der Amino-
sduren, zu globuldren oder fibrilldren
Formen faltet. Die Aminosdurese-
quenz eines Proteins wird durch die

1. Einfiihrung Sequenz eines Gens festgelegt, das im genetischen Code

verschliisselt ist.

Der Korper eines Erwachsenen besteht aus ungefihr 10 Proteine werden stidndig abgebaut und miissen deshalb
Zellen. Es gibt ganz betrichtliche Unterschiede was die Zahl ~ auch stindig nachproduziert werden. Die Ubersetzung

der Proteine betrifft, die man in den Zellen verschiedener

Saugetiere findet. In typischen eukaryotischen Zellen gibt es
iiber 7000 unterschiedliche Arten von Proteinen; die Ge-
samtzahl héngt von der Klasse und Funktion der Zelle ab.
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(Translation) des genetischen Codes zur Bildung von Protei-
nen wird durch einen komplexen Apparat bestehend aus dem
Ribosom, der Boten-RNA (mRNA; messenger RNA),
Transfer-RNAs (tRNAs) und zusitzlichen Proteinfaktoren
bewerkstelligt. Das Ribosom, ein universeller dynamischer
zelluldrer Ribonukleoproteinkomplex, ist die zentrale Kom-
ponente in diesem Prozess, und typische Sdugetierzellen
konnen iiber eine Million Ribosomen enthalten. Selbst Bak-
terienzellen enthalten etwa 100000 Ribosomen. Viele Ribo-
somen arbeiten gleichzeitig entlang der mRNA und bilden
Uberstrukturen, die als Polysomen bezeichnet werden. Die
Ribosomen wirken als Polymerasen; sie synthetisieren ein
Protein, indem sie Aminosiduren eine nach der anderen an die
wachsende Peptidkette anfiigen und dabei an der mRNA-
Matrize entlangwandern. Ribosomen produzieren Proteine
mit einer unglaublichen Geschwindigkeit von 15 Peptid-
bindungen pro Sekunde.

Ribosomen sind riesige Aggregate, bestehend aus vielen
verschiedenen Proteinen (r-Proteine) und langen ribosoma-
len RNA-Ketten (rRNA). Das Verhiltnis von rRNA zu r-
Proteinen (ca. 2:1) ist bei praktisch allen Lebewesen gleich,
mit der Ausnahme des mitochondrialen Ribosoms in Sduge-
tieren, bei dem fast die Hélfte der bakteriellen rRNA durch r-
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Proteine ersetzt ist. Alle Ribosomen bestehen aus zwei Un-
tereinheiten. Bei Prokaryoten besteht die kleine Untereinheit
(bezeichnet als 30S) aus einer 1500 Nukleotide langen RNA-
Kette (16S) und 20 oder 21 unterschiedlichen Proteinen,
wihrend die groBe Untereinheit (50S) zwei RNA-Ketten
(23S- und 5S-RNA) mit insgesamt 3000 Nukleotiden sowie 31
bis 35 unterschiedliche Proteine aufweist. Die beiden Unter-
einheiten existieren unabhéngig voneinander und lagern sich
zu den funktionell aktiven Ribosomen zusammen. Die ri-
bosomalen Proteine sind mit der komplexen rRNA-Konfor-
mation zu einer verbliiffenden dynamischen Architektur
verschlungen, die fiir die Aufgaben des Ribosoms — prizise
Decodierung, substratvermittelte Bildung von Peptidbin-
dungen und effiziente Polymeraseaktivitit — perfekt ge-
schaffen ist.

Weitere Komponenten sind die mRNA, die den geneti-
schen Code trigt, und tRNA-Molekiile, die kognate Amino-
sduren zum Ribosom transferieren. Die dreidimensionalen
Strukturen der tRNA-Molekiile sind in allen Organismen und
Zellen sehr dhnlich, obwohl jede tRNA fiir ,,ihre“ Amino-
sdure spezifisch ist (Abbildung 1). Sie sind hauptsichlich aus
doppelhelicalen L-formigen Molekiilen in Form eines ge-
beugten Arms aufgebaut und enthalten eine Schleife, die zu
den Nukleotid-Tripletts auf der mRNA komplementér ist.
Rund 70 A von der Schleife entfernt (am 3'-Ende) befindet
sich ein Einzelstrang mit der universellen Sequenz CCA
(C Cytosin, A Adenin), an die die kognate Aminosdure iiber
eine Esterbindung gekniipft wird. Die tRNA-Molekiile haben
auf beiden Untereinheiten gemeinsame Bindungsstellen, die
man als A- (Aminoacyl), P- (Peptidyl) und E-Stelle (Exit)
bezeichnet (Abbildung 1). In den A- und P-Stellen wechsel-
wirken die Anticodon-Schleifen der tRNA mit der mRNA.
Der Akzeptor-Stamm mit dem aminoacylierten oder pepti-
dylierten 3'-Ende ist auf der groBen Untereinheit lokalisiert.

Beim Aufbau der Peptidkette arbeiten die beiden Un-
tereinheiten kooperativ zusammen. Die kleine Untereinheit
stellt den Mechanismus fiir die Kontrolle der Translations-
genauigkeit bereit. Die gro3e Untereinheit enthilt das ribo-
somale katalytische Zentrum fiir die Polymerisation der
Aminosduren sowie den Austrittstunnel des Proteins (Ab-
bildung 2). Eine hohere Effizienz wird dadurch erzielt, dass
eine grofle Zahl von Ribosomen simultan zusammenarbeitet.
Die Ribosomen agieren als Polymerasen, indem sie eine
Aminosédure nach der anderen an die wachsende Peptidkette
anfiigen und dabei an der mRNA-Matrize entlangwandern.

Das Ribosom stellt den strukturellen Rahmen fiir die
richtige Positionierung aller an der Peptidsynthese beteiligten
Spezies bereit. Es sorgt fiir die Decodierung der genetischen
Information, die sukzessive Bildung der Peptidbindungen
und den Schutz der naszierenden Proteinketten. Seit der
Jahrtausendwende wurden mehrere dreidimensionale Struk-
turen des Ribosoms gelost, sodass viele der beteiligten Me-
chanismen gut verstanden sind, einschlieSlich des Decodie-
rungsmechanismus (siche Ubersicht in Lit. [1]), der mRNA-
Progression,? der Positionierung der A-, P- und E-tRNAs,!
der Wirkung der Initiations-,[** Freisetzungs-®” und Recyc-
lingfaktoren,®” der Bildung der Peptidbindungen und der
Funktion der fiir die Aminosédurepolymerisation zustdndigen
Komponenten.!'*!]
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Abbildung 1. Dreidimensionale Strukturen der ribosomalen Untereinheiten in Eubakterien mit einem dazwischen befindlichen tRNA-Molekil als
Substrat. Gezeigt sind die Schnittstellen der 30S-Untereinheit von T. thermophilus und der 50S-Untereinheit von D. radiodurans in 3 A Auflosung.
Die rRNA ist in Brauntdnen dargestellt; jedes der r-Proteine hat eine eigene Farbe. Man beachte, dass die Schnittstellen RNA-reiche Regionen
sind. Einschub: tRNA-Molekiil; die Kreise kennzeichnen die mit den angegebenen Untereinheiten wechselwirkenden Regionen. Die ungefihre

Lage des Peptidyltransferasezentrums (PTC) ist angegeben.

