Proteinbiosynthese: Die codonspezifische Aktivierung der Aminosiuren

Von Eggehard Holler("]

Professor Hermann Hartmann gewidmet

Zu Beginn der Proteinbiosynthese werden die Aminosduren durch Veresterung mit den
Transfer-Ribonucleinsduren, die die entsprechenden Anticodons besitzen, chemisch aktiviert.
Die Veresterung wird mit ungewohnlich hoher Spezifitdt durch die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
katalysiert. Unsere gegenwirtigen Kenntnisse von den strukturellen Eigenschaften der Reaktions-
partner, vom Reaktionsverlauf und von den Ursachen der Spezifitdt werden zusammenfassend

beschrieben.

1. Einleitung

In der Proteinbiosynthese haben Transfer-Ribonucleinsiu-
ren (tRNA) die Funktion, Aminoséduren in einer von der Mes-
senger-Ribonucleinsdure (mRNA) vorgeschriebenen Reihen-
folge dem ribosomalen Syntheseapparat zuzufiihren (siche
Abb. 1). Die Veresterung der Aminosidure mit der tRNA sorgt
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Abb. 1. Die wichtigsten Schritte der Proteinsynthese.
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fur die chemische Aktivierung der Carboxygruppe, das fur
die Aminosdure charakteristische Anticodon der tRNA sorgt
fiir die Ubersetzung des Nucleinsdurecodes in eine Aminosiu-
resequenz. Diese Ubersetzung ist duBerst priizise. Gemessen
am gelegentlichen Einbau von 1-Valin statt L-Isoleucin in
eine Sdugetier-Himoglobinkette entspricht die erzeugte Ami-
nosiuresequenz in mindestens 99.97 % der Fille der geneti-
schen ,,Vorlage*!'l

Die Veresterung zwischen Aminosiuren und tRNA wird
duch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen katalysiert. Sie stehen im
Mittelpunkt des vorliegenden Aufsatzes. Auf friihere Uber-
sichtsartikel wird hingewiesen!?!,

2. Aminoacyl-tRNA-Synthetasen

2.1. Vorkommen

In Bakterienzellen ist jeder Aminosidure eine Aminoacyl-
tRNA-Synthetase zugeordnet. In pflanzlichen und tierischen
Zellen sind die Enzyme des Cytoplasmas und der Organellen
(Mitochondrien und Chloroplasten) nicht identisch. Sie bela-
den vorzugsweise die in den gleichen Kompartimenten behei-
mateten tRNA-Spezies. Einige cytoplasmatische Synthetasen
bilden groBere, offenbar membranabhingige Komplexe, die
Molekulargewichte von 10° erreichen®!.

Intrazellulire Konzentrationen von Aminoacyl-tRNA-Syn-
thetasen und tRNA liegen bei Bakterien in der GréBenordnung
von 10~ ¢ mol/Liter. Fiir Pflanzen- und Tierzellen lassen sich
infolge der Kompartimentierung keine Angaben machen. Aus
den Werten der Konzentrationen und Dissoziationskonstan-
ten 146t sich schlieBen, daB ein betrdchtlicher Anteil der Syn-
thetasen im Komplex mit tRNA vorliegt.

2.2. Struktur

Ein- oder zweistrangige Synthetasen (x- oder a,-Typ) haben
Molekulargewichte im Bereich von 46000 bis 140000,
vierstrangige (22f,-Typ) zwischen 220000 und 290000. Der
dimere Strukturtyp iliberwiegt, wenn man die vierstrangigen
Enzyme als (&f),-Enzyme betrachtet. Die Tertidrstruktur ein-
strangiger Synthetasen besteht aus globuldren Faltungsberei-
chen. Einige Bereiche zeigen Wiederholungen in der Amino-
sauresequenz!*). Die homologen Sequenzen sind vermutlich
Ergebnisse der Duplikation und Fusion einzelner Ur-Gene.
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(a)

Eine Rontgenstrukturanalyse liegt fiir die Tyrosyl-tRNA-
Synthetase aus Bacillus stearothermophilus bei 2.7 A Auflésung
und fiir das tryptische (aber enzymatisch aktive) Fragment
der Methionyl-tRNA-Synthetase aus Escherichia coli bei 4A

x
i o

Abb. 2. Aulgrund rontgen-kristallographischer Untersuchungen gebaute
Strukturmodelle zweier Aminoacyl-tRNA-Synthetasen. (a) Proteolytisches
Fragment der Methionyl-tRNA-Synthetase aus E. coli bei 4A Auflosung [6].
Das Fragment ist enzymatisch aktiv, hat das Molekulargewicht 64000 und
ist monomer. Native Methionyl-tRNA-Synthetase ist dimer und hat das
Molekulargewicht 172000. Das Fragment besteht aus zwei Teilen, die an
der Beriihrungsfliche (X—X) kovalent verkniipft sind. (b) Zwei orthogonale
Ansichten eines Strukturmodells fiir Tyrosyl-tRNA-Synthetase bei 55A Auf-
losung [5]. Das Enzym ist dimer und hat das Molekulargewicht 90000.
Die umstrichelten Bestandteile sind beweglich und haben keine exakt bestimm-
bare Position. Die beiden aktiven Zentren liegen bei A und B.
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Auflosung vor!® ) (Abb. 2). Fiir das zuletzt genannte Enzym
ist zudem die Rontgenkleinwinkelstreuung gemessen wor-
den!”). Als gemeinsames Ergebnis tritt eine im Vergleich zu
anderen Enzymen wenig kompakte Struktur hervor. Das Mo-
nomer der Tyrosyl-tRNA-Synthetase (MW =45000) hat einen
Raumbedarf von 60 x 60 x40 A2, das Dimer eine maximale
Ausdehnung von 130A.

