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Ribosomenstruktur und Translation

F ast zwanzig Jahre lang haben Kristallographen nach der Struktur der
Ribosomen gesucht, der grofiten und kompliziertesten RNA-Protein-
Komplexe in der Zelle. Wie alle Ribosomen setzt sich auch das
Ribosom einer kleinen Bakterienzelle aus einer grofien und kleinen
Untereinheit zusammen. Das bakterielle Ribosom umfasst drei RNA-
Molekiile mit mehr als 4000 Ribonucleotiden und 54 unterschiedlichen
Proteinen. Herausragendes Ereignis der letzten Jahren war das Er-
reichen der atomaren Auflosung der grofien und kleinen Untereinheit
sowie das einer 5.5-A-Struktur des vollstindigen 70S-Ribosoms von
Thermus thermophilus. Damit war es moglich, Kristalle der Unter-
einheiten mit kleinen Liganden zu trinken, was unser Verstindnis der
zentralen Funktionen des Ribosoms revolutioniert hat. Zusammen mit
den Vorziigen kryoelektronenmikroskopischer Studien von Transla-
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tionskomplexen entstand eine Sammlung von Momentaufnahmen

ribosomaler Funktionen, aus denen ein filmdihnlicher Ablauf der
Translation abgeleitet werden konnte. Analysen jiingeren Datums von
Heferibosomen lassen eine erstaunliche strukturelle Deckung mit den
Ribosomen der Prokaryoten erkennen. Dieser Aufsatz soll ein
bakterielles Ribosom durch einen Translationszyklus begleiten, wobei
insbesondere solche Merkmale hervorgehoben werden, die sich in den

Ribosomen aller Organismen wiederfinden.

1. Die Wunder der Translationswelt

Das Ribosom ist ein Ubersetzer. Es verwendet die
Information, die in der Messenger-RNA (mRNA) enthalten
ist, um eine entsprechende Sequenz von Aminosiduren zu
produzieren, und verbindet auf diese Weise die Welten der
Nucleinsdure (DNA und RNA) mit der der Proteine. Es tut
dies, indem es eine Plattform bereitstellt, auf der jedes Codon
einer mRNA mit der Aminosiure verbunden wird, fiir die es
codiert. Die physikalische Verbindung zwischen den Welten
der RNA und der Proteine stellen die Transfer-RNAs
(tRNAs) her. Das eine Ende einer tRNA, das Anticodon,
ist komplementér zu dem Codon einer mRNA, wihrend das
andere Ende, das CCA-Ende, kovalent mit der Aminosiure
verbunden ist, fiir die das Codon spezifisch ist. Die korrekte
Beladung einer tRNA mit der entsprechenden Aminosidure
ist deshalb ein Schliissel fiir die Genauigkeit der Translation.
Diese Aufgaben nehmen Enzyme wahr, die Synthetasen,
wobei fiir jede der 20 Aminoséduren eine Synthetase zustindig
ist, die zum einen die Aminosaure erkennt und zum anderen
alle tRNAs, die fiir diese Aminosiure codieren. Das Ribosom
hat die Aufgabe, die Abfolge der Codons im richtigen
Leserahmen in eine entsprechende Sequenz der Aminosédu-
ren zu ibertragen. Dieser Prozess der Translation wird mit
einer bemerkenswerten Genauigkeit bei hoher Geschwindig-
keit bewiltigt: Zehn bis zwanzig Aminosduren pro Sekunde
werden in die wachsende Polypeptidkette von einem Ribosom
eingebaut, wihrend ein Fehler bei der Codonerkennung etwa
alle 3000 Codons eintritt. Um zu verstehen, wie das Ribosom
diese erstaunlichen Leistungen vollbringt, ist es notwendig,
einen Blick auf die Struktur der Ribosomen zu werfen.
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1.1. Gemeinsame strukturelle Merkmale
der Ribosomen

Alle Ribosomen bestehen aus zwei
ungleich groen Untereinheiten. Bak-
terielle Ribosomen haben eine relative
Sedimentationsgeschwindigkeit ~ von
70S und konnen in eine grofe 50S-
Untereinheit und eine kleine 30S-
Untereinheit getrennt werden. Euka-
ryotische Ribosomen sind grofler: die
der Hefe Saccharomyces cerevisiae z.B. sedimentieren bei
80S und konnen in eine 60S- und eine 40S-Untereinheit
getrennt werden. Jede Untereinheit eines Ribosoms ist ein
Ribonucleoproteinpartikel. Im Eubakterium Escherichia coli
besteht ein Drittel der Masse eines Ribosoms aus Proteinen
und die anderen zwei Drittel aus ribosomaler RNA (rRNA).
Die 50S-Untereinheit enthélt sowohl die 5S-rRNA (120
Nucleotide) als auch die 23S-rRNA (etwa 2900 Nucleotide
lang), wihrend die 30S-Untereinheit eine einzige ribosomale
RNA enthilt, die 16S-RNA mit 1500 Nucleotiden. Die
Proteinfraktion besteht aus 21 unterschiedlichen Proteinen
der kleinen und 33 der groen Untereinheit. Eukaryotische
Ribosomen haben lingere rRNAs, die durch Insertion zusétz-
licher Sequenzen, der Expansionssequenzen (ES), in
bestimmte Regionen verldngert werden. Die ES sind zusam-
men mit 20 bis 30 zusétzlichen ribosomalen Proteinen fiir den
30-proz. Zuwachs an Grofie gegeniiber dem E.-coli-Ribosom
maBgeblich.

Die Gestalt eines 70S-Ribosoms und die seiner Unterein-
heiten wurden seit 1980 mit unterschiedlichen elektronen-
mikroskopischen Techniken charakterisiert. Die kleine
Untereinheit ldsst sich anthropomorphisch durch einen
Kopf, einen Hals und einen Korper mit Schultern und
Plattform veranschaulichen (Abbildung 1a). Die groB3e ribo-
somale Untereinheit hat eine kompaktere Struktur, die aus
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Abbildung 1. Vergleich der kleinen und grofRen ribosomalen Untereinheit von Bakterien mit denen eines niedrigeren Eukaryoten. Kryo-EM-Rekon-
struktionen der kleinen (a) und groflen Untereinheit (b) des Bakteriums Escherichia coli, der kleinen (c) und groflen Untereinheit (d) der Hefe
Saccharomyces cerevisiage sowie hochaufgeléste Kristallstrukturen der kleinen Untereinheit des Bakteriums Thermus thermophilus (e) und der grofRen
Untereinheit der Archaea Haloarcula marismortui (f). Die Grenzfliche der Untereinheiten zur anderen Untereinheit wird betrachtet; in den Kryo-
EM-Rekonstruktionen ist zusitzlich eine P-tRNA (griin) dargestellt. Zusitzliche Massen der Hefe-80S-Ribosomen, die auflerhalb der der bakteriel-
len Ribosomen liegen, sind dunkelgelb (40S-Untereinheit) oder violett (60S-Untereinheit). Orientierungspunkte der kleinen Untereinheit: b,
Korper; bk, Schnabel; h, Kopf; If, linker Fuf; rf, rechter Fuf3; pt, Plattform; sh, Schulter; sp, Sporn. Orientierungspunkte der groRen Untereinheit:
CP, zentraler Hocker; L1, L1-Hécker; SB, Stalk-Basis; St, L7/L12-Stalk; H34, Helix34; H38, Helix38; SRL, Sarcin-Ricin-Schleife. Die Kryo-EM-Bilder

stammen in leicht verdnderter Form von Spahn et al.B!

einer runden Basis mit drei Ausldufern besteht, die als L1-
Protuberanz, zentrale Protuberanz und L7/L.12-Stalk bezeich-
net werden (Abbildung 1b). Eine neue Qualitit in der
Auflosung wurde mit der Einfithrung der Einzelpartikelre-
konstruktion mithilfe von kryoelektronenmikroskopischen
Bildern erzielt.! Die allgemeinen strukturellen Merkmale
des Ribosoms blieben auch mit der neuen, verbesserten
Auflosung erhalten, aber detailliertere Kennzeichen wurden
identifiziert, z. B. der Schnabel, die Zehe oder der Sporn der
30S-Untereinheit.
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In letzter Zeit erstreckten sich die Kryo-EM-Analysen
auch auf die Eukaryotenribosomen und deren Unterein-
heiten.?! Diese Rekonstruktionen zeigten ungeachtet der
zusitzlichen GroBe im Falle von Hefe- und Séugetierriboso-
men eine ausgesprochen hohe strukturelle Deckung mit ihren
bakteriellen Gegenstiicken (Abbildung 1c und d). Die Unter-
schiede, die im Wesentlichen von der zusitzlichen RNA und
den Proteinen der Eukaryotenribosomen herriithren (dunk-
lere Partien in Abbildung 1c und d), sind fast ausschlieBlich
an der dem Cytoplasma ausgesetzten Oberfldche zu finden.
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MPI fiir molekulare Genetik in Berlin.
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Weiteres Merkmal aller Ribosomen ist ein Tunnel, der die
groBle Untereinheit durchzieht; er beginnt am Peptidyltrans-
ferase(PTF)-Zentrum an der Seite, die der kleinen Unter-
einheit gegeniiberliegt, und tritt an der Basis der Cytoplas-
maseite der groen Untereinheit aus. Zahlreiche Hinweise
deuten darauf hin, dass durch diesen Tunnel die wachsende
Polypeptidkette wandert, bevor sie das Cytosol der Zelle
erreicht. Der Tunnel hat eine Linge von ungefihr 100 A und
kann zwischen 30 und 35 Aminosdurereste der wachsenden
Polypeptidkette aufnehmen.

Falls das Protein fiir Organellen und Zellkompartimente
bestimmt ist, z.B. fiir das Endoplasmatische Retikulum,
Chloroplasten oder Mitochondrien, muss das Ribosom tiber
eine Pore oder einen proteinfilhrenden Kanal an der Ober-
fliche der Organellenmembran andocken, durch den die
wachsende Polypeptidkette dann cotranslational exportiert
wird. Ein solcher Komplex von Hefen wurde mit Kryo-EM
untersucht. Dabei trug das 80S-Ribosom von S. cerevisiae das
Porenprotein SEC61, das den Proteintransport in das Endo-
plasmatische Retikulum betreibt. Die Ergebnisse dieser
Studie zeigen, dass sich die trichterformige Pore direkt iiber
der Austrittsstelle des Tunnels befindet.*¢1 Dieser Befund
bestdtigt die Annahme, dass der Tunnel ein Fithrungskanal
fiir die wachsende Polypeptidkette ist.

Allein die Gegenwart eines Tunnels in den Ribosomen
aller Organismen unterstreicht seine Bedeutung — iiber die
Tunnelfunktion kénnen wir jedoch nur spekulieren. So wird
vermutet, dass der Tunnel eine definierte Umgebung fiir
frithe Faltungsschritte der wachsenden Polypeptidkette
bereitstellt, oder schlicht einen Schutz gegen Proteasen
gewidhrt, bis hinreichende Proteinfaltung diesen Schutz iiber-
nimmt. Der kiirzlich gemachte Vorschlag einer aktiveren
Rolle fiir den Tunnel beruht auf der Beobachtung, dass
ribosomale Komponenten spezifische Sequenzsignale erken-
nen und damit Elongation und Termination der Synthese
eines Proteins beeinflussen (siche Ubersicht von Tenson und
Ehrenberg!”).

1.2. Das Ribosom ndéher betrachtet

In den letzten Jahren wurde eine hohe Auflosung der
Kristallstrukturen der kleinen Untereinheit von Thermus
thermophilus erreicht (3 A; Abbildung 1¢),5% der groBen
Untereinheit des Archaebakteriums Haloarcula maresmortui
(2.4 A; Abbildung 1 f)' und kiirzlich der groBen Unterein-
heit des mesophilen Eubakteriums Deinococcus radiodurans
(3.1 A).l Einige ausgezeichnete Ubersichten, die diese
Strukturen mit dem umfangreichen Wissen iiber funktionelle
Aspekte der Proteinsynthese in Beziehung setzten, folgten
kurz danach.['>13]

Mit den hochaufgelosten Strukturen war es moglich, die
Kennzeichen der schlecht aufgelosten Ribosomenstruktur
mit bestimmten RNA-Helices und/oder ribosomalen Pro-
teinen zu korrelieren. Zum Beispiel wird der Schnabel der
kleinen Untereinheit ausschlielich von der Helix h33
gebildet, der Sporn von h6 und die zentrale Protuberanz
von der 5S-rTRNA, Teilen der 23S-rRNA sowie den riboso-
malen Proteinen LS5, L18, L25 und L33. Eine detaillierte
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Analyse der Untereinheitenstrukturen offenbarte deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Beziehung der Doménen der
rRNA-Struktur zu den tertidiren Doménen. In der 30S-
Untereinheit kann die rRNA auf einfache Weise den tertidren
Dominen zugeordnet werden: Beispielsweise bildet die 5'-
Domine der 16S-RNA den Koérper und den Zeh einschlief3-
lich der Schulter der 30S-Untereinheit, die mittlere Doméne
bildet die Plattform und die grofie 3'-Domine den Kopf,
wihrend schlieBlich die kleine 3'-Doméne der Lange nach die
Oberflache der kleinen Untereinheit durchmisst, und zwar
auf der Seite, die der groSen Untereinheit gegeniiber liegt. Im
Unterschied dazu ist die 50S-Untereinheit ein kompliziertes
Geflecht der Sekundirstruktur-Doménen, was vielleicht ein
Hinweis darauf ist, dass die 50S-Untereinheit — in evolutio-
niren MaBstdben gemessen — élter ist als die kleine Unter-
einheit und damit einen groBeren Zeitraum zur Verfiigung
hatte, eine solch komplexe Doménenorganisation zu entwi-
ckeln.'! Eine weitere, nicht notwendigerweise alternative
Moglichkeit ist, dass die 30S-Untereinheit vielleicht mehr
Flexibilitdt verlangt, um ihre Funktionen zu erfiillen.

Mit der Kristallstruktur der ribosomalen Untereinheiten
wurden auch 20 neue und vollsténdige Strukturen ribosoma-
ler Proteine fiir die kleine!® und groBe ribosomale Unter-
einheit!'”! erschlossen. Ein spezielles Merkmal vieler dieser
Proteine ist ihre eigentiimliche Struktur, die aus einer
globuldren Doméne, die normalerweise an der Oberfliche
der Untereinheit zu liegen kommt, sowie aus einem langen
fadenformigen Teilstiick besteht, das sich weit in die Riboso-
menmitte, den ribosomalen RNA-Kern, hineinzieht. Riboso-
male Proteine binden haufig an die Verbindungsstiicke von
rRNA-Helices und verkniipfen auf diese Weise verschiedene
Domaénen. Nach einer umfassenden Analyse der Protein-
RNA-Wechselwirkungen innerhalb der kleinen Untereinheit
sind die globuldren Proteine in einem frithen Stadium des
Aufbauprozesses der Ribosomen beteiligt, wihrend die Pro-
teine mit den langen fadenféormigen Ausdehnungen zumeist
spiter auftreten.!!’]

