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Bildung der Peptidbindung im Ribosom: die Rolle der 2'-OH-Gruppe
des terminalen Adenosins der Peptidyl-tRNA und der Liange der

entstehenden Peptidkette
Yiwei Huang und Mathias Sprinzl*

Das Ribosom ist fiir die prédzise Translation der genetischen
Information in Proteine verantwortlich, die fiir alle Lebewe-
sen essenziell sind. Das Peptidyltransferasezentrum (PTC) in
der grof3en ribosomalen Untereinheit katalysiert die Bildung
der Peptidbindung. Die Reaktion der a-Aminogruppe der
Aminoacyl-tRNA in der A-Stelle mit der Carbonylgruppe
der Peptidyl-tRNA in der P-Stelle resultiert in einem Transfer
des entstehenden Peptids von der Peptidyl-tRNA auf die
Aminoacyl-tRNA und der Verldngerung des Peptids um eine
Aminosiure. Strukturelle und biochemische Untersuchungen
des Ribosoms fiihrten zum Versuch, den katalytischen Me-
chanismus der Bildung der Peptidbindung vorherzusagen.'
Eine der jiingsten Hypothesen ist die von Weinger et al.
vorgeschlagene Substrat-assistierte Katalyse, in der die 2'-
OH-Gruppe des 3'-terminalen Adenosins der Peptidyl-tRNA
an einem Proton-Shuttle wihrend der Bildung der Peptid-
bindung beteiligt ist (Abbildung 1). Eine fast 10°-mal lang-
samere Bildung der Peptidbindung mit an der A-Stelle ge-
bundenem Puromycin wurde festgestellt, wenn die 2’-OH-
Gruppe in der P-Stelle gebundener Peptidyl-tRNA entfernt
oder durch Fluor ersetzt wird.®! Die Struktur des 70S-Ribo-
soms aus Thermus thermophilus mit dem gesamten PTC
einschlieBlich einer an der A-Stelle gebundenen Aminoacyl-
tRNA zeigte, dass sich die 2-OH-Gruppe von A76 der

PeptidyltRNA

o) Ado

“Aminoacyl4RNA
Abbildung 1. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Beteiligung der 2'-
OH-Gruppe des 3'-terminalen Adenosinrests (Ado=Adeninrest) der
Peptidyl-tRNA am Peptidyltransfer.
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Peptidyl-tRNA im Abstand einer Wasserstoffbriicke von der
a-Aminogruppe der Aminoacyl-tRNA befindet, und stiitzt so
diesen Mechanismus.P! Kurze synthetische Oligonukleotide
wurden normalerweise als mRNA in biochemischen In-vitro-
Experimenten und in der Rontgenstrukturbestimmung ge-
nutzt.*>) AuBerdem wurden in vielen Fillen tRNA-Frag-
mente oder Substratanaloga als Modelle fiir Aminoacyl- und
Peptidyl-tRNA verwendet. Im Unterschied dazu stehen Un-
tersuchungen, in denen die vollstdndige Peptidyl-tRNA-2'dA
und Volllingen-mRNA bei In-vitro-Translationsexperimen-
ten genutzt wurden und in denen keine signifikante Inhibition
der Peptidbindungsbildung wihrend der Translation eines
internen Codons an Position 155 einer 310 Aminosduren
langen Polypeptidkette der Esterase 2 aus Alicyclobacillus
acidocaldarius (Est2) durch Entfernen der 2'-OH-Gruppe der
Peptidyl-tRNA in der P-Stelle beobachtet wurde.”! Der
Hauptunterschied zwischen der Translation eines internen
Codons einer Volllingen-mRNA und einem Modellexperi-
ment mit einer kurzen, synthetischen mRNA liegt in der
Besetzung des Peptidausgangskanals der 50S-Untereinheit.
Es ist dokumentiert, dass die Linge der entstehenden Pep-
tidkette die Zuginglichkeit des PTC fiir Antibiotika verédn-
dert und den Ausgang von Vernetzungs-Experimenten im
PTC beeinflusst.”