Abbildung 2. VergréRerter Ausschnitt des oberen Endes des eubakteri-
ellen ribosomalen Tunnels mit hineingerechneter Polyalaninkette
(orange). C bezeichnet eine Spalte (,crevice”), in der die anfangliche
cotranslationale Faltung stattfinden kénnte; M ist die Bindetasche fuir
die Bindung von Macrolid-Antibiotika, die den Tunnel verengen. Ein-
schub oben links: vollstindige grofe Untereinheit mit den A- und P-
tRNAs (blau bzw. griin).

Die Beteiligung von RNA-reichen Partikeln an der
Genexpression wurde schon vor iiber 50 Jahren vorgeschla-
gen. Man sprach damals von ,,Palade-Partikeln®, die in RNA-
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reichen Regionen in enger Verbindung mit der Membran des
endoplasmatischen Retikulums eingebettet sein sollten> —
in Einklang mit der Vorstellung, dass das Ribosom eine
evolutiondre Vorstufe hatte, die ausschlieBlich aus RNA
aufgebaut war."¥! Die Lokalisierung des zelluldren Transla-
tionszentrums und die anschlieBende intensive biochemische
Forschung erbrachten recht klare Erkenntnisse iiber die
Funktion des Ribosoms. Details blieben in Anbetracht feh-
lender dreidimensionaler Strukturen jedoch verborgen. Nicht
wenige Hypothesen wurden spéter deutlich revidiert, sobald
solche Strukturen verfiigbar waren. Beispiele fiir Konzepte,
die in spiteren Arbeiten umgewilzt wurden (siehe Ubersicht
in Lit. [15]), betreffen den funktionellen Beitrag der ver-
schiedenen ribosomalen Komponenten und den Biosynthe-
sepfad der naszierenden Peptidketten. Urspriinglich wurde
angenommen, dass die Entschliisselung des genetischen
Codes und die Bildung der Peptidbindungen durch r-Proteine
bewerkstelligt wird und die TRNA das Strukturgeriist des
Ribosoms bereitstellt.""! Diese Annahme wurde skeptisch
betrachtet,'”) zumal damals immer mehr Hinweise aufkamen,
dass RNA-Molekiile bei verschiedenen biologischen Vor-
gingen eine wichtige Rolle spielen. Zehn Jahre spiter hatte es
sich als richtig erwiesen, das Augenmerk von den r-Proteinen
hin auf die rRNA zu richten, denn die nun verfiigbaren,
hochaufgelosten Strukturen zeigten, dass sowohl das Deco-
dierungs- als auch das Peptidbildungszentrum (das Peptidyl-
transferasezentrum, PTC) in einer rRNA-reichen Umgebung
liegen.

Eine andere Annahme war, dass ein naszierendes Protein
bis zu seiner Reifung auf der Oberfliche des Ribosoms ge-
bunden bleibt. Selbst nachdem biochemische Experimente
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Hinweise geliefert hatten, dass die naszierende Peptidkette
durch das Ribosom geschiitzt wird"®!'”) und man diesen Aus-
trittstunnel durch elektronenmikroskopische Rekonstruktion
von 2D-Schichten bei relativ niedriger Auflosung (60 und
25 A) sichtbar gemacht hatte,”*?" wurden 6ffentlich Zweifel
angemeldet.’” Des Weiteren wiesen Experimente darauf hin,
dass die naszierenden Proteine wihrend ihres Wachstums
keinem Abbau unterliegen, weil sie die Konformation einer
a-Helix einnehmen, sobald die erste Peptidbindung gebildet
wird. Tatsichlich wurde die bloBe Existenz des ribosoma-
len Tunnels iiber einen langen Zeitraum angezweifelt (fast
noch ein Jahrzehnt lang seit der erstmaligen Visualisierung),
bis dann schlieBlich durch Kryoelektronenmikroskopie der
endgiiltige Beweis erbracht wurde.’**! Bemerkenswerter-
weise wurde dem Tunnel, als man ihn erstmals in hochauf-
gelosten Kristallstrukturen beobachtete, ein ,, Teflon-artiger®
Charakter zugeschrieben — d.h. ohne chemische Gruppie-
rungen, die seine Wechselwirkung mit den naszierenden
Peptidketten ermoglichen wiirden®*?” — obwohl diese Be-
schreibung fritheren Beobachtungen widersprach (z.B.
Lit. [28-30]). Spiter zeigten weitere Ergebnisse biochemi-
scher, mikroskopischer und computergestiitzter Experimente
klar auf, dass dieser Tunnel aktiv am Aufbau, der Arretierung
und der zelluldren Signalgebung der naszierenden Peptid-
ketten teilnimmt (z.B. Lit. [31-50]) und dass die Proteine in
diesem Tunnel voranwachsen und direkt in eine Chaperon-
Hiille geschoben werden, die Aggregation und Fehlfaltungen
verhindert."?

Dieser Aufsatz gibt einen chronologischen Uberblick
iiber wichtige Geschehnisse im Bereich der Ribosomenkris-
tallographie und iiber die zugrunde liegenden technischen
Fortschritte, wie die Kryokristallographie und die Verwen-
dung von Schweratomclustern (siche Ubersichten in
Lit. [53]). Das Hauptaugenmerk gilt den strukturellen und
dynamischen Eigenschaften des Ribosoms und der Wirkung
von Antibiotika auf die Ribosomenfunktion. Nicht zuletzt
sollen auch Fragen zum evolutiondren Ursprung des Ribo-
soms untersucht werden.

2. Die ersten Schritte: Inspiration durch winter-
schlafende Biiren

Uber zwei Jahrzehnte hinweg wurden groBe Anstren-
gungen zur Kristallisation ribosomaler Partikel unternom-
men, die aber alle erfolglos blieben. Die Probleme, die bei
den Kristallisationsversuchen auftraten, konnten unmittelbar
auf die charakteristischen Eigenschaften des Ribosoms zu-
riickgefiihrt werden: hohe interne Beweglichkeit und Flexi-
bilitdat, funktionelle Heterogenitédt, chemische Komplexitiit,
die schiere Grofle, die unsymmetrische Natur und nicht zu-
letzt die ausgeprigte Zersetzungsneigung der Kristalle. Ein
wichtiger Fingerzeig war jedoch die Beobachtung, dass bei
Polarbédren im Winterschlaf groe Mengen von Ribosomen
eine geordnete Packung auf der Innenseite der Zellmem-
branen bilden. Dies bedeutete, dass Ribosomen im Prinzip
periodische Anordnungen in vivo einnehmen kénnen. Ahn-
liche Beobachtungen wurden auch an schockgefrosteten be-
fruchteten Eiern gemacht (z.B. Lit.[20]). Das Phinomen
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wurde mit Kélte- oder anderen Schockzustidnden in Verbin-
dung gebracht, und man stellte die Vermutung auf, dass Or-
ganismen auf diese Weise funktionell aktive Ribosomen
speichern, wenn sie unter Stressbedingungen stehen, um sie
bei Wegfall der Stressbedingungen unmittelbar wieder nutzen
zu konnen. Tatséchlich fithrten Strukturstudien an Proben aus
schockgefrosteten befruchteten Eiern spéter zur Visualisie-
rung der inneren Struktur von Ribosomen (siche unten und
Lit. [20]).