Eine der groBen Uberraschungen der Kristallstrukturen
war, dass trotz einer Verzehnfachung der Zahl der bekannten
RNA-Strukturen fast alle Motive der Sekundarstruktur schon
bekannt waren, was darauf hindeutet, dass die Zahl der RNA-
Motive deutlich limitiert ist. Ein gemeinsames Merkmal des
Ribosoms ist die helicale Natur der rRNA. Regionen, die als
Einzelstrang-Schleifen vorhergesagt worden sind, erschienen
als leicht irreguldr doppelthelicale Verldngerungen von
benachbarten Helices in der Kristallstruktur. Des Weiteren
scheinen hiufig die Enden helicaler Regionen aufeinander
gestapelt zu sein und damit lange, gleichsam kontinuierliche
helicale Strukturen zu bilden. Innerhalb dieser helicalen
Regionen ist der Anteil der Adeninreste signifikant unter-
reprisentiert (Tabelle 1).['l Dies ldsst auf eine essenzielle
Rolle von Adenin schlieBen, die in funktioneller und struk-
tureller Hinsicht auch tatsdchlich bestitigt wurde. Die
Adeninreste sind die Hauptakteure beim ,,A-minor“-Motiv,
einem hédufig auftretenden Merkmal der Ribosomen, das
wichtig fiir die Stabilisierung von rRNA-Tertidrstrukturen
ist.'”1 Im Allgemeinen vermittelt ein ,,A-minor“-Motiv eine
Wechselwirkung zwischen einem Adeninrest und der kleinen
Furche einer RNA-Helix. Eine derartige Wechselwirkung

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3589


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

3590

Tabelle 1: Hiufigkeit und Verteilung der Ribonucleotide innerhalb der
Sekundérstrukturmodelle bakterieller 16S- und 23S-rRNAs.!

Nucleotid G C A u
Gesamthiaufigkeit 314 22.4 25.7 20.5
Verteilung innerhalb 36.6 14.5

helicaler Regionen

Haufigkeit innerhalb 12.5 42.6

ungepaarter Regionen

Verteilung innerhalb 30.1 223 66.2 41.5
ungepaarter Regionen

Verhiltnis 0.43 0.29 1.96 0.71
ungepaart/gepaart

[a] Daten nach Gutell et al.®

wird nicht nur im Ribosom gefunden, sondern wurde friither
schon in Tetrahymena und dem Hepatitis-Delta-Virus-Ribo-
zym beobachtet.['8! Vier Varianten dieses Motivs wurden im
Ribosom identifiziert.'”? Zwei davon, Typ1 und Typ 2,
spielen eine zentrale Rolle hinsichtlich der ribosomalen
Funktion, denn sie sind in der Decodierung der genetischen
Information und der Peptidbildung involviert. Da die Ade-
ninreste, die an diesen Prozessen beteiligt sind, universell
konserviert sind, ist sowohl der Mechanismus der Decodie-
rung als auch der der Peptidbindung in Prokaryoten und
Eukaryoten konserviert. Die Einzelheiten dieser Wechsel-
wirkungen werden in den Abschnitten 2.2.2 und 2.3.3 griind-
licher diskutiert.

2. Der Pfad der tRNA durch das Ribosom

Die Decodierungsstelle befindet sich auf der kleinen
Untereinheit. Hier werden die Codons der mRNA erkannt
und mithilfe des komplementiren Anticodons auf der tRNA
entziffert. Drei Stellen (die A-, P- und E-Stelle) hat das
Ribosom fiir die Bindung der tRNAs zur Verfiigung (Abbil-
dung 2): In die A-Stelle bindet die neue Aminoacyl-tRNA
(aa-tRNA) entsprechend des Codons, das an dieser Stelle
exponiert ist. Die aa-tRNA bringt die neue Aminosiure, um
die die wachsende Polypeptidkette verldngert wird, zum
Ribosom. In der P-Stelle befindet sich die Peptidyl-tRNA vor
der Bildung der Peptidbindung. Der Peptidylrest ist die bis
dahin synthetisierte Polypeptidkette. Die E-Stelle schliefSlich
ist die Austrittsstelle der desacylierten oder entladenen
tRNA. Wihrend der Translation wandert eine tRNA
sequenziell durch jede dieser Stellen; sie startet in der A-
Stelle, passiert dann die P-Stelle und erreicht schlielich die
E-Stelle, bevor sie das Ribosom verlasst. Eine Ausnahme ist
die erste tRNA, die bei der Synthese eines Proteins gebunden
wird (die Initiations-tRNA): Sie bindet direkt in die P-Stelle
(Abbildung 2 a).

Die Initiator-tRNA decodiert das Startcodon, zumeist
AUG, und trigt die Aminosdure Formylmethionin in Bakte-
rien oder Methionin in Eukaryoten (einschlieBlich Archaea).
Das Codon, das dem Startcodon folgt, befindet sich in der A-
Stelle und bestimmt, welche aa-tRNA als nichste gebunden
werden soll (Abbildung 2b). Die aa-tRNA wird in Form eines
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Abbildung 2. Uberblick iiber den Translationszyklus. Durch systemati-
sche Kryo-EM-Studien wurden die Positionen der tRNA und der Elon-
gationsfaktoren auf dem 70S-Ribosom in unterschiedlichen Stadien
des Elongationszyklus bestimmt (siehe Lit. [19], zit. Lit.). Die kleine
30S-Untereinheit ist gelb, die grofe 50S-Untereinheit blau dargestellt.
Die Positionen ribosomaler Elongationsfaktoren wurden auf ein 3D-
Modell des Ribosoms mit 11.5-A-Auflésung ibertragen, um einen
schematischen Uberblick tiber den Elongationszyklus zu erhalten.
Details sind im Text besprochen. Wiedergabe nach Agrawal et al.l'’]

f) e)

terndren Komplexes in die A-Stelle geliefert, der aus einem
Elongationsfaktor (EF-Tu in Bakterien und EFla in Euka-
ryoten), GTP und der aa-tRNA besteht. Nach der GTP-
Hydrolyse verldsst der bindre Komplex EF-Tu-GDP das
Ribosom und die aa-tRNA dockt in die A-Stelle ein (Abbil-
dung 2c¢). Der néchste Schritt ist die Bildung der Peptidbin-
dung, wobei der Peptidylrest der P-tRNA auf den Amino-
acylrest der A-tRNA iibertragen wird. Somit ist der Gesamt-
prozess als Ubertragung der Polypeptidkette auf die neue
Aminosdure zu verstehen, und nicht als eine Addition der
neuen Aminosdure an die Kette. Die Peptidbindung wird im
PTF-Zentrum der gro3en Untereinheit gebildet. Die Bildung
der Peptidbindung hat keine signifikante Verdnderung der
Positionen der beiden tRNAs zur Folge (Abbildung2d),
obwohl die P-Stelle jetzt eine entladene oder unbeladene
tRNA und die A-Stelle eine Peptidyl-tRNA enthilt.

Angew. Chem. 2003, 115, 3586 —3610
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Die nun folgende Bewegung des tRNA,-mRNA-Kom-
plexes auf dem Ribosom (die Translokation) wird durch einen
anderen Elongationsfaktor angetrieben (EF-G in Bakterien
(Abbildung 2 e) und EF2 in Eukaryoten). Im Wesentlichen ist
die Rolle der Elongationsfaktoren auf die Beschleunigung
des Elongationszyklus beschriankt, der damit eine Geschwin-
digkeit von 50 ms pro Elongationszyklus in vivo erreichen
kann. Ohne Elongationsfaktoren ist die Geschwindigkeit
mehr als vier GréBenordnungen niedriger,” was auf der
hohen Energiebarriere (120 kJmol~! in E.-coli-Ribosomen)
zwischen dem prd- und dem posttranslokationalen Zustand
(PRE bzw. POST; Abbildung 2 ¢ und f) beruht.?! Die Trans-
lokation schiebt die desacylierte tRNA in die E-Stelle und die
peptidylierte tRNA in die P-Stelle, wihrend die A-Stelle fiir
die Bindung der nichsten aa-tRNA freigemacht wird (Abbil-
dung 2 f). Die Bindung der nichsten A-tRNA ist mit der
Freisetzung der E-tRNA gekoppelt (Abbildung2g). Auf
diese Weise wiederholt sich der Zyklus (d.h., er beginnt
wieder bei Abbildung 2c¢) bis ein Stoppcodon in der A-Stelle
erscheint. An diesem Punkt entldsst ein Funktionsgeflecht
von Terminationsfaktoren die vollstandige Polypeptidkette,
dissoziiert das Ribosom in seine Untereinheiten und macht
sie damit bereit fiir den nichsten Translationszyklus.

2.1. Initiation der Proteinsynthese: Assoziation und Verbriickung
der ribosomalen Untereinheiten

Die Translation von funktionell aktiven Proteinen ver-
langt, dass die mRNA auf der 30S-Untereinheit so positio-
niert ist, dass als erstes Codon das Startcodon gelesen werden
kann. Eine Initiation vor oder nach dem Startcodon wiirde
entweder verldngerte oder gekiirzte Proteine erzeugen, die
inaktiv sein konnen. Ferner muss das Startcodon in einem
korrekten Leserahmen platziert werden. Da ein Codon aus
drei Nucleotiden besteht, kann sonst der Fall eintreten, dass
die mRNA unter Verlust der genetischen Information in
einem inkorrekten Leserahmen auf der kleinen Untereinheit
positioniert wird. Wir sehen, dass die Prézision und Spezifitét
der Initiationsphase essenziell fiir die Lebensfiahigkeit einer
Zelle ist.

Auf welche Weise nun selektioniert das Ribosom das
korrekte Startcodon und stellt die Spezifitat der Wechselwir-
kung mit der Initiations-tRNA sicher? Tatsdchlich gibt es
keine einfache Antwort auf diese Frage, da der Initiations-
prozess ausgesprochen variantenreich ist. In den meisten
Fillen jedoch wird die nichttranslatierte Region (UTR)
stromaufwiérts von dem Startcodon der mRNA hinzugezogen,
um die mRNA auf der kleinen Untereinheit zu platzieren. In
Bakterien ist der Mechanismus relativ einfach; er schlief3t
einen Strang von Nucleotiden ein (die Shine-Dalgarno-
Sequenz (SD)), der mit der komplementiren Sequenz des
3’-Endes der 16S-RNA (der Anti-SD-Sequenz) in Wechsel-
wirkung tritt. Kiirzlich konnte diese Wechselwirkung anhand
der Fourier-Differenzkarte des 70S-Ribosoms und des
mRNA-Ribosoms direkt identifiziert werden.?!

In Eukaryoten ist die Situation weitaus komplizierter. Im
Wesentlichen ist hier das 5'-Ende der Eukaryoten-mRNA
beteiligt, das mit einer Guanin enthaltenden ,,Cap“-Struktur
modifiziert ist. Die Cap-Struktur wird von spezifischen
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Initiationsfaktoren erkannt, die sowohl die Bindung der
mRNA als auch die der Initiator-Met-tRNA an die 40S-
Untereinheit bestimmen. Die mRNA wird dann stromab-
wirts (in 3'-Richtung) abgetastet, bis das erste AUG-Codon
gefunden wird, das automatisch als Startcodon fungiert. Jetzt
kann die gro3e Untereinheit binden und damit die Protein-
synthese beginnen. In seltenen Fillen enthilt die UTR der
mRNA stabile Sekundirstrukturen, die von groen hetero-
meren Proteinkomplexen erkannt und gebunden werden.
Einige dieser Proteinfaktoren wechselwirken direkt mit der
40S-Untereinheit und vermitteln die genaue Platzierung der
mRNA (Niheres dazu in der Ubersicht von Pestova et al.[*)),

Trotz dieser Unterschiede zwischen der Translationsinitia-
tion in Bakterien und Eukaryoten bestehen doch zahlreiche
Analogien.?! Zum Beispiel sind bei der Bildung des Initia-
tionskomplexes sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryo-
ten eine mRNA und die Initiator-tRNA beteiligt, die an die
kleine Untereinheit binden, sodass die Initiator-tRNA in der
P-Stelle der kleinen Untereinheit erscheint. Dies ist typisch
fiir die Initiation, da in allen folgenden Bindungen eine aa-
tRNA {iiber die A-Stelle in das Ribosom gelangt. Wie in
Abschnitt 2.2.2 dargelegt, ist es die Codon-Anticodon-Wech-
selwirkung in der A-Stelle, die vom Ribosom sorgfiltig
gepriift wird und damit die Genauigkeit der Translation
sicherstellt. Die Initiation umgeht diesen wichtigen Priifungs-
schritt, indem sie eine direkte P-Stellen-Bindung der Initia-
tor-tRNA ermdoglicht.

Wie stellt nun das Ribosom sicher, dass die korrekte
tRNA an das Startcodon gebunden und dieses genau in der P-
Stelle platziert wird? Eine Reihe spezifischer Initiations-
faktoren gewihrleistet die Genauigkeit der P-Stellen-Bin-
dung wihrend der Initiation. In Bakterien wird dieser Prozess
durch drei Initiationsfaktoren, IF1, IF2 und IF3, gesteuert
(sieche Ubersicht von Gualerzi et al.>sl). Kristallstrukturen
von Ribosomenkomplexen, die Proteintranslationsfaktoren
tragen, wurden bislang nur in zwei Féllen gelost, und zwar
vom Komplex mit dem Initiationsfaktor IF1 und mit einer
Doméne von IF3.26:27]

IF3 ist vermutlich der erste Initiationsfaktor, der an die
kleine Untereinheit bindet. Er hat zwei Funktionen:
Zunichst wirkt er als Antiassoziationsfaktor, d.h., er verhin-
dert die Bildung von 70S-Ribosomen, indem er die Assozia-
tion von 30S-Untereinheiten mit 50S-Untereinheiten hemmt.
Des Weiteren spielt er eine wichtige Rolle in der Uber-
priifung der Codon-Anticodon-Genauigkeit in der ribosoma-
len P-Stelle. IF3 setzt sich aus zwei Doménen zusammen, die
durch einen langen lysinreichen Peptidstrang verbunden sind.
Die C-terminale Doméne (CTD) ist sowohl fiir die Riboso-
menbindung als auch fiir die Verhinderung der Assoziation
mit der groBen Untereinheit zustdndig, wihrend die N-
terminale Doméne (NTD) mit der zweiten Funktion in
Verbindung gebracht wurde. Die Kiristallstruktur der CTD
auf der 30S-Untereinheit wurde aufgeklirt; auch ein Ando-
cken der NTD ist den Untersuchungen zufolge moglich.l”!
Die Position der Bindestelle der CTD von IF3 lésst darauf
schlieBen, dass die Antiassoziationsfunktion dieser Doméne
auf einer Konformationsinderung beruht, und nicht wie
zuvor vermutet auf einer direkten sterischen Hemmung. Des
Weiteren wurde vorgeschlagen, dass die korrekte Codon-
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Anticodon-Wechselwirkung der NTD in der P-Stelle nicht
durch unmittelbare Wechselwirkung, sondern durch Ein-
schrinkung des zur Verfiigung stehenden Raumes vermittelt
wird, sodass auf diese Weise nur eine einzige korrekte Codon-
Anticodon-Orientierung moglich ist.l?”)

Gemadlf jiingsten Ergebnissen aus Footprinting-Experi-
menten bindet IF3 im Widerspruch zum geschilderten Modell
in der Weise an die 30S-Untereinheit, dass die CTD direkt die
Untereinheitenassoziation inhibiert.”$! Dies wirft die Frage
auf, ob IF3 moglicherweise zwei Bindestellen auf der 30S-
Untereinheit hat: eine auf der 30S-Untereinheit, die fiir den
Antiassoziationseffekt und die Uberpriifung der Codon-
Anticodon-Wechselwirkung in der P-Stelle maBgeblich
wire, und eine auf dem 70S-Ribosom, bevor es in seine
Untereinheiten dissoziiert.