Wir nehmen an, dass das Fehlen der 2'-OH-Gruppe von
A76 der Peptidyl-tRNA die Konformation des Peptiddonors
beeinflussen kann, wenn die entstehende Peptidkette noch
kurz und nicht im Peptidausgangskanal verankert ist. Dies
konnte die Unterschiede zwischen den Ergebnissen des Mo-
dellexperiments mit aufgereinigten Komponenten der
Translationsmaschinerie und denjenigen mit dem kompletten
Translationssystem erkliren.!

Um zu demonstrieren, dass der durch die Entfernung der
2'0OH-Gruppe von A76 der Peptidyl-tRNA verursachte Effekt
von der Lénge der Peptidkette abhéngt, wurde ein RF1-ab-
héngiges Nonsense-Codon UAG am 5'-Ende der Est2-mRNA
in der fiir die N-terminalen Aminosiduren 2, 4, 6, 8, 10, 14, 26
und 155 codierenden Region eingefiihrt. Anschliefend wurde
die Suppression dieser Codons durch die Suppressor-tRNAs
tRNAS YA 2d A und tRNASCUA_A in der In-vitro-Trans-
lation der kompletten Est2-mRNA verglichen, indem die Es-
teraseaktivitdt gemessen wurde. Falls der Mechanismus der
Substrat-assistierten Katalyse durch die 2-OH-Gruppe der
Peptidyl-tRNA korrekt ist, sollte der Ersatz der tRNAS (VA
A durch tRNASTCYA)_2'dA einen dhnlichen Effekt an allen
Positionen haben, und die In-vitro-Synthese von Est2 mit
einem Nonsense-Codon sollte unabhéngig von der Position des
UAG-Codons in der mRNA unterbunden werden.
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tRNAS(CUY_2'dA wurde wie beschrieben vorbereitet®*!
und zweimal mit einem Uberschuss an Periodat behandelt,
um alle verbleibenden tRNAs, die mit Ribose enden, zu
oxidieren. tRNAS YA 2'dA wurde durch Seryl-tRNA-Syn-
thase aus E. coli bis zu 270 pmol/A,4 aminoacyliert.

Est2 wurde in einem gekoppelten In-vitro-Trankriptions-/
Translationssystem in Gegenwart von tRNASTCUY_A oder
tRNASTCUA A sowie mRNA mit UAG-Stoppcodons in
unterschiedlichen Positionen hergestellt. Wenn die riboso-
male A-Stelle einem Stoppcodon begegnet, findet vorzeitige
Termination der Translation, eine Verschiebung des Lese-
rahmens oder Suppression statt.”') Um die Suppressionsef-
fizienz in Gegenwart des Suppressors tRNASCYUA) 7y erho-
hen, wurde der Peptidylfreisetzungsfaktor 1 (RF1) aus dem
In-vitro-Trankriptions-/Translationssystem entfernt, indem
ein Antikorper gegen RF1 hinzugegeben wurde. Dies resul-
tierte in fast kompletter Suppression vorzeitiger Termination
und in effizientem Einbau von Serin an UAG-codierten Po-
sitionen.''! Dennoch kann in Abwesenheit des Suppressors
tRNAS(CUN " neben Termination und Verschiebung des Le-
serahmens, Suppression mit endogener Aminoacyl-tRNA,
wie Tyr-tRNA®" (Codon UAY), auftreten.'”! Da der Ersatz
von Aminoséduren in der N-terminalen Region von Est2 nicht
nachteilig fiir die Esteraseaktivitdt ist, kann eine kleine
Menge aktiven Enzyms auch in der Bedingung ohne Sup-
pressor-tRNA detektiert werden (Abbildungen?2 und 3).
Wenn Serinl55, das in der katalytischen Triade von Est2 es-
senziell ist,") durch ein UAG-Codon ersetzt wurde, konnte in
Abwesenheit von tRNASUA) dennoch keine Esteraseakti-
vitdt nachgewiesen werden. Aktive Esterase kann nur durch
die Suppression von UAG-155 durch Ser-tRNAST(CUA) gyn.
thetisiert werden.”! Die kinetischen Messungen der In-vitro-
Translation der Esterase mit einem Stoppcodon an Position 2
oder 155 der Aminosduresequenz von Est2 zeigten, dass sich
die Peptidsynthese auch nach 30-miniitiger Inkubation immer
noch in der linearen Phase befindet (Abbildung 2).

