
Isoleucyl-tRNA-Synthetase : Ein Enzym mit mehreren 
Katalysewegen, variabel in Spezifitat und Energieverbrauch 

Von Wolfgang Freist* 

Die Ubersetzung des genetischen Codes in Proteinstrukturen ist Voraussetzung fur die Le- 
bensvorginge in den Zellen. Die aul3erordentlich groBe Genauigkeit, mit der diese Aufgabe 
erfullt werden mu13, stellt besondere Anforderungen an die SpezifitPt aller dardn beteiligten 
Enzyme; deshalb fanden deren Struktur und Funktionsweise in den letzten zwanzig Jahren 
das hesondere Interesse von Molekularbiologen und Biochemikern. Die Unterscheidung 
der irn Cytosol vorhandenen Aminosauren und deren Veresterung mit einer bestimmten 
tRNA ist Aufgabe der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen. Eine der schwierigsten Aufgaben ha- 
hen die fur lsoleucin spezifischen Enzyme zu bewaltigen, denn sie mussen diese Amino- 
saure von so ahnlichen Verbindungen wie Valin unterscheiden. Sie arbeiten dabei mit be- 
sonderen Korrektur-Mechanismen, die sie vor anderen wichtigen Enzymen des Stoffwech- 
sels auszeichnen. Am genauesten sind bisher die Katalysemechanismen von Isoleucyl- 
tRN A-Synthetase aus Hefe und aus Escherichia coli untersucht worden. Heide Enzyme be- 
stehen aus Einzelketten mit Molekulargewichten um 1 10000, Sequenzhomologien zu ande- 
ren Aminoacyl-tRNA-Synthetasen scheinen nur in engen Bereichen, z. B. der ATP-Bin- 
dungsstelle, vorzukommen. Die Enzyme identifizieren die Aminosauren wahrscheinlich in 
eineni VierstufenprozelJ; in den beiden ersten Schritten sind vorwiegend die unterschiedli- 
chen hydrophoben Wechselwirkungen der Aminosaureseitenketten bei der anfhglichen 
Bindung an das Enzym entscheidend, darauf folgen zwei hydrolytische Korrekturschritte, 
die hauptsachlich von der sterischen Erkennung beherrscht zu sein scheinen. Das beson- 
dere Merkmal dieser Enzyme ist es, daB schon geringe Variationen der Reaktionsbedingun- 
gen iiber Konformationsanderungen der Proteine den katalytischen Cyclus verandern kon- 
nen. Die Spezifitat der Enzyme laBt sich somit nahezu beliebig einstellen. Allgemein ist 
hohe Spezifitat mit hohen Energiekosten verbunden, die sich in hohem ATP-Verbrauch Pu- 
Bern. Unter physiologischen Redingungen scheint eine mittlere Spezifitat, verbunderi mit 
mittlerem Energieverbrauch, bevorzugt zu werden. 

1. Einleitung 

Seii dem Mitte der fiinfziger Jahre die Aminoacyl-tRNA- 
Synthetasen als wichtige Enzyme der Proteinbiosynthese 
entdwkt wurden['-'I, sind bis jetzt weit iiber hundert dieser 
Proteine isoliert und charakterisiert wordenl*-"]. Die Quar- 
tarstrrikturen und Molekulargewichte der gereinigten En- 
zyme sind sehr unterschiedlich. Die meisten bestehen aus 
Einzt: ketten (a)  oder sind Dimere aus zwei gleichen Un- 
terein ieiten (a2). Die Molekulargewichte der ersteren lie- 
gen i n 1  Bereich von 40000-140000, die der zweiten im Be- 
reich von 65000-240000. Weniger haufig sind Quartar- 
strukt Jren von Typ a2P2 (M, = 85 000-287 000), selten die 
Typer: ap (M,= 102000-130000) und a4 (M,= 116000- 
380000)L"'21. Allgemein enthalten diese Enzyme ein akti- 
ves Zmtrum pro Untereinheit und beim a,p2-Typ pro ap- 

Fur die Reaktion, die von den Aminoacyl-tRNA-Synthe- 
tasen ' E) katalysiert wird, nimmt man heute allgemein ei- 
nen zweistufigen Verlauf an, der aus einem Aktivierungs- 
und einem Transferschritt bestehtl'. '"I. Im Aktivierungs- 
schritt (a) wird aus der Aminosaure 1 und Adenosintri- 
phosphat 2 ein Aminoacyladenylat 3 (und Pyrophosphat 4)  
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gebildet, das am Enzym gebunden und dadurch gegen Hy- 
drolyse geschiitzt bleibt. 
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Die aktivierte Aminosaure 3 wird im Transferschritt (b) 
auf eine der beiden Hydroxygruppen der endstandigen Ri- 
bose der Transfer-RNA 5 ubertragen. Dabei entstehen 
Aminoacyl-tRNA 6 und Adenosinmonophosphat 7. 

Dieser zweistufige Mechanismus wurde jedoch von 
mehreren Autoren zumindest fur einige der Aminoacyl- 
tRNA-Synthetasen in Frage g e ~ t e l l t l ~ . ~ ~ ' ~ ~ ~ .  Beim postulier- 
ten einstufigen Mechanismus tritt kein Aminoacyladenylat 
3 als Zwischenprodukt auf. 
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2. Struktur und Reaktionsrnechanisrnus 

Die Isoleucyl-tRNA-Synthetasen aus Hefe und aus E. 
coli gehoren zu dem Typ von Enzymen, die nur aus einer 
Peptidkette aufgebaut sind (Typ a). Das Molekulargewicht 
der Synthetase aus E. coli B wurde zu M , =  1 120001'61, der 
aus E .  coli MRE600 zu M,= 102000[271 und das der aus 
Hefe isolierten zu M,= 115 000 be~timmtl~'. '~'. 

Fur die Isoleucyl-tRNA-Synthetasen ist bisher nur eine 
Primarstruktur publiziert ~ o r d e n [ ~ " l .  Sie wurde durch 
DNA-Sequenzierung des Isoleucyl-tRNA-Synthetase- 
Gens aus E.  coli K 12 und durch teilweise Peptid-Sequen- 
zierung des Enzyms aus E. coli MRE600 bestimmt. Das 
Enzym besteht aus 939 Aminosauren; das berechnete Mo- 
lekulargewicht betragt M,= 105087. Nur ein sehr kleiner 
Bereich von elf Aminosauren zeigt direkte Sequenzhomo- 
logien mit dreil3'-"] der b. isher bekannten ~ i e b e n ~ " - ~ ' ~  Pri- 
mht rukturen  von weiteren Aminoacyl-tRNA-Syntheta- 
sen"'. 

Untersuchungen zur Stochiometrie der Adenylatbildung 
ergaben, daO Isoleucyl-tRNA-Synthetase mit Isoleucylade- 
nylat 3, R=sec-Butyl, einen 1 : I-Komplex bildet, was auf 
ein aktives Zentrum pro Peptidkette hindeutet["I. Die 
Wechselzahl (turnover number) fur die Aminoacylierung 
von tRNA"' liegt fur die Enzyme aus E. coli oder Hefe un- 
ter optimierten Bedingungen bei k,,, = 1 s '["1.381 . D amit 
gehoren die Isoleucyl-tRNA-Synthetasen sowohl inner- 
halb der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (k,,, = 1 - 
25 1)[8.39-421 als auch im Vergleich mit anderen wichtigen 
Enzymen des Stoffwechsels zu den Jangsamen" Enzymen 

Eine formale Ahnlichkeit zur (zweistufigen) Aminoacy- 
lierung von tRNA findet man bei der Aktivierung von 
Fettsauren; die Acyl-CoA-Synthetasen bilden als Zwi- 
schenprodukt ebenfalls ein enzymgebundenes Acyladeny- 
lat, von dem dann der Acylrest auf die Thiolgruppe des 
Coenzyms A gebracht wird. 

(vgl. [47-461). 

~ 

[*] Nnch Fenigstellung dieser Ubersicht wurden weitere Primarstrukturen 
von Aminoacyl-IRNA-Synrhetasen aufgeklart, u. a. auch die von Isoleu- 
cyl-IRNA-Synthetase aus Hefe. Dieses Enzym besteht aus 1073 Amino- 
sauren (M,= 123040) und zeigt ?7% Sequenzhomologie mil dem Enzym 
aus €. coli, insbesondere in den mutmal3lichen Bereichen der ATP- und 
LRNA-Bindungsstellen (ti. Englisch, S. Englisch, P. Markmeyer, J. 
Schischkoff. 11. Sternbach, H. Kratzin. F. Cramer, Biol. Chem. Hoppe St.!- 
ler 368 (1987) 971). 

R-CO'; + ATP A R-CO-AMP + PP, 

R-CO-AMP + CoA-SH !+ R-CO-S-CoA + AMP 

Vom Schwefel kann der Acylrest auch leicht auf ein Sauer- 
stoffatom ubertragen werden, z. B. durch Carnitin- Acyl- 
transferase auf Carnitin 8[''.''I. 
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Auch die Gramicidin-S-Synthetasen und verwandte En- 
zyme, die Peptid-Antibiotica synthetisieren, bilden Amino- 
acyladenylate vom Typ 3. Die Aminosauren in 3 mussen 
dabei zunachst in Thioester umgewandelt werden. bevor 
Peptidbindungen hergestellt werden konnen'49-''1. Es lag 
daher nahe, bei den Reaktionen der Aminoacyl-t RNA- 
Synthetasen ebenfdlls einen Aminosaurethioester als Zwi- 
schenprodukt zu vermuten, doch ist dessen eindeutiger 
Nachweis bis heute noch nicht gelungen. 

Mit SH-gruppenspezifischen Reagentien konnten bei 
der Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus E.  coli von den sech- 
zehn Cysteinylresten bis zu elf umgesetzt werdenl"'. davon 
einer ,,besonden ~chnel l " '~ ' - '~~  . Nach Blockierung dieser 
einen, ,,schnell" reagierenden SH-Gruppe war das Enzym 
nur noch in der Lage, die Aktivierungsreaktion (a) zu kata- 
lysieren, nicht jedoch die komplette Amin~acyl ierung" ' -~~~.  
Dieser Hefund keinnte ein Hinweis darauf sein, dal? tat- 
sachlich die Aminosaure aus dem Aminoacyladenylat 3 
uber einen Thioester auf die tRNA ubertragen wird. An- 
dere Autoren fanden dagegen nach Blockierung einer SH- 
Gruppe noch eine geringe Restaktivitat und zogen den 
SchluB, daB die ,,schnell" reagierende SH-Gruppe fur die 
Katalyse nicht essentiell seiiS5l. Nach Aufklarung der Pri- 
marstruktur des Enzyms konnte dem ,,schnell" reagieren- 
den Cysteinylrest die Position 43 1 zugeordnet werden["'l. 
IXese liegt 364 Aminoacylreste von dem elf Aminoshuren 
umfassenden Bereich (Positionen 57-67) entfernt, in dem 
direkte Sequenzhomologien mit anderen Aminoacyl- 
tRNA-Synthetasen vorhanden sind und in dem die .4TP- 
Bindungsstelle liegen durf~e['~'~. Beide Bereiche gehoren 
zum N-terminalen Teil des Enzyms, so daB wenigstens ver- 
mutet werden kann, daB die Katalyse in diesem Teil des 
Enzyms stattfindetl'"'. 

Wahrend die Frage nach einem Thioester als Zwischen- 
produkt im Transferschritt (b) noch nicht endgultig gekliirt 
ist, scheint die Aktivierungsreaktion (a) nach stereochemi- 
schen Untersuchungen nicht iiber ein Zwischenprodukt zu 
v e r l a ~ f e n ~ ~ ~ ~ .  Bei Verwendung von ['X02]Isoleucin 1 * und 
Adeno~in-5'-[(R)-a-'~O]triphosphat 2* und Spaltung des 
daraus gebildeten Isoleucyladenylats 3 * mit Hydroxyl- 
amin wurde eine Inversion der Konfiguration am markier- 
ten Phosphoratom von AMP (7*) festgestellt. 