Obwohl IF1 eine eindeutige Bindestelle auf dem Ribosom
einnimmt, ist seine genaue Funktion bislang unklar. Die
geringe GroBe von IF1 (unter 10kDa) ermoglichte die
Triankung von 30S-Kristallen mit dem Faktor.” IF1 wurde
in der A-Stelle gefunden, was vermuten lésst, dass er eine A-
Stellen-Bindung durch die Initiator-tRNA verhindert. Es
wurde allerdings gezeigt, dass auch faktorfreie 30S-Unterein-
heiten die tRNA ausschliellich in die P-Stelle in Gegenwart
einer geeigneten mRNA binden,? sodass eine zusitzliche
Uberpriifungsfunktion nicht notwendig erscheint. Die Bin-
dung von IF3 induziert weitrdumige Konformationsdnderun-
gen auf der der groBen Untereinheit zugewandten Ober-
fliche; insbesondere ist die Helix h44 der 30S-Untereinheit
betroffen, die zusammen mit IF3 fiir die Assoziation der
Untereinheit eine Rolle spielt.?*) Bakterielle IF2 bindet
spezifisch die Initiator-tRNA und dirigiert sie zu der 30S-
Untereinheit. Die Ubergabe der Initiator-tRNA von IF2 an
die kleine Untereinheit wird von IF1 begiinstigt. Interessan-
terweise enthélt die zentrale Region des Eukaryoteninitia-
tionsfaktors eIF1A ein Motiv, das identisch mit dem in Faktor
IF1 ist (OB-Faltungsmotiv),*! was auf eine analoge Bindung
in die A-Stelle der 40S-Untereinheit schlieBen l4sst. Faktoren,
die zu dem bakteriellen IF2 homolog sind, wurden sowohl in
Eukaryoten (eIF5b) als auch in Archaea (alF5b) nachge-
wiesen. Fiir beide wurde gezeigt, dass sie direkt mit dem
eukaryotischen elFla wechselwirken (siche Ubersicht von
Pestova et al.®! fiir Details). Die Assoziation des 43S-
Préinitiationskomplexes mit der 60S-Untereinheit wird von
dem Faktor eIF5b stimuliert. Es wird angenommen, dass die
Assoziation der kleinen und der grof3en Untereinheit zu einer
ribosomalen Konformationsdnderung fiihrt, die die Hydro-
lyse von GTP durch IF2 oder eIF5b und die Freisetzung
dieser Faktoren vom Ribosom auslost.

Eine Anzahl von Kontaktpunkten zwischen der kleinen
und der groBen Untereinheit (Untereinheitsbriicken) wurde
in den bakteriellen 70S-Ribosomen identifiziert (Abbil-
dung 3a,b).B3 Die funktionelle Bedeutung dieser Unter-
einheitsbriicken wird dadurch unterstrichen, dass entspre-
chende Briicken in dem Eukaryoten-80S-Ribosom gefunden
worden sind (Hefe; Abbildung 3¢ und d).P’! Diese Briicken
scheinen nicht nur fiir die Assoziation der ribosomalen
Untereinheiten wichtig zu sein, sondern spielen wahrschein-
lich auch eine bedeutende Rolle bei der Bewegung der
tRNAs durch das Ribosom (siehe Abschnitt 2.4) sowie bei
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Abbildung 3. Vergleich der Briickenpositionen zwischen den Unterein-
heiten von bakteriellen und Heferibosomen; es sind jeweils die Grenz-
flichen zur benachbarten Untereinheit gezeigt. a, b) Ribosomale 30S-
(blau) und 50S-Untereinheiten (grau) von Thermus thermophilus; die
Briicken sind rot markiert und entsprechend der Nomenklatur von
Gabashvili et al. bezeichnet.?" Die Briicken B1, B2 und B3-B5 sind
blau, griin bzw. orangefarben beschriftet. Wiedergabe nach Cate

et al.? ¢, d) Ribosomale 40S- (gelb) und 60S-Untereinheit (blau) von
Saccharomyces cerevisiae; die Briicken sind rot markiert. Briicken, die
denen von Thermus thermophilus entsprechen, sind blau (B1), griin
(B2) und orangefarben (B3-B5) beschriftet, zusitzliche Briicken in den
Heferibosomen (eB8-eB11) rot. Aus Griinden der Ubersicht sind die
Briicken B6 und B7 nicht gezeigt. Wiedergabe nach Spahn et al.tl

der Signaliibermittlung zwischen dem Decodierungszentrum
auf der kleinen Untereinheit und dem PTF-Zentrum auf der
groBen Untereinheit. Gemif einer niheren Untersuchung
des bakteriellen und des Heferibosoms sind mehrere dieser
Briicken, nimlich B2a, B3, B5a und B5b, an Wechselwirkun-
gen mit der 30S-Helix h44 beteiligt, die wiederum bei der
Decodierung und der Assoziation der Untereinheiten eine
Rolle spielt.

2.2. Die A-Stelle: Decodierung, molekulare Mimikry und
Wechselwirkung mit Antibiotika

AuBler bei der Initiation ist die ribosomale A-Stelle der
Eintrittsort fiir eine beladene aa-tRNA. An dieser Stelle muss
das Ribosom entscheiden, ob die ankommende tRNA
korrekt beziiglich des in der A-Stelle vorliegenden Codons
ist oder nicht, d.h., ob diese tRNA in der A-Stelle akzeptiert
oder zuriickgewiesen werden soll. Die molekularen Details
dieses Entscheidungsprozesses wurden kiirzlich gekldrt und
bestitigten eine zwanzig Jahre alte Hypothese.?® Die A-
Stelle ist Teil der Bindestelle der Elongationsfaktoren. Auf
allen Stufen der Proteinsynthese — Initiation, Elongation und
Termination — wechselwirken Translationsfaktoren mit der
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ribosomalen A-Stelle. Fiir eine Reihe dieser Translations-
faktoren wurden die Strukturen auBerhalb des Ribosoms
aufgeklart. Teile dieser Strukturen sind erstaunlich de-
ckungsgleich zueinander und, was noch wichtiger ist, zu der
tRNA, dem ,,wahren“ Substrat der A-Stelle. Dieses Phéno-
men, die strukturelle Nachahmung eines A-tRNA-Substrats
durch einen Proteinfaktor, ist ein Beispiel fiir molekulare
Mimikry, ein hidufig wiederkehrendes Charakteristikum bei
der Translation (sieche die Ubersicht von Nissen et al.}4]),
dessen umfassende Bedeutung bereits unter Beweis gestellt
wurde. Leider existieren bis heute noch keine Ribosomen-
kristallkomplexe mit Elongations- oder Terminationsfakto-
ren. Ein Grund ist moglicherweise die GroBe der Transla-
tionsfaktoren (40-80kDa), die einfache Einweichexperi-
mente verhindert und stattdessen die Anwendung von
Kryo-Elektronenmikroskopie erfordert. Deshalb stammt
unsere heutige Strukturinformation zu diesen Komplexen
aus Kryo-EM-Studien. Die Einweichtechnik ist dagegen bei
kleinen Liganden, z. B. Antibiotikamolekiilen, in ribosomalen
Kristallen sehr erfolgreich. Die Decodierungsstelle ist
Angriffspunkt fiir eine Reihe von wirksamen Translations-
hemmern. Die Strukturen dieser Antibiotika, darunter Tetra-
cycline, Paromomycin, Streptomycin, Hygromycin und Spec-
tinomycin, sind mit atomarer Auflosung in Komplexen mit
30S-Untereinheiten gelost worden.

2.2.1. Das generelle Problem der Aminoacyl-tRNA-Selektion

Sobald die Initiationsfaktoren das Ribosom verlassen
haben, trdgt das Ribosom nur eine aa-tRNA, und zwar in der
P-Stelle. Das Codon in der benachbarten A-Stelle ist nur fiir
eine bestimmte tRNA mit dem entsprechenden komplemen-
tdren Anticodon, die cognate tRNA, spezifisch. Jedoch gibt es
eine grofle Zahl anderer tRNA-Kompetitoren, die den
Selektionsprozess storen konnen: 41 tRNAs mit unterschied-
lichen Anticodons existieren in dem Bakterium Escherichia
coli und noch einige mehr in den eukaryoten Zellen. Das
Selektionsproblem wird dadurch verschérft, dass drei bis fiinf
oder sechs dieser tRNAs (bezeichnet als nah-cognate tRNAs)
ein Anticodon tragen, das dem der cognaten tRNA weitge-
hend é&hnelt. Die iibrigen etwa 90% tRNAs haben kein
dhnliches Anticodon und werden deshalb als nichtcognate
tRNAs bezeichnet. Das Problem der Selektion wird weiter
dadurch erschwert, dass die aa-tRNA in Form des terniren
Komplexes in die A-Stelle bindet, d. h. in einem Komplex mit
dem Elongationsfaktor EF-Tu und GTP. Das Ribosom muss
deshalb zwischen relativ groflen terndren Komplexen
(72 kDa) unterscheiden, die wegen der zahlreichen Beriih-
rungspunkte eine grofe Bindefliche zum Ribosom haben,
wihrend fiir die Unterscheidung (Diskriminierung) nur ein
Bruchteil dieser Bindeflidche, das Anticodon (1 kDa), genutzt
werden kann.

Dieses Verhiéltnis von groBer Bindefliche und kleiner
Diskriminierungsfliche kann direkt auf die entsprechenden
Energien projiziert werden: Die Bindung wird dominiert
durch eine groBe Freie Bindungsenergie, sodass nur ein
kleiner Anteil in Form von Diskriminierungsenergie zur
Verfiigung steht. Das ungewohnliche molekulare Selektions-
problem des Ribosoms besteht darin, dass der riesige Anteil
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der Bindungsenergie bei den 41 unterschiedlichen ternéren
Komplexen (E. coli) identisch ist, und die Diskriminierung
auf dem winzigen Bruchteil der Diskriminierungsenergie
beruht. Das Unterscheidungspotential der Diskriminierungs-
energie kann nur unter Gleichgewichtsbedingungen genutzt
werden. Das bedeutet, dass wegen der grof3en Bindungs-
energie das Gleichgewicht erst nach einer relativ langen Zeit
erreicht werden kann — in anderen Worten muss der Prozess
langsam sein, wenn er genau sein will.

Da wir wissen, dass die Proteinsynthese ein relativ
schneller und akkurater Prozess ist, muss das Ribosom
dieses Problem irgendwie 16sen. Aber wie? Hierzu wurde
ein Modell vorgeschlagen, demzufolge die A-Stellen-Beset-
zung in zwei aufeinander folgenden Schritten erfolgt: einem
Decodierungsschritt und nachfolgend einem Akkomodati-
onsschritt (siche Ubersicht in Lit. [35]). Wihrend des Deco-
dierungsschrittes befindet sich die A-Stelle in einem niedri-
gen Affinitdtszustand, der die Wechselwirkung des ternédren
Komplexes im Wesentlichen auf Codon-Anticodon-Wechsel-
wirkungen reduziert und damit die allgemeinen Kontakte der
tRNA auflerhalb des Anticodons sowie des Elongations-
faktors EF-Tu mit dem Ribosom ausschlieft. Indem die
Bindungsfldche des terndren Komplexes auf die Diskriminie-
rungsfliche eingeschrinkt wird, d.h. auf das Anticodon, ist
die nun in Betracht zu ziehende Bindungsenergie klein und
mehr oder minder identisch mit der Diskriminierungsenergie.
Weil die Bindungsenergie klein ist, kann sich das Gleich-
gewicht rasch einstellen, was zudem die Genauigkeit der
Reaktion sicherstellt. Der zweite Schritt, die Akkomodation
in die A-Stelle, verlangt die Freisetzung der aa-tRNA aus
dem terndren Komplex zur Bindung in die A-Stelle. Dieser
Schritt nutzt die nichtdiskriminatorische Bindungsenergie,
um die tRNA prizise in die A-Stelle und den anhidngenden
Aminoacylrest in das PTF-Zentrum der groen Untereinheit
zu positionieren und so eine Peptidbindung zu ermoglichen.
Wir werden spiter sehen, dass die Akkomodation der aa-
tRNA in die A-Stelle von der Entlassung der E-tRNA
begleitet ist. Augenscheinlich liegt diesem zweiten Schritt der
A-Stellen-Bindung eine groBere Konformationsdnderung des
Ribosoms zugrunde,?!! weshalb es sich vermutlich um einen
gegeniiber dem Decodierungsschritt langsamen Prozess han-
delt. Die A-Stellen-Bindung ist demnach ein gekoppelter
Prozess aus einem schnellen Initiations- oder Decodierungs-
schritt und einem langsamen Akkomodationsschritt. Dies hat
die wichtige Konsequenz, dass der erste Schritt unter Gleich-
gewichtsbedingungen ablduft, selbst wenn sich das gesamte
System im Flie3gleichgewicht befindet. Der Gesamtprozess —
ein schneller Decodierungsschritt mit nachfolgendem lang-
samen Akkommodationsschritt — nutzt somit das Diskrimi-
nierungspotential von Codon und Anticodon effizient und bei
hoher Proteinsynthesegeschwindigkeit.

Kiirzlich wurde der erste Schritt der A-Stellen-Bindung
(niedrige A-Stellen-Affinitdt) durch Kryo-EM untersucht,
wobei der ternidre Komplex in der A-Stelle mit dem Anti-
biotikum Kirromycin blockiert wurde.?*31 Kirromycin lésst
zwar die GTP-Hydrolyse von EF-Tu zu, blockiert aber die
darauffolgende Konformationsidnderung von EF-Tu in die
GDP-Konformation und damit die Dissoziation vom Ribo-
som. Die Kryo-EM-Rekonstruktion ldsst vermuten, dass die
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Anticodon-Stammschleife (ASL) innerhalb des ternidren
Komplexes um etwa 40° abgewinkelt ist, was eine Codon-
Anticodon-Wechselwirkung zuldsst, wihrend die ibrige
tRNA noch nicht in der A-Stelle angekommen ist (siche
Abbildung 2b).B

Wie schon angedeutet, ist die Akkomodation einer aa-
tRNA in die A-Stelle von der Dissoziation von EF-Tu-GDP
vom Ribosom begleitet, einem Prozess, der wiederum mit der
vorhergehenden Hydrolyse von GTP gekoppelt ist. Deshalb
ist der Befund bemerkenswert, dass in Escherichia coli bis zu
zwei GTP beim Einbau einer cognaten tRNA und bis zu sechs
GTP beim FEinbau einer nah-cognaten tRNA hydrolysiert
werden, wihrend nichtcognate tRNAs nicht in der Lage sind,
die EF-Tu-abhingige GTP-Hydrolyse auszuldsen. Dies ist
ein weiterer wichtiger Beleg dafiir, dass die tRNA-Selektion
im Wesentlichen durch die Erkennung der Codon-Antico-
don-Wechselwirkung im ersten Bindungsschritt dominiert
wird. Die néchste naheliegende Frage lautet: Wie werden
cognate und nah-cognate tRNAs unterschieden? Diese Frage
kann, wie im nichsten Abschnitt 2.2.2 beschrieben, auf
molekularer Ebene beantwortet werden.

2.2.2. Decodierung einer Aminoacyl-tRNA

Vor zwanzig Jahren schlug Potapov ein Modell fiir die
Unterscheidung von cognaten und nah-cognaten aa-tRNAs
vor.?%l Nach diesem Modell erkennt das Decodierungszent-
rum des Ribosoms den Anticodon-Codon-Duplex, d.h., es
wird die stereochemische Korrektheit der Watson-Crick-
Basenpaarung sowie die korrekte Lage des Phosphat-
Zucker-Riickgrats innerhalb dieser Struktur iiberpriift.
Diese Hypothese wurde mit einer mRNA getestet, die ein
einziges DNA-Codon innerhalb des RNA-Kontextes ent-
hielt.?®! Falls die Stabilitit der Basenpaare, d.h. die der
Wasserstoffbriicken zwischen den Codon- und Anticodonba-
sen der Watson-Crick-Paare, ausschlaggebend fiir den Erken-
nungsschritt ist, sollte eine 2'-Desoxybase innerhalb des
Codons den Decodierungsprozess nicht beeintrdchtigen.
Wird jedoch die stereochemische Korrektheit der Basenpaa-
rung unter Beteiligung der Position des Zuckerrestes getestet,
sollte eine 2'-Desoxybase den Decodierungsprozess storen.
Das Ergebnis dieser Studien war, dass ein Desoxycodon in
der A-Stelle verheerend fiir die tRNA-Bindung in diese Stelle
war, wihrend ein Desoxycodon in der P-Stelle die tRNA-
Bindung in diese Stelle nicht beeinflusste. Damit konnten
vormalige Ergebnisse erkldart werden, nach denen eine DNA
nicht die Funktion einer mRNA iibernehmen kann (sieche
Potapov et al.,?! zit. Lit.).