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen zeigen wie andere Enzyme,
die symmetrisch aus Untereinheiten aufgebaut sind, eine nega-
tive Kooperativitit[*] bei der Substratbindung und eine Halb-
zentren-Reaktivitit[™"1(8-19) Beim o,p,-Typus ergibt sich zu-
dem das Problem, wie Substratbindungsstellen oder aktive
Zentren und Untereinheiten einander zuzuordnen sind. Ergeb-
nisse beim phenylalanin-spezifischen System aus E. coli spre-
chen dafiir, daB fiir die Komplexbildung mit der Aminosiure
und mit der tRNA nicht die gleichen Untereinheiten verant-
wortlich sind* 1. Beim glycin-spezifischen System aus Bacillus
brevis katalysiert die kleine Untereinheit () nur den aminosédu-
reabhingigen ATP-[*?P]Pyrophosphat-Austausch (siche Ab-
schnitt 4.2), wihrend das vollstindige Enzym (x,f,) die Ami-
noacylierung der tRNA bewirkt!! 2],

Mit Ausnahme des lysin-spezifischen Enzyms aus E. coli
werden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen durch Substanzen, die
mit Sulthydrylgruppen reagieren [Quecksilber(11)- oder Disul-
fid-Verbindungen] reversibel, durch Alkylierungsmittel irre-
versibel inhibiert. Dabei tritt hiufig eine Auffaltung des Pro-
teins ein, die bei Enzymen mit Quartirstruktur vom Zerfall
in die Untereinheiten begleitet ist!!3).

Histidin-spezifische Reagentien wie Diethyl-pyrocarbonat
und Rose Bengal (photochemische Oxidation) inhibieren die
katalytische Funktion von Phenylalanyl-tRNA-Synthetase aus
E. coli'', Eine lingere Inkubation fiihrt auch hier zu einer
Dissoziation in die Untereinheiten. ‘

Metallionen konnen die Proteinstruktur stabilisieren und
die Enzyme aktivieren'® !3]. Fiir Phenylalanyl-tRNA-Synthe-
tase liegt der wirksame Konzentrationsbereich fiir Mg?* zwi-
schen 107* und 1072 M.

Die enzymatische Aktivitit von Aminoacyl-tRNA-Synthe-
tasen wird in Sdugetiergeweben durch eine hormonell gesteuer-
te Phosphorylierung/Dephosphorylierung reguliert!*¢).

2.3. Katalyse

Die von den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen katalysierten
Reaktionen bestehen aus der Aminosdureaktivierung [Glei-
chung (a)] und der Aminoséureiibertragung [Gleichung (b)].

MgATP + AA + E** = EA* AA ~ AMP + MgP,03" (a)
EAA.AA ~ AMP + (RNAA* =EA% + AA-tRNA** + AMP (b)

Hier bedeuten AA die Aminosiure, E** die spezifische Synthe-
tase und tRNA** die codon-spezifische tRNA. Adenosin-5'-tri-
phosphat ist nur in Verbindung mit Mg?™, d.h. als MgATP,

[*] Negative Kooperativitit wird bei Enzymen beobachtet, die aus mehreren,
gleichartigen Proteinketten bestehen und mehrere, gleichartige Bindungsstel-
len fiir das gleiche Substrat besitzen. Die Alffinitidt [iir die Bildung eines
Enzym-Substrat-Komplexes ist fiir jede Bindungsstelle gleich, solange das
Enzym unbeladen ist. Bei zunehmender Beladung des Enzyms mit Substrat
nimmt die Affinitit der noch freien Bindungsstellen zum Substrat ab.

[**] Halbzentren-Reaktivitit liegt vor, wenn bei einem (multivalenten) En-
zym nur die Hallte der aktiven Zentren katalytisch aktiv ist.
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Substrat. Produkte der beiden Reaktionen sind Magnesium-
pyrophosphat ~ (MgP,0%7),  Adenosin-5-monophosphat
(AMP) und Aminoacyl-tRNA (AA-tRNA%A),

Bei der Aminosdureaktivierung [ Gleichung (a)] assoziieren
in wahrscheinlich kinetisch geordneter, aber nicht obligatori-
scher Reihenfolge Aminosdure (AA) und MgATP mit dem
aktiven Zentrum der Synthetase (E**). Der primiiren Anlage-
rung folgt eine moglicherweise mehrstufige Umlagerung, bei
der die Carboxylatgruppe der Aminosiure unter Uberwindung
elektrostatischer AbstoBung dem Triphosphatrest des ATP
angendhert und die Anhydridbindung P,—O—Py im ATP
in Richtung auf die Abspaltung des Pyrophosphatrestes polari-
siert wird, so daf} sich schliefllich ein Aminoacyladenylat
(AA ~ AMP) bilden kann. Die dafiir notwendige freie Enthal-
pie (7 bis 10kcal/mol je nach Art der Synthetase) wird durch
die Bildung von Nebenvalenz-Bindungen (elektrostatische und
hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoff-Briickenbindun-
gen) zwischen dem Enzym und seinen Substraten aufgebracht,
denn die Bildung des terndren Komplexes [Synthetase-Ami-
noacyladenylat-MgP,03 ™ ] entsprechend Gleichung (c) ist ge-
geniiber der Reaktion (d) um diesen Betrag an freier Energie
bevorzugtt!? 191,

EAY AA-MgATP == E*.AA ~ AMP-MgP,0%" (c)
AA+MgATP = AA ~ AMP + MgP,03" (d)

Das in freier Form hochgradig labile Aminoacyladenylat
(AA ~ AMP) bleibt aufgrund seiner Tendenz zur Komplexbil-
dung mit der Synthetase assoziiert (Bindungskonstante 10°
Liter/mol), wihrend MgP,02~ abdissoziiert und in der Zelle
enzymatisch zu Orthophosphat hydrolysiert wird. Dadurch
verlagert sich das Gleichgewicht auf die Seite der Adenylat-
bildung.

Der Bildung des Aminoacyladenylats folgt die Ubertragung
des Aminosdurerestes auf die tRNA, und zwar, je nach Art
der Synthetase, auf die 2'- oder 3-Hydroxygruppe des 3'-termi-
nalen Riboserestes der tRNAI29), Es ist ungeklirt, ob zwischen-
durch eine Aminoacyl-Synthetase-Verbindung entsteht!?!l
Der Ubertragung folgt eine schnelle 2',3-Isomerisierung
(Halbwertszeit 0.3 s fiir Leucyl-tRNA)22, Es ist offen, ob die
Isomerisierung noch im Komplex mit der Synthetase oder
erst nach der Abdissoziation der Aminoacyl-tRNA vom En-
zym erfolgt. Die primdre Acylierungsstelle lie sich durch
Verwendung von Transfer-Ribonucleinsduren mit terminaler
2’- oder 3-Desoxyribose nachweisen.