Dies deutet auf eine direkte Reaktion am a-Phosphor- 
atom von ATP hin und schlieBt den Weg uber ein Zwi- 
schenprodukt, etwa ein Adenylylenzym, aus, doch kann 
der unwahrscheinliche Reaktionsweg uber zwei Zwischen- 
produkte nicht ausgeschlossen werden. 
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3. Substratspezifitat 

3.1. ATP-Analoga 

Da alle Aminoacyl-tRNA-Synthetasen ATP umsetzen. 
sind Analoga dieses gemeinsamen Substrates besonders 
dazu geeignet, Unterschiede oder Gemeinsamkeiten in der 
Substratspezifitat der einzelnen Enzyme zu untersuchen. 
I h r c h  systematische Veranderung des ATP-Molekiils lie- 
Ben sich die Topographien der ATP-Bindungsstellen aus- 
loten und die Enzyme in Gruppen ahnlicher Spezifitat zu- 
sammenfassen. Fur Isoleucyl-tRNA-Synthetase konnten 
dabei erste Hinweise darauf gefunden werden, mit wel- 
chen anderen Aminoacyl-tRNA-Synthetasen dieses Enzym 
phylogenetisch am ehesten verwandt sein konnte. 

Eine gewisse Schwierigkeit ergab sich daraus, daa  das 
eigentliche Substrat der Synthetasen kein freies ATP, son- 
dern ein Komplex aus ATP und einem Mg'@-Ion ist['-"I, 
dessen genaue Struktur noch nicht aufgeklart werden 
konnte. Ausgehend von der Struktur des N a t r i ~ m s a l z e s [ ~ ' ~  
und von N M R - B e f ~ n d e n [ ~ ~ - ~ ~ ]  wurde das Strukturmodell 
11 entwickelt. I n  11 ist das zweiwertige Metall-Ion mit 
N-7 des Purinrings und je  einem Sauerstoffatom der 8- 
und y- oder aller drei Phosphateinheiten ko~rdiniert[ '~]. 

In einem anderen Modell. das von den Substrateigen- 
schaften eines Tetraammincobalt(1rr)-ATP-Komplexes ge- 
geniiber Hexokinase ausgeht, wird der Mg'@-ATP-Kom- 
plex als zweizahniger P,y-Komplex 12 darge~te l l t l~~] .  Die 
Moglichkeit einer Koordination des Metall-Ions zum N-7 
wird dabei nicht diskutiert1"I. 

1' 2' 

18; 

9 7 '  

Das Aminoacyladenylat 3 ist als gernischtes Saureanhy- 
drid eine Verbindung, in der nicht nur  der Aminoacyl-, 
sondern auch der Adenylylrest in aktivierter Form vorliegt. 
So I\ urden bei den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen auch 
Reaktionen beobachtet, bei denen der AMP-Rest auf ver- 
schiedene Phosphatreste iibertragen ~ i r d ' ~ ~ - ~ i l .  Der ein- 
fachste Fall einer solchen Umsetzung ist die Riickreaktion 
der i\minoacyladenylatbildung [Reaktion (a)], die leicht 
durch den Einbau von '*P-markiertem Pyrophosphat in 
ATP verfolgt werden kann. Wichtig ist auch die Umset- 
zung des Adenylats 3 mit einem ATP-Molekiil, die bei ei- 
nigen Aminoacyl-tRNA-Synthetasen zur Rildung von Di- 
adenosin-5',5"'-P',P4-tetraphosphat (AppppA) 10 als zwei- 
tem Produkt der Aminoacylierungsreaktion fiihrt[57.ss.60-hS1. 
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Dieser Substanz werden wichtige regulatorische Funktio- 
nen bzi der Initiation der DNA-Replikation, Zellprolifera- 
tion und tRNA-Synthese zugeschrieben'66'681. Wahrend je- 
doch die Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus E. coli die Entste- 
hung von AppppA katalysiert[6".6'l, la& sich die Bildung 
dieses Produktes bei dem aus Here isolierten Enzym nicht 
nachweisen; das Nebenprodukt Adenosin-5'-diphosphat 
(ppA) "I dijrfte allerdings durch Spaltung von zuvor syn- 
thetisiertem AppppA entstanden sein[6yl. 

Fur beide Enzyme vorlaufig noch vollig offen ist die 
Moglichkeit einer Phosphorylierung durch eine Kinase, 
die die Aktivitat der Enzyme beeinfluat. Eine solche Ki- 
nase wurde bisher nur bei einer Isoleucyl-tRNA-Synthe- 
tase ails Kaninchen-Reticulocyten b e ~ b a c h t e t ~ ~ ~ ' .  

0" 
I 

Die Versuchsergebnisse, die mit den ATP-Analoga er- 
zielt wurden, deuten darauf hin, daa die Aminoacyl- 
tRNA-Synthetasen verschieden strukturierte ATP-Mg2"- 
Komplexe als Substrat benutzen, die diesen beiden Model- 
len entsprechen konnten. 

Zur Synthese von ATP-Analoga kann man heute einer- 
seits auf die zahlreichen in den letzten dreiBig Jahren syn- 
thetisierten Nucleosid-Derivate ~uri ickgreifen"~. '~~,  ande- 
rerseits auch auf einige aus Mikroorganismen isolierte 
Nucle~sid-Antibiotica~~'~. In den meisten Fallen konnen 
die ATP-Analoga aus den Nucleosid-Analoga 13 mit ein- 
fachen Methoden hergestellt werden, z. R. Phosphorylie- 
rung mit POC13 zum Monophosphat 14 und Umsetzung 
des Monophosphatimidazolids 15 mit Pyrophosphat zum 
Triphosphat 16[R"-8'1. 

Von insgesamt 35 ATP-Analoga vom Typ 16, die in der 
Aminoacylierungsreaktion auf Substrat- oder Inhibitorei- 
genschaften getestet ~ u r d e n ' ~ ~ - " ~ ] ,  wurde eine charakteri- 
stische Auswahl von acht Substanzen (17a-h) zum Ver- 
gleich verschiedener Aminoacyl-tRNA-Synthetasen aus 
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.labelle I .  Suhstratspezifitat von zwanzig Aminoacyl-rRNA-Synrhetasen aus E. colr und von dreirehn Arninoacyl-tRZA-Synthetasen aus Hefe gegenuher den 
ATP-Analoga 17a - h  (a, hezeichnet den Quartirsrruktunyp). sss bedeutet mehr als 500.6. ss 10-50?/0. s weniger als 10°.;i der Substrataktivitit von ATP. i i i  bedeutet 
Aktivirht als Inhibitor mit einer Verringerung der Substrataktivitit von ATP urn mehr als 50%. i i  urn mehr als 20?;0 und i urn mehr als 10%. wenn Inhibitor und ATP 
i n  pleicher Menge anwesend sind. - hedeurer, daO die Subslanz weder Substrat noch Inhibitor ist. 
- -- -~ ~ -- 

Gruppe I I I  Ill IV V VI 
~ ~ ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~ ~ ~  ~ 
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Hefe und E.  coli benutztlx8I. Vier Analoga sind am Adenin- 
teil in den Positionen 2, 6, 7 und 8, vier am Riboseteil in 
den Positionen 2' und 3' modifiziert. 
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ersetzt. 

Die Befunde in Tabelle 1 ermoglichen es, die Amino- 
acyl-tRNA-Synthetasen gleichsam mit einem ,,Raster" in 
Gruppen einzuteilen. Deutlich lassen sich sowohl bei den 
E.-coli-Enzymen als auch bei den aus Hefe isolierten zwei 
iibereinstimmende Hauptgruppen ( I ,  11) unterscheiden. 
Neben diesen beiden Hauptgruppen sind unter den €.-COIL 
Synthetasen drei Zweiergruppen (111-v) und, soweit un- 
tersucht, auch bei den Hefe-Enzymen eine Zweiergruppe 
(V) zu erkennen. Histidyl-tRNA-Synthetase nimmt eine 
Sonderstellung ein (VI). 

Fur nahezu alle untersuchten Enzyme scheint zur Erken- 
nung des ATP-Molekiils die Aminogruppe des Adenintei- 
les in Position 6 wichtig zu sein (17a). Ein Substituent von 
der GroBe eines Bromatoms in Stellung 8, der die Base in 
die s.vn-Konformation drangt und die freie Drehbarkeit urn 
die Glycosylbindung behindert (vgl. Anhang), macht das 
ATP-Analogon fur alle Aminoacyl-tRNA-Synthetasen als 
Substrat ungeeignet (17c). In Gruppe I darf das Stickstoff- 
atom N-7 nicht fehlen; dieses konnte bedeuten, darj ATP 
bei diesen Enzymen tatsachlich als ein ATP-Mg"'-Kom- 
plex vorn Typ 11 gebunden wird, in dem das Magnesium- 
Ion an N-7 koordiniert ist (17d). Die Hydroxygruppen der 
Ribose sind fur die E.-coli-Enzyme dieser Gruppe beide 
nicht wichtig, bei den Hefe-Elnzymen sind sie in den mei- 
sten Fallen essentiell (17e, f). Bei beiden Organismen diir- 
fen sie aber nicht durch Substituenten wie Methylgruppen 
vergroljert werden (17g, h).  

In Gruppe 11 ist 7ur Komplexierung des MgzQ-lons of- 
fenbar kein Stickstoffatom in Position 7 notig; hier kijnnte 
ein ATP-Mg*@-Komplex vom Typ 12 vorliegen, i n  dem 
das Mg'*-Ion nur mit den Phosphatresten koordiniert ist 
( 17d). Die 2'-OH-Gruppe ist zur Substraterkennung essen- 
tiell, die 3'-OH-Gruppe kann bei den E.-coli-Enzymen feh- 
len ( 17e, f ) .  0-Methylgruppen werden in keinem Fall tole- 
riert (17g, h). 
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Auch fur die Enzyme der Gruppe I l l  und den grollten 
Teil der Gruppe V ist N-7 des Adenins nicht wichtig (17d); 
bei den Enzymen der Gruppen IV und VI ist kein SchluR 
auf  die Struktur des ATP-Mg'@-Komplexes moglich. Be- 
merkenswert ist noch die Beobachtung, dab  in Gruppe V 
auch ATP-Analoga rnit Methoxygruppen an der Ribose als 
Substrat akzeptiert werden (17g, h). 

I h r c h  Verwendung von mehr als den hier erwahnten 
acht ATP-Analoga lassen sich die Aussagen uber die zur 
Substraterkennung wichtigen Teile des ATP-Molekuls fur 
die cinzelnen Enzyme noch erheblich ~ e r f e i n e r n ' ~ ' . ~ ~ ] ,  doch 
schon mit dem hier gezeigten ,,Spezifitats-Raster" lPDt sich 
die Isoleucyl-tRNA-Synthetase in eine Gruppe einordnen, 
die auRerdem die fur Leucin, Valin, Methionin, Tyrosin, 
Cystein (und auch noch Glutaminsaure und Glutamin) 
speifischen Enzyme umfaRt. Innerhalb dieser Gruppe ist 
eint ahnlich strukturierte ATP-Bindungsstelle zu erwarten, 
und tatsachlich zeigt in der Primarstruktur der Isoleucyl- 
t R 3  A-Synthetasen der Bereich der ATP-Bindungsstelle di- 
rekte Sequenzhomologien zu entsprechenden Bereichen 
andxer  Aminoa~yl- tRNA-Synthetasen~~"~,  und zwar zu 
Methionyl-, Tyrosyl- und Glutaminyl-tRNA-Synthetase, 
die duch im ,,Raster" zur gleichen Gruppe gehoren. 

3.2. Isoleucin-Analoga 

Die genaue Ubersetzung des genetischen Codes erfor- 
dert generell eine sehr hohe Spezifitat gegenuber Amino- 
sauren; so wird von den ubrigen neunzehn ,,fakchen" 
Aminosauren im normalen Beladungsversuch praktisch 
keine Ubertragung auf tRNA"' beobachtet. In Kaninchen- 
reticulocyten kommt auf 3000 in Proteine eingebaute Iso- 
leucylreste nu r  ein falschlicherweise eingebauter Valyl- 
rest['"'1. Die zu solch geringen in-vivo-Fehlerraten fuhren- 
den. extrem langsamen Umsetzungen nicht kognater Ami- 
nosauren konnen jedoch in abgewandelter Versuchsanord- 
nung gemessen werden (vgl. Abschnitt 5). 

Die hohe Spezifitat gegeniiber Aminosauren fehlt nur 
bei einigen unnaturlichen Aminosauren, gegen die im Ver- 
lauf der biologischen Evolution kein Unterscheidungsrne- 
chanismus entwickelt werden muRte. So kann Isoleucyl- 
tRN A-Synthetase aus Hefe y-Hydroxyisoleucin und y.6- 
Dehydroisoleucin mit tRNA"" verestern. Das aus E. coli 
isolierte Enzym zeigte sich in diesen Flllen spezifischer 
und katalysiert diese Reaktionen nichtl"']. 