Kiirzlich konnten die Komponenten des Ribosoms, die an
der Decodierung beteiligt sind, kristallographisch bei 3.1 A
Auflosung direkt identifiziert werden.?”! Die 30S-Unterein-
heiten von Thermus thermophilus ist in dem Kiristall so
angeordnet, dass der Sporn (h6) einer Untereinheit in die
P-Stelle der benachbarten ragt und auf diese Weise eine
Anticodon-Stammschleife einer P-tRNA imitiert. Eine
zweite Uberraschung war, dass das 3-Ende der 16S-RNA
die Rolle der mRNA fiir das P-tRNA-Imitat {ibernimmt und
sich bis in das Decodierungszentrum erstreckt. Damit nimmt
diese 30S-Untereinheit eine Konformation ein, wie sie inner-
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halb eines 70S-Ribosoms vorliegt, womit es Ramakrishnan
et al. gelang, in dem Kristall ein ASL-Fragment (ASL-tRNA)
in die A-Stelle und ein komplementéres Hexanucleotid zu
binden und auf diese Weise die Decodierung einer aa-tRNA
zu untersuchen.?’]

Die Bindung einer mRNA und einer cognaten aa-tRNA
induziert zwei grolere Umordnungen des ribosomalen Deco-
dierungszentrums. Dabei drehen sich die universell konser-
vierten Reste A1492 und A1493 aus der internen Schleife von
h44 heraus, wihrend die universell konservierte Base G530
von einer syn- in eine anti-Konformation wechselt. Durch
diesen Prozess kann A1493 die kleine Furche des ersten
Basenpaares der Codon-Anticodon-Helix in der A-Stelle
erkennen. Das erste Basenpaar zwischen ASL-tRNA und der
mRNA besteht aus Position A36 und Ul in Abbbildung 4a,
und die Erkennung erfolgt iiber das ,,A-minor“-Motiv vom
TypI. An der Erkennung sind drei Wasserstoffbriicken
beteiligt, die A1493 mit dem ersten Paar des Codon-Anti-
codon-Duplex bildet (zwei mit den 2'-OH-Gruppen von A36
und Ul und eine dritte mit O2 von Ul). Entgegen einer
durchaus realistischen Vorstellung ist die dritte Wasserstoff-
briicke nicht sequenzspezifisch, da die O2-Position der
Pyrimidine und die N3-Position der Purine, beides H-Brii-
cken-Acceptoren, identische Positionen in der kleinen Furche
einer Doppelhelix einnehmen.

Das zweite Basenpaar (A35-U2) wird ebenfalls durch 2'-
OH-Wechselwirkungen — diesmal aber von zwei Basen
(A1492 und G530) - iiberpriift (diese Typ-2-Wechselwirkung
eines ,,A-minor“-Motivs ist in Abbildung 4b gezeigt). A1492
und G530 werden in ihren Positionen durch sekundire

350(512) A1492

__._‘0513‘-1 {

Abbildung 4. Die Decodierungsprinzipien der ribosomalen A-Stelle.

a) Das erste Basenpaar einer Codon-Anticodon-Wechselwirkung (Posi-
tion 1) wird vom ,,A-minor“-Motiv vom Typ | erkannt: A1493 bindet
tiber H-Briicken in die kleine Furche des A36-U1-Basenpaares (gepunk-
tet). b) Die Erkennung der Position 2 erfolgt tber ein ,,A-minor“-Motiv
vom Typ II: A1492 und G530 erkennen im Tandem, ebenfalls tiber H-
Briicken, die stereochemische Korrektheit des A35-U2-Basenpaares.

c) Das dritte Basenpaar G34-U3 (Wobble-Basenpaar) wird weniger
rigoros uiberpriift. C1054 stapelt auf G34, wihrend U3 direkt mit G530
wechselwirkt und iiber ein Magnesium-lon (magenta) indirekt mit
C518 und Prolin 48 von S12. Alle Nucleotide, die bei der Uberpriifung
von Position 1 und 2 beteiligt sind, sind universell konserviert. Wieder-
gabe nach Ogle et al.’
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Wechselwirkung mit dem ribosomalen Protein S12 (Serin 50)
und einem weiteren universell konservierten Rest C518
festgekeilt. Damit erscheint die Uberpriifung des mittleren
Basenpaares eines Codon-Anticodon-Duplex noch rigider zu
verlaufen als die des ersten Basenpaares. Dies passt gut zu der
Beobachtung, dass das mittlere Basenpaar die wichtigste
Rolle bei der Codierung einer Aminoséure spielt, gefolgt vom
ersten Basenpaar; das dritte Basenpaar spielt eine geringere
und in vielen Fillen sogar keine Rolle bei der Decodierung
der mRNA-Information. Im Einklang damit ist die Uber-
priifung der dritten Position weniger rigoros, was Spielraum
fiir ,,Wobble-Wechselwirkungen® lidsst (Abbildung 4c). Tat-
sdchlich bleibt die kleine Furche des dritten Basenpaares
exponiert — trotz direkter Wechselwirkungen mit C1054 und
G530 und einer indirekten Wechselwirkung, die durch ein
Metallion eine Verbindung zu C518 und dem Prolinrest 48 des
ribosomalen Proteins S12 herstellt. Die Ergebnisse bestétigen
die Potapov-Hypothese und veranschaulichen, wie die Deco-
dierung auf der Erkennung der korrekten Stereochemie der
A-Form des Codon-Anticodon-Duplex erfolgt. Die Tatsache,
dass die beteiligten Komponenten universell konserviert sind,
lasst den Schluss zu, dass der Mechanismus der Decodierung
fiir alle Ribosomen identisch ist.

Schon im Vorfeld der Potapov-Hypothese wurde vorge-
schlagen, dass das Ribosom einen ,,Proofreading-Mechanis-
mus“ nutzt, um die Genauigkeit der Translation zu ver-
bessern.l*>4l Der vorgeschlagene Mechanismus sieht eine
wiederholte Selektion des korrekten Substrats vor, indem
nach der anfanglichen Bindung der A-tRNA die Korrektheit
dieser tRNA ein zweites Mal iiberpriift und danach die tRNA
entlassen werden kann. Die zweite Selektion erfolgt nach der
Freisetzung von EF-Tu-GDP (nach den urspriinglichen Proof-
reading-Hypothesen sollte die bei der GTP-Hydrolyse frei-
werdende Energie direkt fiir diese Reselektion genutzt
werden), weshalb der GTP-Verbrauch fiir den Fehleinbau
einer nah-cognaten Aminosiure ein Ma@ fiir den Stellenwert
des Proofreading-Mechanismus innerhalb der Translations-
genauigkeit ist. Die Kristallstrukturen von EF-Tu und Ribo-
som belegen, dass auf dem Ribosom kein aktives Zentrum fiir
einen Proofreading-Mechanismus existiert. Deshalb muss ein
Proofreading-Mechanismus im Falle des Ribosoms auf einen
kinetischen Effekt reduziert werden,*?! der nach der Freiset-
zung des bindren Komplexes EF-Tu-GDP eintritt: Die Bin-
dungsenergie im Decodierungsschritt (des ersten Schrittes
der A-Stellen-Bindung, siche Abschnitt2.2.1) ist fiir die
Bindung der schlechter passenden nah-cognaten aa-tRNA
geringer als fiir die Bindung der cognaten aa-tRNA. Deshalb
ist auch die Wahrscheinlichkeit, die fiir die Akkomodation
notwendige groBBere Konformationsdnderung auszuldsen, bei
einer nah-cognaten aa-tRNA kleiner, womit sich deren
Verweilzeit in der schwach affinen A-Stelle verldangert (was
gemessen werden konnte).¥] Der nah-cognaten aa-tRNA
bietet sich somit ldnger die Gelegenheit, von der gering
affinen A-Stelle ,,herunterzufallen“. Die erneute Bindung der
nah-cognaten aa-tRNA ist in Gegenwart der konkurrieren-
den terndren Komplexe, die wegen der Gegenwart von EF-Tu
eine um zwei bis drei GrofSenordnungen hohere Affinitét fiir
die A-Stelle aufweisen, unwahrscheinlich.*4!
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Der Stellenwert des Proofreading-Schrittes kann quanti-
fiziert werden, wenn man die Tatsache nutzt, dass der
Proofreading-Mechanismus eine Folge der EF-Tu-abhéngi-
gen GTP-Hydrolyse ist. Die Genauigkeit der aa-tRNA-
Selektion in Gegenwart von EF-Tu und eines nichtspaltbaren
GTP-Analogons wurde zu 1:1000 bestimmt,*! d.h., ohne
Proofreading kann der erste Selektionsschritt, die Anfangs-
bindung, eine Genauigkeit erreichen, die nur um den Faktor 3
unter der In-vivo-Genauigkeit (d.h. mit Proofreading) von
1:3000 liegt. Der gleiche Faktor wurde bei der Messung des
GTP-Verbrauchs pro eingebauter cognater gegeniiber nah-
cognater Aminosdure festgestellt.” Mit anderen Worten
vermindert der kinetische Proofreading-Mechanismus den
Fehleinbau nur um den Faktor 3. Damit ist klar, dass der
entscheidende Beitrag zur Genauigkeit der Translation
(Faktor 1000) von der Anfangsbindung und damit der
stereochemischen Uberpriifung des Codon-Anticodon-
Duplex herrithrt — so wie es von Potapov vorhergesagt
wurde — und der Proofreading-Mechanismus eine unter-
geordnete Rolle spielt. Kiirzlich wurde die Diskriminierungs-
kraft der A-Stelle an 70S-Ribosomen direkt mithilfe von
cognaten und nah-cognaten ASL-tRNA-Fragmenten unter-
sucht. Das Ergebnis stimmt qualitativ mit der hier vorge-
stellten Sichtweise iiberein: Der Decodierungsschritt ohne
Proofreading verlduft den Messungen zufolge mit einer
Genauigkeit zwischen 1:350 und 1:500 und bildet somit auch
in diesem Beispiel den Hauptbeitrag zur Translationsgenau-
igkeit.[*]

2.2.3. Molekulare Mimikry in der ribosomalen A-Stelle

Die A-Stelle bindet nicht nur tRNAs, sondern auch einige
Translationsfaktoren in verschiedenen Stufen des Elonga-
tionszyklus. Die ersten Strukturen von Faktoren dieser
Gruppe, die gelost werden konnten, waren die der Transla-
tionsfaktoren EF-G¥#! und EF-Tu.*>% Uberraschender-
weise hat die Struktur des terndren Komplexes EF-
Tu-GTP-tRNAPY eine bestechende Ahnlichkeit mit der von
EF-G-GDP, und zwar nehmen die Doménen 3-5 von EF-G
sehr exakt die Form der tRNA innerhalb des ternédren
Komplexes ein (Abbildung 5a und b; siche Ubersicht bei
Nissen et al.B?4). Dieser Befund lie3 den Schluss zu, dass die
Bindungstasche der A-Stelle die Translationsfaktoren zu
einer tRNA-dhnlichen Gestalt zwingt. Die in den folgenden
Jahren aufgelosten Strukturen unterschiedlicher Termina-
tionsfaktoren, die ebenfalls mit der A-Stelle wechselwirken,
stiitzen dieses Konzept. Die iiberzeugendste tRNA-Mimik
iiberhaupt wurde in der Struktur des Ribosomen-Recycling-
Faktors (RRF) gefunden, der eine dhnliche L-Form sowie die
AusmaBe der tRNA hat (Abbildung 5¢).*! Die Strukturen
des bakteriellen RF2-Faktors (Abbildung 5d)P% und des
eukaryotischen menschlichen eRF1P7 weichen signifikant
von der Standardstruktur einer tRNA ab, obwohl auch dieser
Faktor die A-Stelle ausfiillen sollte wie eine tRNA. Eine
Domine sollte Wechselwirkungen mit der Decodierungs-
stelle der kleinen Untereinheit eingehen und eine andere das
PTF-Zentrum auf der grolen Untereinheit erreichen. Dieser
Widerspruch von Struktur und Voraussage konnte kiirzlich
gelost werden: Nach Kryo-EM-Analysen von Terminations-
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a)

Abbildung 5. Molekulare Mimikry: Translationsfaktoren kopieren die
Form der tRNAs. Kristallstrukturen von a) EF-G-GDP mit den Domi-
nen 3-5 in Gelb (pdb1fmn),”? b) EF-Tu-GTP-tRNA (pdb1ttt),*" c) RRF
(pdb1eh1),B4 d) RF2 (pdb1gge)." e) Kryo-EM-Rekonstruktionen von
RF2 (rot), das an das E.-coli-70S-Ribosom gebunden ist (30S in Gelb
und 50S in Blau). DC: Decodierungszentrum, GAC: GTPase-assoziier-
tes Zentrum, P: P-Stellen-tRNA, PTC: Peptidyltransferasezentrum.

f) Die RF2-Kristallstruktur wurde in die Elektronendichte von RF2, wie
in (e) gezeigt, hineinmodelliert. In (d) und (f) kennzeichnen rémische
Ziffern die RF2-Dominen, die jeweils gleich angefirbt sind; die GGQ-
und SPF-Motive sind mit Grau und Rosa hervorgehoben. Die gestri-
chelte Linie markiert die Grenze zwischen der RF2-Elektronendichte
und der des Ribosoms. Die Abbildungen der Kristallstrukturen wurden
mit dem Swisspdb-ViewerP! angefertigt und mit POVRAY ausgegeben.
Wiedergabe der Kryo-EM-Bilder nach Rawat et al.F%]

komplexen, bei denen Ribosomen RF2 gebunden hatten,
lagern sich die Doménen von RF2 nach der Bindung an das
Ribosom drastisch um (Abbildung 5¢).5%%] Dieser Konfor-
mationswechsel ermoglichte die exakte Bestimmung funk-
tioneller Bereiche dieses Proteinfaktors. Zum Beispiel befin-
den sich in der Kristallstruktur das ,, Tripeptid-Anticodon*
und das GGQ-Motiv lediglich in einem Abstand von 23 A
(Abbildung 5d), obwohl diese Regionen mit dem Stoppco-
don bzw. mit dem PTF-Zentrum wechselwirken sollten, was
eine Trennung der beiden Bereiche um ungefihr 70 A
erfordern wiirde. Tatsédchlich wurde diese Bedingung beim
Einpassen der Struktur von RF2 in die Elektronendichte des
Faktors innerhalb des Terminationskomplexes erfiillt (Abbil-
dung 5 £).58%]

Die strukturelle Nachahmung einer tRNA durch RRF
wurde anhand von Sondierungsexperimenten mithilfe von
Hydroxylradikalen in Zweifel gezogen. Diese Untersuchun-
gen deuteten darauf hin, dass RRF exakt umgekehrt auf dem
Ribosom zu liegen kommt als es die tRNA-Mimik erwarten
lisst.[! Die Uberpriifung dieses Befundes durch Kryo-EM
ribosomaler RRF-Komplexe steht noch aus. Dass sich RRF
bei der Bindung an das Ribosom dhnlich umordnet wie RF2
scheint eher unwahrscheinlich zu sein. Offenbar sollte im Fall
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von RRF eher von einer funktionellen als von einer
strukturellen Mimikry gesprochen werden.