Der letzte Schritt der Katalyse ist die Abdissoziation der
Aminoacyl-tRNA vom Enzym. Die Dissoziationskonstanten
fiir die tRNA (Substrat) und die Aminoacyl-tRNA (Produkt)
sind von gleicher GréBenordnung (10~ bis 10~ ° mol/Liter).
Die Enzymkinetik zeigt Produktinhibition.

Mit welchen Geschwindigkeiten folgen die beschriebenen
Elementarschritte aufeinander? Einen Uberblick gibt Tabelle
1. Einer schnellen Komplexbildung zwischen Synthetase und
Substrat folgt die langsamere Bildung des Aminoacyladenylat-
Zwischenproduktes und dieser die erheblich langsamere Uber-
tragung des Aminoacyl-Restes auf die tRNA. Dieser Schritt
ist in den meisten Systemen unter den Bedingungen des FlieB-
gleichgewichtes limitierend. Eine Ausnahme ist das phenyl-
alaninspezifische System aus E. coli, bei dem die Limitierung
durch eine zum Enzym-Produkt-Komplex fiihrende Umlage-
rung verursacht wird!??!,

2.4. Das Problem der Produktinhibition

Bei einer enzymatischen Synthese entsteht das Problem der
kompetitiven Hemmungl™} durch das Produkt X—Y, wenn
dieses die wesentlichen Bestandteile der Substrate X und Y
enthdlt und iiber dic gleichen Reste wie die Substrate mit
dem Enzym assoziiert (Abb. 3). Die Dissoziationskonstante
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Abbildung 3. Berechnung der Dissoziationskonstante Kx_ y eines Komplexes
aus Enzym und Ligand X—Y aus den Dissoziationskonstanten Kx und
K fiir die Komplexe mit den Fragmenten X und Y. Das dargestelite Modell
ist vereinfacht: Die Komplexe EX und EY werden durch dieselben Nebenva-
lenzen zusammengehalten wie der Komplex E(X—Y). Der Faktor 1/55 ergibt
sich aus der Beriicksichtigung des thermodynamischen Standardzustandes
(1 M wiBrige Losung) [43].

fiir den Komplex zwischen Enzym und Reaktionsprodukt
ist dann

Kx—y =(1/55)- Kx-Ky

wobei Kx und Ky die Dissoziationskonstanten fiir die Komple-
xe zwischen dem Enzym und den Substraten X und Y sind.
Der Faktor 1/55 ergibt sich aus der Beriicksichtigung des
thermodynamischen Standardzustandes (1 M wiBrige Losun-
gen).

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen bilden mit den Substraten
(Aminosdure und tRNA) feste Komplexe. Aufgrund der Bezie-
hung fiir Kx -y sollten sic mit dem Produkt (Aminoacyl-tRNA)
einen noch festeren Komplex bilden und daher schon bei

[*] Eine kompetitive Hemmung liegt vor, wenn der Inhibitor (im vorliegenden
Fall das Produkt) mit dem Substrat um die Bindungsstelle des Enzyms
konkurriert.

Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstanten der Elementarschritte der Aminosédureaktivierung und -iibertragung. Die Messungen wurden bei 25°C, pH=7 bis 8, der
TIonenstirke 0.05 bis 0.2 mol/Liter und der Magnesium-Konzentration 0.001 bis 0.01 mol/Liter durchgefiihrt.

Richtung Komplexbildung der Synthetase mit Adenylatbildung Aminoacyliiber- Gesamtreaktion im
AA MgATP tRNA* oder [Gleichung (c}] tragung FlieBgleichgewicht
AA-tRNAA® [s™1] [Gleichung (b)] [Gleichungen (a)+(b)]
[ [
[Liter/{mol-s}] [Liter/(mol-s)] [Liter/(mol-s)]
106 106 (1-3)-108 20-350 228 2.6
o 5] [s~'] [s~']
15-25 400 [17] 5-120 20-1000 10 [23] 10 [23]
684 Angew. Chem. 90, 682-690 (1978)



sehr geringen Produktkonzentrationen (107 !9 bis 10~ !2 mol/
Liter je nach Art der Synthetase) kompetitiv gehemmt sein.
Tatsdchlich hat jedoch die Aminoacyl-tRNA die gleiche Ten-
denz zur Komplexbildung mit dem Enzym wie die (unbelade-
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Abbildung 4. Reaktionsschema fiir die Ubertragung des Aminoacylrestes
von AMP auf tRNA und fiir die Abdissoziation der aminoacylierten tRNA.
Das Enzym ist durch die Grauténung gekennzeichnet. Substrate und ihre
Bestandteile sind schwarz (Aminosiure: Rechteck, AMP: Kreis, tRNA®:
T-férmiges Symbol). Die Ubertragung des Aminoacylrestes auf die tRNA
findet im Schritt (1)— (2) statt. Der Komplex (2) ist instabil, weil das
Aminosédure- und das tRNA-Fragment aus sterischen und/oder energetischen
Griinden nicht zur selben Zeit mit der Synthetase komplexieren konnen.
Er lagert sich unter Abdissoziation des Aminoacylrestes von der Aminosiure-
Bindungsstelle zum Komplex (3) um.

ne) tRNA. Der Aminoacylrest liefert also keinen Beitrag zur
Stabilitdt des Komplexes aus Enzym und Aminoacyl-tRNA.
Offenbar sind das Aminosdure- und das tRNA-Fragment aus
sterischen und/oder energetischen Griinden im Synthetase-
Aminoacyl-tRNA-Komplex nicht in der Lage, gleichzeitig mit
den Bindungsstellen fiir die Aminosdure und die tRNA dauer-
haft zu assoziieren (Abb. 4). Bei der katalytischen Reaktion
bildet sich im Zuge der Ubertragung des Aminoacylrestes
auf die tRNA der instabile Komplex (2) nur als Zwischenpro-
dukt. Durch die anschlieBende Umlagerung (2)— (3) wird
die Wechselwirkung zwischen der Synthetase und dem Ami-
noacylrest eliminiert. Interessant ist, dal diese Umlagerung
fiir die Reaktion der Phenylalanyl-tRNA-Synthetase aus E.
coli geschwindigkeitsbestimmend ist{?3],