Die Bindungsstelle von Isoleucin und ATP an der Iso- 
leucyl-tRNA-Synthetase aus E. coli wurde eingehend un- 
tersucht. Aus Bindungsstudien mit Isoleucin-Derivaten 
wie 3-Methylpentansaure, 2-Methylbutylamin und 2-Ami- 
no-3-methyl- 1 -pentanol (Isoleucinol) wurde geschlossen, 
dall die Carboxylat- und die protonierte Aminogruppe des 
Isoltwcins dazu dienen konnten, am Enzym ein Ionenpaar 
zu Cffned9". [lurch die positive Ladung am Enzym sol1 
a u k - d e m  die AbstoRung zwischen der negativ geladenen 
Triphosphatgruppe von ATP und der Carboxylatgruppe 
verniindert werdenl"'. Die pH-Abhangigkeit der Stabilitat 
des tlnzym-ATP-Komplexes Iallt vermuten, daB eine Histi- 
din- oder eine Lysinseitenkette an der Bindung von ATP 
bete ligt ist; eine Lysinseitenkette des Enzyms konnte auch 
die ( 'arboxylatgruppe von Isoleucin b i n d e t ~ [ ~ ~ l .  Um welche 
Hist dyl- oder Lysylreste der publizierten Enzymse- 

quenz["'l es sich dabei handelt, kann aus diesen Befunden 
nicht abgeleitet werden. 

3.3. tRIVA-Analoga 

Fur die Ubertragung der aktivierten Aminosauren ste- 
hen den meisten Aminoacyl-tRNA-Synthetasen mehrere 
tRNAs (Isoacceptoren) zur Verfugung, die fur die betref- 
fende Aminosaure spezifisch sind~"]. So sind aus E. coli 
bisher zwei mit Isoleucin beladbare tRNAs isoliert und se- 
quenziert worden["'. Diese bestehen aus 77 bzw. 76 Nu- 
cleotiden, von denen 27 verschieden sind. Weiterhin kann 
dieses Enzym in vitro auch rnit sehr geringer, gerade noch 
meRbarer Geschwindigkeit tRNA''hC und tRNArM" aus E. 
coli mit Isoleucin beladen[97.9x1. Diese beiden tRNAs unter- 
scheiden sich in 39 bzw. 40 Nucleotidpositionen von 
tRNA',''19h1. Bei der Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus Hefe 
konnte die Fehlbeladung von tRNA""', die ein offenbar in 
wechselnden Mengen in tRNAV"'-Praparationen enthalte- 
ner lsoacceptor bewirkt, sogar in kinetischen Studien un- 
tersucht werden["']. Weder durch Vergleich von tRNA-Se- 
quenzen, insbesondere von lsoacceptoren oder fehlbelad- 
baren tRNAs, noch durch Versuche rnit enzymatisch oder 
chemisch modifizierten tRNAs konnte der Mechanismus 
fur die Erkennung der tRNAs durch die Enzyme genau ge- 
klart werden['o"l; dagegen waren mit chemisch und enzy- 
matisch ausschlielllich am endstandigen Nucleotid modifi- 
zierten tRNAs weitere wichtige Aufschlusse uber den Me- 
chanismus der Aminoacylierung zu gewinnen1I0'. "'21. 

Die endstandige Ribose der tRNA lafit sich mit Periodat 
leicht selektiv zum Dialdehyd 18 oxidieren, der in wal3ri- 
ger Losung hauptsachlich als Hemiacetalhydrat 19 vor- 
liegt1'"3.'"41. Die entstandene tRNA,,, (18, 19) kann rnit 
NaBH, zum Diol (tRNA,,,.,,d) 20 reduziert werden'"'''. 

tR N A PA - 10: t R  N A y 0 3  _c H20 

CH CH 
II II 

HO OH 0 0  

18 5 

20 19 

Im Isoleucinsystem ist die tRN&'ll.rcd 20, in der die 
CZ'-C3'-Bindung gespalten ist, kein Substrat mehr fur die 
Aminoacylierungsreaktion, sondern wirkt, wie tRNA:,':, 
18, als Inhibitorl".""l. Eine intakte endstandige Ribo- 
seeinheit ist also Voraussetzung fur die enzymatische Acy- 
lierung der tRNA"'. 

Weitere wichtige Modifikationen des C-C-A-Endes der 
tRNA konnen rnit enzymatischen Methoden erreicht wer- 

. Das endstandige Nucleotid (AMP) der 
tRNA 5 kann durch kontrollierten Abbau rnit Schlangen- 
gift-Phosphodiesterase abgespalten werden ; tRNA-Nucleo- 
tidyl-Transferase ermoglicht den Einbau von AMP-An- 
aloga. Bei einem anderen Verfahren wird aus tRN&,,, 18 
in Gegenwart von Lysin zunachst das oxidierte Nucleosid 
eliminiert, das endstandige Phosphat rnit alkalischer Phos- 

den[l()l. iOh-108] 
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tRNA-C-C-A S c  h l  <in gengi f t - 
/ Phosphod ies terase 

tRNA-Nuc leo t idy l  - 
T r a n s f e r a s e .  NTP 

tRNA-C-C - ' tRNA-C-C-N 

/\ a lka l is the  
tRNA-C-C-A,,, tRNA-C- Cp Phosphatase 

Lvsin 
18.19 

phatase abgespalten und dann das modifizierte Nucleotid 
~ingebaut['"'~. 

Durch Einbau von 2'- und 3'-Desoxyadenosinmono- 
phosphat gelang es, die Hydroxygruppe herauszufinden, 
an der die verschiedenen tRNAs von den entsprechenden 
Enzyrnen acyliert werden. Sowohl Isoleucyl-tRNA-Synthe- 
tase aus Hefe als auch aus E.  coli aminoacylieren tRNA"'- 
C-C-3'dA 21, nicht aber tRNA1"-C-C-2'dA 23['0h,1'W.'1"1. 

5 21 2 2  23 

+ L - . ~. - . ~ v ~  -2 
acy l ip r t  nicht acy l ie r t  

Man schloB daraus, daB die natiirliche tRNA"'-C-C-A 5 
vorn Enzym an der 2'-Hydroxygruppe acyliert wird; die 
entstandene 2'-O-Acyl-tRNA isomerisiert dann allerdings 
sehr schnell zu einem Gemisch aus 2'- und 3'-Isoleucyl- 

adenosinmonophosphat erhaltene tRNA"'-C-C-A(3'NH2) 
22 wird ebenfalls von beiden Enzymen acyliert"'. l l s - l l s l .  

Dabei wird der zuerst gcbildete 2'-O-Acylester 24 durch 
intramolekulare Aminolyse in das Saureamid 25 umge- 
wandelt" ''I. 

tRNA[1'1-114I . I)' ie durch Einbau von 3'-Desoxy-3'-amino- 

Die Bedeutung dieser Reaktion liegt darin, daD hier ein 
gegen Hydrolyse erheblich stabileres Produkt (25) als die 
0-Acylester 24 ent~teht['"'~. Mit tRNA"'-C-C-A(3'NH2) 22 
konnten deshalb weitere, wichtige Einsichten in die Me- 
chanismen gewonnen werden, die die Aminosaurespezifi- . 
tat erhohen (vgl. Abschnitt 5.1). 

4. Substratbindung und katalytischer Cyclus 

4.1. Bindungs- und Gleichgewichtskonstanten 

4.1.1. Aktiuierungsreaktion 

Mit der ,,stopped flow"-Technik wurden zuerst bei Iso- 
leucyl-tRNA-Synthetase aus E.  coli B die Geschwindig- 
keitskonstanten fur Bindung und Dissoziation der ,,klei- 

nen" Substrate Isoleucin und ATP gernessenl"O1. 
chend Reaktion (c)''] 

wurde fur Isoleucin eine Dissoziationskonstante 

Entspre- 

(4 

gefunden. Der Wert von k ,  fur den Bindungsschritt ist 
etwa zehnmal kleiner als fur einen ausschliefilich diffu- 
sionskontrollierten Vorgang zu erwarten ware. Tatsichlich 
konnte durch Messungen bei niedriger Temperatur festge- 
stellt werden, daB lsolcucin in Wirklichkeit nach einem 
Zweistufenmechanismus gebunden wird [GI. (d)]. Der erste 
Schritt lauft schnell ab. Die folgende langsarnere Isorneri- 
sierung des Primarkomplexes ist als substratinduzierte 
Konformationsanderung aufzufassen und spielt vielleicht 
cine wichtige Kolle bci der Erkennung der Aminosaure 
(vgl. Abschnitt 5.2). 

Fi + lle + ( E .  He)' i E .  Ile (4 

Die freie Standardbindungsenthalpie von Isoleucin wurde 
aus der Temperaturabhangigkeit der Dissoziationskon- 
stante zu AGO= -31.80 kJ mol- I berechnetl'"] und kann 
jetzt allein durch hydrophobe Wechselwirkungen der Ami- 
nosaure mit der Enzymoberflache erklirt werden[""] (vgl. 
Abschnitt 5. I) .  

ATP wird in Gegenwart von Mg" schneller als Isoleu- 
cin gebunden; einzelne Geschwindigkeitskonstanten konn- 
ten jedoch nicht mehr genau gernessen werden. Die Disso- 
ziationskonstante KygA"' betragt 1.75 x 

Sehr ahnliche Dissoziationskonstanten (KA'" = 4.0 x l W 6  
M, K?KAr"= 1.5 x M )  wurden auch mit anderen kine- 
tischen Methoden erhalten, bei denen die Einbauge- 
schwindigkeit von "P-markiertem Pyrophosphat in ATP in 
Abhangigkeit von den Substratkonzentrationen verfolgt 
wurdel'"l. 

Bei der Umsetzung der beiden ,,kleinen" Substrate ATP 
und Isoleucin im Enzym-Isoleucin-ATP-Komplex zum 
Isoleucyladenylat [GI. (e)] 

M""'. 

(el E .  I l e .  ATP 13.lle-AMP. PP, 

ist die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion kleiner 
( k , =  135 s I) als die der Ruckreaktion (k ,  = 670 s I). So- 

[*] Im folgenden wird eine physikalische Bindung bei der  Kornplexbildung 
aus Enzym und Substraten durch einen Punkt, 7 . H .  in E.Ile, dargestellt. 
Der Strich, z. B. in aa -AMP (Arninoacyladenylat). kennzeichnet e ine che- 
mische. kovalente Bindung. 
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mil liegt das Gleichgewicht fur diesen sich am Enzym ab- 
spielenden Teilschritt nicht auf der Seite des Enzym-Pro- 
dukt-Komplexes (Ke=kJk,=0.2)["91. 

Die Gleichgewichtskonstante fur die gesamte Aktivie- 
rungsreaktion entsprechend Gleichung (f) 

ATP + Ile 4 Ile-AMP + PP, (f) 

hat den geringen Wert von 

K = [Ile-AMP][PP,]/[Ile][ATP]) = 4.5 x 10 4 ' 1 1 y 1  

4. I .  2. Beladungsreaktion 

F iir die Dissoziation von tRNA"' oder Ile-tRNA"' von 
der Synthetase 

K,, == [E][tRNA]/[E.tKNA] 

werden aufgrund von Bindungsstudien Werte der Disso- 
ziationskonstante von lo-.' bis lo-* M angegeben1lZ2.'*-'l. 
Deli optimierten Reaktionsbedingungen fur das Enzym 
aus  E. coli B kommt wohl ein Wert von 3 x lo-' M am 
n a ~ h s t e n l ' ~ ~ ] .  Die Gleichgewichtskonstante fur die Gesamt- 
real:tion 

K = [Ile-tRNA][AMP][PP,]/([iRNA][ATP][Ile]) 

diir t e  etwa bei 1  liege^^"^^! 
H auptsachlich durch Vergleich der Geschwindigkeits- 

konitanten der Adenylatbildung (> 3.5 s - I ) ,  der Acylie- 
rungsreaktion (0.05 s-I) und der Dissoziation des E -  Ile- 
tRNA-Komplexes (0.042 s - . ' )  wurde fur das aus E.  coli B 
praparierte Enzym ein katalytischer Cyclus postuliert. In 
diesem Cyclus (g) ist der Komplex E.  Ile-AMP. Ile-tRNA 
die in Losung vorherrschende Spezies, und die Entlassung 
der beladenen tRNA aus dem Enzym-Substrat-Komplex 
ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt[I2'l. 