Nach Freisetzung der Polypeptidkette durch einen der
Terminationsfaktoren bindet der RRF an das Ribosom und
vermittelt die Dissoziation des Ribosoms in seine Unterein-
heiten, wodurch diese fiir den nichsten Translationszyklus
bereitgestellt werden. Dieser Prozess wird durch den EF-G
gefordert, der einem Vorschlag zufolge den RRF von der A-
Stelle in die P-Stelle transloziert; auf dhnliche Weise ver-
mittelt der EF-G eine tRNA wihrend der Translokation.[°!

Die Mimikry einer RNA durch ein Protein diirfte inner-
halb des Ribosoms ein weiter verbreitetes Merkmal sein als
zunédchst angenommen. Ribosomen in Organellen (Chloro-
plasten, Mitochondrien) enthalten gewdhnlich kiirzere
rRNAs als E. coli. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
diese TRNA-Verluste sowohl in der GroBe als auch in der
Form durch ribosomale Proteine kompensiert werden, die
zum Teil spezifisch fiir die Organellen-Ribosomen sind.[?
Mitochondrien sind ein extremes Beispiel insofern, als die
Proteinanteile des Ribosoms zwei Drittel der Masse (gegen-
iiber einem Drittel in E.-coli-Ribosomen) ausmachen. Die
reduzierte TRNA besteht vornehmlich aus universell kon-
servierten Resten, die in den aktiven Zentren des Ribosoms,
d.h. im Decodierungszentrum der 30S-Untereinheit und im
PTF-Zentrum auf der groBen Untereinheit, zu finden sind,
was die Bedeutung dieser Regionen unterstreicht.

2.2.4. Antibiotische Antagonisten der A-Stellen-Decodierung

Bis heute sind die Strukturen von sieben Antibiotika im
Komplex mit der 30S-Untereinheit gelost worden: von
Tetracyclin, Paromomycin, Spectinomycin, Streptomycin,
Pactamycin, Hygromycin B und Edein.[?”-3%¢465 Die priméiren
Bindungsstellen dieser Antibiotika sind zwar unterschiedlich,
befinden sich aber sdmtlich in wichtigen funktionellen
Regionen der 30S-Untereinheit, d.h. rRNA-reichen Regio-
nen, die mit der tRNA wechselwirken oder an der Bewegung
der tRNA wihrend der Translokation beteiligt sind. Hier
wollen wir uns auf Tetracyclin und Paromomycin beschrén-
ken, beide Antibiotika, die in die Decodierungsstelle binden.

In unabhingigen Untersuchungen wurden mindestens
zwei Tetracyclinbindestellen auf der 30S-Untereinheit identi-
fiziert (Abbildung 6a).?"-%] In beiden Fillen wurde die Stelle
mit der hochsten Besetzung, eine Spalte zwischen Kopf und
Schulter der 30S-Untereinheit, als die priméire Bindungsstelle
aufgefasst (Abbildung 6b). In dieser Position wechselwirkt
Tetracyclin, das ein System von vier anellierten Ringen bildet,
mit der 16S-RNA iiber Sauerstoffatome einer Seite des
Molekiils. Die O-Atome bilden Wasserstoffbriicken mit dem
exponierten Zucker-Phosphat-Riickgrat der Helix h34. Diese
Anordnung und Wechselwirkung ist insofern tiberraschend,
als Tetracyclin mit seiner hydrophilen Seite an die 16S-RNA
bindet, wihrend die hydrophobe Seite in das Lumen der A-
Stelle ragt; tiblicherweise lagern sich hydrophobe Regionen
der Molekiile aneinander. Es steht zu erwarten, dass die
primére Tetracyclinbindestelle mit der Position der A-Stellen-
tRNA iberlappt, womit die Tetracyclin-Hemmung im
Wesentlichen auf einer Hemmung der aa-tRNA-Bindung
bei der Akkomodation in die A-Stelle beruht. Aus zwei
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Abbildung 6. Bindung von Tetracyclin (Tet) an die 30S-Untereinheit
von Thermus thermophilus. a) Uberblick tiber die primére und sekun-
dire Tet-Bindestelle (rot). b) Die primire Bindestelle in stirkerer Ver-
gréRerung mit der Position der A-Stellen-tRNA (rot) und der mRNA
(gelb). Helix18 (braun), h31 (griin), h34 (blau) und h44 (cyan) sind im
Bandformat dargestellt. c) Die sekundire Bindestelle umfasst h11 (vio-
lett) und h27 (gelb). Der im Text erwdhnte Schalter beruht auf der
Umwandlung der Basenpaarkonfiguration von Rot zu Griin. Die Abbil-
dung (a) wurde aus der pdb-Datei THNW mit Swisspdb-Viewert*]
erzeugt und mit POVRAY ausgegeben. Wiedergabe der Abbildun-

gen (b) und (c) in verdnderter Form nach Brodersen et al.l*’]

Griinden ist es unwahrscheinlich, dass der erste Schritt der aa-
tRNA-Bindung, d.h. die Initialbindung oder Decodierung,
von Tetracyclin beeinflusst wird: 1) Die Tetracyclinbinde-
stelle befindet sich auf der tRNA-Seite, die der initialen
Codon-Anticodon-Wechselwirkung gegeniiberliegt. 2) Wih-
rend der Ubergabe der aa-tRNA in die A-Stelle wird die
Anticodon-Stammschleife der aa-tRNA von EF-Tu geknickt
und in einem Winkel priisentiert,?>¥" sodass offenbar Kon-
takte zwischen der initialgebundenen tRNA und gebundenem
Tetracyclin vermieden werden.?-%] Dies erkldrt, warum
Tetracyclin nicht die EF-Tu-abhidngige GTP-Hydrolyse
hemmt,[*! einen Schritt, der nach der initialen Bindung des
terndren Komplexes ablduft. Die rRNA-Basen der priméren
Bindestelle von Tetracyclin sind zwischen Prokaryoten und
Eukaryoten nur schwach konserviert, und die universelle
Hemmwirkung von Tetracyclin geht auf dessen nahezu
ausschlieBliche Wechselwirkung mit dem Zucker-Phosphat-
Riickgrat zuriick. Im Unterschied dazu sind die Bindungs-
stellen von Pactamycin, Edein und Hygromycin B hochkon-
serviert, sodass der universelle Mechanismus auf der Wech-
selwirkung mit den konservierten Basen beruht.

Die sekundire Bindestelle von Tetracyclin liegt eingekeilt
zwischen h11l und h27 im Korper der 30S-Untereinheiten
(Abbildung 6¢). In der Helix h27 kénnen Basen verschoben
werden, ohne dass sich die Zahl der Basenpaare verdndert;
das System wurde dementsprechend als ,, Konformations-
schalter bezeichnet.[] Das Protein Tet(O) entfernt Tetracyc-
lin vom Ribosom und erzeugt damit eine Resistenz gegen
Tetracyclin. Schutzexperimente mit Dimethylsulfat in Gegen-
wart von Tet(O) zeigten, dass dieses Protein Tetracyclin von
der priméren, nicht aber von der sekunddren Bindestelle
entfernt.[8! Somit erscheint es unwahrscheinlich, dass die
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sekunddre Stelle bei der Tetracyclin-Hemmung eine Rolle
spielt.

Die Bindestelle des Aminoglycosids Paromomycin, das
den Translationsfehler verstirkt, wurde mit 3 A Auflosung
bestimmt; Wechselwirkungen wurden ausschlieflich mit h44
der 16S-RNA identifiziert.?” %! Die Bindung von Paromomy-
cin induziert ein Ausschwenken der universell konservierten
Reste A1492 und A1493 von h44 auf dhnliche Weise, wie es in
Gegenwart einer cognaten aa-tRNA in der A-Stelle beob-
achtet wird. Dieser Konformationswechsel wird dadurch
erzwungen, dass einer der vier Ringe von Paromomycin
(RingI) in h44 eingebaut wird. In dieser Position dhnelt
Ring I einer Nucleotidbase, die gegen G1491 stapelt und eine
H-Briicke mit A1408 eingeht. Die Stabilitdt dieser Kon-
formationsédnderung wird verstiarkt durch eine Wasserstoff-
briicke zwischen RingI und dem Riickgrat des herausge-
drehten Restes A1493. Ring I und Ring II von Paromomycin
kommen in einigen anderen Aminoglycosiden vor, z. B. in den
Antibiotika der Neomycin-, Gentamycin- und Kanamycin-
Familien, was vermuten ldsst, dass der bei diesen Antibiotika
gefundene erhohte Translationsfehler auf einem &hnlichen
Mechanismus beruht.

Wie wir im Abschnitt2.2.2 gesehen haben, wird die
Bildung einer korrekten Codon-Anticodon-Wechselwirkung
durch Wechselwirkungen des ,,A-minor“-Motivs zwischen
A1492 und A1493 mit der Codon-Anticodon-Helix iiberpriift.
Vermutlich wird die Energie, die zum Herausdrehen von
A1492 und A1493 benétigt wird, durch kompensatorische
Wechselwirkungen der Codon-Anticodon-Helix aufgebracht,
die damit diese Konformation stabilisieren. In Gegenwart
nah-cognater tRNA werden diese kompensatorischen Wech-
selwirkungen nicht gebildet, womit das Herausdrehen von
A1492 und A1493 nicht stabilisiert und keine A-Stellen-
Akkomodation erreicht werden kann. Offenbar konnen in
Gegenwart von Paromomycin die normalerweise nichtkom-
pensierten Energieverluste aufgebracht und so das Heraus-
drehen von A1492 und A1493 in eine offene Konformation
induziert werden. Im Ergebnis kann damit in Gegenwart von
Paromomycin auch eine nah-cognate tRNA mit grofler
Wabhrscheinlichkeit vollstdndig in der A-Stelle akkomodiert
werden, was zum Fehleinbau der zugehorigen Aminosédure
fiihrt und die Fehlerquote der Proteinsynthese erhoht.

2.3. Die P-Stelle und das Peptidyltransferasezentrum

Die Frage nach dem katalytischen ,,Herzstiick“ des
Ribosoms, dem Peptidyltransferasezentrum, war schon
immer von Kontroversen umgeben. Anfangs stand die
Frage im Vordergrund, ob das aktuelle Zentrum vornehmlich
aus Proteinen oder RNA besteht. Die Antwort auf diese
Frage gab die Kristallstruktur der 50S-Untereinheit, insbe-
sondere die des 50S-Komplexes mit einem Molekiil, von dem
man annahm, es sei ein Intermediat der PTF-Reaktion.[®! Die
Lokalisierung des Intermediats ergab zweifelsfrei, dass das
katalytische Zentrum des Ribosoms ausschlieBlich von RNA
gebildet wird. Weiterhin ergab die Analyse der Reste, die sich
unmittelbar neben den CCA-Enden des tRNA-Analogons
befinden, dass der PTF-Reaktion vermutlich ein allgemeiner
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Sdure-Base-Katalysemechanismus zugrunde liegt, der den
universell konservierten Nucleotidrest A2451 als zentrales
Element einschlie3t. Dieser Vorschlag wurde von einer Reihe
von Arbeitsgruppen anhand gegenteiliger biochemischer und
genetischer Belege attackiert.’"72 Die im Gang befindliche
Kontroverse konzentriert sich auf den exakten katalytischen
Beitrag des Ribosoms und die mogliche Beteiligung von
Nucleotiden.”” Somit hat sich die Debatte von der Frage
»RNA oder Proteine als Bausteine der katalytischen
Doméne 7 auf detaillierte mechanistische Fragen verlagert.

In Abschnitt 2.3.1 analysieren wir die Wechselwirkungen
der Peptidyl-tRNA an der P-Stelle — sicher die tRNA-
Bindestelle, zu der die genauesten Informationen vorliegen
— und veranschaulichen die universellen Merkmale. Den
Mechanismus der PTF-Reaktion betrachten wir in
Abschnitt 2.3.2, wobei wir untersuchen, auf welche Weise
das Ribosom den Transfer der wachsenden Polypeptidkette
von der P-tRNA auf die A-tRNA unterstiitzt oder katalysiert.
Die extreme Konservierung der Reste innerhalb des PTF-
Zentrums macht deutlich, dass der Mechanismus des PTF
universell giiltig ist. AbschlieBend widmen wir uns dem PTF-
Zentrum und seiner direkten Umgebung als Ziel zahlreicher
Antibiotika. Strukturen einiger klinisch relevanter Beispiele
wie Chloramphenicol, Clindamycin und Makroliden!'7
wurden in Komplexen mit der 50S-Untereinheit gelost.
Diese Strukturen geben nicht nur Einblick in den Hem-
mungsmechanismus einiger Antibiotika und der gehemmten
ribosomalen Funktion, sondern konnten auch den Weg
bahnen fiir den Entwurf spezifischer Antibiotika zur
Bekdmpfung der zunehmenden Resistenz von Bakterien-
stimmen.[”!

2.3.1. Peptidyl-tRNA-Wechselwirkungen in der P-Stelle des
Ribosoms

Die tRNA-Positionen auf dem Ribosom wurden mit
unterschiedlichen biochemischen Strategien untersucht,
anhand derer eine Reihe von rRNA-Nucleotiden identifiziert
und mit jeder der tRNA-Stellen assoziiert werden konnte
(siehe Tabelle 3 in Lit. [13]). Nachdem die mit 5.5 A auf-
geloste Kristallstruktur des 70S-Ribosoms von Thermus ther-
mophilus im Komplex mit drei tRNAs zuginglich war,["
wurde klar, dass die identifizierten Reste entweder direkt
die tRNA berithren oder ihre verdnderte Modifizierbarkeit
mit Konformationsidnderungen innerhalb der Bindungsregion
erklart werden konnte. Ein ausgezeichnetes Beispiel, das
diese Korrelation illustriert, ist die Analyse von Spaltungs-
mustern innerhalb der phosphothionierten tRNA, die am
Ribosom gebunden ist. Die Kontaktmuster zeigen, dass nur
15 % einer P-tRNA (ndmlich die tRNA-Nucleotide 29-43, die
die Anticodon-Schleife und zwei benachbarte Stammbasen-
paare umfassen) mit der 30S-Untereinheit und die restlichen
85% mit der 50S-Untereinheit wechselwirken (Abbil-
dung 7)."1 Dass die Schutzmuster die gesamte tRNA umfas-
sen, widerlegt frithere Annahmen, nach denen die tRNA nur
uber ihre duBersten Enden an das Ribosom bindet, d.h. iiber
Codon-Anticodon-Wechselwirkung mit der kleinen und mit
dem CCA-Ende mit der groBen Untereinheit verkniipft ist.
Ferner zeigte sich, dass das Ribosom eine tRNA in jeder der
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Abbildung 7. Wechselwirkungen der P-tRNA mit dem 70S-Ribosom.
Die Bereiche der P-tRNA, die mit der 30S-Untereinheit (15%) und der
50S-Untereinheit (85 %) wechselwirken,” sind blau bzw. rot. Riboso-
male Komponenten sind innerhalb eines 10-A-Radius um die P-tRNA
dargestellt (griin und cyan: rRNA bzw. Proteine der kleinen 30S-Unter-
einheit; gelb und orangefarben: rRNA bzw. Proteine der 50S-Unterein-
heit); H: Helices der rRNA, S und L: Protein der kleinen bzw. grofien
Untereinheit. Die Abbildung wurde aus den pdb-Dateien 1GIX/1GIYU®
mithilfe des Programms RASMOL"® erzeugt und mit POVRAY ausge-
geben.

drei Bindestellen iiber universell konservierte tRNA-Nucleo-
tide fixiert.”*” Anhand von Phosphothioat-Schutzgruppen-
experimenten wurde des Weiteren eine Konformationsande-
rung einer P-tRNA wihrend der Bindung an das Ribosom
nachgewiesen.[” Ein derartiger Strukturwechsel wird auch in
der 70S/tRNA;-Kristallstruktur ersichtlich, in der die P-tRNA
leicht an dem Gelenk um die D-Schleife und den Anticodon-
Stamm gebogen ist.®! Hinweise auf einen dhnlichen Kon-
formationswechsel wurden bei der Einpassung der Kristall-
struktur einer Hefe-tRNAP"* in die P-Stellen-Elektronen-
dichte einer Kryo-EM-Rekonstruktion eines Hefe-80S-P-
tRNA-Komplexes entdeckt.P!