Der Weg von geordneten membrangestiitzten zweidi-
mensionalen Monolagen, wie sie in vivo beobachtet wurden,
hin zur Ziichtung dreidimensionaler Kristalle war nicht leicht,
aber gangbar. Als Grundlage betrachtete man den Lebens-
zyklus von winterschlafenden Biren, die das Packen und
Entpacken der Ribosomen jedes Jahr aufs Neue bewerkstel-
ligen. Die Tatsache, dass diese Vorgédnge in lebenden Orga-
nismen stattfinden, die nach dem Erwachen aus dem Win-
terschlaf sofort funktionell aktive Ribosomen benétigen,
fiihrte zu dem Schluss, dass hoch aktive Ribosomen aus jeder
Quelle iiber einen relativ langen Zeitraum stabil bleiben und
somit auch in Form dreidimensionaler Kristalle geziichtet
werden konnten.

Die ersten dreidimensionalen Mikrokristalle (Abbil-
dung 3) von ribosomalen Partikeln wurden Anfang der 80er
Jahre mit einer relativ hohen Auflésung von 3.5 A erhalten.™”
Bei diesen Experimenten, die einen echten Durchbruch be-
deuteten, war man davon ausgegangen, dass die Qualitdt der
Kristalle umso besser sein wird, je homogener die Probe ist,
und dass die bevorzugte Konformation diejenige des funk-
tionell aktiven Ribosoms sein musste. Infolgedessen wurden
fiir die Kristallisationsversuche hoch aktive Ribosomen von
Bakterienspezies gewdhlt, die sich unter sehr robusten Be-
dingungen fortpflanzen. Die Bedingungen, unter denen eine
optimale ribosomale Aktivitdt aufrechterhalten blieb,>>>!
wurden wéhrend der Aufreinigung und Kiristallisation
durchgehend beibehalten. Parallel dazu wurde die Keimbil-
dung der Kristalle sorgfiltig aufgezeichnet,’” und man suchte
systematisch nach Parametern, die fiir die Kristallisation
forderlich waren.™ Die ersten Mikrokristalle wurden von der
grolen ribosomalen Untereinheit aus Bacillus stearother-
mophilus (B50S) erhalten, einer Quelle, die Anfang der 80er
Jahre fast als extremophile Spezies galt. Einige Jahre spéter
wurden Kiristalle der groen ribosomalen Untereinheit des
extremen halophilen Bakteriums H. marismortui aus dem
Toten Meer erhalten.”” 1987, sieben Jahre nach der erstma-
ligen Kristallisation von ribosomalen Partikeln, gelang die
Herstellung von Kristallen der kleinen ribosomalen Unter-
einheit®®! und des gesamten Ribosoms® des extremen ther-
mophilen Bakteriums Thermus thermophilus.

Zur damaligen Zeit war die Meinung verbreitet, dass die
Struktur des Ribosoms niemals gelost werden konnte, selbst
wenn Kristalle verfiigbar wéaren. Es war klar, dass nicht nur
die Qualitét der Kristalle verbessert werden musste, sondern
auch vollig neue kristallographische Methoden erforderlich
waren. In Anbetracht des schwachen Beugungsvermogens
der Ribosomenkristalle waren selbst die fortschrittlichsten
Anodengeneratoren nicht leistungsfahig genug, um geeignete
Beugungsmuster zu liefern, und Synchrotrontechniken be-
fanden sich noch in ihren Anfingen. Mit den verfiigbaren
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Abbildung 3. Von Mikrokristallen geringer Giite hin zu dreidimensionalen, beugungsfihigen ribosomalen Kristallen. Links: elektronenmikroskopi-
sche Aufnahme von Mikrokristallen von B50S aus dem Jahr 1980, einschlieRlich eines negativ angefirbten Ausschnitts (unten). Skalenbalken
0.01 mm. Mitte: die Spitze eines ca. 2 mm langen Kristalls von B50S mit Beugungsmuster (unten), aufgenommen 1984 bei 4°C an der EMBL-
Beamline am DESY in Hamburg. Skalenbalken 0.3 mm. Rechts: Beugungsmuster von H50S-Kristallen, aufgenommen bei —180°C an der Beam-
line ID13 des ESRF. Man beachte, dass die Beugung bis 2.8 A hinabreicht (oben) und der Kristall, selbst bei Gefriertemperatur, nach Sammlung

von knapp 3% der Daten zerfallen ist.

Techniken konnten selbst bei Bestrahlung extrem groBer
Kristalle (von etwa 2 mm Lénge) nur einige wenige Beu-
gungspunkte aufgezeichnet werden (Abbildung 3).?

Als spiter die ersten Synchrotroneinrichtungen zur Ver-
fiigung standen, stellte sich heraus, dass die Ribosomenkris-
talle, die mittlerweile in verschiedensten Formen geziichtet
werden konnten (Abbildung4), sehr empfindlich gegen
Rontgenbestrahlung waren und extrem schnell zerstort
wurden. Die Datensammlung wurde daher bei Kryotempe-
raturen vorgenommen.'®! Mit dieser Vorgehensweise konn-
ten selbst von extrem diinnen Kristallen gut interpretierbare
Beugungsmuster mit hoher Auflosung erhalten werden,
wenngleich auch bei diesen tiefen Temperaturen noch eine
gewisse Kristallzersetzung zu beobachten war (Abbildung 3).

Neben der Kryotechnik wurde auch die Verwendung von
Schweratomclustern eingefiihrt.™! Hierbei zeigte sich, dass
einer dieser Cluster, der zunichst nur zur Verstdrkung der
Phasierung dienen sollte, bei der Strukturbestimmung der
kleinen ribosomalen Untereinheit aus Thermus thermophilus
(T30S) einen weiteren Vorteil erbrachte: Behandelte man
den geziichteten Ribosomenkristall mit den Clustern, so re-
sultierte eine drastische Erhohung der Auflésung von ur-
spriinglich 7-9 A auf 3 A1 Der Effekt wurde darauf zu-
riickgefiihrt, dass der Cluster die interne Flexibilitdt des
Ribosoms (die es fiir die Bindung und Progression der mRNA
braucht) minimiert.[!