Dieses Schema konnte bei der Untersuchung der Isoleu- 
cyl-tRNA-Synthetase aus E.  coli K 12 mit der ,,pulsed 

Die Dissoziation der beladenen tRNA kann hier nicht 
als geschwindigkeitsbestimmend angesehen werden; 
Hauptspezies in der Losung ist der Kornplex E.tRNA.Ile- 
AMP. 

4.2. Reihenfolge der Substrataddition und Produktabgabe 

Einige der synthetisierten Substratanaloga vom Typ 17 
erwiesen sich als Inhibitoren fur die Aminoacylierungsre- 
aktion. Dieser Befund ermoglichte kinetische Untersu- 
chungen, in denen die Reihenfolge der Substrataddition an 
das Enzym und die Reihenfolge der Produktabgabe mit 
den gut ausgearbeiteten Methoden der ,,initial rate"-Kine- 
tik (vgl. Anhang) ermittelt ~urden['*'-I''~ . I nsbesondere 
unter den ATP-Analoga fanden sich Inhibitoren aller drei 
Typen: kompetitive, nichtkompetitive und unkompetitive. 
Auch die modifizierten, nicht beladbaren tRNA-Derivate 
(vgl. Abschnitt 3.3) sind kompetitive oder nichtkompetitive 
Inhibitoren. 

Die ersten Untersuchungen iiber die Reihenfolge der 
Substrataddition bei Isoleucyl-tRNA-Synthetasen wurden 
mit dem aus E. coli B isolierten Enzym durchgefiihrt""l. 
urn den EinfluB von Spermin, einem in allen pflanzlichen 
und tierischen Zellen vorkommenden Polyamin['361, auf die 
Aminoacylierungsreaktion zu untersuchen. Fur die Reak- 
tion in Gegenwart von Mg'@-Ionen wurde ein nicht in al- 
len Einzelheiten festgelegter ,,Ping-pong-Mechanismus" 
postuliert [siehe (i)]. Dabei werden zuerst ATP und Isoleu- 

A T P  PP, t R N A  1 
A T P ,  lie , tRNA 

( 1 1  

cin am Enzym gebunden. Erst nach Bildung von Isoleucyl- 
adenylat und Abgabe von Pyrophosphat wird die tRNA 
ans Enzym addiert. 

ATP + Ile p p ,  

E -  I l e - t R N A  -L E . A T P - I l e - I l e - t R N A  -L!--- E . I l e  -AMP. I le  - t R N A  

I k - t R N A  k- AMP 4 
E . I l e  -AMP 7- E I l e - t R N A . A M P  -- E .  Ile -AMP.  tRNA 

tRNA 

quenched flow"-Technik"261 nicht bestatigt werden["]. Es 
stellre sich vielmehr heraus, daB auf die schnelle Bildung 
von Isoleucyladenylat (fur den ATP/PP,-Austausch wurde 
k,,, =: 62 s - I  gefunden) ein langsamer Transferschritt 
(k  = 1.47 s ') folgt, der die Gesamtgeschwindigkeit bzw. 
die Wechselzahl (k,,, = 1.46 s -I )  der Aminoacylierung be- 
stimmt [GI. (h)]['"I. 

pp, 

E rRNA I l e . A T P  l- E tRNA I w - A M P  -- I h i  
schnell lanysam 

E + I l e - - t R N A  + AMP 

In Gegenwart von Spermin verlauft die Reaktion dage- 
gen unter sequentieller, nicht genau charakterisierter Addi- 
tion der Substrate [siehe (j)]. Dieser Befund wurde als Ar- 
gument fur die Hypothese benutzt, dal3 die Aminoacylie- 
rung in Gegenwart von Spermin nicht uber eine Adenylat- 
bildung verlauft, sondern iiber einen anderen konzertierten 
Mechanismus, bei dem alle drei Substrate gleichzeitig rea- 
gieren18-"51. Wie spater gezeigt wird [vgl. (I)], lassen sich je- 
doch auch katalytische Cyclen mit sequentieller Addition 
der Substrate formulieren, die die Bildung eines Amino- 
acyladenylats 3 einschliel3en. Urn den Einflul3 von Sper- 
min auf die Aminoacylierung zu erklaren, wird angenom- 
men, daB dieses Polyamin nicht primlr auf das Enzym ein- 
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wirkt, sondern an die tRNA gebunden wird. Dabei veran- 
dert sich die Konformation der Nucleinsaure und dadurch 
auch der Reakti~nsablaufI'"~. 

Hei eingehenden Untersuchungen konnten fur Isoleucyl- 
tRNA-Synthetase aus Hefe insgesamt vier Reaktionswege 
aufgeklsrt werdenf". 178. I39!  , die in Tabelle 2 aufgefuhrt 
sind. Die vielfache Variation der Reaktionsbedingungen 
kann als schrittweise Annaherung an physiologische Be- 
dingungen angesehen werden. 

Tahelle 2. Redingungen der Aminoacylierung. Reihenfolge der Substrdrdddi- 
tion und Produktabgdbe bei Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus Here ( A =  ATP, 
B =  Isoleucin, C=tRNA"', P= Pyrophosphat? Q=lle-tRNA"', R =  AMP) so- 
wie k,,,-Wene. Die Renennung der Mechanismen entspricht der Nomenkla- 
[ur von Cleland [130, 1341 (Ahkiirzungen siehe Text). 

Bedingungen Reihenfolge Mechanismus h c d ,  

.~ - - 

[s - I ]  

pH 6.5. 

15 m M  Mg'" 
0.1 M KCI, 

pH 7.65. 
0 1 M KCI. 
IS mM Mg'* 

pH 8.6, 
0.1 M KCI, 
15 mw Mg'" 

pH 7.65. 
0.1 M KCI. 

PPase 
15 mM Mg", 

pH 1.65. 
0.1 M KCI. 
15 mM Mg", 
EF-TU . GTP 

pH 1.65, 
0.1 M KCI. 
15 mw Mg'O, 
EF-Tu'GTP. 
PPdSe 

pH 7.65, 
0.1 M KCI, 
Is mM Mg'*, 
wru. ( ; - r~ .  
PPase. Spermin 

pH 7.65, 
0.1 M KCI. 
1 mhI Mg2', 

PPase, Spermin 
EF-TU .GTP. 

A B C  P O R  

A B C  P O R  

A B P c a . ~  

3 u - D  
B A  

A B C  P O R  

A B C  P Q R  

B A P , O  c R 

unll  

sequentiell 0.47 
ungeordnet 
I'er-Ter 

sequentiell 0.83 
geordnet 
ler-Ter 

sequentiell 0.52 
geordnet 
Ter-Ter 

ungeordnet 1.40 
Bi-Uni Uni-Ri 
Ping-pong 

sequentiell 0.28 
geordnet 
Ter-Ter 

sequentiell 0.23 
peordnet 
Ter-Ter 

Bi-Ri IJni-Uni 0.098 
Ping-pong 

Ri-Hi Uni-Uni 0.135 
Ping-pong 

Unter den allgemein ublichen, fur die Katalyse optimier- 
ten Reaktionsbedingungen (pH 7.65, 0.1 M KCI, 15 mM 
Mg2@) verlauft die Aminoacylierung nach einem sequen- 
tiellen Mechanismus, bei dem zuerst ATP, dann lsoleucin 
und danach tRNA"' an das Enzym addiert werden; die 
Produkte werden in der Reihenfolge Pyrophosphat, Ile- 
tRNA"', AMP freigesetzt. Die Wechselzahl betragt unter 
diesen Hedingungen 0.83 s-I .  Wird der pH-Wert von 7.65 
auf 6.5 erniedrigt - einen Wert, der auch innerhalb von 
Hefezellen ~ o r k o m m t l ' ~ " ~  - hilden die Substrate in beliebi- 
ger Reihenfolge Enzym-Substrat-Komplexe, und die Pro- 

dukte werden in beliebiger Reihenfolge entlassen. Die 
Wechselzahl (0.47 SKI> ist beinahe halbiert. Eine Erhohung 
des pH-Wertes auf 8.6 hat lediglich zur Folge, dal3 die 
Wechselzahl auf 0.52 s ' herabgesetzt wird. 

Pyrophosphatase (PPase) ist eines der in relativ groCjer 
Menge in E.-~o/i-~'~'~ und Hefe~el len l '~ '~  enthaltenen Enzy- 
me. Sein Zusatz bewirkt einen Wechsel vom sequentiellen 
zum Ping-pong-Mechanismus. Hei diesem konnen ATP 
und lsoleucin in beliebiger Reihenfolge mit dem Enzym 
Komplexe bilden, dann wird Pyrophosphat abgegeben 
und tRNA"' addiert, und die beiden anderen Produkte 
werden in noch ungeklarter Reihenfolge entlassen. I)ie 
Wechselzahl ist hei diesem Reaktionsweg auf 1.40 s -  ! er- 
hoht. Fur den EinfluB der Pyrophosphatkonzentration auf 
den katalytischen ProzeB gibt es bisher keine sichere nie- 
chanistische Begriindung; moglicherweise handelt es sich 
um eine allosterische Wirkung["*]. 

Wird statt Pyrophosphatase der Elongationsfaktor- 
Komplex EF-TU . GTP zugesetzt, bleibt der sequentielle 
Mechanismus erhalten, die Wechselzahl wird jedoch auf 
0.28 s -  ' erniedrigt. EF-Tu.GTP bildet sehr spezifisch 
Komplexe mit allen beladenen tRNAs[w.143-'471 und verrin- 
gert so, ahnlich wie Pyrophosphatase, die Konzentrntion 
eines Reaktionsproduktes im Aminoacylierungsansatz. 
Eine sichere Erklarung fur die Verringerung der Wechsel- 
zahl ist bisher nicht gefunden  ord den^'''^. Erstaunlich ist 
auch, da13 ein Zusatz von Pyrophosphatase in Gegenaart 
von EF-Tu .GTP die Aminoacylierungsreaktion praktisch 
nicht verandert. 

Versetzt man diesen Ansatz mit Spermin, das ebenfnlls 
in der Zelle vorhanden i ~ t ~ ' ~ ~ ~ ,  tritt abermals ein Ping-pong- 
Mechanismus in Kraft, bei dem zuerst Isoleucin, dann 
ATP addiert wird; darauf werden Pyrophosphat und. zu- 
nachst erstaunlicherweise, Isoleucyl-tRNA entlassen. Wie 
es moglich ist, daB Isoleucyl-tRNA freigesetzt wird, bevor 
sich tRNA"' iiberhaupt an das Enzym addiert, sol1 etwas 
spater erklart werden [vgl. (k)]. In der katalytischen Reakti- 
onsfolge wird nun tRNA"' nach Abgabe dieser Produkte 
gebunden und danach AMP als letztes Produkt entlassen. 
Die Wechselzahl sinkt auf den niedrigen Wert von 
0.098 s- l .  Eine Herabsetzung der Mg'@-Konzentration, 
die in dem normalerweise verwendeten, optimierten Enzy- 
massay hoher ist (15 mM) als unter physiologischen Bedin- 
gungen ( I  I I I M ) " ~ ~ . ' ~ ~ ~ ~ ,  hat bei Anwesenheit von Pyrophos- 
phatase, EF-Tu .GTP und Spermin keinen EinfluB auf den 
Reaktionsweg, erhoht aber die Wechselzahl gerinpfugig 
auf 0.135 s I. Damit lauft  die Aminoacylierungsreaktion 
in diesem Ansatz, der den physiologischen Bedingungen 
am ahnlichsten ist, etwa zehnmal langsamer ab als im opti- 
mierten Enzymassay. 

Hei der Isoleucyl-t RNA-Synthetase aus E. coli MRE600 
wurden bisher ein Mechanismus mit sequentieller Substra- 
taddition und ein Ping-pong-Mechanismus festgestellt["'] 
(Tabelle 3); Zusatze von EF-Tu. GTP oder Spermin haben 
keinen EinfluB auf die Wechselzahl der Aminoacylierung. 
In Gegenwart von Spermin gibt es noch andere Keaktions- 
wege, die aber bisher noch nicht genau untersucht worden 
~ i n d " ~ ~ ' .  Fest steht jedoch, daB dieses Enzym auf ahnlich 
vielfaltige Weise arbeiten kann wie das aus Hefe isolierte 
und sich in bezug auf die Reaktionswege anders verhalt als 
das Hefeenzym und das vorher erwahnte, aus E. coli H pra- 
parierte Enzym[I3'l. 
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' labelle 3. Redingunpen der Aminoacylierung, Keihenfolge der Suhstrataddi- mulieren, in dem die ,,kleinen" Substrate ATP und Isoleu- 
cin an einen E .  Ile-tRNA. AMP-Komplex addiert werden: tion und Produktabgdhe bei Isoleucyl-tKNA-Synthet~se aus E .  coli MKE600 

( A  3 ATP, R - Iwleucin, C i : IKNA"' ,  P= Pymphosphat. Q =  l ie- tRNA"' ,  
K -  A M P )  sowie k,,, ,-Werte. Die Benennunr. der Mechanismen entspricht der Man sieht, da8 in ( I )  die drei Substrate ATP, He und 
Nomenklatur von Cluland [ 130. 1341 (Ahkiirmngen siehe Text). 