Die energetischen Verhiltnisse bei der Eliminierung der
Wechselwirkung zwischen Enzym und Aminoacylrest ergeben
sich aus Abbildung 5, in der schematisch die freie Reaktionsen-
thalpie als Funktion der Reaktionskoordinate dargestellt ist.
Der Synthetase-Aminosiure-MgATP-Komplex bildet sich, in-
dem Energie verbraucht wird, um die spezielle Geometrie
des Enzym-Substrat-Komplexes herzustellen. Diese Energie
wird wieder verfiigbar, wenn das Aminoacyladenylat syntheti-
siert wird, weil die elektrostatischen und/oder sterischen Ver-
héltnisse neu geordnet werden. Sie wird aber nicht abgegeben,
sondern dem Aminoacyladenylat einverleibt!® 17241

Das Gruppeniibertragungspotentialll des Aminoacyl-
AMP betriigt 14 kcal/mol'*%), das der Aminoacyl-tRNA 7

[*] Das Gruppeniibertragungspotential einer Verbindung A—B ist identisch
mit dem Wert der freien Standardreaktionsenthalpie, die bei der hydrolyti-
schen Spaltung zu AH und B—OH unter Standardbedingungen (pH=7.0,
25°C, lonenstirke 0.1 mol/Liter) gemessen wird.
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Abb. 5. Die freie Reaktionsenthalpie als Funktion der Reaktionskoordinate der tRNA-Aminoacylierung. Die Entstehung von Synthetase-
Substrat-, Synthetase-Zwischenprodukt- und Synthetase-Produkt-Komplexen ist angezeigt. Aktivierte Ubergangskomplexe wurden weg-
gelassen. Gestrichelt gezeichnete Niveaus beziehen sich auf die hypothetischen Fille, in denen die Nebenvalenzen zwischen Synthetase,
Aminosdure und MgATP, oder Aminoacyl-tRNA nicht [iir die energieverbrauchende Orientierung der Liganden im Komplex mit dem
Enzym aufkommen wiirden. Diese Werte wurden unter Zugrundelegung der Komplexe aus Synthetase und Substrat-Fragmenten
berechnet. Die Zahlenwerte beziehen sich aul das phenylalanin-spezifische System aus Escherichia coli [9].
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kcal/mol!2¢1, Bei der Ubertragung des Aminoacylrestes von
AMP auf tRNA werden also 7 kcal/mol frei. Mit diesem
Betrag an freier Enthalpie wird der Komplex aus Synthetase
und Aminoacyl-tRNA destabilisiert, indem der Aminoacylrest
von der Bindungsstelle des Enzyms abdissoziiert.

3. Transfer-Ribonucleinsiduren

3.1. Vorkommen und Funktion

Transfer-Ribonucleinsiiuren (tRNA) sind Bestandteile des
Cytoplasmas und der Zellorganellen (Mitochondrien und
Chloroplasten). Sie zeigen wie die Aminoacyl-tRNA-Syntheta-
sen eine kompartiment-spezifische Differenzierung. Sie sind
die codon-spezifischen ,,Zulieferer” der aktivierten Aminosiu-
ren beider ribosomalen Proteinbiosynthese. Einige tRNA-Spe-
zies dienen als Aminosdure-Zulieferer bei der nicht-ribosoma-
len Synthese der Bakterienzellwand!?”' und bei der Reifung
von Proteinen und Phosphatiden!?®). Transfer-Ribonuclein-
sduren beteiligen sich an der Regulation der Synthese bestimm-
ter Enzyme!?®! und als Starterl’] an der DNA-Synthese in
Gegenwart von RNA-abhiingiger DNA-Polymerase!3°!. Eine
tRNA-dhnliche, aminoacylierbare Struktur liegt als 3'-Ende
der RNA von Pflanzen-Viren vor3!],

3.2. Die Kleeblattstruktur

Transfer-Ribonucleinsduren haben ein durchschnittliches
Molekulargewicht von 25000 bei einer Zusammensetzung aus
73 bis 93 Ribonucleosiden, die in der ausgereiften{"™] tRNA
zum Teil modifiziert sind. Die Nucleotidsequenz ist fiir mehr
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Abb. 6. Sekundirstruktur (Kleeblattstruktur) der Transfer-Ribonucleinsduren
(auBer Initiator-tRNA). Die Basen wurden in Anlehnung an die Struktur
der tRNA™- aus Hefe numeriert. Y bedeutet Pyrimidin, R Purin und H
hypermodifiziertes Purin. Die durch Punkte gekennzeichneten Sequenzen
haben variable Lingen. Die Abbildung entstammt einem Ubersichtsartikel

[32]

[*] Ein Starter ist ein kurzer Nucleinsiurestrang, der mit dem lingeren
Matrizenstrang assoziiert ist. An das 3'-Ende des Starters kniipft die Synthese
des zum Matrizenstrang komplementiren Tochterstranges an.

[**] Die tRNA entsteht durch ,,Reifung* aus Vorstufen, die sich durch Tran-
skription der Gene bilden. Bei der Reifung werden die Vorstufen durch Nucle-
asen ,zurechtgestutzt* und durch andere Enzyme modifiziert.
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als sechzig tRNAs bekannt. Alle Transfer-Ribonucleinsduren
haben die gleiche Sekundérstruktur, aufgrund ihres Aussehens
»Kleeblattstruktur” genannt (Abb. 6).