In der Folge wurden groe Anstrengungen zur Verbes-
serung der Kristallqualitidten unternommen. Unter anderem
wurde der Einfluss der relativen Anteile ein- und zweiwerti-
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ger Tonen'®” auf die Kristalleigenschaften untersucht, und
diese Studien brachten enorm verbesserte Kristalle der
groBen ribosomalen Untereinheit aus H. marismortui (H50S)
hervor. Auch die Bakterienziichtung wurde stindig verfei-
nert. Eine sorgfiltige Studie offenbarte eine bemerkens-
werte Korrelation zwischen den Kristallisationsbedingungen
und der Qualitit der resultierenden Kristalle. ! In Elektro-
nendichtekarten wurden flexible Regionen beobachtet, wenn
die Kristalle unter anndhernd physiologischen Bedingungen
geziichtet wurden,”” wihrend die gleichen Regionen hoch-
gradig ungeordnet erschienen, wenn die Kristalle in einer
Umgebung weit weg von physiologischen Bedingungen ge-
ziichtet wurden.”! Verbesserte Kristalle konnten auch da-
durch erhalten werden, dass man Komplexe von Ribosomen
mit Substraten, Inhibitoren und/oder Faktoren Kristallisierte,
die das Ribosom in bevorzugten Orientierungen abfangen
konnen. Tatsdchlich zeigten die ersten Kristalle des vollstidn-
digen Ribosoms aus 7. thermophilus (T70S) im Komplex mit
mRNA- und tRNA-Molekiilen eine relativ niedrige Auflo-
sung." Die Einfiihrung der Synchrotron-Rontgenstrahlung
(hohe Helligkeit und starke Biindelung), von hochentwi-
ckelten Detektoren und von kryobiokristallographischen
Techniken!™ fiihrte zu eindrucksvoll verbesserten Auflosun-
gen bei der Kristallographie funktioneller, vollstindiger
Ribosomenkomplexe.>*77! Dariiber hinaus ermoglichten
diese Techniken auch Momentaufnahmen von Ribosomen in
spezifischen, wenn auch nicht notwendigerweise funktionel-
len Konformationen.”
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Abbildung 4. Kristallformen ribosomaler Partikel in fiir Réntgenstruk-
turanalysen geeigneter Qualitit. Die mittlere Gréfe der Kristalle be-
tragt zwischen 0.15 und 0.4 mm.

3. Wechselwirkung von Antibiotika mit Ribosomen

Viele der an Ribosomen angreifenden Antibiotika sind
klinisch relevant (siche z.B. die Ubersichten in Lit. [43,77—
80]). Da es bislang keine Kristalle von Ribosomen aus pa-
thogenen Organismen gibt, gecht man normalerweise so vor,
dass man die relevanten Strukturinformationen aus eubak-
teriellen Ribosomen bezieht (von denen Kristalle verfiigbar
sind) und mithilfe dieser Daten direkt (siche unten) oder in-
direkt (z.B. Lit. [81-84]) auf die Wirkungsweise von Anti-
biotika gegen Pathogene schlief3t.

Die kristallographischen Analysen haben gezeigt, dass
gegen Ribosomen gerichtete Antibiotika diverse Strategien
nutzen, die aber allesamt auf einer gemeinsamen Grundlage
basieren. So wurde gefunden, dass Antibiotika Ribosomen an
spezifischen Stellen innerhalb funktionell relevanter Zentren
angreifen, die zumeist ausschlieSlich aus rRNA-Molekiilen
aufgebaut sind. Ihre inhibierende Wirkung entwickeln sie
iiber verschiedene Mechanismen, z. B. durch konkurrierende
Blockierung der Substratbindung, Storung der ribosomalen
Dynamik, Einschrinkung der ribosomalen Beweglichkeit,
Fehlcodierung, Arretierung der mRNA-Kette und Blockie-
ren des Proteinaustrittstunnels.

Die Identifizierung der verschiedenen Wirkungsweisen
von ribosomspezifischen Antibiotika und eine sorgfiltige
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Analyse der ribosomalen Komponenten, die die Bindungs-
tasche fiir das betreffende Wirkstoffmolekiil bilden, bestétigt,
dass sich eubakterielle Pathogene und Sidugetier-Ribosomen
vor allem durch Strukturfeinheiten innerhalb der Antibioti-
ka-Bindungstasche unterscheiden und dass eine Feinabstim-
mung der Bindungstasche die Bindungsweise &ndern
kann.”73%) Diese feinen Sequenz- und/oder Konforma-
tionsvariationen bilden die Grundlage fiir eine selektive
Wirkung von Antibiotika als eine wichtige Voraussetzung fiir
ihren klinischen Gebrauch.

Vergleiche zwischen den verschiedenen Kristallstruktu-
ren von ribosomalen Partikeln in Komplexen mit den jeweils
gleichen Antibiotikamolekiilen haben zu bemerkenswerten
Ergebnissen gefiihrt. Zum Beispiel wurde eine vergleichende
Studie von hochaufgelosten Strukturen ribosomaler Partikel
aus Eubakterien (als Modell fiir Pathogene), aus D. radio-
durans und aus einem Archaeon (das bestimmte Eigen-
schaften von Eukaryoten besitzt) im Komplex mit Antiobio-
tika angestellt. Die Studien zeigten klar auf, dass zwischen der
bloBen Bindung eines Antibiotikums und seiner etwaigen
inhibierenden Wirkung zu unterscheiden ist. Insbesondere
wurde gefunden, dass fiir die Bindung des Antibiotikums die
Identitit eines einzelnen Nukleotids entscheidend ist, wih-
rend seine Ausrichtung in der Bindungstasche und damit
seine therapeutische Wirksamkeit von der proximalen Ste-
reochemie gesteuert wird.”””” Dies ist im Einklang mit
jingsten Mutagenesestudien, die gezeigt haben, dass die
Wirkung von Erythromycin in Saccharomyces cerevisae nicht
beeintrachtigt wird, wenn man in der 25S-rRNA Guanin
durch Adenin an einer zu A2058 aus E. coli d4quivalenten
Position ersetzt.® Somit wurde klar demonstriert, dass mi-
nimale Anderungen in den chemischen Gruppen der Anti-
biotika zu deutlich verschiedenen Bindungsweisen fiithren
konnen und dass die blofle Bindung eines Antiobiotikums
nicht ausreicht, um eine therapeutische Wirkung zu erzielen.