Ikdingungen Reihenfolge Mechanismus k,,,, 
__ - - .- 

[s '1 

sequentiell 0.74 
\ ungeordnet 

p H  76,  A 

B -  E 0 1 5  w KCI, 
005 mM bfg" / Ter 

c 

p H  76, A 6 P c R a Bl-Uni  Uni-Bi  I . ?  
0.15 M KCI, Ping-pong 
0.05 mw Mg'"', 
PPaje 

p H  7.6. nicht bestimmt 
0. I 5  M KCI, 
Spe -min 

PH 7 6 ,  nicht bestimmt 
0.15 w KCI. 
Sps-min, PPase 

pkl 7 6. nicht bestimmt 
0.15 w KCI, 
0.05 rnv Mg". 
Sps -min 

sequentiell 0.2 

sequentiell 0.4 

Ping-pong 0.2 

p n  7.6. nicht bestimmt Ping-pong 0.5 
0. I 5  M KCI, 
0.05 m w  Mg", 
Spe-min. PPase 
__ . _ _ _ _ - - ~ _ _  

Ilie Analyse der ,,initiaI-rdte"-Kinetik liefert nur Auf- 
scklu8 uber die Reihenfolge der Substrataddition und Pro- 
duktabgabe, sagt aber nichts aus uber die Art der Enzym- 
Sulxtrat-Komplexe, an die die Substrate addiert bzw. aus 
denen die Produkte abgegeben werden. Das als ,,E" in den 
Tahellen 2 und 3 sowie im Anhang bezeichnete Enzym 
mul3 nicht notwendigerweise das freie Enzym sein, son- 
dern kann ebensogut als vorher gebildeter Enzym-Sub- 
strltt-Komplex vorliegen. So ist beim Hefeenzym die in Ge- 
genwart von Spermin beobachtete Folge der Substrataddi- 
tion nur moglich, wenn Isoleucin an einen Komplex aus 
dem Enzym und Ile-tKNA"' addiert wird. Der dazugeho- 

tRNA"' direkt nacheinander addiert werden konnen - und 
trotzdem verlauft die Reaktion chemisch uber ein Amino- 
acyladenylat (Ile-AMP) als Zwischenprodukt. Ahnliche 
katalytische Cyclen, bei denen zeitweise zwei tRNA-Mole- 
kule an das Enzym gebunden sind, wurden auch fur Phe- 
nylalanyl-1t521 und V a l y l - t R N A - S y n t h e t a ~ e ~ ' ~ ~ ~  aus Hefe po- 
stuliert. Dan Isoleucyl-tRNA-Synthetase zwei Bindungs- 
stellen fur tRNA aufweist, wird dadurch gezeigt, da13 meh- 
rere t RNA-Analoga in der Aminoacylierungsreaktion als 
nichtkompetitive Inhibitoren wirksam sind12y.i051. Aller- 
dings bleibt offen, ob es sich um zwei Bindungsstellen auf 
einer Peptidkette oder um zwei Bindungsstellen eines di- 
merisierten Enzyms handeltl'4M1. 

Die Vielfalt der moglichen Reaktionswege, die sowohl 
fur Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus Hefe als auch aus E. 
coli gefunden wurde, deutet an, da6 das Proteinmolekiil 
nicht als starres Gebilde aufgefaet werden kann, sondern 
schon bei geringen Veranderungen seiner Umgebung seine 
Konformation gndert und mit verschiedenen Mechanis- 
men und Geschwindigkeiten arbeitet. Der physiologische 
Sinn dieses Verhaltens erschien zuerst unklar; Vermutun- 
gen, dam ein Zusammenhang mit der Spezifitlt des Enzyms 
besteht, haben sich dann in gewisser Weise bestatigt. 

5. Fehlerraten bei der Aminoacylierung 

Die Spezifitat cines Enzyms laBt sich durch den Quo- 
tienten aus der Geschwindigkeit charakterisieren, mit der 
das ,,richtige" Substrat umgesetzt wird, und der Geschwin- 
digkeit fur die Umsetzung des ,,fakchen" Substrats. Diese 
GroBe ist gleich dem Produkt aus einem Diskriminations- 
faktor D und dem Quotienten der Substratkonzentratio- 
nen: fur das Beispiel der Unterscheidung von Isoleucin 
und Valin gilt: 

rige katalytische Cyclus (k) ist vorlaufig rein hypothe- 
tisch. t ~ i , ~ ~ ~ ~ v , , l  = L). ([Ile]/[Val]) 

E - 1 l e  - tRNA 1 E . I l e - t R N A  E I l e - t R N A  - E . l l e - t R N A  
- 1 l e  . I l e - A T P  I l e - A M P -  PP; 

PP,  

AMP -1 
E-;ie - t R N A  

.AMP . t R N A  7 I le-AMP 
E Jle- t2KA - i . i l e - A n P  - =  i -;,e-AM? 

tRNA I le - tRNA 

Fur den sequentiellen, geordneten Mechanismus kann 
m a n  in analoger Weise einen katalytischen Cyclus ( I )  for- 

tRNA 1 E. l le - tRNA A E. l le - tRNA.ATP E , l l t  - t R N A  ";' E . I l e - t R N A . A T P  
.ATP. I le  ' I le . tRNA 

( 1 )  1 AMP 4 
E . I k  - tRNA 
-1le -AMP,  DD; &QNA .!!e -A?!P. tRNA 

E. I le  - tRNA 7- 
pp, 

7- E . l k  - t R N A . A M P  - E . l l e - A M P . t R N A  

I le - tRNA 
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Der Faktor D wird bestimrnt durch die kinetischen Kon- 
stanten k,,, und K , :  

Bei Substraten, die nur mit sehr geringen Geschwindigkei- 
ten umgesetzt werden (wie hier alle natiirlichen Aminosau- 
ren aul3er Isoleucin), ist es meist sehr schwierig, die kut- 
und K,-Werte zu bestimmen Die zu messende Inkorpora- 
tion von radioaktiv markied en Substraten in tRNA hebt 
sich meist kaum von der t intergrundstrahlung ab. Die 
Umsetzungsgeschwindigkeite n konnen aber trotzdem rnit 
hinreichender Genauigkeit a bgeschatzt werden, wenn die 
Reaktion iiber lingere Zeit 1 erfolgt, mehrmals wiederholt 
und rnit statistischen Metho den ausgewertet wirdltJ5]. So 
wurde fur die Unterscheidung von Isoleucin und Valin 
durch die Isoleucyl-t RNA-6 ynthetase aus Hefe der fol- 
gende Wert fur D gef~nden~" '~:  

beinahe doppelt so h o ~ h ~ ' ~ ~ ] .  Das bedeutet, daR bei Anwe- 
senheit gleicher Mengen lsoleucin und Valin auf 38000 
bzw. 71 900 urngesetzte Isoleucinmolekule n u r  ein Molekiil 
Valin mit der tRNA verestert wird. Beide D-Werte sind 
sehr viel hoher als aufgrund des geringen Unterschiedes in 
der hydrophoben Wechselwirkung der beiden Aminosau- 
reseitenketten (Isobutyl- und Isopropylrest) mit ihrern Bin- 
dungspartner zu erwarten ware. Die allein daraus resultie- 
rende Spezifitat berechnete Puuling zu 4.3 : 1 und schatzte 
deren obere Grenze auf 20 : 1 1 1 5 5 1 .  Bei der Aufklarung der 
einzelnen Erkennungsschritte, die die Spezifitat des Enzym 
urn das viertausendfache steigern, wurden weitere ent- 
scheidende Erkenntnisse rnit tIilfe modifizierter tRNAs, 
insbesondere rnit tRNA"'-C-C-A(3'NH2) 22, gewonnen. 

5.1. Unterscheidung der Aminosauren bei der 
Aminoacylierung von tl 

22 la13t sich im Gegensatz zur 
nativen tRNA"'-C-C-A 5 mit relativ hohen Geschwindig- 
keiten auch mit ,,fakchen" Arninosauren wie Valin durch 

. o konnten Isoleucyl-tRNA-Synthetase vere~tern[~*. '  1 5 - ' 1 x 1  S 
die kc,,- und K,-Werte fur die Fehlbeladung rnit den ubri- 
gen neunzehn, in Proteinen vorkommenden Arninosauren 
ermittelt und damit die Diskriminationsfaktoren (bei der 
Beladung von tRNA"'-C-C-A(3'NH2) D, genannt) berech- 
net werdenl'*"] (vgl. Tabelle 4). Diese D,-Werte sind weit- 
aus niedriger als die fur die Beladung von tRNA"'-C-C-A 
5 geltenden D-Werte (z. B. beirn Hefeenzym fur Valin: 
D=38000, D, = 167), jedoch auch noch erheblich hoher 
als die von Puuling berechneten Werte (fur Valin 1 : 10)'1''51. 
Dieser Befund deutet darauf hin, daR die spezifitatserho- 
henden Reaktionsschritte bei der Acylierung von t RNA-C- 
C-A(3'NH2) 22 erheblich eingeschrankt sind. 

Rei der Untersuchung der Stochiometrie der AMP-Bil- 
dung [vgl. GI. (a) und (b)] zeigte sich, da13 in allen Fallen 
mehr als ein Molekiil AMP pro Molekiil acylierter tRNA 
entsteht[I2'l, z. B. vom Hefeenzym bei der Beladung rnit Va- 
lin 111,  bei der Beladung rnit Isoleucin 2.2. Diese iiber- 
hohte AMP-Bildung deutet auf einen schon friiher postu- 
liertenl156. 1571 h ydrolytischen Korrekturschritt hin, der auf 
der Stufe des Aminoacyladenylates erfolgen mu13 (Pra- 
transfer-Proofreading), denn die Transacylierung einer an- 
fhgl ich  an der 2'-OH-Gruppe beladenen tRNA"'-<:-C- 
A(3'NH2) zum hydrolysestabilen 3'-Arninoacylarnid 25 
verlauft sehr viel schneller (vgl. " I h ,  '"'I ) als die enzymati- 
sche Hydrolyse von Arninoacylestern[28', so da13 kein ins 
Gewicht fallender Anteil der Arninosaure in einem Post- 
transfer-Proofreading von der 2'-OH-Gruppe abgespalten 
worden sein kann. Das Enzym kann also in gewissem Aus- 
mal3 bei Aktivierung einer ,,falschen" Arninosaure das ent- 
standene Aminoacyladenylat wieder spalten [vgl. (o)]. 

Voraussetzung fur die Giiltigkeit der obigen Schlunfol- 
gerung ist allerdings, daR die 2',3'-Acylwanderung an der 

Tabelle 4. Diskriminationrfaktoren D und D2 ( 5  0,) .  StBchiometrie der AMP-Rildung bei der Aminoacylierung rowie Faktoren I , .  I?. n,, r12 filr die Unterschei- 
dung von lsoleucin und Valin durch Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus flefe (Abkiirmngen siehe Text). 

- - -  _- 
Redingungcn D AMPpro  AMP pro D: AMPpro  AMPpro  I ,  l1 n, n.  