Angefangen mit dem 5-Ende haben alle Transfer-Ribo-
nucleinsduren einen ,,Aminosdure-Acceptorstamm®, der aus
7 Basenpaaren besteht. Ihm folgt der ,,Dihydrouracil-Stamm®“
mit 3 oder 4 Basenpaaren, der Anticodon-Stamm mit 5 Basen-
paaren, und der TYC-Stamm mit 5 Basenpaaren. Die Basen-
paare werden durch Watson-Crick-Wasserstoffbriicken[*] zu-
sammengehalten. Zwischen dem Aminosdure-Acceptorstamm
und dem Dihydrouracil-Stamm befinden sich immer zwei Nu-
cleotide, und zwischen diesem und dem Anticodon-Stamm ¢in
einziges Nucleotid. An den Stimmen sitzen die Schleifen, ge-
wissermalen als ,,Blitter* des Kleeblattes. Die Anticodon-
Schleife und die TYC-Schleife bestehen aus je 7 Nucleotiden,
die Dihydrouracil-Schleife aus 7 bis 10 Nucleotiden. Stamm
plus Schleife bilden einen ,,Arm*. Der variable (oder Extra-)
Arm hat 4 bis 21 Nucleotide.

i
O\/_H HN/j’CHa
HN _ =0 Ofk N
HOCH, HOGHy
0 0
HO  OH HO  OH

Pseudouridin (¢! Ribothymidin {T)

Abb. 7. Die modifizierten Nucleotide Pseudouridin und Ribothymidin sind
Bestandteile aller Transfer-Ribonucleinsiuren mit Ausnahme der Initiator-
tRNA der Sdugetiere.

Die modifizierten Nucleoside Ribothymidin (T) und Pseu-
douridin () (Abb. 7) sind Bestandteile aller Transfer-Ribo-
nucleinsduren mit Ausnahme der Initiator-tRNA der Siugetie-
re. Die G-T-y-C-Sequenz assoziiert mit der 5-S-ribosomalen
RNA der Bakterien-Ribosomen.

Das Anticodon besteht aus drei variablen Nucleotiden in
der Mitte der Anticodon-Schleife. Bei der Komplexbildung
mit dem Ribosom assoziiert es mit dem entsprechenden Codon
der Messenger-RNA.

Das einstrangige Aminosdure-Acceptorende hat bei allen
Transfer-Ribonucleinsduren  dieselbe
—CCA.

Nucleotid-Sequenz

3.3. Tertiéirstruktur

Die dreidimensionale Struktur (Tertidrstruktur) ist fiir die
phenylalanin-spezifische tRNA aus Hefe (tRNA™) bekannt
(Abb. 8). Dic Ergebnisse der Rontgenstrukturanalyse (3 A und
4 A Auflosung) und der Rontgenkleinwinkelstreuung sind in
Ubersichtsartikeln beschrieben!32 331,

Die Tertidrstruktur hat folgende Merkmale: 1. tRNAP
ist L-formig. 2. Die Stimme bestehen aus Doppelhelices. 3.
Je zwei Doppelhelices, ndmlich die Paare Aminosiure-Accep-
torstamm/TYyC-Stamm und Dihydrouracil-Stamm/Antico-
don-Stamm, sind so orientiert, daB sie zusammen eine neue
Doppelhelix bilden. 4. Der CCA-Terminus und das Anticodon

[*] Als Watson-Crick-Wasserstolfbriicken bezeichnet man die Wasserstoff-
briicken zwischen den Basen Guanin/Cytosin und Adenin/Thymin in der
DNA-Doppelhelix und zwischen den Basen Guanin/Cytosin und Adenin/Ura-
cil in der RNA-Doppelhelix.
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TYC-ARM

DIHYDRDURACH -
ARM

Abb. 8. Schematische Darstellung der dreidimensionalen Struktur (Tertidir-
struktur) der tRNAP™ aus Hele. Der Ribosephosphat-Strang ist als durchge-
hendes Band dargestellt. Die Wasserstolfbriicken werden durch Sprossen
symbolisiert. Die Arme der tRNA sind durch unterschiedliche Schralluren
gekennzeichnet. Die durch punktierte Linien markierten Sequenzen haben
je nach Art der tRNA verschiedene Langen. Die gestrichelte Linie gibt die
Oberfliiche des Molekiils im Kontakt mit der Aminoacyl-tRNA-Synthetase
an. Die Abbildung entstammt einem Ubersichtsartikel [50].

liegen an den Enden des ,,L*. 5. Die Dihydrouracil-Schleife
und die Ty C-Schleife bilden die Ecke des ,,L*“.

Die Tertidrstruktur wird durch Wechselwirkungen zwischen
dem Dihydrouracil-Arm, dem TyC-Arm und dem variablen
Arm, also im Bereich der Ecke des ,, L, verursacht. Zu den
Wechselwirkungen zihlen: 1. Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Basen, zwischen Basen und Riboseresten und zwi-
schen Riboseresten, 2. die elektrostatische AbstoBung zwischen
Phosphatgruppen und 3. die Koordination mit Mg?*. Die
elektrostatische AbstoBung destabilisiert die Tertidrstruktur.
Elektrolyte erhohen die Stabilitit, indem sie einen Teil der
negativen Ladungen neutralisieren!3# 331, Wahrscheinlich wird
die Tertidrstruktur unter physiologischen Bedingungen bei
der Bildung von Komplexen der tRNA mit ihren Reaktions-
partnern (Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, ribosomaler Elonga-
tionsfaktor, Ribosom) moduliert.

Untersuchungen an anderen Transfer-Ribonucleinsduren
deuten an, daf3 die aufgezihlten Eigenschaften auch dort zutref-
fen. Resultate fiir wiBrige Losungen stimmen mit den Ergeb-
nissen fiir die Kristallstruktur {iberein.

4. Die codon-spezifische Zuordnung von Aminosiauren
und Transfer-Ribonucleinsiiuren durch die Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen

Bei der Aminoacylierung der tRNA muB jede Aminoacyl-
tRNA-Synthetase aus den zwanzig Aminosiurearten, die in
der Zelle vorliegen, genau diejenige auswihlen, die zu ,,ihrer®
tRNA paBt. Hohe Prizision ist hier vonnéten, denn die codon-
spezifische Zuordnung von Aminosidure und tRNA wird im
weiteren Verlauf der Eiweillsynthese nicht mehr ,iberpriift®.
Ein bei der Aminosdureaktivierung unterlaufener Fehler hat
also ein fehlerhaftes Proteinmolekiil zur Folge.