Die Strukturaufkldrung von Ribosom-Antiobiotika-
Komplexen hat auch einige unerwartete Inhibitionsmecha-
nismen zum Vorschein gebracht. Zum Beispiel wurde eine
synergistische Wirkung zwischen Antiobiotika und der inha-
renten Flexibilitdit des Ribosoms gefunden (Abbil-
dung 5),7% ebenso wie ein Mechanismus der induzierten
Passform.®! Unter den ribosomspezifischen Antibiotika sind
die Pleuromutiline von besonderem Interesse, weil sie an das
fast vollstdndig konservierte PTC binden und dabei trotzdem
zwischen eubakteriellen und Sidugetier-Ribosomen unter-
scheiden. Um die hohe Konservierung des PTC zu iiberwin-
den, nutzen die Pleuromutiline die inhdrente Beweglichkeit
des PTC. Sie setzen einen neuartigen Mechanismus der in-
duzierten Passform in Gang, der ein Netzwerk von periphe-
ren Wechselwirkungen zwischen flexiblen PTC-Nukleotiden
und gering konservierten Nukleotiden in der Umgebung des
PTC hinzunimmt. Diese Wechselwirkungen passen die
Kontur des PTC an das gebundene Wirkstoffmolekiil an.’®!
Die spezielle Bindungsweise der Pleuromutiline erbrachte
neue Einblicke in das flexible Bewegungsverhalten von
Ribosomen; insbesondere lieferten diese Studien Hinweise
auf das Vorliegen eines allosterischen Netzwerks in der
Umgebung des aktiven Zentrums des Ribosoms. Tatsédchlich
geht der Wert dieser Befunde weit iiber mogliche klinische
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Abbildung 5. Ein Beispiel fur die synergistische Wirkung von Antibioti-
ka: Synercid, ein Vertreter der Streptogramine, greift am ribosomalen
Peptidyltransferasezentrum und am Austrittstunnel an. Das RNA-Riick-
grat ist silberfarben dargestellt, die aminoacylierten 3'-Enden der A-
und P-tRNAs sind blau bzw. griin. Die SA-Verbindung Dalfopristin ist
blau dargestellt, die zugehérige SB-Verbindung, Chinupristin, orange.
A und B bezeichen SA bzw. SB.

Anwendungen hinaus, indem sie grundlegende Prinzipien
aufzeigen, wie etwa die Moglichkeit der Anpassung von
Bindungstaschen und die Féhigkeit von Inhibitoren, die
Strukturflexibilitdt des Ribosoms zu nutzen.

Ahnlich wie der Befund, dass sich die Bindungsweisen der
Antibiotika trotz sehr dhnlicher Gesamtstrukturen unter-
scheiden, treten auch bei den scheinbar identischen Wirk-
stoffresistenzmechanismen sehr diffizile Unterschiede in
Abhingigkeit von den chemischen Eigenschaften der Anti-
biotika auf, die entweder direkt oder durch zelluldre Effekte
bestimmt werden.!®*! Dieses sehr unterschiedliche Verhal-
ten von Antibiotikamolekiilen beziiglich Koordination und
Inhibitionsmechanismus bietet Perspektiven fiir die struk-
turbasierte, gezielte Eigenschaftsverbesserung existierender
Verbindungen und fiir die Entwicklung neuartiger Wirk-
stoffklassen. Detaillierte Ausfithrungen finden sich in meh-
reren Ubersichtsartikeln, z.B. Lit. [43,77,79,80,91-93].

Zusammengfasst: Mehr als zwei dutzend geloste Struk-
turen von Ribosom-Antibiotika-Komplexen haben die
Grundlagen fiir den klinischen Einsatz ribosomaler Antibio-
tika geschaffen. Sie haben Resistenzmechanismen aufgedeckt
und Aufschluss dariiber gegeben, wie Antibiotika zwischen
Pathogenen und Wirtzellen differenzieren. Die Aufkldrung
der Funktionsprinzipien ribosomaler Antibiotika in Kombi-
nation mit der Verschiedenheit ihrer Bindungsweisen sowie
die Entdeckung, dass periphere Wechselwirkungen Mecha-
nismen der induzierten Passform in Gang setzen konnen, die
die Diskriminierung selbst hoch konservierter Regionen er-
moglichen, bietet Perspektiven fiir die Verbesserung existie-
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render Antibiotika und fiir die Entwicklung neuartiger
Wirkstoffe.

4. Das Ribosom ist eine Polymerase

Die Verfiigbarkeit von Kristallstrukturen bakterieller
Ribosomen und ihrer Komplexe, die in erster Linie der An-
wendung von Synchrotrontechniken zu verdanken war, er-
moglichte einen Quantensprung im Verstdndnis der Protein-
biosynthese. So wurde z.B. erkannt, dass die Schnittstellen
der beiden ribosomalen Untereinheiten au3erordentlich viele
RNA-Strukturen aufweisen und dass die beiden aktiven
Zentren — die Decodierungsregion und das PTC - aus-
schlieBlich aus RNA-Komponenten bestehen. Das Ribosom
ist somit ein Ribozym. Das PTC befindet sich innerhalb einer
hoch konservierten universellen symmetrischen Region, die
in einer ansonsten unsymmetrischen Struktur eingebettet ist.
Diese Region stellt die fiir die Bildung der Peptidbindungen
und die ribosomale Polymeraseaktivitdt benotigte Maschi-
nerie bereit. Als Substrate fiir die Proteinsynthese dienen
aminoacylierte oder peptidylierte tRNA-Molekiile, fiir die
drei Bindungszentren zur Verfiigung stehen (Abbildung 1).
Die Translokation der tRNA von der A- zur P-Stelle ist mit
mindestens zwei hoch korrelierten Bewegungen verbunden:
einer seitwirts gerichteten Verschiebung (die mit internen
Umlagerungen einhergehen kann) und einer ribosomal ge-
steuerten Drehbewegung,'%11%% wihrend der die Bildung
von Peptidbindungen erfolgt.”” Der gesamte Prozess umfasst
die Translokation des 3'-Endes der tRNA von der A- zur P-
Stelle, die Abspaltung der tRNA in der P-Stelle von der
wachsenden Polypeptidkette, die Wanderung des deacylier-
ten tRNA-Molekiils zur E-Stelle und seine anschlieBende
Freisetzung.

Anstelle der natiirlichen Substrate der Ribosomen —
aminoacylierten tRNA-Molekiilen — werden in biochemi-
schen Anwendungen héufig ,,Minimalsubstrate* als Analoga
eingesetzt, die befdhigt sind, einzelne Peptidbindungen zu
bilden. Man nimmt von diesen Substraten an, dass sie auf-
grund ihrer geringen MolekiilgroBe leicht zu den aktiven
Zentren im Ribosom wandern konnen, allerdings sind ihre
Reaktionen deutlich langsamer als die von vollstdndigen
tRNA-Molekiilen. Wie kiirzlich aufgeklart werden konnte, ist
dieser erhohte Zeitaufwand, den die Analoga benétigen, auf
konformative Umlagerungen der Substrate sowie spezifischer
PTC-Komponenten zuriickzufiihren.[>1%