He-tRNA Val-tRNA Ile-tKNA- Val-tKNA- 
C-C-3'dA C-C-3'dA 

pH 6.5, 0.1 M KCI. 15 mM Mg'" 

pH 7.65, 0.1 M KCI, 15 mM Mg'e 
pH 8.6. 0.1 M KCI, 15 m u  Mg'" 
pH 7.65, 0.1 M KCI. 15 mM Mg'", 
PPase 
pH 7.65. 0.1 M KCI. 15 mt.4 Mg'". 

pH 7.65, 0.1 M KCI, 15 mw Mg", 

PPase 
pH 7.65, 0.1 M KCI. 15 m u  Mg"'). 
EF-Tu. GTP, 
PPase, Spermin 
pH 7.65, 0.1 M KCI. I my Mp'", 
t t -'I u . c r p ,  
PPase, Spermin 

EF-Tu'GTP 

EF-Tu. GTP, 

8000 

38 000 
14000 

32000 

8 000 

3 000 

2000 

I0500 

3.5 

5.5 
6.9 
6.3 

3.0 

5.1 

6. I 

3.4 

288 

828 
588 

I165 

192 

165 

1 I8  

255  

48 1.81 

180 1.94 
94 2.31 

100 2.63 

72 1.25 

69 2.63 

85 3.12 

105 1 . 1  

13 

96 
71 

49 

19 

43 

4R 

20 

6.7 14.5 7.2 11.4 

1.6 70.1 49.5 3.0 
3.1 53.0 30.7 2.8 
5.4 32.0 18.6 9.9 

4.7 26.6 15.2 4.2 

4.2 22.1 16.3 2.0 

5 .5  18.8 15.4 1.3 

5.8 24.1 18.2 4.1 
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pp,  tRNA 

E + aa + ATP E.aa-AMP 1 E + aa-tRNA 

( 0 1  

E + aa + AMP 

Pratransfer -Proofreading 

endstandigen Ribose (vgl. 24 -+ 2 5 )  bei der enzymgebunde- 
nen tRNA ebenso ungehindert ablauft wie bei nicht kom- 
plexierter tRNA. Das Verhaltnis der AMP-Bildungszahlen 
der einzelnen Aminosauren zur Anzahl der bei der Hela- 
dung mit Isoleucin erzeugten AMP-Molekiile gibt an, wie- 
vie1 Ma1 haufiger die falsche Aminosaure im Proofreading- 
Schritt zuriickgewiesen wird als Isoleucin. Fur Valin be- 
tra1,t dieser Proofreading-Faktor beim Hefeenzym I l l  = 1 I I /  

L)er Diskriminationsfaktor D, wird auBer durch den 
Proofreading-Faktor n,  auch durch die Unterschiede in 
den freien Rindungsenthalpien zwischen ,,fakchen" Ami- 
nosauren und lsoleucin bestimmt (Faktor ZI), so daD fur 
D, Gleichung (p) gilt: 

2.2 =50. 

untl der Gesarntvorgang der Aminosaureerkennung bei der 
Arr inoacylierung von tRNA"'-C-C-A(3'NH2) 22 dem 
Sct ema (9) entspricht. 

telmolekuls in van-der-Waals-Kontakt rnit einer Protein- 
oder Aminosaureoberflache plaziert werden kann1'"'I. Fur 
jedes Quadrat-Angstr0m zuganglicher Oberflache, das 
nicht mehr in Kontakt mit der wanrigen Losung steht, wird 
ein Energiebetrag von 105 J mol 

Werden die aus Messungen der Beladungskinetik be- 
rechneten AAGl ,-Werte der natiirlich vorkommenden 
Aminosauren gegen die aus van-der-Waals-Radien berech- 
neten1'041 zuganglichen freien Oberflachen S,, aufgetragen, 
zeigen sich deutlich lineare Abhangigkeiten (Abb. l) i '2('1.  

gewonnen""-'"21. 

I I 

200 300 400 
saa [KZI - 

Abb. I .  Abhingigkeit der Different.en der freien Rindungsenthalpien M G I  , 
von der zuganglichen freien Oberflache .S,,d der Aminosduren. 

pp,  

E + aa + ATP E.aa.ATP E.aa-AMP E.aa-tRNA - E + aa-tRNA 

1 AMP 

E + aa + AMP 

Unterschei- Unterscheidung 
dung bei der durch Hydrolyse 
Bindung der der Fehlprodukte 
Substrate 

Faktor I ,  Faktor Ill 

Der Unterschied zwischen den freien Bindungsenthal- 
pien einer der neunzehn anderen Arninosauren und Isoleu- 
cin 1aDt sich direkt nach Gleichung (r) 

berechnen11s81. Fur Valin ergab sich danach ein Betrag von 
M G I ,  = 3.08 kJ mol - ' 113y1, der mit dern zugehorigen Fak- 
tor 1 , = 3.3 recht gut mit den von Puuling berechneten Wer- 

(,,1"=4.3, ,,MG" =3.77 kJ mol - I )  iibereinstimmt. 
Dil:se Zahlen entsprechen der hydrophoben Wechselwir- 
ku ig einer Methylengruppe rnit dern Enzym. Werte in der 
gleichen GroDenordnung konnen auch anhand einer Hy- 
drophobieskala abgeschatzt werden, die fur die Uberfuh- 
rung von Aminosaureseitenketten aus waBriger Losung in 
organische Lijsungsmittel aufgestellt wurdel'syl'. 

Ilurch die Analyse von Proteinstrukturen hat sich ge- 
zeigt, daR fur die hydrophobe Wechselwirkung von Ami- 
noiaureseitenketten innerhalb von Proteinen nur die zu- 
gangliche freie Oberflache des Molekiils entscheidend 

iese wurde definiert als die Flache, auf der das 
Zentrum eines als kugelfiirmig angesehenen Losungsmit- 

istl 160-lh2I D' . 

Auffalligenveise sind zwei Gruppen von Aminosauren zu 
unterscheiden; die erste umfaRt Molekiile mit kleineren 
Oberflachen und kiirzeren Seitenketten als Isoleucin, die 
zweite diejenigen rnit groReren Oberflachen und Iangeren 
Seitenketten. Die Steigungen der Geraden entsprechen Be- 
trigen an freier Enthalpie von 1 1 1  J mol ' A ' und 
61 J mol- '  A - 2 ;  diese Werte stimmen gut rnit den fur hy- 
drophobe Wechselwirkungen zu erwartenden Werten uber- 
ein. Der Schnittpunkt der ersten Geraden rnit der Ordinate 
gibt die freie Enthalpie wieder, mit der Isoleucin an das 
Enzym gebunden wird. Dieser Betrag von 34.93 kJ mol ' 
hat die gleiche GroDenordnung wie der in Abschnitt 4.1.1 
angegebene Wert der freien Standardbindungsenthalpie 
(AGO= -31.80 kJ mol - I ) .  

Die Einteilung der Aminosauren in zwei Gruppen IaRt 
sich leicht durch ein einfaches, hypothetisches Modell der 
Arninosaurebindungsstelle des Enzyms erklaren (Abb. 
2)1'20'. Eine Bindungswanne, die der Seitenkette des Isoleu- 
cins angepaBt ist, wird durch eine zapfenartige Atom- 
gruppe (,,stopper") begrenzt. Kleinere Aminosauren kon- 
nen in dieser Wanne gebunden werden; bei der Bindung 
grol3erer Aminosauren mu13 die ,,stopper"-Gruppe aus ih- 
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Ahh. 2. Anfangliche Bindungsstelle mit a) Isoleucin: D i e  Bindungswanne i s t  
rnit der lsoleucinseitenkette vollstindig ausgefiillt; b) Valin: D ie  Bindungs- 
wanne ist nur teilweise ausgefiillt, es fehlt an der freien Bindungsenthalpie 
der Wen, der der D i f fe rem an freier zuganglicher Obernache entspricht 
(AAGi , ) :  c) Lysin: D ie  Lysinseitenkette mu8 bei ihrer Bindung die ,,stop- 
per"-Gruppe zur Seite driicken. Piir die erste Gruppe in  Abh. I gilt 
A A G i , =  I I I ( S i c -  S,J [J mol - ' ] :  fur die zweite Gruppe in Ahh. 1 gilt 
A A G i , = 6 1  (Slle-SJ + 6000 IJ mol-'1. (S,,.=zupangliche freie Oherflache 
von Isoleucin, S.,., =zugingliche freie Oberilache der iihrigen Aminosiuren). 

rer Position gedruckt werden, was einen Energiebetrag er- 
fordert, der durch den Abstand der beiden Geraden in 
Hohe der Isoleucin-Oberfliche wiedergegeben wird 
(6 kJ mol- I). 

Fur die aus E. coli isolierte Isoleucyl-tRNA-Synthetase 
ergibt sich ein sehr ahnliches Bild"2"1. Man findet die glei- 
che Einteilung der Aminosauren in zwei Gruppen, mit 
dem Unterschied, dal3 Leucin hier zur ersten Gruppe ge- 
hort, die die Aminosauren von Glycin bis Isoleucin um- 
fafit, und dal3 alle AAG, ,-Werte geringfugig hoher als beim 
Hefeenzym liegen (z. B. AAG, ,  = 3.87 kJ mol - ' statt 3.08 
kJ mol - ' fur Valin). Diese Beobachtung deutet auf ahnliche, 
nur geringfugig anders strukturierte Bindungsstellen hin. 

Analog zu den M G ,  ,-Werten berechnete MGI1, -Wer te  
hangen nicht signifikant von den zuganglichen freien 
Oberflachen der Aminosauren ab. Allgemein lafit sich sa- 
gen, dalJ fur beide Enzyme die AAGII,-Werte um einen Be- 
trag von 10 kJ rnol ' streuen, und daB -- anders ak  an der 
initialen Bindungsstelle - an der hydrolytischen Rindungs- 
stelle hydrophobe Wechselwirkungen keine entscheidende 
Rolle spielen. Vollig unklar bleibt, durch welche sterischen 
Einfliisse das kognate Isoleucyladenylat von der Hydro- 
lyse weitestgehend verschont bleibt. 

5.2. Unterscheidung der Aminosauren bei der 
Aminoacylierung von tRNA-C-C-A 

Die vorllufig fur Isoleucyl-tRNA-Synthetase aus Hefe 
aus den kinetischen Konstanten k,,, und K ,  berechneten 
Diskriminationsfaktoren D liegen fur die neunzehn nicht- 
kognaten, in Proteinen enthaltenen Aminosauren alle um 
das drei- bis uber zweihundertfache hoher als die Diskri- 
minationsfaktoren D1, die bei der Reladung der tRNA-C- 
C-A(3'NH2) 22 bestimmt wurdenl"51. 

Unerwartet niedrige D-Werte (300-700) wurden fur die 
Aminosluren Cystein. Asparaginsaure, Asparagin und 
Tryptophan gefunden, doch sind neuerdings auch bei in-  
vivo-Experimenten fur einige Aminosauren Fehlerraten in 
ahnlich niedriger Hohe festgestellt worden (Cystein an- 
stelle von Arginin 1 : 1700"661, Lysin anstelle von Arginin 
1 : 500"*71). Die hochsten Diskriminationsfaktoren beim 
Hefeenzym ergaben sich fur Leucin, Serin, Methionin, 
Glycin (10000-20000) und Valin (38000). Die zu den ubri- 
gen Arninosauren gehorenden Faktoren liegen in einem 
niittleren Rereich zwischen 2000 und 10000. 

Das aus E. coli isolierte Enzyrn zeigt dagegen Diskrirni- 
nationsfaktoren zwischen 600 und 72000; dabei wurden 
die niedrigsten Werte (600-3000) ebenfalls fur Cystein, 
Tryptophan und Arginin gefunden. Die hochsten D-Werte 
haben Glycin, Alanin und Valin (=70000), die D-Werte 
der anderen Aminosauren liegen zwischen 20000 und 
50000L'651. 

Uberraschenderweise scheint es fur beide Organismen 
wichtig zu sein, den Fehleinbau der Aminosauren zu ver- 
meiden, die Isoleucin strukturell am ahnlichsten sind; es 
durfte also zumindest nicht immer gleichgultig sein. ob 
z. B. in einer Peptidsequenz ein Isoleucylrest durch den 
sehr Phnlichen Valylrest ersetzt wird. Reiden Organismen 
gemeinsam ist auch die geringe Fihigkeit, zwischen Isoleu- 
cin und Cystein, Tryptophan oder Arginin zu unterschei- 
den. 

Zusammen mit den hoheren D-Werten werden bei der 
Aminoacylierung der natiirlichen t RNA-C-C-A 5 auch ho- 
here AMP-Bildungsraten beobachtet als bei der Acylie- 
rung der tRNA-C-C-A(3'NH2) 22 (vgl. Tabelle 4). Die 1Jr- 
sache dafur diirfte ein zweiter hydrolytischer Korrektur- 
schritt sein, den das Enzym nach dem Transfer der Amino- 
saure auf die tRNA ausfuhrt (Posttransfer-Proofreading). 
Die noch am Enzym gebundenen hydrolyseempfindlichen 
Aminoacyl-tRNA-Ester konnen bei Ubertragung einer fal- 
schen Aminosaure auf die tRNA teilweise schneller hydro- 
lysiert werden als Isoleucyl-tRNA12X~11n.1"X~ [Vd. (s)l. 