Die Beriihrungspunkte von P-tRNA-Wechselwirkungen
mit Heferibosomen sollen, mit besonderem Augenmerk auf
konservierten Wechselwirkungen, im Detail betrachtet
werden. Ein Vergleich zeigt, dass die Wechselwirkungen
zwischen TRNA und der P-tRNA in Bakterien denen in Hefe
entsprechen (Tabelle 2).232 Auf der bakteriellen 30S-Unter-
einheit ist die P-tRNA sehr fest mit der rRNA {iiber sechs
Kontaktpunkte fixiert (a—f in Abbildung 8a). Der P-Stellen-
Codon-Anticodon-Duplex liegt in der verzogenen grofleren
Furche von h44 und wird mit einer Reihe von ribosomalen
~Fingern“ mehrheitlich an das Zucker-Phosphat-Riickgrat
fixiert.”?! Eine entsprechende Position wird ebenfalls fiir die
P-tRNA und die Anordnung der Wechselwirkungen in
Heferibosomen beobachtet (Abbildung 8b). In Thermus
thermophilus werden zwei der P-tRNA/rRNA-Kontakte
durch Wechselwirkungen mit den C-terminalen Enden der
ribosomalen Proteine S9 und S13 verstédrkt. Das C-terminale
Ende von S9 ist hochkonserviert und enthélt einen universell
konservierten Argininrest, der die Phosphatgruppe der Posi-
tion 35 in der Anticodon-Schleife der P-tRNA beriihrt.
Wiederum wird eine dhnliche Wechselwirkung in Hefe mit
dem Protein rpS16, dem Homologen des bakteriellen S9,
gefunden, wéihrend rpS18, das Homologe von S13, keine
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Tabelle 2: Ribosomale Komponenten der Briicken zwischen den Untereinheiten von Thermus thermophilus?? und der Hefe Saccharomyces cerevisiae.?!

Untereinheit tRNA-Positiont! ribosomale Komponente

(T thermophilus)

rRNA-Wechselwirkung
(T. thermophilus)

ribosomale Komponente
(S. cerevisiae)

rRNA-Wechselwirkung
(S. cerevisiae)

kleine 28 16S h30 1229
29/30 16S h30 1229 18S h30 1229/1230
32 RpS16 Tyr141/Arg142
34 16S h31 966 18S h31 966
35 $9 Arg128
36 S13 116-120
38 (39) 16S h24 790 (185 h24) (790)
(40) 41 (165 h42) (1339) 18S h43 1338
(41) 42 (165 h42) (1338) 18S h43 1339
grofe 2 RpL10 Lys101
3 23S H80 2255-2256 25S H&0 2285
4 25S H&0 2286
11-13 (12-13) (23S H69) (1908-1909) 25S H69 1908-1910
14 25S H69 1924
25-26 23S H69 1922-1923
51/52/63 RpL10 Arg24
56 (56-57) (RpLS) (55-66) RpL11 Tyrs1
71-72 25S H93 2594
73 (75) 23S H93 (2602) 25S H93 2602
74)76 23S P-Loop/L90-93 2252/2585

[a] tRNA-Positionen von Hefe-Kryo-EM-Analysen gelten wegen der eingeschrinkten Auflésung nur niherungsweise.

entsprechende C-terminale Sequenz enthélt und wegen seiner
Position innerhalb des 80S-Ribosoms wahrscheinlich nicht an
einer P-tRNA-Fixierung beteiligt ist. Auch die groe Unter-
einheit enthilt konservierte Wechselwirkungen mit der P-
tRNA; sichtbar sind hier Wechselwirkungen mit H69 und der
D-Schleife, wiahrend die T-Schleife das Protein rpL11 in
Eukaryoten und das bakterielle Homologe L5 in Bakterien
beriihrt (Tabelle 2 und Abbildung 8c und d). Interessanter-
weise sind beide ribosomale Komponenten an der Bildung
von Briicken zwischen den Untereinheiten beteiligt, was ihre
dynamische Rolle in der Translation, z.B. in der Transloka-
tion von tRNAs, verdeutlicht (siche Abschnitt 2.4.2). Zwar
konnte das Einzelstrang-CCA-Ende der P-tRNA in dem 80S-
Komplex nicht aufgelost werden, seine Lage weist aber auf
eine Wechselwirkung mit dem PTF-Zentrum hin. Deutlich
wird dies anhand der Nidhe des CCA-Endes mit der Base 2602
im Heferibosomenkomplex, die im bakteriellen Ribosomen-
komplex die tRNA-Base 75 beriihrt (die vorletzte Base des
CCA-Endes einer P-tRNA).

Die multiplen Kontaktpunkte einer tRNA mit dem
Ribosom machen deutlich, dass die exakte Positionierung
einer tRNA durch ein komplexes Netzwerk von Wechselwir-
kungen zustande kommt. Dass die ribosomalen Komponen-
ten, die mit einer P-tRNA wechselwirken, hinsichtlich der
tRNA-Anordnung eine ausgesprochen grofe Ahnlichkeit
aufweisen und praktisch in Milliarden von Jahren von Hefe
bis Eubakterien nicht verindert wurden, ldsst auf eine
herausragende Funktion dieser Komponenten bei der Trans-
lation schliefen. Die prézise Positionierung einer tRNA ist
essenziell fiir die ribosomale Funktion. Wie wir in
Abschnitt 2.2 gesehen haben, wird der Prozess der Decodie-
rung durch die stereochemische Anordnung der tRNAs
relativ zu der mRNA und dem Ribosom ermdéglicht. Auf-
fallend viele der Beriihrungspunkte sind Komponenten von
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Briicken, die die Untereinheiten verbinden, was darauf
hinweist, dass diese Wechselwirkungen nicht nur die Position
einer tRNA fixieren, sondern auch am Transport durch das
Ribosom beteiligt sind (siche Abschnitt 2.4). Wie wir im
nichsten Abschnitt 2.3.2 sehen werden, ist eine stabile Fixie-
rung sowohl der A- als auch der P-tRNA eine Voraussetzung
fiir eine effiziente Bildung einer Peptidbindung.

2.3.2. Das Ribosom ist ein Ribozym

Die PTF-Reaktion ist die wesentliche enzymatische
Aktivitdt der grofen Untereinheit. Sie findet statt, wenn ein
pratranslokationaler (PRE) Zustand erreicht ist, d.h. wenn
eine Peptidyl-tRNA in der P-Stelle und eine aa-tRNA in der
A-Stelle bindet. Die beiden L-formigen tRNAs in der A- und
der P-Stelle schlieBen einen Winkel von ca. 40° ein,['%76:80]
wihrend die Acceptorstimme beider tRNAs parallel zuein-
ander sind und durch eine translationale Bewegung ineinan-
der uberfiihrt werden konnen. Im Unterschied dazu stehen
sich die CCA-Enden beider tRNAs im PTF-Zentrum in
Rotationssymmetrie mit einem Winkel von etwa 180° gegen-
iiber. Die Drehung findet praktisch ausschlie8lich zwischen
den Nucleotiden 72 und 74 der tRNA statt.[®!! Kiirzlich wurde
fiir diese Rotationssymmetrie der tRNA-Enden eine Ent-
sprechung im PTF-Zentrum entdeckt: Zwei Gruppen von
PTF-Nucleotiden umgeben dort beide CCA-Enden und
weisen ebenfalls eine Rotationssymmetrie auf® Diese
ribosomale Struktur kénnte bei der Uberfiihrung der CCA-
Enden von der A- oder P-Stelle zur P- bzw. E-Stelle wiahrend
der Translokation eine wesentliche Rolle spielen.

Die Ubertragung des Peptidylrestes beginnt damit, dass
die a-Aminogruppe der A-tRNA die Carbonylgruppe des
Peptidylrestes der P-tRNA angreift, die mit dem tRNA-
Korper verestert ist. Es bildet sich ein tetraedrisches Inter-
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Abbildung 8. Details von P-tRNA-Wechselwirkungen mit der kleinen
und groflen Untereinheit des Thermus-thermophilus- und des Saccharo-
myces-cerevisiae-Ribosoms. Die Kontakte der P-tRNA (rot) mit der 30S-
(a) und der 50S-Untereinheit (c) von T. thermophilus entsprechen
denen der P-tRNA (griin) mit der 40S- (b) und 60S-Untereinheit (d)
von S. cerevisiae. Die rRNA der kleinen Untereinheit ist in Cyan (a)
oder Gelb (b) gehalten, die ribosomalen Proteine in Violett (a) oder
Rot (b); die rRNA der groflen Untereinheit ist grau (c) oder blau (d),
die ribosomalen Proteine sind magenta (c) oder rot (d). Die Kugeln in
(a) und (c) reprisentieren rRNA-Basen, die vor chemischen Modifika-
tionen durch tRNA-Bindung geschiitzt sind. In (a) sind die sechs ribo-
somalen Finger, die die Anticodon-Stammeschleife (ASL) der P-tRNA
exakt ausrichten, mit a—f gekennzeichnet. Wiedergabe nach Yusupov
et al.’% und Spahn et al.®!

mediat, das sich in einer Peptidbindung auflost. Insgesamt
wird die aa-tRNA in eine Peptidyl-tRNA tiberfiihrt, verldn-
gert um einen Aminosdurerest, wahrend die vormalige
Peptidyl-tRNA, ,befreit“ von dem Peptidylrest, nun als
»desacylierte tRNA“ bezeichnet wird (Abbildung 9).

Wie schon erwihnt, wurde hinsichtlich des Translations-
mechanismus lange dariiber gestritten, ob die PTF-Reaktion
durch Proteine oder rRNA katalysiert wird. Die Frage wurde
mit der Identifizierung des PTF-Zentrums beantwortet. Dazu
wurden Kristalle der 50S-Untereinheit von Haloarcula ma-
rismortui mit einer Molekiilsorte, die dem erwarteten Uber-
gangszustand einer PTF-Reaktion dhnelt, durchtrankt und
dann deren Lage bestimmt.[®] Dieses Analogon (der so
genannte Yarus-Inhibitor) ist ein Mimetikum des CCA-
Endes einer Peptidyl-tRNA, das mit einem Puromycinmole-
kiil in der A-Stelle verbunden ist (Abbildung 9). Der Yarus-
Inhibitor ist ein starker, kompetitiver Inhibitor des A-Stellen-
Substrats.® Die Region, die den Hemmer bindet, ist dicht
gepackt mit hochkonservierten Basen der 23S-rRNA, die
hauptsichlich von dem PTF-Ring der Doméne V der 23S-
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rRNA stammen. Von den 15 Proteinen, die mit der Domi-
ne V der 23S-rRNA wechselwirken, kommen nur Ausldufer
der Proteine L2, L3, L4 und L10e dem aktiven Zentrums bis
auf 20 A nahe (Abbildung 10). Die Tatsache, dass das aktive
Zentrum des Ribosoms ausschlieBlich von RNA gebildet
wird, bedeutet, dass das Ribosom ein Ribozym ist.

Die Debatte hat sich mittlerweile der Frage zugewandt,
ob die PTF-Reaktion ausschlieBlich auf einem physikalischen
oder zusitzlich auf einem chemischen Prinzip beruht, d. h., ob
neben einer akkuraten stereochemischen Ausrichtung der
Substrate (physikalisches Prinzip) auch ein chemisches Prin-
zip wie eine allgemeine Sdure-Base-Katalyse im Spiel ist.

Die universell konservierte Base A2451 der Doméne V
kommt dem Ubergangsanalogon am nichsten (Abbildung 9).
Es wurde als ein geeignetes Substrat fiir eine allgemeine
Sdure-Base-Katalyse angesehen, da sein N3-Atom nur etwa
3 A vom Sauerstoffatom und 4 A vom Stickstoff des Phos-
phoamids des Yarus-Inhibitors entfernt ist (Abbildung 11 a).
Dieser Vorschlag wird dadurch untermauert, dass der pKs-
Wert des Restes A2451 ungewoOhnlicherweise bei etwa 7 liegt
und damit 6 pKs-Einheiten hoher als erwartet.”"%! Diese
Eigenschaft ist eine Voraussetzung fiir eine Siure-Base-
Katalyse, denn N3 kann somit leicht Protonen von der a-
Aminogruppe einer aa-tRNA in der A-Stelle aufnehmen
oder an diese abgeben. Auf der gleichen Grundlage wurde
angenommen,®! dass ein protoniertes A2451 eine Wasser-
stoffbriicke zu dem Oxidoatom des tetraedrischen Uber-
gangszustandes bilden konnte (Abbildung 9). Jedoch wurde
durch Modifizierungsstudien mit Dimethylsulfat gezeigt, dass
die pH-Abhingigkeit der Position 2451 nur bei inaktiven,
nicht aber bei aktiven Ribosomen auftritt.®) Mehrere
Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass A2451 nicht
essenziell fiir eine Peptidbildung ist, da Mutationen dieser
Position nur eine méaBige Abnahme der Geschwindigkeit der
PTF-Reaktion um den Faktor 2-14 nach sich ziehen.?
Dagegen wurde gezeigt, dass solche Mutationen Defekte
der Substratbindung vor allem in der A-Stelle erzeugen.