In Einklang damit wurde gefunden, dass die Peptidyl-
transferreaktion durch Konformationswechsel im aktiven
Zentrum moduliert wird,'”'%! und dieser Prozess braucht
Zeit. Die Minimalsubstrate sind Derivate von Puromycin.
Obwohl sie nur in der Lage sind, einzelne Peptidbindungen zu
bilden, wurden sie als geeignete Mimetika fiir die Untersu-
chung der natiirlichen Ribosomenfunktion herangezogen.
Die Kiristallstrukturen von Komplexen von H50S mit Mini-
malsubstraten, die unter weitgehend unfunktionellen Bedin-
gungen erhalten wurden, fithrten zu dem Vorschlag, dass drei
spezifische TRNA-Nukleotide die Bildung von Peptidbin-
dungen iiber einen allgemeinen Siure/Base-Mechanismus
katalysieren.’”) Dieser Mechanimus wurde in der Folge in
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zahlreichen biochemischen und Mutationsstudien in Frage
gestellt (z.B. Lit. [78,105-108]), ebenso wie durch Struktur-
vergleiche, die zeigten, dass Schliisselkomponenten des PTC
von H50S deutlich anders orientiert sind als in funktionellen
Komplexen des T70S-Ribosoms.™ Es sollte bedacht
werden, dass einzelne Peptidbindungen zwar allein durch die
Wirkung einer RNA erzeugt werden konnen, dass aber die
Polymeraseaktivitit des Ribosoms (namentlich der Pept-
idyltransfer durch eine rRNA) nicht schliissig demonstriert
wurde.'™ Es ist vorstellbar, dass das r-Protein L2 an der
Elongation der naszierenden Proteinkette beteiligt ist.[''"

Es scheint, dass die Wahl der Substratanaloga der Grund
fir die Fehlinterpretation sein konnte. Die Struktur der
groBen ribosomalen Untereinheit aus Deinococcus radio-
durans (D50S) im Komplex mit einem Substratanalogon, das
den mit der A-Stelle der groen Untereinheit wechselwir-
kenden tRNA-Teil nachahmt, erbrachte wichtige Erkennt-
nisse zur Bildung von Peptidbindungen. Diese Struktur
zeigte, dass Ribosomen ihre Substrate in einer fiir die Bildung
von Peptidbindungen geeigneten stereochemischen Konfi-
guration positionieren und damit die Maschinerie fiir die
Bildung von Peptidbindungen und fiir die tRNA-Transloka-
tion bereitstellen.'>* Des Weiteren fordert die ribosomale
Architektur eine positionsspezifische Katalyse und unter-
stiitzt die tRNA beim schnellen und reibungslosen Aufbau
der Peptidbindungen, wie durch chemische,'* 12 kineti-
sche,102103.115116] - Mytagenese-™  und  Computerstudi-
en 13141 pachgewiesen wurde. Man ist sich weithin einig
dariiber, dass die genaue Positionierung der Substrate im
Ribosomengeriist von grofer Bedeutung ist (z.B.
Lit. [11,102,103]); diese Meinung wird inzwischen auch von
Wissenschaftlern geteilt, die urspriinglich vorgeschlagen
hatten, dass das Ribosom die Bildung der Peptidbindungen
durch einen Siure/Base-Mechanismus katalysiert.!!”!

5. Beweglichkeit und Bewegungen innerhalb des
Peptidyltransferasezentrums

Die beiden Hauptaufgaben des Ribosoms — die Bildung
von Peptidbindungen und die Prozession dieser Reaktion (die
Polymerisation von Aminosiduren) — werden von der ribo-
somalen Architektur dirigiert, die eine hochgradig konser-
vierte Region von 180 Nukleotiden enthilt, die iiber eine
pseudo-zweifache Symmetrie der rRNA-Faltung miteinander
in Beziehung stehen (nicht aber iiber die Sequenzen). Diese
relativ grof3e symmetrische Region ist innerhalb des ansons-
ten unsymmetrischen Ribosoms lokalisiert und wurde in allen
bekannten Ribosomstrukturen identifiziert.!"**!1%11] Insbe-
sondere wurde diese Unterstruktur gleichermaflen in den
Ribosomen von mesophilen, thermophilen, radiophilen und
halophilen Bakterien aus Eubakterien und Archaea gefun-
den, und zwar sowohl in aggregierten leeren Ribosomen wie
auch in Komplexen mit Substraten wie ribosomalen Anti-
biotika und nichtribosomalen Faktoren, die an der Protein-
biosynthese beteiligt sind.”>*! Trotz der GroBenunterschiede
zwischen den Ribosomen aus verschiedenen Spezies sind die
funktionellen Regionen also gut konserviert. Der hochste
Konservierungsgrad findet sich im zentralen Kern, die grof3-
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ten Strukturunterschiede beobachtet man an der Periphe-
rie.l? 12 Obwohl es keine Sequenzsymmetrie gibt, sind die
Sequenzen der Nukleotide, die die symmetrische Region
aufbauen, in der gesamten Evolution hoch konser-
viert."*71221 Djes deutet darauf hin, dass diese Sequenzen von
Umweltbedingungen kaum beeinflusst werden. Die symme-
trische Region schliet das PTC und dessen Umgebung ein
und ,,verschaltet“ die funktionellen Regionen des Ribosoms,
die an der Polymerisation der Aminosduren beteiligt sind;
dies sind die Ein- und Austrittsschleusen fiir die tRNA, das
PTC, der Austrittstunnel des naszierenden Proteins und die
Briickenstruktur, die die Hohlung des PTC mit der Umge-
bung des Decodierungszentrums in der kleinen Untereinheit
verbindet. Indem die symmetrische Region im Zentrum des
Ribosoms liegt, kann sie als Schaltstation fiir die Signalwei-
terleitung zwischen den an der Proteinbiosynthese beteiligten
Regionen fungieren, die sich bis zu 200 A entfernt zueinander
befinden, aber wihrend des Elongationszyklus miteinander
kommunizieren miissen.'?!

Das PTC befindet sich in der Mitte dieser symmetrischen
Region (Abbildung 6) am Boden einer V-formigen Hohlung;
es hat die Form einer gewolbten Spalte. Der Akzeptor-Stamm
der tRNA geht eine innige Wechselwirkung mit den Winden
des Hohlraums ein, wie z.B. beim Komplex aus D50S und
ASM beobachtet wurde."”) Obwohl das PTC einen betricht-
lichen Spielraum beziiglich der Positionierung von Minimal-
substraten hat, scheinen die Wechselwirkungen des Akzep-
tor-Stamms der tRNA entscheidend dafiir zu sein, dass die
Substrate in der fiir die Peptidsynthese richtigen Konfigura-
tion im PTC positioniert werden."'”! Dies ist im Einklang mit
dem Befund, dass die Kernregion der tRNA von mafBgebli-
cher Bedeutung fiir die dynamischen Wechselwirkungen der
tRNA mit dem Ribosom ist."*! Die Kopplung zwischen der
ausgekliigelten Architektur der symmetrischen Region und
der Position der A-tRNA weist darauf hin, dass die Translo-
kation des 3’-Endes der tRNA iiber eine Kombination von
unabhingigen, aber dennoch synchronisierten Bewegungen
ablauft: eine Seitwirtsverschiebung, die als ein Bestandteil
der globalen mRNA/tRNA-Translokation ausgefiihrt wird,
und eine Drehbewegung des 3'-Endes der A-tRNA entlang
einem von den Wianden des PTC festgelegten Pfad.