PP, tRNA 

E + aa I ATP -L - E-aa-AMP - E aa-tRNA - E  + aa-tRNA 

I I AMP I 
E + aa + AMP E + aa + tRNA 

Pratransfer- Posttransfer- 
Proofreading Proofreading 

Die Proofreading-Faktoren des Pratransfer- (n,)  und 
des Posttransfer-Schrittes ( nz) multiplizieren sich dann 
zum Gesamt-Proofreading-Faktor n'. Unter der Vorausset- 
Lung, dal3 bei der Aminoacylierung der nativen tRNA-C- 
C-A 5 das PrPtransfer-Proofreading in gleichem AusmaBe 
erfolgt wie bei der Acylierung von tRNA-C-C-A(3'-NH2) 
22, lafit sich der Faktor n2 angenahert als Quotient aus rl' 
und n ,  bestimmen. 

Diese Proofreading-Faktoren n2 sind beim Hefeen7ym 
sehr vie1 kleiner als die Faktoren n ,  des Pratransfer-Schrlt- 
tes; nur in sieben Fallen erhoht dieser Vorgang iiberhaupt 
den Diskriminationsfaktor D ( n 2 Z  1). Dieser zweite Hy- 
drolyseschritt dient bemerkenswerterweise fast nur dazu, 
die Unterscheidung von Isoleucin und Valin zu verbessern 
(n,-3), fur die Spezifitat gegeniiber elf anderen Amino- 
sauren ergeben sich sogar nachteilige Folgen (n25 I) .  

Auffalligerweise entspricht der Faktor n2 fur Valin 
(H2-3) wieder der von Puuling berechneten freien Rin- 
dungsenthalpie einer Methylengruppe. Die Bindungsstelle, 
an der der zweite hydrolytische Korrekturschritt erfolgt, 
scheint ausschliel3lich fur die Unterscheidung einer Isobu- 
tyl- von einer Isopropylgruppe zu sorgen, wahrend die iib- 
rigen Arninoacylreste wohl sterisch bedingt je nach Mog- 

I 5 1  
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lichkeit schneller oder langsamer als ein Isoleucylrest ab- 
gespalten werden. 

Fur analog zu den AAGn ,-Werten berechnete AAGII2- 
Werte ergibt sich ebenfalls keine systematische Zuordnung 
zur zuganglichen freien Oberflache oder irgendwelchen 
anderen Strukturmerkmalen der Aminosauren. 

Analog zu den Diskriminationsfaktoren D, sind die Fak- 
toren D fur die Aminoacylierung von naturlicher tRNA- 
(1-C -A ebenfalls als Produkt eines durch unterschiedliche 
freic. Bindungsenthalpien verursachten Faktors (1') und ei- 
nes Proofreading-Faktors (n') aufzufassen [GI. (t)]: 

Die Faktoren I '  lassen sich wiederum aus den Werten von 
D t.nd n' berechnen. Alle 1'-Werte sind hoher als die I , -  
W e t e ;  so ergibt sich z.B. fur Valin ein MG,,-Wert  von 
1 4 . 3  kJ mol- 1[1651,  also ein etwa viermal hoherer Betrag 
als bei der Aminoacylierung von tRNA-C-C-A(3'NH2). 
Ahiilich hohe Werte wurden auch schon aus kinetischen 
Konstanten der rnit Isoleucin und Valin ablaufenden Akti- 
vierungsreaktion berechnet["'. Die Ursache fur diesen 
beti4chtlichen Unterschied ist bisher noch unbekannt; es 
kann vermutet werden, daB die in Abschnitt 4.1.1 erwahnte 
Ko iformationsanderung des Enzyms bei der Bindung von 
Iso eucin rnit diesem Phanomen verkniipft ist. I h  im Falle 
der Phenylalanyl-tRNA-Synthetase betrachtliche Unter- 
schiede in der Komplexbildungskinetik fur die Komplexe 
En.:ym.tRNA-C-C-A und fur die Komplexe aus Enzym 
untl modifizierten tRNAs beobachtet wurded'". liegt 
die Vermutung nahe, daB bei der Aminoacylierung von 
tR NA-C-C-A(3'NH2) eine durch die Bindung von Isoleu- 
cin ausgeloste Konformationsanderung (,,induced tit'') 
ausbleibt, die im Falle der Acylierung von tRNA-C-C-A 
die Isoleucin-Bindungsstelle verandert und die hydro- 
phobe Wechselwirkung verstarkt. I3in aus diesem ProzeB 
resultierender Faktor I2 miiBte sich mit 1, zu I '  multiplizie- 
ren, so daB fur D Gleichung (u) gilt 

und der Gesamtvorgang der Aminosaureauswahl [Schema 
(v)] nach dem erweiterten Schema der Aminoacylierung 
vori tRNA-C-C-A(NH2) [(q) in Abschnitt 5.1) ablaufen 
diirfte. 

Ilie zu den Faktoren I2 berechneten AAG,?-Werte zeigen 
wiederum lineare Abhangigkeiten von den zuganglichen 
fre en Oberflachen der Aminosauren. doch lassen sich die 

Aminosauren hier nicht, wie bei den AAG,,-Werten, in 
zwei, sondern i n  drei Gruppen einteilen, deren Bedeutung 
noch nicht gekllrt ist. 

6. Modulation von Spezifitat und Energieverbrauch 

Fur die in Tabelle 2 aufgefuhrten Katalysewege und Re- 
aktionsbedingungen schwanken die k,,,.Werte des Hefeen- 
zyms im Bereich von 0.098 bis 1.40 s-I. [la diese Werte 
direkt die Diskriminationsfaktoren D bestimmen, ist zu er- 
warten, daB Isoleucyl-tRNA-Synthetase je nach den Reak- 
tionsbedingungen auch unterschiedliche Substratspezifita- 
ten aufweist. Tatsachlich variieren die fur die gleichen Re- 
aktionsbedingungen aus den kc,,- und K,-Werten be- 
stimmten Diskriminationsfaktoren fur die Unterscheidung 
von Isoleucin und Valin von 2000 bis 38000 (Tabelle 
4)['391. Der Verbrauch von ATP und die entsprechende Bil- 
dung von AMP liegen bei der Synthese von Ile-tRNA"'- 
C-C-A beim Hefeenzym zwischen 3.0 und 6.9, beim E.-coli- 
Enzym zwischen 1.0 und 1.73 Molekulen AMP pro Mole- 
kul Aminoacyl-tRNA["'. Bei der Synthese des Fehlpro- 
duktes Val-tRNA"'-C-C-A schwankt die AMP-Bildung 
von I18 bis 1165 bzw. 530 bis 2700 Molekulen pro Molekul 
Aminoacyl-tRNA. Parallel zu den D-Werten andern sich 
rnit gleicher Tendenz auch die Diskriminationsfaktoren, 
die fur das Hefeenzym unter verschiedenen Reaktionsbe- 
dingungen bei der Beladung von tRNA1"-C-C-3'dA rnit 
lsoleucin und Valin bestimmt ~ u r d e n ' ' ~ ' ~  (Tabelle 4). 
Diese sonst eigentlich D2 genannten Werte gleichen im 
Falle von Valin praktisch den D,-Werten, die bei der Bela- 
dung von tRNA"'-C-C-A(3'NH2) erhalten werden, und 
lassen sich ebenso wie die rnit tRNA1"-C-C-3'dA bestimm- 
ten AMP-Bildungsraten zur Berechnung der Faktoren I , ,  
I,, n ,  und rI2 benutzen. Die Faktoren D, (g 0,) betragen 
48 bis 180, wahrend die Anzahl der pro Molekul Amino- 
acyl-tRNA gebildeten AMP-Molekule bei der Beladung 
rnit Isoleucin zwischen 1.1 und 3.12 und bei der Beladung 
rnit Valin zwischen 13 und 96 liegt. Fur das Enzym aus E .  
coli wurden D,-Werte zwischen 100 und 4400 bestimmt. 
und bei der Beladung rnit lsoleucin werden 1.0 bis 1.7, bei 
der Beladung mit Valin 2.6 bis 24 Molekule ATP ver- 
braucht[""l. Heim Vergleich der wie vorher berechneten 
Einzelfaktoren I , ,  I?, n i  und n, fallt auf, da8 beim He- 
feenzym in einem Falle (pH 6.5, 0.1 M KCI, 15 mM Mg2@) 
der Proofreading-Faktor n2 groDer ist als n , ,  wahrend fur 
alle anderen Bedingungen das Umgekehrte gilt. Wie in Ta- 
belle 2 aufgefuhrt, reagiert das Enzym nur  unter diesen Be- 

P?, tRNA 

E . a a - t R N A  - E + aa-tRNA t- l v )  

E + a a  + ATP E - a a - A T P  + I E I ' - a a . A T P  -!!--- E.aa-AMP 

1 AMP 1 
E + aa + AMP E + aa I tRNA 

Unterschei-  Unterschei-  Unterschei- Unterschei-  
dung bei der dung durch dung durch dung durch 
Bindung der  Bindungs- Hydrolyse Hydrolyse 
S u b s t r a t ?  k r a f t e  nach der Fehl- der Fehl- 

Konformations- produkte produk t e  
anderung 

Faktor  I ,  Faktor  I, Faktor  ll, Faktor  TI, 
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dingungen nach einem ungeordneten Mechanismus, d. h. 
die Substrate werden in beliebiger Reihenfolge an das En- 
zym addiert und die Produkte in beliebiger Folge abgege- 
ben. Dieser Mechanismus scheint sich also von den ande- 
ren dadurch zu unterscheiden, da13 das Enzym hier in einer 
Konformation vorliegt, in der es mit dem Posttransfer- 
Proofreading effektiver arbeitet als mit dem Pratransfer- 
Proofreading. Bestatigt wird diese Annahme durch die bis- 
her vom E.-coli-Enzym bekannten Reaktionswege. Diese 
Synthetase arbeitet bei pH 7.65 ebenfalls nach einem unge- 
ordneten Mechanismus (Tabelle 3), und auch in diesem 
Falle ist der Proofreading-Faktor n, etwa doppelt so go13 
wie der Faktor 11;. Damit bestatigt sich auch die Vermu- 
tung, da13 das Auftreten der verschiedenen Katalysewege, 
die sich in der Reihenfolge der Substrataddition und Pro- 
duktabgabe unterscheiden, mittelbar mit der Spezifitat des 
Enzyms verknupft ist. 

Die Isoleucyl-tRNA-Synthetasen haben also vielfaltige 
Moglichkeiten, ihre Spezifitat zu verandern. Zum einen 
konnen sie mit verschiedenartigen katalytischen Cyclen ar- 
beiten, die durch unterschiedliche Reihenfolgen von Sub- 
strataddition und Produktabgabe charakterisiert sind, zum 
anderen konnen sie in diesen Katalysecyclen auch mit ver- 
schiedenen Geschwindigkeiten arbeiten. Somit diirften 
sich die Enzyme durch Wahl der Reaktionsbedingungen 
auf nahezu beliebige Spezifitatsgrade einstellen lassen. In 
jedem Falle mu13 die Spezifitat jedoch mit Energiever- 
brauch bezahlt werden. Unter den Bedingungen in Tabelle 
2, die den physiologischen am nachsten kommen mogen 
(pH 7.65, 0.1 M KCI, 1 m M  MgZe, EF-Tu.GTP, PPnse, 
Spermin), liegen Spezifitat und Energieverbrauch der En- 
zyme im mittleren Bereich (Hefeenzym: D = 10 500, 3.4 
AMP/lsoleucyl-tRNA; E.-coli-Enzym: D=40600, 1.04 
AMPAsoleucyl-tRNA). 

7. Zusammenfassung und Ausblick 

Obwohl in den letzten zwanzig Jahren betrachtliche 
Fortschritte bei der Erforschung der Proteinbiosynthese 
und der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen erzielt worden sind 
und sich in Hunderten von Publikationen niedergeschla- 
gen haben, sind wir auch heute noch weit davon entfernt, 
die Funktionsweise dieser Enzyme vollstandig zu verste- 
hen. Da es noch keine sichere Kenntnis der Struktur des 
aktiven Zentrums, der beteiligten reaktiven Gruppen sowie 
eventuell gebildeter Zwischenprodukte gibt, ist selbst der 
genaue chemische Ablauf der Aminosaureaktivierung und 
-iibertragung auf die tRNA noch als unbekannt anzuse- 
hen. 