In Gegenwart von tRNASTCUA_A trat die Suppression
des Nonsense-Codons UAG effizient an allen getesteten Po-
sitionen auf, und aktive Esterase wurde in hohem Mafe
hergestellt. Verglichen mit Experimenten ohne Suppressor-
tRNA wurde in Gegenwart von tRNASCVA_A eine 6- bis 26-
fache Zunahme der Esteraseaktivitdt detektiert, wenn sich
UAG-Codons an Positionen befanden, die fiir N-terminale
Aminosduren codieren. Dieser Effekt variierte mit der Posi-
tion von UAG-Codons in der 5'-Region von Est2-mRNA.
(Abbildung 3).

Wenn tRNASMCUA)A in der In-vitro-Translation durch
tRNASCUA A ersetzt wurde, fand die Suppression des
UAG-Codons ebenfalls statt. Dennoch war die Suppression
des UAG-Stoppcodons in den ersten zehn Aminosduren nach
dem Startcodon AUG von Est2-mRNA durch tRNASe(CUA.
2'dA weniger effizient als die durch tRNASCVALA  In diesen
Positionen war die Esteraseaktivitit mit tRNASTCUA.2'dA
50-80 % niedriger als mit tRNASCUA_A In anderen Worten
erleichtert die Gegenwart der 2'-OH-Gruppe von A76 der
tRNAS(CYUY die Bildung der Peptidbindung und den Einbau
der ersten zehn Aminosiduren von Est2 (Abbildung 3). Es gibt
einen kleinen Unterschied in der Suppressionseffizienz zwi-
schen tRNASTCUAA und tRNASTCUA2'dA, wenn das
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Abbildung 2. Kinetiken der In-vitro-Synthese aktiver Est2; Fehlerbalken
resultieren aus Standardabweichungen (m=3). a) In-vitro-Synthese
von Est2A2X. b) In-vitro-Synthese von Est2S155X. Die Aktivitit der
Est2, entnommen zu den angegebenen Zeitpunkten, wurde photome-
trisch gemessen.” m ohne tRNA® (@A @ mit tRNA*VA.A A mit
tRNA%(CWA2dA,

UAG-Stoppcodon fiir die Positionen 14, 26 oder 155 der Est2-
Sequenz codiert. In solchen Féllen wurde eine nur etwa 10 %
hohere Esteraseaktivitit mit tRNASTCUA_A detektiert, ein
Befund, der mit unseren vorangehenden Untersuchungen
iibereinstimmt.!!

Die hier gezeigten Ergebnisse bestédtigen unsere fritheren
Erkenntnisse, dass die 2'-OH-Gruppe von A76 der Peptidyl-
tRNA nicht essenziell fiir die Bildung der Peptidbindung ist,
wenn komplette tRNA und Volllingen-mRNA verwendet
werden. In den hier dargestellten Experimenten zeigen wir,
dass nach der Anfangsphase der Translation, wenn die ent-
stehende Polypeptidkette ldnger als zehn Aminoséduren ist,
die Suppression des Nonsense-Codons UAG durch
tRNASCYY kaum von der Abwesenheit der 2-OH-Gruppe
an A76 beeinflusst wird. Wenn das UAG-Stoppcodon fiir die
Positionen 2-10 der Est2-Sequenz codiert, wird die Peptid-
synthese durch die 2’-OH-Gruppe von A76 der tRNAS(CUA)
dennoch um das 1- bis 4.5-Fache erhoht.