Diese Drehbewegung wird von der ribosomalen Archi-
tektur gefiihrt, vor allem von der Riickwand des PTC, die den
Pfad der Drehbewegung raumlich einschrénkt, und zwei fle-
xiblen Nukleotiden, die die Drehung verankern und anzu-
treiben scheinen. Mit ihrer Beweglichkeit stellt die riboso-
male Architektur somit alle Strukturelemente bereit, die das
Ribosom fiir seine Funktion als Aminosdurepolymerase
braucht, einschlieBlich der Bildung von zwei symmetrischen
universellen Basenpaaren zwischen den tRNAs und dem
PTC!*%] als eine Voraussetzung fiir die substratvermittelte
Reaktionsbeschleunigung!'? und die Ausrichtung des nas-
zierenden Proteins in den Austrittstunnel. Bedeutsam ist, dass
alle an dieser Drehbewegung beteiligten Nukleotide in einer
Genselektionanalyse als essenziell klassifiziert wurden.*
Dariiber hinaus platziert die Drehbewegung die proximale 2'-
Hydroxygruppe der Aminosidure A76 der P-tRNA in einer
Position und Orientierung (wie sie in Kristallen des kom-
pletten Ribosoms mit mRNA und tRNAs gefunden
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Abbildung 6. Oben links: Symmetrische Region des Ribosoms mit Strukturdetails. Die A-Region ist blau, die P-Region griin dargestellt; die nicht-
symmetrischen Fortsitze sind magentafarben. Unten rechts: vergréRerter Ausschnitt der symmetrischen Region; hervorgehoben sind die wesent-
lichen Strukturteile, die die reaktive Tasche bilden kénnen, und die Schleifen, die die Aminosiure C74 der A- und P-tRNA aufnehmen. Die Briicke

zur kleinen Untereinheit ist hellbraun dargestellt.

wurde),”™7 die die chemische Katalyse der Peptidbildung
durch A76 der P-tRNA ermoglicht.!''?!

Computersimulationen haben gezeigt, dass die sich dre-
hende Gruppierung mit ribosomalen Komponenten wech-
selwirkt, die den Pfad der Drehbewegung entlang der Riick-
wand des PTC festlegen.”>*! In Einklang damit ergaben
quantenchemische Rechnungen, die auf der Grundlage von
Strukturdaten von D50S angestellt wurden, dass der Uber-
gangszustand dieser Reaktion (d.h. der Bildung der Peptid-
bindung) wihrend der Drehbewegung gebildet und durch
Wasserstoffbriicken zu rRNA-Nukleotiden — stabilisiert
wird.”” Den Rechnungen zufolge wird der Ubergangszustand
zwischen den A- und P-Stellen in einer Position lokalisiert,
wie sie dhnlich in der Kristallstruktur eines Komplexes aus
der groBen Untereinheit eines Ribosoms aus einer anderen
Quelle (H50S) mit einem synthetischen Ubergangszustands-
analogon gefunden wurde.” Die Korrelation zwischen der
Drehbewegung und der Aminosdurepolymerisation erklért
den scheinbaren Widerspruch beziiglich der Lokalisierung
der wachsenden Proteinkette. Bei den klassischen biochemi-
schen Methoden zum Nachweis ribosomaler Aktivitét
wurden die Reaktionen von Substratanaloga untersucht, die
eine einzelne Peptidbindung eingehen konnten, aber nicht an
der A-P-Translokation teilnahmen. Bei Substraten dagegen,
die die A-P-Translokation ausfiihren konnen, findet die Pro-
teinelongation nahe der P-Stelle in einer ungefdhren Position
statt, in der sich geeignet entworfene Ubergangszustands-
analoga finden lassen.['
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6. Der Ribosomenkern ist ein optimiertes Rudiment
einer altertiimlichen Struktur

Die symmetrische Region der Ribosomen ist bemer-
kenswert hoch konserviert — selbst in mitochondrialen
Ribosomen, in denen die Hilfte der rRNA durch Proteine
ersetzt ist. Diese hohe Konservierung macht deutlich, dass die
symmetrische Region alle Strukturelemente enthilt, die fiir
die Elongation der Polypeptidkette benotigt werden. Wir
schlagen deshalb vor, dass das moderne Ribosom durch
Genfusion oder Genverdopplung aus einer einfacheren
Struktur hervorgegangen ist (Abbbildung 7), die als ein Pri-
ribosom beschrieben werden kann.'"! Die Tatsache, dass die
dreidimensionalen Strukturen der beiden Untereinheiten im
Laufe der Evolution praktisch unveréndert geblieben sind,
unterstreicht, dass die Beibehaltung ihrer Funktion von gro-
Berer Bedeutung war als eine etwaige Sequenzkonservierung
und dass das Peptidyltransferasezentrum durch Genfusion
entstanden ist. Insbesondere zeigt dies, dass die symmetrische
Region die strikte Anforderung einer genauen Substratposi-
tionierung in der fiir die Bildung von Peptidbindungen rich-
tigen Konfiguration erfiillen muss. Dies, zusammen mit dem
universellen Vorkommen der symmetrischen Region, fiihrte
zu der Annahme, dass das altertiimliche Ribosom aus einer
von zwei RNA-Ketten erzeugten Tasche bestand, die im
modernen Ribosom in Form der symmetrische Region bei-
behalten ist (Abbildung 6).

Auf der Grundlage dieser Beobachtung haben wir vor-
geschlagen,*1?21%] dass die altertiimliche Maschinerie, die
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groRe ribosomale Untereinheit;
die symmetrische Region ist hervorgehoben
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Protoribosom mit gebundenen Substraten

Abbildung 7. Das postulierte Protoribosom: Die Regionen, die die A- und P-tRNA beherbergen, sind blau bzw. griin dargestellt. Das Mimetikum
der AtRNA ist blau, die (durch die Drehbewegung) abgeleitete P-tRNA ist griin dargestellt.