Die kinetischen Untersuchungen zeigen, da13 das En- 
zymmolekiil viele Moglichkeiten zu sinnvollen Konforma- 
tionsanderungen haben mu13 und in diesen verschiedenen 
Formen mit verschiedenen katalytischen Cyclen arbeitet. 
Uber die Art der Konformationswechsel, die dabei auftre- 
ten konnen, gibt es bis heute iiberhaupt keine Vorstellun- 
gen. Selbst wenn eines Tages Rontgenstrukturanalysen von 
Enzym-Substrat-Komplexen zur Verfiigung stehen sollten, 
diirfte es schwer sein, derartige Vorgange aufzukllren, da 
die Molekiile dabei nur in ,,eingefrorenen", fur die Kri- 
stallbildung gunstigen Zustanden vorliegen. Wahrschein- 
lich sind die Konformationsanderungen mit einer ,,Prote- 

inbeben" (,,proteinquake") genannten Wellenbewegung 
verbunden, wie sie fur Myoglobin postuliert wurdell-''. 

Die hohe Spezifitat der Enzyme, die zunachst ratsrlhaft 
war, kann nur in einem vierstufigen Proze13 erreicht uer- 
den, da die Strukturunterschiede der Aminosauren sehr ge- 
ring sind. In den vier Schritten sind sterische Anpassung 
und hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Enzym ent- 
scheidend. Damit kann die Spezifitat auf einfache. he- 
kannte Phanomene zuriickgefiihrt werden. 

Das Zusammenwirken dieser bekannten Phanomene hat 
allerdings die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen zu einem 
neuen Typ von Enzymen werden lassen, denn sie konnen 
praktisch auf jeden beliebigen Spezifitatsgrad eingestellt 
werden. Hohe Spezifitat erfordert hohen Energiever- 
brauch; in der Zelle scheint 2 . H .  fur Valin ein mittlerer 
Diskriminationsfaktor (Hefeenzym: D = 10000; E.-coli-Eh 
zym: D = 40 000) bei mittlerem Energieverbrauch verwen- 
det zu werden. Im Falle der Isoleucyl-tRNA-Synthetasen 
enthalt der prokaryontische Organismus Escherichia coli 
anscheinend ein genauer arbeitendes Enzym als der euka- 
ryontische Hefeorganismus. 

Anhang 

Erlautenmgen zu Struktur und Syn/hese von A TP-Analoya 

N"-Methyladenosin-5'-triphosphat (m'ATP) 178 kann aus 6-Chlorpurin wie 
folgt hergestellt werden: Umsetzung zum 6-Chlorpurinribosid 1172. 1731, 
Suhstitution des reaktiven Chloratoms in Position 6 durch Methylamin 1173. 
1741, Phosphorylierung und Triphosphatsynthese. 
2-Chlor- (cI'ATP) 17b und 8-Bromadenosin-S'-triphosphat (br'ATP) 17c 
weisen verschiedene Konformationen an der Glycosylbindung auf. cI'ATP 
liegt wie das natiirliche Suhstrat ATP in der anti-Konformation vor: darin ist 
der Adenylresr von der Ribose weggerichtet [75, 175. 1761. I n  hr'ATP 1st da- 
gegen das Bromatom von der Ribose weggerichtet, so daO das Purinring- 
system sich iiber dem Zucker befindet [177, 1781. Diese Anordnung wird als 
spKonformat ion  be~eichnet [ 175, 1761. Von den modifizierten Nucleosiden. 
die diesen heiden ATP-Analoga zugrunde liegen, kann 8-Bromadenosin 
durch Bromierung von Adenosin hergeslellr werden [179, 1801. 2-Chlordde- 
nosin mull aus 2,6-Dishlorpurin durch Umsetzung zum Kibosid und Subjti- 
tution des Chlors in Position 6 durch Ammoniak synthetisiert werden [ I P l ] .  

7-Desazaadenosin, genannt Tubercidin, wird aus Sfrepforn,vces rubenrdicus 
isoliert 177, 79, 182, 1831. Wegen des fehlenden Stickstoffatoms in Positioi 7 
kann Tubercidin-5'-triphosphat (TuTP) 17d keinen Mg'"-Komplex mil Ko- 
ordination des Mg'"-Ions an dieses Stickstoffatom bilden. NMR-spektro- 
skopische Untersuchungen an Tubercidin und Tubercidin-~'-phosphaI x i g -  
(en, daO das heterocyclische System leicht um die Glycosylhindung drehbar 
ist und weder die onti- noch die .s,vn-Konformation bevorzugt ist [l84]. 
2'- und 3'-Desoxyadenosin sind beide natilrlichen Ursprungs, 2'-I)esohqdde- 
nosin als Bestandteil der DNA, 3'-Desoxyadenosin (auch Cordycepin &e- 
nannt) als Stoffwechselprodukt des Mikroorganismus Cordvcrps niilitcris 
[77.79,185]. 2'- und 3'-Methoxyadenosin konnen leicht durch Methylierung 
von Adenosin mit Diazornethan erhalten werden 1186. 187). Die vier Kucleo- 
sid-Analoga werden wie oben zu den Triphosphaten umgenet7t. 

Grundlagen der ,,initial rate"-Kinetik 
Wenn die Geschwindigkeit der tRNA-Aminoacylierung in Abhhgigkeit  von 
der Konzenrration eines der drei Substrate gemessen wird, erhalt man heim 
Auftragen der reziproken Geschwindigkeit gegen die reziproke Konlentrd- 
lion hei allen Aminoacyl-IRNA-Synthetasen klassische, lineare Lineweaber- 
Burk-Plots [188], die sich von der bekannten Michaelis-Menten-Gleichung 
[ I891 ableiten. Aus den Achsenabschnitten lassen sich die Konstanten K, 
(Michaelis-Konstante: Absr.issenabschnitt: I /Km) und Y (Maximalgeschwin- 
digkeit; Ordinatenabschnitt: I /  V )  bestimmen. Abbildung 3 zeigt die charak- 
teristischen Verinderungen des Lineweaver-Burk-Plots, die durch Inhihiro- 
ren (I) verschiedener Typen im Reaktionsgemisch bewirkt werden. 

E +  S +  E . S  - E +  P 

Bei der einfdchsten enzymatischen Reaktion [vgl. (w)], bei der nur em Suh- 
strat umgesetzt wird, wiirde ein kompetitiver Inhibitor, durch dessen Zusatz 
nur die Steigung der Gerade verPndert wird, mit E einen E .  I-Komplex hil- 
den, der dann nicht mehr weiter reagiert. Wenn l nicht mit E, sondern mi1 

1 W) 
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l/C - l/C - l / r  - 
kompetiriv unuornpe tiriv nichtkompetitiv 

Abb. 3.  Lineweaver-Burk-Plots fur Enzymreaktionen mit und ohne Inhibitoren. c =  Substratkonzentration, u =  Re- 
aktionsgeschwindigkeit (siehe Text). 

E .  S zu E . S .  I reagiert, wird nicht die Steigung der Geraden verindert, son- 
dern iiur der Schnittpunkt mit der I/o-Achse, die t ierade also parallel 
verschoben. Dieser lnhibitortyp wird unkompetitiv genannt. Kann I sowohl 
mit E als auch mit E . S  reagieren, werden Steigung und Schnittpunkt mit der 
I/o-Aihse verandert. es handelt sich um einen nichtkompetitiven Inhibitor 

Wahrcnd die Beobachtung von nichtkompetitiven Inhibitoren unter den mo- 
dilizirnen tRNAs auf eine zweite Bindungsstelle fur dieses Substrat hindeu- 
tet, Lann dieser Schlun im Falle der ATP-Analoga jedoch nicht gezogen wer- 
den, da fur das ,,kleine" Substrat ATP auch Bindungen an den hydrophoben 
Teil der Aminosaure-Bindungsstelle [I901 und unspezifische Bindungen an 
die i\ininoacyl-tRNA-Synthetase bekannt sind [191]. 
I k i  dc r Aminoacylierungsrcaktion werden statt des einen drei Substrate um- 
geseizr [vgl. (x)]: 

E + S '  + S' + S'- E +  P '  + P2 + P3 ( X )  

Hier liingt der Inhibitortyp zusatzlich davon ah, welches der drei Substrate 
als iariables Substrat filr den Lineweaver-Burk-Plot gewBhlt wird. Ein Inhi- 
bitor tann beispielsweise kompetitiv sein, wenn die reziproke Reaktionsge- 
schv i idigkeit gegen die reziproke Konzentration von S '  aufgetragen wird, 
dagrpen nichtkompetitiv erscheinen, wenn die Reaktionsgeschwindigkeit in 
Abhi igigkeit von der Konzentration von S' oder S' betrachtet wird. In  wel- 
cher Weise sich der Typ des kompetitiven Inhibitors mit dem variablen Sub- 
strat -,erlndert. hiingt vom Reaktionsmechanismus ab, das heil3t in diesem 
Fallc von der Reihenfolge, in der die drei Substrate mil dem Enzym zu En- 
zym-5ubstrat-Komplexen reagieren. Die zu erwartenden lnhibitortypen sind 
fur nahezu alle moglichen Enzymmechanismen in Tabellen zusammengefaflt 
[ 127- i 791. 

Stehen drei Inhibitoren zur Verfilgung, die zu je einem Substrat ein kom- 
petitryes Verhalten zeigen, erhllt man ein charakteristisches Inhibitionsmu- 
ster. wenn man jeweils auch die anderen beiden Substrate als variable Sub- 
strate bcnutzt. Dieses charakteristische Muster van neun Inhibitionstypen er- 
maglicht es. den dazugehdrigen Mechanismus (Reihenfolge der Substratad- 
dition) zu identifizieren. In Tabelle 5 sind als Beispiele die entsprechenden 
lnhibitionsmuster fur zwei auch bei Isoleucyl-tRNA-Synthetasen gefundene 
Mechanismen angegeben (vgl. Tabellen 2 und 3). Beim ersten werden die 
Substrate in der festgelegtcn Reihenfolge S', S'. S3 addien, dann lindet die 
Umsrtzung zu den Produkten statt, die in der Reihenfolge P ' ,  P2. P' abgege- 
hen werden. In der dafur ublichen Schreibweise [I301 wird dies wie in (y) 
dargerrellt. 

[127-129]. 

I 1  S2 S j  
I I I 

P' P2 P3 
t t t 

E E 

Dabei is1 die Reaktionssequenz von links nach rcchts geschrieben. das En- 
zym wird durch eine waagerechte Linie reprisentiert, und Suhstrataddition 
und I'roduktabgabe werden durch senkrechte Pfeile angezeigt. Die Zahl der 
in eirier Richtung addienen Substrate oder abgegebenen Produkte wird mit 
den Silben ,,Uni", ,,Bi" und ,,Tri" bezeichnet. Wenn alle Substrate addiert 
werd.:n mussen, bevor irgendein Produkt vom Enzym dissoziiert, handelt es 
sich um einen sequentiellen (,,sequential") Mechanismus, wenn ein oder 
mehrzre Produkte entlassen werden. bevor alle Substrate an das Enzym ad- 
diert worden sind, um einen Ping-pong-Mechanismus. Wenn die Reihenfol- 
ge, ir der Substrate addiert oder Produkte abgegeben werden. festgelegt ist, 
wird von geordneten (,,ordered") Mechanismen gesprochen, ist die Reihen- 
folge beliebig. von ungeordneten (,.random")-Mechanismen. 
Der Mechanismus (y) muU also als sequentiell geordnet Ter-Ter bezeichnet 
werd:n. 

Reim zweiten, einem geordneten Bi-L'ni Uni-Bi Ping-pong-Mechanismus, 
werden erst die Substrate S '  und S' addien, dann wird das Produkt P' ent- 
lassen und das Substrat S' addien: schlieDlich werden die Produkte P' und 
P' abgegeben [vgl. (2): X = Zwischenprodukt]. 

Die zu den beiden Reaktionswegen gehorenden lnhibitionsmuster (Tabelle 
5) unterscheiden sich in zwei Positionen und ermbglichen somit eine eindeu- 
tige Zuordnung der Mechanismen. 

Tabelle 5. lnhibitionsmuster des sequentiell geordneten und des geordneten 
Ping-pong-Mechanismus nach den Schemata (y) bzw. (z) (k = kompetitiv, 
u =unkompetitiv. n = nichtkompetitiv). 

Sequentiell, geordnet (y) Ping-pong, geordnet (z) _-  
Inhi- Variables Substrat Inhi- Variables Substrat 
bitor S' S2 S' bitor S '  S' S3 

I '  k n n I '  k n U 

1 2  U k n 1: U k U 

1' U U k I '  U U k 
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