Angew. Chem. 90, 682-690 (1978)

Die korrekte Zuordnung von Aminosidure und tRNA wird
wihrend der Synthese der Aminoacyl-tRNA mehrfach gepriift
und gesichert (siche Abb. 9), nimlich bei der Bildung des

(-tRNARA} AA
AA E

AA.AA

MgPP 1
gAA.AA-AMP
| —

AA
E™T . AA-AMP / tRNARA

AMP'\f/j
AA

MgATP

AA-tRNAAA
|

f\
EAAAA-tRNAAA o s ionats

E

Abb. 9. Uberpriifung der Entsprechung zwischen Anticodon und Aminoséure
bei der tRNA-Aminoacylierung. Schritte, die eine Barriere fiir codon-unspezifi-
sche Aminosiuren darstellen, sind durch Fragezeichen und entsprechend
ihrer Wichtigkeit durch die Breite der Pfeile gekennzeichnet. Die diskriminie-
renden Reaktionsschritte sind von oben nach unten: Bildung des Enzym-Ami-
nosiure-Komplexes, Synthese des Aminoacyladenylates, Bestandigkeit des
Synthetase-Aminoacyladenylat-Komplexes {bei unspezilischen Aminosiuren
dissoziiert ein erheblicher Teil der Komplex-Molekiile, bevor sie mit der
tRNA weiterreagieren konnen), Korrektur-Hydrolyse der miBacylierten
tRNA.

Enzym-Aminosidure-Komplexes, auf der Stufe des Enzym-
Aminoacyladenylat-Komplexes und durch ein hydrolytisches
,Korrekturlesen“ nach der Bildung des Enzym-Aminoacyl-
tRNA-Komplexes.

4.1. Die Erkennung der Aminoséure

Die Bildung des Enzym-Aminosiure-Komplexes ist der Er-
kennungsschritt mit dem groBten Gewicht. Den strukturellen
Merkmalen einer Aminosdure entsprechend haben die Ami-
noacyl-tRNA-Synthetasen Bindungsbereiche fiir die primire
Ammoniumgruppe, die Carboxylatgruppe und die Seitenket-
te!!® 3%, Die Erkennung ist mit wenigen Ausnahment*”! ste-
reospezifisch in bezug auf die Konfigurationen an C-2 und
C-3.

Die Wechselwirkung des zwitterionischen Bereichs der Ami-
nosidure mit der Synthetase ist elektrostatischer Natur!®L
Die Komplexbildung mit der Seitenkette der Aminosédure be-
ruht je nach Beschaffenheit der Seitenkette auf polaren oder
hydrophoben Wechselwirkungen. Hydrophobe Mechanismen
dienen insbesondere zur Erkennung aliphatischer Aminosiu-
renl!7-38:3% Fiir das isoleucin-spezifische System konnte ge-
zeigt werden, daB die Assoziationsentropie fiir die ,richtige®
Aminosiure den hdchsten Wert besitzt!%L

Die Unterscheidung verwandter Aminosduren wie L-Tyro-
sin und L-Phenylalanin oder L-Isoleucin und L-Valin beruht
auf der Wechselwirkung zwischen den Aminoacyl-tRNA-Syn-
thetasen und charakteristischen Bestandteilen der Seitenketten
wie der OH-Gruppe beim L-Tyrosin und der zusitzlichen
CH;-Gruppe beim L-Isoleucin. Der Grad der Unterscheidung
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ist auBerordentlich hoch; L-Tyrosin wird 2000mal so fest wie
L-Phenylalanin und L-Isoleucin 100mal so fest wie L-Valin
gebunden. Das Zustandekommen derartiger Affinitatsunter-
schiede kann mit einfachen Modellen fir die Bildung von
Wasserstoffbriicken oder fiir Wechselwirkungen zwischen hy-
drophoben Substanzen nicht erkldrt werden!'” 8. Wahr-
scheinlich spielen wie im isoleucin-spezifischen System!* " kon-
formative Anderungen der Enzymstruktur und Anderungen
der Hydratation eine Rolle (Abb. 10).

Imidazol

Abb. 10. Schematische Darstellung einer Strukturidnderung, die bewirkt, daB
sich die Tendenz zur Bildung des Enzym-Aminosidure-Komplexes vergroBert.
Die Bindung des Substrats L-Isoleucin an die Synthetase ist mit einer Konfor-
mationsdnderung des Enzyms gekoppelt. Diese bewirkt eine Verdnderung
der Hydratation des Synthetase, hier willkiirlich dargestellt als Solvatation
eines Imidazol-Restes und einer Hydroxygruppe sowie als Ubergang einer
Ethylengruppe ins Innere der Enzymstruktur.

Bindungsstudien mit Substrat-Fragmenten ergaben, da3 der
Triphosphatrest des MgATP und der zwitterionische Bereich
der Aminosédure im terndren Enzym-Substrat-Komplex auf-
einander einwirken!'® 2%, Dabei hat die elektrostatische An-
ziehung zwischen der a-Ammoniumgruppe und dem Triphos-
phatrest eine Stabilisierung und die elektrostatische Absto-
Bung zwischen Carboxylatgruppe und Triphosphatrest eine
Destabilisierung des Komplexes zur Folge. Die GroéBen der
gegensitzlichen Wechselwirkungen sind so, daf3 sich die Effek-
te eliminieren, und Aminosdure wie MgATP scheinbar unab-
hingig voneinander mit der Synthetase assoziieren('%]["],

4.2. Thermodynamische Kontrolle der Bildung des Enzym-Ami-
noacyladenylat-Komplexes

Tabelle 2 zeigt, dal die Dissoziationskonstante

_[E*][AA]
Rois = TEaa Aa]

fir den bei der Aminosidureaktivierung entstchenden Enzym-
Substrat-Komplex beim Aminosidurepaar Isoleucin/Valin fiir
die codon-spezifische Aminosiure (Isoleucin) um zwei Groflen-
ordnungen kleiner ist als fiir die unspezifische Aminosiure.
Fiir andere Paare sind in Tabelle 2 die Michaelis-Menten-
Konstanten des ATP-[32P]Pyrophosphat-Austausches("] ver-

[*] Die elektrostatische AbstoBung zwischen dem Triphosphatrest und der
Carboxylatgruppe einerseits und die Wechselwirkung des Triphosphatrestes
mit der Bindungsstelle des MgATP andererseits bewirken den relativ hohen
Energicinhalt des Synthetase-Aminosidure-MgATP-Komplexes (siehe Abb. 5).
Durch die Reaktion zum Enzym-Aminoacyladenylat-Komplex wird die ,,inne-
re Spannung® des terniren Komplexes abgebaut.