Peptidbindungen zu bilden vermochte, ausschlieBlich aus
RNA-Molekiilen aufgebaut war, wobei gerade verfiigbare
Substituenten aus der préhistorischen Briithe herangezogen
wurden (z.B. kurze RNA-Ketten), die stabile Konformatio-
nen einnehmen konnten und ausreichend stabil waren, um
den Evolutionsdruck zu iiberleben. Diese iiberlebenden al-
tertiimlichen RNA-Ketten kénnten sich spontan gefaltet und
dimerisiert haben. Die Produkte der Dimerisierung ergaben
dann dreidimensionale Strukturen mit einer symmetrischen
Tasche, die zwei kleine Substrate aufnehmen konnte (z.B
Aminoséduren, konjugiert an Mono- oder Oligo-RNA-Nu-
kleotide in einer fiir die spontane Bildung von Peptidbin-
dungen geeigneten Konfiguration). Dies konnten die Vor-
stufen der RNA-Ketten gewesen sein, die die symmetrische
Region moderner Ribosomen aufbauen. Die fiir diese Re-
aktion am besten geeigneten Taschen haben iiberlebt. Indem
RNA-Ketten ihre eigene Reproduktion codieren kénnen, "’
fungierten die primitiven Taschen als Matrizen fiir das alter-
timliche Ribosom. In einer spédteren Phase wurden diese
primitiven RNA-Gene durch natiirliche Auslese optimiert,
und es entstanden besser definierte, relativ stabile Taschen.
Nachdem die Korrelation zwischen der Aminosédure und den
wachsenden Peptidylzentren eingerichtet war, wurde jede der
beiden Hilften weiter auf ihre spezifische Aufgabe hin opti-
miert, sodass ihre Sequenzen in unterschiedlicher Weise
evolvierten. Das gesamte Ribosom konnte sich letztlich in der
Peripherie der symmetrischen Region weiter entwickeln, bis
es seine endgiiltige Form angenommen hatte.!'*"!
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Die Substrate der altertiimlichen Ribosomen — anfinglich
spontan produzierte Aminosduren, die mit einzelnen oder
kurzen Oligonukleotiden konjugiert waren!'*1*%! _ konnten
sich parallel dazu entwickelt haben und wurden dann spéter
in groBere, vielfiltigere Verbindungen umgewandelt, deren
Molekiilform die innere Oberfliche der Reaktionstasche
komplementiert. Um die Spezifitidt zu erhéhen, wurden diese
kurzen RNA-Segmente durch Fusion mit zusétzlichen RNA-
Fragmenten zu groBeren Strukturen verldngert, um so die
altertiimliche tRNA zu bilden, die vermutlich befahigt war,
Anweisungen fiir die Produktion von Proteinen zu speichern,
zu selektieren und zu transferieren. Anschlieend wurde der
Decodierungsprozess mit der Bildung von Peptidbindungen
verkniipft. Durch Hinzufiigen eines Strukturelements dhnlich
der modernen Anticodon-Schleife konnte eine gewisse ge-
netische Kontrolle erreicht werden, vermutlich nach der Er-
schaffung von Polypeptiden mit enzymatischer Funktion. Die
Analyse von Substratbindungsweisen an inaktive und aktive
Ribosomen fiihrte zu dhnlichen Schlussfolgerungen.!*!

Zusammengefasst scheint es, dass das altertiimliche
Ribosom — das Protoribosom — ein dimeres Ribozym war, das
durch Dimerisierung selbstfaltender RNA-Ketten gebildet
wurde (Abbildung 6). Diese bildeten eine Tasche, in der
chemische Reaktionen ablaufen und sporadisch Peptidbin-
dungen produziert werden konnten. Da die Produkte dieser
Reaktion als deren Substrate agieren konnen, konnte es
passieren, dass die Dipeptidkette verldngert wurde. Sobald
diese Polypeptide erst einmal die Féhigkeit erlangt hatten,
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enzymatische Aufgaben wahrzunehmen, wurde die Informa-
tion iiber ihre erwiinschte Struktur in Genen gespeichert.
Folgerichtig entwickelten sich auch Molekiile — die tRNAs —,
die diese Information gleichzeitig mit dem Transport der
kognaten Substrate zu decodieren vermochten. Das Proto-
ribosom wuchs und wurde immer komplexer, bis es die rich-
tige Grofie und Form erreicht hatte, um neu erzeugte tRNA-
Molekiile aufzunehmen und genetische Information in die
Bildung von Proteinen zu translatieren.

7. Resiimee und Ausblick

Die Ribosomenforschung hat in den vergangenen Jahren
eine erstaunliche Entwicklung genommen. Die hochaufge-
l6sten Strukturen von Ribosomen, die heute verfiigbar sind,
geben Einblick in viele der funktionellen Eigenschaften der
Translationsmaschinerie und offenbaren die verbliiffende
Architektur des Ribosoms, die auf geniale Weise auf seine
spezifischen Aufgaben hin zugeschnitten ist: genaue Deco-
dierung, substratvermittelte Bildung von Peptidbindungen
und effiziente Polymeraseaktivitdt. Diese Strukturen haben
klar aufgezeigt, dass alle Aufgaben des Ribosoms durch die
ribosomale RNA ausgefithrt und durch die ribosomalen
Proteine unterstiitzt werden.

Aus den hochaufgelosten Strukturen konnten viele neue
Befunde und Eigenschaften abgeleitet werden, darunter der
komplexe Mechanismus der Decodierung, die Beweglichkeit
der meisten der funktionellen ribosomalen Strukturelemente,
die symmetrische Region im Kern des Ribosoms, die dyna-
mischen Eigenschaften des ribosomalen Tunnels, die Wech-
selwirkungen des Ribosoms mit den naszierenden Ketten, die
mogliche Signalgebung zwischen dem Ribosom und zelluld-
ren Komponenten und der Schutz der naszierenden Ketten
vor Aggregation und Fehlfaltung durch Chaperone. Diese
Ergebnisse fiithrten unter anderem zu der Einsicht, dass an der
Translokation der tRNA wohl mindestens zwei konzertierte
Aktionen beteiligt sind, ndmlich eine Seitwirtsverschiebung
(die in einem hybriden Modus ausgefithrt werden konnte)
und eine ribosomal gelenkte Drehbewegung.

Die Kristallstrukturen von Ribosomen mit iiber zwei
dutzend Arten von Antibiotika haben vielfiltige Bindungs-
und Wirkungsweisen sowie Resistenzmechanismen dieser
Wirkstoffe zum Vorschein gebracht. Die Prinzipien, nach
denen Antibiotika trotz der hohen Konservierung zwischen
pathogenen und eukaryotischen Ribosomen diskriminieren,
wurden ebenso aufgedeckt wie das synergistische Verhalten
von Aantibiotika (Abbildung 5). Des Weiteren erbrachten
diese Studien Zusammenhidnge zwischen der Antibiotika-
empfindlichkeit und den ,,Fitness-Kosten“ und deckten neu-
artige Mechanismen der induzierten Passform auf, bei denen
die ribosomale Flexibilitdt zur Umformung der Bindungsta-
sche genutzt wird. Die hochaufgelosten Strukturen der
Ribosom-Antibiotika-Komplexe konnen somit Schliisselfra-
gen zu den strukturellen Grundlagen der Resistenz, des
Synergismus und der Selektivitdt von Antibiotika beantwor-
ten und strukturbezogene Ansétze zur Verbesserung von
Wirkstoffen aufzeigen.
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Angewandte

Die Verfiigbarkeit der hochaufgelosten Strukturen hat zu
einer unvorhersehbaren Entfaltung der Ribosomenforschung
gefiihrt und damit auch neue Einblicke in den Translations-
prozess gewihrt. Trotz der intensiven Forschung auf diesem
Gebiet gibt es aber noch immer offene Fragen, von denen
einige oben beschrieben wurden. Deshalb ist klar, dass die
Ribosomenforschung, einschlieflich ihrer anwendungsbezo-
genen Aspekte, auch fiir die Zukunft viel Spannendes bieten
wird.
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