Die néchste Stufe bei der Aufkldrung der PTF-Reaktion
war der Nachweis einer Peptidbildung innerhalb der Kristalle
nach Einweichen von A- und P-Stellen-Substraten in enzy-
matisch aktive H.-marismortui-50S-Kristalle.’! Die  bis
2.4-3.0 A aufgeloste Struktur enthielt bereits ausgebildete
Peptidbindungen, wéhrend die CCA-Enden beider tRNAs
sich noch unverédndert in der Lage des pritranslokationalen
Ribosoms befanden. Die 3-OH-Gruppe des desacylierten
CCA-Endes in der P-Stelle befand sich in der Ndhe des N3-
Atoms von A2451 (Abbildung 11b).1¥7)

Es folgten Hinweise, nach denen A2451 nicht an der
Stabilisierung des Ubergangszustandes beteiligt ist: Falls das
Oxidoatom des tetraedrischen Intermediats zu dem N3-Atom
von A2451 eine Wasserstoffbriicke bildet, dann miisste dieses
N3 bei etwa pH7 protoniert vorliegen und ab pH?7.3
zunehmend deprotoniert werden. In diesem Fall wire eine
starke pH-Abhéngigkeit der Affinitéit des Yarus-Inhibitors zu
erwarten, da eine Wasserstoffbriicke einen wesentlichen
Beitrag (um bis zu drei GroBenordnungen) zur Affinitét
liefert. Hingegen zeigten Strobel et al., dass pH-Wert-Ande-
rungen zwischen pHS5 und 8.5 die Affinitit des Yarus-
Inhibitors fiir 50S-Untereinheiten nicht beeinflussen.[

Angew. Chem. 2003, 115, 3586 —3610


http://www.angewandte.de

Ribosomenstruktur und Translation

Angewandte

b) | TRNA a) P-Stelle
G--- O™ RMA fos
T 5 A5t | 1. 7
3 MNH. G--- C .
AL | P-Schieife | ¢ | A-Schleife .
o] W 5 2 G g
F ."l S o . T a l
| G ] i | -
HO--& R3 Ty ‘l._ir' f
i | | e
e HO O " < :
; —r.l:r- I ) -:’::\:l; - — i’" !
| k.
.|—|i o :q " | -H
== : § H=—H
g -
C:l | i-\'!\l.n‘- ﬂJ | RN,
I ™ L |
| T AZ4sd T 5 |
2= W G G
" CH, | = cH |
SO NE N 0
L R E.
Yall S "'=|4 | | L { N
H W o ] =]
Ho_ o} Re Mg ! — HO  OH Lot i
ulS | 0 L
T —i— — ] i I |
R1—CH .
H—M
|I — T' —

Abbildung 9. Die Peptidyltransferase-Reaktion. Rechts unten ist unter anderem der Yarus-Hemmer CCdAp-Puromycin (CCdApPmn) gezeigt, der
bei der Identifizierung des PTF-Zentrums auf dem Ribosom eingesetzt wurde. Die Wechselwirkungen des Yarus-Hemmers mit der rRNA wurden
aus der 50S-Kristallstruktur der H.-marismortui-Ribosomen abgeleitet, nachdem der Kristall mit dem Inhibitor durchtrankt worden war. Urspriing-
lich wurde angenommen, dass protoniertes N3 von A2451 eine Wasserstoffbriicke zu O2 bildet, dessen Position fiir die des Oxidoatoms des
tetraedrischen Intermediates wihrend der Peptidbildung gehalten wurdel® (siehe die schematischen Darstellung in Stufe b). Die Abbildung illus-
triert die vier méglichen Stufen der Peptidbildung entsprechend der neuesten kristallographischen und biochemischen Daten.®781:85 Dje wesent-
lichen Merkmale sind: a) C74 und C75 der P-Stellen-tRNA (griin) bilden mit G2252 und G2251 der P-Schleife (blau) ein Watson-Crick-Basenpaar.
Entsprechend bildet C75 des A-Stellen-Substrats (rot) ein Watson-Crick-Basenpaar mit G2553 (A-Schleife). Bei pH 7 liegt die a-Aminofunktion der
A-Stellen-aa-tRNA als Ammoniumion vor.B3 b) Durch Deprotonierung der Ammoniumgruppe wird der nucleophile Angriff der a-Aminofunktion
auf die Carbonylgruppe des P-Stellen-Substrats unter Bildung des tetraedrischen Intermediats T+ ausgelést. Die sekundare Ammoniumgruppe
bildet eine H-Briicke mit N3 von A2451 und eine zweite entweder mit 2’OH der A76-Ribose in der P-Stelle (hier gezeigt) oder alternativ mit der 2'-
OH-Gruppe von A2451. Das Oxidoatom des tetraedrischen Intermediats weist vom N3 in A2451 wegl und kann entgegen dem urspriinglichen
Vorschlagl® keine H-Briicke zu dieser Position bilden. c) Weitere Deprotonierung der sekundéren a-Ammoniumgruppe filhrt zu dem tetraedri-
schen Intermediat T~, das in einem Eliminierungsschritt die PTF-Reaktion vervollstindigt (d). Der Peptidylrest ist nun tiber eine Peptidbindung an

die aa-tRNA der A-Stelle gebunden.

Damit ist die Vorstellung widerlegt, dass das Oxidoatom
durch eine Wasserstoffbriicke mit N3 von A2451 verbunden
ist. Zu dem gleichen Ergebnis kamen kristallographische
Analysen, nach denen das Oxidoatom des tetraedrischen
Intermediats vom N3-Atom wegragt und eine Wasserstoff-
briicke zwischen diesen Atomen damit ausgeschlossen ist.[s!]

SchlieBlich ist festzustellen, dass der Yarus-Inhibitor
streng genommen keine Mimikry des Ubergangszustandes
ist. Der Abstand zwischen dem O2-Atom des Yarus-Inhibi-
tors und dem C2'-Atom der Desoxy-A76(dA76)-Ribose in
der P-Stelle betrigt nur 2.8 A (siehe Pfeil in Abbildung 11a).
Ein physiologisches P-Stellen-Substrat enthilt aber eine 2'-
OH-Gruppe an diesem C2'-Atom; die OH-Gruppe ist
essenziell fiir die Peptidbindung.® In der Position, die im
Kiristall analysiert wurde, wiirde der Yarus-Inhibitor demzu-
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folge mit dieser 2'-OH-Gruppe ,zusammenstoen“. Die
essenzielle Beteiligung der 2'-OH-Gruppe kann durch die
Beobachtung erklirt werden, dass die a-Aminogruppe der A-
Stelle moglicherweise eine Wasserstoffbriicke mit der 2'-OH-
Gruppe bildet (dargestellt in Abbildung 9b).

Neu entfacht wurde die Debatte iiber die allgemeine
Sdure-Base-Katalyse durch Rodnina et al., die nachweisen
konnten, dass die Peptidbildung von zwei ionisierbaren
Gruppen abhingig ist: einer mit einem pKg von 6.9 und
einer zweiten mit einem Wert von 7.5.5@ Der Wert von 6.9
wurde der a-Aminogruppe des Puromycins zugeordnet, das
in diesen kinetischen Experimenten eingesetzt wurde, der
zweite Wert hing offenbar mit dem Ribosom zusammen. Die
ionisierbare Gruppe schien zu A2451 zu gehoren, da ein
Ribosom mit der Mutante A2451U die Peptidbildung 130-
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Abbildung 10. Produkte der A- (rot) und P-Stellen-Peptidbildung (griin)
am PTF-Zentrum der 50S-Untereinheit; die Proteine L2 (violett), L3
(blau), L4 (rot) und L10e (blau) reichen bis auf 20 A an das PTF-Zent-
rum heran. Die Abbildung wurde aus der pdb-Datei 1KQSE mithilfe
von Swisspdb-ViewerP erzeugt und mit POVRAY ausgegeben.

mal langsamer katalysierte als das ,,normale“ Ribosom und
keine pH-Abhingigkeit mehr aufwies. Die Autoren schlugen
eine alternative Erkldrung vor, der zufolge die protonierte
Gruppe Teil des Basenpaars A2450:C2063 ist, das sich direkt
hinter A2451 befindet (dargestellt in Abbildung 11b). In
diesem Fall konnte es sich bei der ionisierten Stelle um das
N1-Atom von A2450 handeln. Zwar ist dessen Abstand zur a-
Aminogruppe mit 7 A zu lang fiir einen Wasserstofftransfer,
allerdings konnte ein Konformationswechsel des PTF-Zent-
rums den Rest A2450 in Reaktionsnihe bringen.®! Die
Annahme eines Konformationswechsels erweitert nun wie-
derum die Palette der potenziell ionisierbaren Stellen, die fiir
die hier behandelte chemische Katalyse infrage kommen. Wir
erinnern daran, dass Hinweise auf eine Beteiligung des Restes
His229 des Proteins L2 an der Katalyse vorliegen,”™ obgleich
His229 nach gegenwirtigen Atomkarten mehr als 20 A vom
tetraedrischen Intermediat des Ubergangszustandes entfernt
ist.

Im Augenblick lésst sich nur feststellen, dass eine direkte
Beteiligung von A2451 an einer allgemeinen Sdure-Base-
Katalyse kaum mit der Beobachtung in Einklang gebracht
werden kann, dass A2451 in aktiven Ribosomen (anders als in
inaktiven Ribosomen) keine titrierbare Gruppe bei diesem
pKs-Wert von 7.5 enthiilt.[®]

Tatsédchlich ist es vorstellbar, dass das Ribosom keine
direkte chemische Beteiligung zur Katalyse der PTF-Reak-
tion beisteuert. Beispiel fiir eine solche Mitwirkung wére die
Entstehung einer transienten kovalenten Wechselwirkung
zwischen Substrat (tRNAs) und Enzym (dem Ribosom oder,
spezifisch in diesem Fall, der rRNA). Dem Templat-Modell
zufolge geniigt eine prézise stereochemische Ausrichtung der
Substrate zueinander, um die beobachtete Beschleunigung
der Peptidbildung zu erkliren (siche Ubersicht in Lit. [91]).
In diesem Fall wire die Rolle von A2451 darauf beschréinkt,
eine Wasserstoffbriicke mit der a-Aminogruppe zu bilden
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Abbildung 11. Die detaillierte Ansicht des PTF-Zentrums zeigt die
genaue Fixierung der CCA-Enden von P- (griin) und A-Stellen-tRNA
(rot) in der 50S-Untereinheit von H. marismortui im Komplex mit dem
Yarus-Inhibitor (a) und den Produkten der Peptidbildung (b). N3 in
A2451 (dunkelblau) ist 3.4 A von 02 im Yarus-Inhibitor entfernt (siehe
auch Abbildung 9). Der Abstand zwischen O2 und der 2'-Desoxy-Posi-
tion A76 des Yarus-Inhibitors wiederum betragt nur 2.8 A (siehe
Pfeile). Hellblaue Beschriftung: ausgewihlte rRNA-Reste der Domi-
ne V der 23S-rRNA einschlieRlich der Basen der A- und P-Schleife, die
an der Fixierung der CCA-Enden von A- und P-Stellen-tRNAs beteiligt
sind (E.-coli-Nummerierung); gestrichelte Linien: Wasserstoffbriicken.
Farbschema der rRNA-Nucleotide: O rot, P gelb, N blau, C dunkelblau.
Abbildung a und b wurden aus den pdb-Dateien 1FFZI*®) und TKQSE”)
mithilfe von Swisspdb-Viewer! erzeugt und mit POVRAY ausgegeben.

und so die Bildung einer Peptidbindung durch exakte
Fixierung der a-Aminogruppe zu unterstiitzen. Das Reak-
tionsschema wiirde in etwa dem in Abbildung 9 gleichen und
ist in der entsprechenden Legende ndher beschrieben.

Eine solche straffe Fixierung der CCA-Enden von P- und
A-tRNA ist genau das, was man mit beiden Analoga
beobachtet, die in 50S-Kristalle diffundiert wurden (Abbil-
dung 11a), sowie dem Produkt mit Peptidbindung, das als
Folge der Bindung der A- und P-Stellen-Substrate gebildet
wurde (Abbildung 11b). In der P-Stelle ist das CCA-Ende in
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seiner Position durch zwei Watson-Crick-Basenpaare (C74
und C75 mit G2252 bzw. G2251) verriegelt. A76 stapelt auf
der Ribose von A2451 (deutlich zu erkennen in Abbil-
dung 11b). In der A-Stelle ist das CCA-Ende der aa-tRNA
auf dreierlei Weise fixiert: 1) durch Watson-Crick-Basenpaa-
rung zwischen C75 und G2553, 2) durch ein ,,A-minor“-Motiv
des Typs I zwischen A76 und dem Basenpaar G2583-U2506
und c) durch eine weitere Wasserstoffbriicke zwischen der 2'-
HO-Gruppe von A76 und U2585. Die straffe Fixierung der
CCA-Enden beider tRNAs in der A- und P-Stelle am PTF-
Zentrum unterstreicht die Bedeutung des (rein physikali-
schen) Templat-Modells fiir die Bildung der Peptidbindung,
demzufolge eine prézise stereochemische Fixierung haupt-
séchlich fiir die Beschleunigung der Reaktion mafgeblich ist.
Die Geschwindigkeit der Bildung einer Peptidbindung am
Ribosom betrigt etwa 50s7!, was einer Beschleunigung
gegeniiber der nichtkatalysierten Reaktion (d.h. in Abwe-
senheit von Ribosomen) um einen Faktor ca. 10° entspricht.[®!]
Die ribosomale PTF-Reaktion ohne chemische Katalyse (d. h.
wenn die ionisierbare Gruppe des Ribosoms bei pH <7
protoniert ist) verlduft mit einer Geschwindigkeit von etwa
0.5 s'®1 und ist somit immer noch etwa 1000-mal schneller
als die nichtkatalysierte Reaktion. Falls diese Abschétzung
korrekt ist, dann trigt der rein physikalische Effekt (die
exakte stereochemische Ausrichtung der Reaktanten) zur
Beschleunigung der Peptidbildung etwa zehnmal mehr bei als
der katalytische Effekt.

2.3.3. Hemmungsmechanismen von Antibiotika auf der 50S-
Untereinheit

Die funktionelle Bedeutung der rRNA an den ribosoma-
len aktiven Zentren spiegelt sich darin wider, dass klinisch
relevante Antibiotika dort ihre Wechselwirkungsstelle haben
und die PTF-Aktivitidt inhibieren. Beispiele sind Chloram-
phenicol (Cam) und Clindamycin."! Cam ist ein spezifischer
bakterieller Hemmer des CCA-Endes der A-Stellen-
tRNA,®? hemmt aber nicht die CCA-Fixierung der P-
Stellen-tRNA.* Die Bindestelle von Cam wurde mit 3.5 A
Auflosung bestimmt, indem 50S-Kristalle von D. radiodurans
mit dem Antibiotikum durchtrankt wurden.'l Cam wechsel-
wirkt mit sieben Nucleotiden innerhalb des PTF-Zentrums.
Einige dieser Wechselwirkungen sind indirekt und werden
vermutlich durch Mg?*-Ionen vermittelt. Da funktionell
wichtige Molekiilteile von Cam diese Wechselwirkungen
eingehen, ist vermutlich die Gegenwart dieser Ionen von
groBter Bedeutung fiir die Cam-Bindung und die resultie-
rende PTF-Hemmung. Eines der Molekiilenden von Cam ist
zum CCA-Ende der A-Stellen-tRNA gerichtet und kann
vermutlich sogar das CCA-Ende verdridngen. Diese Beob-
achtung stimmt mit dem Befund {iiberein, dass zwar die
Bindung einer A-tRNA in Gegenwart von Cam moglich ist,
es aber nicht zur Peptidbindung kommt, weil Cam das CCA-
Ende der A-Stellen-tRNA aus seiner korrekten Position
verdréangt. In vitro wurde gezeigt, dass die Cam-Hemmung
von der chemischen Struktur des Peptidylrestes in der P-
Stelle und der des A-Stellen-Substrats abhingt. Insbesondere
ist Chloramphenicol ein schwacher Hemmer in Gegenwart
aromatischer Aminosduren wie Phenylalanin. Vermutlich
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konnen diese Aminosduren die Chloramphenicolbindestelle
besetzen, das Antibiotikum verdringen und damit die
Bildung einer Peptidbindung ermoglichen. Die deutliche
Uberlappung von Chloramphenicol und dem Aminoséurerest
der A-Stellen-tRNA stiitzt die Vorstellung, dass der primére
Wirkungsmechanismus von Cam auf einer Verdrdngung des
Aminosidurerestes der A-Stellen-tRNA beruht, wodurch
indirekt auch das CCA-Ende verdrdngt wird.

Im Unterschied zum Chloramphenicol erstreckt sich die
Bindestelle fiir das Lincosamid Clindamycin sowohl iiber A-
und P-Stellen des PTF-Zentrums.'!! Im Wesentlichen sind
Wasserstoffbriicken zwischen Hydroxygruppen der Zucker-
reste der Basen innerhalb des PTF-Zentrums beteiligt, ein
Befund, der mit den bekannten Resistenzmutationen in
Einklang ist. Die Prolingruppe von Clindamycin iiberlappt
mit der Position, die die Phenylgruppe von Cam einnimmt,
was die Wirkung auf die A-Stellen-tRNA erklért. Das C8'-
Atom vom Prolinrest des Clindamycins ndhert sich bis auf
2.5 A dem N3-Atom von C2452 und kommt damit in die
unmittelbare Umgebung der P-Stellen-gebundenen tRNA.
Damit ist zu erwarten, dass Clindamycin die Positionierung
der Aminosiurereste auf beiden Stellen stort.