[**] Durch den ATP-[*?P]Pyrophosphat-Austausch wird die Umkehrung
der Aminosiureaktivierung { Gleichung(a)], d. h. die Reaktion des Synthetase-
Aminoacyladenylat-Komplexes mit [*?P]Pyrophosphat gemessen. Das Sy-
stem befindet sich dabei im chemischen Gleichgewicht. Bei geniigend hohen
Pyrophosphat-Konzentrationen bestimmt die Neubildung von Aminoacyl-
adenylat die Geschwindigkeit, mit der die [*?P]-Markierung auch im ATP
auftritt. Der ATP-[*2P]Pyrophosphat-Austausch ist damit ein indirektes Mal3
fiir die Bildung des Synthetase-Aminoacyladenylat-Komplexes.
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Tabelle 2. Dissoziations-, Michaelis-Menten- und relative Geschwindigkeits-
konstanten fiir die Aminosidureaktivierung [Gleichung (a)] bei strukturell
verwandten Aminosiiure-Paaren.

ATP-[*2P]Pyrophosphat-

Austausch
Aminosdure Koiss Kn k (relativ)
[pmol/Liter]  [pmol/Liter]
Tle (spezifisch) 4.5 [64] 4-6 [41, 42, 66] 1.0
NH, 5817] 5[67]
COOH
val 570 [64] 800 [67] 077 [67]
: NH,
COOH
Tyr (spezifisch) 10 [65] 1.8 [65] 1.0
NH, 25 [37]
o)~
COOH
Phe 50000 [65] 0.4 [65]
: NH,
COOH
Val (spezifisch) 66 [66] 140 [39] 1.0
: :NHz 30 [38]
COOH
Thr 17000 [39] 038 [39]
7000 [38] 042 [38]
NH,
HO COOH

glichen, deren Werte unter den praktizierten Bedingungen!*!
gleich den Werten der Michaelis-Menten-Konstanten KaA
fiir die Aminosiaureaktivierung und ungefdhr gleich den Wer-
ten der Dissoziationskonstanten Kp;,s sind. Man sieht, da3
auch bei den Aminosiurepaaren Tyrosin/Phenylalanin und
Valin/Threonin der Synthetase-Aminosidure-Komplex der co-
don-spezifischen Aminosdure thermodynamisch um mehrere
GroBenordnungen begiinstigt ist.

Diese Situation kann durch die Konzentrationsverhéltnisse,
in der die Aminosiuren in der Zelle vorliegen, noch verbessert
werden: Konkurriert die spezifische Aminosidure mit einer
unspezifischen um die Synthetase, so gilt fiir die tatsdchliche
Dissoziationskonstante Kpisspp) des Komplexes mit der un-
spezifischen Aminosidure

Kistapp = KBiss {1 + [AA]}

iss(app) Diss Kﬁﬁs
d.h. die unspezifische Aminosdure hat um so geringere Chan-
cen, den ,falschen® Synthetase-Aminosdure-Komplex zu
bilden, je grofBer die Konzentration [AA] der ,richtigen*
Aminosdure ist.

Die Spezifitat wird weiterhin dadurch verbessert, dal} die
Lrichtige” Aminosdure im Verlaufe der katalytischen Amino-
acylierung der tRNA die Synthetase in der Form des Amino-
acyladenylates okkupiert und so die Chance fiir eine Assozia-
tion zwischen dem Enzym und einer ,falschen Aminosdure
vermindert. Dennoch zustande gekommene Enzym-Amino-
acyladenylat-K omplexe mit ,falschen” Aminoséduren werden
durch Hydrolyse** oder durch Veresterung mit der tRNA und
anschlieBendes hydrolytisches ,,Korrekturlesen” (siche Ab-
schnitt 4.4) beseitigt!>8),

Angew. Chem. 90, 682~690 (1978 )



4.3, Die Erkennung der Transfer-Ribonucleinsdure

Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und der tRNA
kommen durch die Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen
Aminoséureseitenketten der Synthetase (Asn, Gln und Arg)
und Purinbasen der tRNA zustande'**, Stapelwechselwirkun-
gen zwischen Basen und aromatischen Aminosdure-Seitenket-
ten sind weniger bedeutsam. Unklar ist, ob Mg?*-lonen eine
Stabilisierung der Enzym-tRNA-Komplexe durch Einlagerung
zwischen die Beriihrungsflichen zwischen Synthetase und
tRNA bewirken!*6 48 oder ob Mg?* selektiv diejenigen Ter-
tidgrstrukturen von Enzym und tRNA stabilisiert, die besonders
feste Komplexe miteinander bilden!®!5-49),

Im Enzym-tRNA-Komplex beriihren sich Synthetase und
Transfer-Ribonucleinsdure an den Innenseiten des ,,L“-formi-
gen tRNA-Molekiils (Abb. 8)!°%, wahrscheinlich entlang einer
Einbuchtung der Proteinoberfliche. Der Bindungsbereich der
tRNA wird durch Bestandteile des Acceptor-Stammes, des
Dihydrouracil-Stammes sowie bei einigen Arten durch das
Anticodon gebildet. Der TYC-Arm und der variable Arm
haben keinen Kontakt mit der Synthetase. Im Bereich der
Beriihrungsstellen befinden sich die meisten variablen Basen.

Dem Acceptor-Ende —CAA wird eine noch nicht in allen
Einzelheiten verstandene Schliisselrolle bei der Erkennung
der tRNA durch die Synthetase zugeschrieben!®*l. Wahr-
scheinlich verindert dieser Bereich bei der Aminoacylierung
seine Konformation!*2!,

Die Bildung des Synthetase-t RNA-Komplexes ist bei einigen
Systemen mit der Bildung der Enzym-Aminosdure- und/oder
Enzym-MgATP-Komplexe gekoppelt. Die Koppelung zeigt
je nach Art der Synthetase eine positive!>®! oder negative
Kooperativitidt!® 19341, Die Koppelung tritt bei Enzymen mit
Dimer-Struktur in einigen Féllen erst bei Belegung der beiden
aktiven Zentren mit den Substraten in Erscheinung.