Weinger et al. zeigten, dass die Bildung von fMet-Lys-
Puromycin etwa 10%-mal schneller ist, wenn sich fMet-Lys-
tRNA™-A anstelle von fMet-Lys-tRNA™-2'dA in der ri-
bosomalen P-Stelle befindet. Der Mechanismus der Substrat-
assistierten Katalyse, in dem die 2-OH-Gruppe des N-ter-
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Abbildung 3. Suppression der UAG-Stoppcodons an den Positionen 2,
4,6, 8,10, 14, 26 und 155 von Est2-mRNA durch tRNASCUA_A oder
tRNAUA.2'dA; Fehlerbalken resultieren aus Standardabweichungen
(m=3). Die Buchstaben stehen fiir die urspriinglich vorhandene Ami-
nosiure in Est2, die von der tRNA>" YA durch Serin ersetzt wurde.

a) Suppressionsaktivitit durch Prasenz von tRNA®"YA.A verglichen
mit tRNASUY.2'dA mit Stoppcodons an verschiedenen Positionen;
b) Verstirkung der Suppressionsaktivitit in Gegenwart von
tRNA®UALA gegeniiber tRNA®VA-2'dA.

minalen Adenosinrestes der in der P-Stelle befindlichen
Peptidyl-tRNA an einem Proton-Shuttle teilnimmt, indem sie
ein Proton von der hereinkommenden a-Aminogruppe ak-
zeptiert und dieses auf die ausgehende desacylierte tRNA
iibertrigt, wurde aus diesem Experiment abgeleitet. Die Be-
funde der hier vorgestellten Arbeit stiitzen diesen Mecha-
nismus nicht. Auch wenn sich das UAG-Stoppcodon am 5'-
Ende der mRNA in der Nihe des Startcodons befindet,
konnte mit tRNASCYA)._A nur eine 1- bis 4.5-fache Zunahme
der Esteraseaktivitdt gegeniiber der Aktivitit bei Einsatz von
tRNAST(CUA2’'dA beobachtet werden (Abbildung 3). Der
Unterschied in der Aktivitdit der Suppression durch
tRNAST(CUA 2’ dA | 1) wenn UAG in einer Position nahe dem
5’-Ende der mRNA liegt und fiir N-terminale Aminosiduren
codiert, und 2) wenn es in der Mitte der mRNA liegt, kann
daran liegen, dass die kurze, weniger als zehn Aminosduren
lange entstehende Peptidkette noch nicht den Peptidaus-
gangskanal erreichen kann. Frithere Experimente belegen,
dass an den Eingang des Peptidausgangskanals gebundenes
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Erythromycin nur die Synthese von sechs bis acht Amino-
sdure langen Peptiden ermoglicht. Danach ist die Peptid-
elongation inhibiert, und die Peptidyl-tRNA dissoziiert unreif
vom Ribosom, indem sie abfillt.l”!

Die Ribose von A76 der Peptidyl-tRNA konnte flexibler
sein, wenn die entstehende, kurze Peptidkette noch nicht im
Peptidausgangskanal lokalisiert ist.'¥ In einem solchen Fall
konnte die Gegenwart einer 2'-OH-Gruppe des A76 der
Peptidyl-tRNA einen groBeren unterstiitzenden Effekt auf
die Peptidbindungsbildung haben, als dies der Fall ist, wenn
die Peptidyl-tRNA durch Wechselwirkungen mit dem Pep-
tidausgangskanal zusitzlich im PTC verankert ist. Wenn das
entstehende Peptid den Peptidausgangskanal erreicht, sind
die Strukturen der Substrate im PTC ausreichend definiert.
Dies lasst darauf schlieBen, dass das Ribosom die Bildung der
Peptidbindung nicht durch die Einbeziehung funktioneller
Gruppen in die chemische Katalyse erreicht, sondern da-
durch, dass es einen Rahmen zur prézisen Positionierung der
Peptidyl- und Aminoacyl-tRNA zur Verfiigung stellt.l'”!

Die strukturelle Forschung am Ribosomkomplex mit
einer im Peptidausgangskanal befindlichen, entstehenden
Peptidkette und langer mRNA kann uns mehr Hinweise auf
den Mechanismus der Bildung der Peptidbindung geben.
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