Die Assoziation zum Synthetase-tRNA-Komplex verlduft
zweistufig!*® 531, Zuniichst bildet sich ein relativ unspezifischer
Anlagerungs-Komplex, der unter Betdtigung wahrscheinlich
spezifischer Nebenvalenzen zum stabilen Enzym-Substrat-
Komplex umlagert. Im glutamin- und phenylalanin-spezifi-
schen System geht die Bildung des Enzym-tRNA-Komplexes
mit einer Umlagerung des tRNA-Molekiils einher!*®!,

Die Unterscheidung zwischen ,richtiger® und ,falscher*
Transfer-Ribonucleinsdure beruht allerdings weniger auf den
thermodynamischen Eigenschaften der Enzym-tRNA-Kom-
plexe als vielmehr auf einer kinetischen Kontrolle!®”1: die
Lrichtige* tRNA wird 10°- bis 10*mal so schnell aminoacyliert
wie die ,falsche* tRNA.

4.4. Die Hydrolyse miBacylierter tRNA

Ungeachtet der bisher beschriebenen ,,Kautelen* wird die
Transfer-Ribonucleinsdure gelegentlich mit einer falschen
Aminosdure acyliert. Diese MiBacylierung ist um so hiufiger,
je dhnlicher die Aminosduren sind.

Eine falsch beladene Aminoacyl-tRNA wird jedoch von
der tRNA-spezifischen Synthetase hydrolysiert. Beispiele sind
Val-tR NA!el38.58.59] Thr (RNAVY238:691 ynd Jle-tRNAFP61)
Die Korrektur erfolgt nach der Bildung des Enzym-Amino-
acyl-tRNA-Komplexes und verlduft schnell im Vergleich mit
der Esterbildung zwischen der ,richtigen” Aminosiure und
der tRNA® 8% Vermutlich wird ein soeben synthetisierter,
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falscher“ Ester noch vor der Dissoziation des Enzym-Amino-
acyl-tRNA-Komplexes wieder gespalten.

Die Effizienz der hydrolytischen Korrektur ist um so grofier,
je hiufiger eine Synthetase eine ,falsche Aminosaure aktiviert.
Auch die ,richtig® aminoacylierte tRNA wird hydrolysiert,
allerdings viel langsamer als dic miBacylierte tRNA. Wie die
Aminoacyl-tRNA-Synthetase die Identitéit des Aminoacylre-
stes der Aminoacyl-tRNA erkennt, ist unbekannt. Es ist wahr-
scheinlich, daB die Aminosdure-Bindungsstelle der Synthetase
dabei keine Rolle spielt. MiBaktivierte Aminosauren haben
immer eine kleinere Seitenkette als die ,,richtige®. Es ist mog-
lich, daB die kleinere Seitenkette noch in eine hydrolytisch
wirksame Stelle hinein paBt, wihrend das bei der ,,richtigen
Aminosdure nicht mehr moglich ist'**1,

Die enzymatische Hydrolyse der Aminoacyl-tRNA wird
durch Mg?* aktiviert. Ihre Abhiingigkeit von der Mg? *-Kon-
zentration stimmt nicht mit der Mg? " -Abhingigkeit der Ami-
noacylierung iiberein'®?. Sulfhydryl-Reagentien hemmen die
Hydrolyse in einer Weise, die sich von der Hemmung der
Aminoacylierung der tRNA unterscheidet!®2). Wahrscheinlich
besitzt die Synthetase fiir die Hydrolyse ein zweites aktives
Zentrum. Die nicht veresterte Hydroxygruppe in 2'- oder 3'-
Stellung des Adenosinrestes am Acceptorende der tRNA hat
vermutlich bei der Hydrolyse eine katalytische Funk-
tion39- 631

5. Zusammenfassung und Schlufy

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen katalysieren die codon-spe-
zifische Veresterung von Aminosduren und Transfer-Ribo-
nucleinsduren. Die zusammengehorenden Reaktanden finden
aufgrund normaler enzymatischer Mechanismen zueinander,
ndmlich durch die Festigkeit der Enzym-Substrat-Komplexe
und durch eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit. Unge-
wohnlich ist ein von der Synthetase katalysierter Korrektur-
schritt, in dem ,falsch® gebildete Ester hydrolysiert werden.
Dieser Mechanismus tritt in Kraft, wenn bei strukturell dhn-
lichen Aminosduren die gewdhnlichen Unterscheidungsmal-
nahmen nicht ausreichen.

Die Spezifitit wird weiterhin dadurch verbessert, da3 die
Lrichtige® Aminosdure unter physiologischen Bedingungen die
Synthetase in der Form des Aminoacyladenylates okkupiert
und so die Chance fiir eine Assoziation zwischen Enzym
und einer ,,falschen“ Aminosdure vermindert. Die intrazellulé-
ren Konzentrationsverhiltnisse bewirken zudem eine Sitti-
gung der Synthetasen mit den ,richtigen Aminosiuren und
tRNAs.

Die codon-spezifischen Aminosduren und Transfer-Ribo-
nucleinsduren haben zu ,,ijhren Enzymen eine hohe Affinitét.
Dies wiirde aber zu einer katalytisch unzweckmaBigen Sitti-
gung der Synthetasen mit Aminoacyl-tRNA fiihren, wenn nicht
fir die leichte Abdissoziation des Produktes gesorgt wiirde.
Die Triebkraft fiir die Lockerung des Komplexes wird am
Anfang der enzymatischen Reaktion bereitgestellt, indem die
Reaktanden energiereiche Positionen einnehmen. Bei der
Ubertragung des Aminoacylrestes auf die tRNA bewirkt der
Energieiiberschufl die Abtrennung des Aminoacylrestes vom
aktiven Zentrum und erleichtert damit die Abdissoziation
der Aminoacyl-tRNA.

Eingegangen am 22. November 1976,
in gedinderter Fassung am 20. Mirz 1978 [A 229]
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