Die Bindestellen von nicht weniger als sieben Mitgliedern
der Makrolid-Familie wurden in Komplexen mit der 50S-
Untereinheit identifiziert.':” Diese groBe Antibiotikafami-
lie kann anhand der GroBe des Lactonringes in drei Klassen
eingeteilt werden. Erythromycin und zwei Erythromycinde-
rivate (Clarithromycin und Roxithromycin) gehéren zur
Klasse mit 14-gliedrigem Ring, und ihre jeweiligen Strukturen
im Komplex mit der 50S-Untereinheit von D. radiodurans
wurden gelost.''l Von den beiden anderen Klassen mit
groBeren, 15- und 16-gliedrigen Ringen wurden die Binde-
stellen von Azithromycin, Spiramycin, Tylosin und Carbomy-
cin A im Komplex mit der 50S-Untereinheit von H. maris-
mortui bestimmt.[74

Die Bindepositionen dieser Makrolide befinden sich im
Allgemeinen iibereinstimmend innerhalb des Polypeptidtun-
nels, dicht unterhalb des PTF-Zentrums. In dieser Position
konnen die Makrolide den Tunnel und damit die Passage der
wachsenden Polypeptidkette blockieren (Abbildung 12).
Dies erkldrt den Befund, dass Makrolide translatierende
Ribosomen nicht hemmen, da die Gegenwart der Poly-
peptidkette im Tunnel das Eindringen des Makrolids verhin-
dert. Ribosomen, die bereits vor der Proteinsynthese Makro-
lide gebunden haben, kénnen je nach Makrolid noch Oligo-
peptide mit bis zu fiinf Aminosiduren synthetisieren. Da der
Lactonring der gebundenen Makrolide so im Tunnel platziert
ist, dass die Zuckerreste von der C5-Position aus in Richtung
PTF-Zentrum zeigen, bestimmt die Linge dieser Makrolid-
seitenkette die Zahl der Peptidbindungen, die bei gebunde-
nem Makrolid gekniipft werden. Zum Beispiel werden in
Gegenwart von Erythromycin, das einen Monosaccharidrest
an der C5 Position tréagt, Tri- und Tetrapeptide gebildet,
wihrend Tylosin und Spiramycin, die an der entsprechenden
Stelle Disaccharidreste tragen, nur die Bildung von Dipepti-
den zulassen. Carbomycin A, das eine zusétzliche Isobutyrat-
gruppe am C5-Disaccharidrest trdgt, hemmt sogar die Bil-
dung der ersten Peptidbindung. Die Isobutyratgruppe von
Carbomycin A reicht so weit in das PTF-Zentrum, dass es die
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Abbildung 12. Das Makrolid Carbomycin A bindet im Tunnel der

H.-marismortui-50S-Untereinheit. rRNA und Proteine sind als violette
Bander dargestellt, Carbomycin A als rotes Kalottenmodell. Die 50S-
Untereinheit wird von der cytoplasmatischen Seite (der ,Riickseite”)
aus betrachtet. Die Abbildung wurde aus der pdb-Datei 1K8Al mit-
hilfe vom Swisspdb-Viewert®l erzeugt und mit POVRAY ausgegeben.

Position einnimmt, auf der sich normalerweise der Amino-
sdurerest des A-Stellen-Substrats befindet."¥ Die direkte
Wechselwirkung der Makrolide mit Position 2058 macht
verstiandlich, dass Modifikationen oder Mutationen an dieser
Position in E. coli eine Resistenz gegen diese Antibiotika-
klasse erzeugen. Erythromycin und dessen Derivate sowie
Azithromycin beriihren nicht die ribosomalen Proteine L4
oder 122, sodass die Mutationen dieser Proteine, die zur
Resistenz gegen diese Antibiotika fiihren, indirekt tiber
Konformationsdnderungen der 23S-rRNA wirken miissen.
Eine weitere iiberraschende Entdeckung war die Bildung
einer reversiblen kovalenten Bindung zwischen dem Formyl-
methylsubstituenten an C6 der 16-Ring-Makrolide und N6
von A2062 (E. coli).’¥ Die Bildung dieses Aminoalkohols ist
spezifisch fiir die Klasse der 16-gliedrigen Makrolide, da die
kleineren Makrolide keine entsprechende Aldehydfunktion
aufweisen. SchlieBlich soll nicht unerwihnt bleiben, dass zwei
Forschungsgruppen zwar in guter Ubereinstimmung die
Bindestellen der untersuchten Makrolide identifiziert
haben, aber einige signifikante Diskrepanzen hinsichtlich
Orientierung und Konformation der Lactonringe und des
Cladinosezuckers der Makrolide bestehen. Einer der Studien
zufolge scheint eine Wechselwirkung mit der Tunnelwand
iiber die hydrophobe Seite des Lactonringes vorzuliegen,
wihrend die zweite Studie auf eine Wechselwirkung iiber eine
Serie von Wasserstoffbriicken schlieBen ldsst. Ob die Dis-
krepanz auf einer unterschiedlichen Interpretation, einer
unterschiedlichen Bindung der Ribosomen verschiedener
Organismen oder tatsdchlich auf unterschiedlichen Arten
der Makrolidbindung beruht, ist unklar. Die letzte Moglich-
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keit scheint unwahrscheinlich zu sein, da Azithromycin und
Erythromycin sich nur durch die Abwesenheit eines Keto-
sauerstoffs und die Anwesenheit eines Methylstickstoffs
unterscheiden. FEine erneute Analyse dieser Strukturen
sowie die Wahl identischer Antibiotika fiir beide Riboso-
mentypen sollte das Problem l6sen.

2.4. Translokation von P- und A-Stellen tRNA innerhalb des
Ribosoms

Nach der Bildung einer Peptidbindung veridndert sich die
Position der tRNAs nicht. Dies wurde mithilfe von Kryo-EM-
Analysen von E.-coli-Ribosomen gezeigtl!”l sowie beziiglich
der CCA-Enden durch Einweichen von A- und P-Substraten
in aktive 50S-H.-marismortui-Kristalle und anschlieBende
Strukturlosung der Reaktionsprodukte.[”) Nach der Peptid-
bildung muss das Ribosom die Produkte weiterleiten — die
Peptidyl-tRNA von der A- in die P-Stelle und gleichzeitig die
Desacyl-tRNA von der P- in die E-Stelle —, wodurch das
Ribosom vom prid- in den posttranslokationalen Zustand
iiberfithrt wird (Abbildung 2¢ und f). Bei diesem als Trans-
lokation bezeichneten Prozess miissen die Enden der tRNA-
Molekiile mit hoher Genauigkeit bewegt werden: Der Anti-
codon-Codon-Komplex muss exakt um 10 A (die Linge eines
Codons) weiterriicken, da das Ribosom bei einer Bewegung
um eine ldngere oder kiirzere Strecke seinen Leserahmen
verlieren wiirde. Am anderen Ende der Peptidyl-tRNA in der
A-Stelle muss auch die CCA-Region prézise von der A-Stelle
in die P-Stelle des PTF-Zentrums gefiihrt werden, um die
nidchste PTF-Reaktion mit der anschlieBend gebundenen A-
Stellen-tRNA zu ermoglichen. Eine unprizise Platzierung der
Peptidyl-tRNA in der P-Stelle wéare verhidngnisvoll fiir die
Peptidbindung und wiirde zum Abbruch der Translation
fihren.

Ribosomen kénnen auch ohne duBere Hilfe die Trans-
lokation ausfiihren, allerdings ist diese Reaktion um mehr als
eine GroBenordnung langsamer als die EF-G-katalysierte
Reaktion.” Daraus folgt, dass die fiir die Bewegung der
tRNAs notwendigen Strukturen Teile des Ribosoms sind und
die Rolle von EF-G/EF2 sich darauf beschriankt, die Aktivie-
rungsbarriere herabzusetzen, die die beiden Typen der tRNA-
Positionierung (A plus P und P plus E) trennt. Wichtige
Fragen bleiben bislang unbeantwortet, z. B. auf welche Weise
EF-G/EF?2 die Translokation fordert und welche ribosomalen
Komponenten an dem Transfer der tRNAs beteiligt sind.

2.4.1. Konservierung der Bindestelle des Elongationsfaktors G

Die Kristallstruktur von EF-G wurde in Abwesenheit von
Nucleotiden™ und im Komplex mit GDP gelost (Abbil-
dung 5a).* Die GTP-Form ist die aktive Form, die an das
Ribosom bindet und die Translokation auslost. GTP-Hydro-
lyse inaktiviert EF-G und dissoziiert es vom Ribosom (siehe
Ubersicht von Kazirol). EF-G gehort zur selben Unter-
familie von G-Proteinen wie IF2, RF3 und EF-Tu. Letztge-
nanntes wurde in der aktiven GTP-haltigen und inaktiven
GDP-haltigen Form kristallisiert; beide Formen unterschei-
den sich durch eine drastische Doménenverlagerung."!
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Kryo-EM-Rekonstruktionen von EF-G-70S-Komplexen
bei 17.5-20 A Auflosung®*! und EF2-Komplexen mit dem
eukaryotischen 80S-Ribosom bei 17.5 A Auflosung® zeigen
eine dhnliche Bindestelle fiir beide Faktoren (Abbildung 13a
und b). In beiden Komplexen wurden Antibiotika eingesetzt,
um den Elongationsfaktor auf dem Ribosom festzuhalten.

Abbildung 13. Kryo-EM-Bilder (Seitenansicht) des EF-G-70S-Komplexes
von E. coli (a) und des EF2-80S-Komplexes von S. cerevisiae (b); auf der
linken Seite befindet sich die kleine, auf der rechten die grofRen Unter-
einheit. Aus der gleichen Perspektive ist links ein leeres 80S-Ribosom
verkleinert dargestellt (gelb: 40S, blau: 60S). Die untere Reihe zeigt die
relativen Orientierungen von EF-G (rot) und der PtRNA (c) sowie von
EF2 (rot) und der P-tRNA (d). Die Abkiirzungen der Orientierungs-
punkte sind dieselben wie in Abbildung 1. Die rémischen Ziffern von
EF-G und EF2 beziehen sich auf die Dominen dieser Faktoren. Wieder-
gabe in verinderter Form nach Gomez-Lorenzo et al.”)

EF-G wurde an das 70S-Ribosom mithilfe des Antibiotikums
Fusidinséure fixiert. Dieses léasst die Translokation und GDP-
Hydrolyse zu, blockiert aber den Konformationswechsel zur
GDP-Konformation des Faktors und verhindert damit die
Dissoziation vom Ribosom. Das eukaryotische eEF2 wurde
an das Ribosom mithilfe des Antibiotikums Sordarin fixiert,
von dem man eine zur Fusidinsdure analoge Wirkung
annimmt.’”] Dieser Komplex wurde in einem typischen
pratranslationalen Zustand gebildet, d.h., es waren A- und
P-tRNA vorhanden. Erwartungsgeméf3 wurden die tRNAs in
die P- und E-Stellen transloziert. Von besonderem Interesse
war, dass die Spitze der Doméne IV von EF-G die Position
der A-Stelle einnimmt. Ahnliches wurde mit EF2 im EF2-
Ribosomen-Komplex beobachtet (Abbildung 13¢ und d).
Eine EF-G-vermittelte Translokation ist auch in Gegenwart
eines nichthydrolysierbaren GTP-Analogons wie GDPNP
moglich, was den Schluss zulisst, dass die Bindung von EF-
G-GTP fiir die Translokation und die Hydrolyse fiir die
Konformationsdnderung von EF-G sowie die daraus resultie-
rende Entlassung von EF-G-GDP maBgeblich ist.*!

Im Falle eines typischen G-Proteins stimuliert ein
GTPase-aktivierendes Protein (GAP) die G-Protein-vermit-
telte Hydrolyse von GTP. Im Falle von EF-G/EF2 iiber-
nehmen Komponenten des Ribosoms die Funktion von GAP.
Die Bindung eines Elongationsfaktors an das Ribosom 16st
grof3e sichtbare Konformationsédnderungen am Ribosom aus.
Eine auffallende Anderung betrifft die ,,Stalk“-Region, deren
Elektronendichte in leeren 70S- und 80S-Ribosomen nicht
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aufgelost werden kann, aber nach EF-G/EF2-Bindung geord-
net erscheint,®97-%! was die identische und universelle Funk-
tion dieser Region bei der Faktorbindung belegt. Ein hervor-
ragender Kandidat fiir die Ubernahme der GAP-Funktion ist
eine Region der 23S-rRNA, die als Sarcin-Ricin-Schleife
(SRL) bezeichnet wird, sowie der pentamere Stalk-Komplex
der ribosomalen Proteine L10(L7/L12),. Die Benennung der
SRL-Struktur geht auf die Tatsache zuriick, dass eine hoch-
spezifische RNase, das a-Sarcin, eine Phosphodiesterbindung
hinter G2661 der bakteriellen 23S-rRNA spaltet und damit
jegliche Elongationsfaktor-abhidngige Aktivitdt unterbin-
det.'™  Ahnliche Effekte wurden nach Entfernung der
benachbarten Base A2660 (E.-coli-Nomenklatur) in der
26S-TRNA von Hefe durch die N-Glycosidase-Aktivitidt der
Ricin-A-Kette beobachtet.l'’] Diese Region enthilt die
langste universell konservierte Sequenz der rRNA (zwolf
Nucleotide), was ihre herausragende funktionelle Bedeutung
unterstreicht.

Kiirzlich wurden Hybridribosomen aufgebaut, bei denen
die Proteine des GTPase-Zentrums von E. coli, L7/LL12 und
L10, durch die eukaryotischen Analoga P1/P2 und PO von der
Ratte ersetzt wurden.['”! Sowohl die In-vitro-Translation als
auch die GTPase-Aktivitit der resultierenden Hybridriboso-
men hingen nun von der Gegenwart der eukaryotischen
Elongationsfaktoren EF2 und EFla ab, und nicht mehr von
ihren bakteriellen Gegenstiicken EF-G und EF-Tu. Dies
spiegelt nicht nur die Spezifitdt der Wechselwirkung zwischen
den Stalk-Proteinen und Elongationsfaktoren in jedem Reich
von Lebewesen wider, sondern auch die Bedeutung der Stalk-
Proteine bei der Vermittlung der Elongationsfaktor-GTPase-
Aktivitat.

Mitunter wird das ribosomale Protein L11 (und die mit
L11 assoziierte Bindestelle auf der 23S-RNA) als Kandidat
fir die Ubernahme einer GAP-Funktion betrachtet. Die
Grund ist, dass Mutationen sowohl in LL11 als auch in seiner
Bindestelle auf der 23S-RNA eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Thiostrepton, einen potenten Hemmer der
EF-G- und EF-Tu-abhingigen GTPase-Aktivitét, hervorru-
fen konnen.'™ Fine direkte Beteiligung von L11 in der
faktorabhingigen GTPase ist allerdings anzuzweifeln, da
L11-freie Mutanten zwar lebensfihig, aber stark beeintréch-
tigt sind,"™ und weil die IF-2-abhiingige GTPase durch
Thiostrepton eher stimuliert als blockiert wird.['l In die
gleiche Richtung weisen Experimente, bei denen entweder
das Pentamer L10-(L7/L12), oder L11 durch die entspre-
chenden Rattenproteine ersetzt wurden. Diesen Studien
zufolge ist ausschlieBlich der PO-(P1-P2),-Komplex, nicht
jedoch das eukaryotische Gegenstiick zu L11 (RL12) fiir die
Faktorspezifitit und die assoziierte GTPase-Abhéngigkeit
malgeblich, obwohl Zugabe von L11 oder RL12 die Protein-
synthese signifikant stimulierte.'” Die Funktion von L11 ist
demnach unklar. In allen Féllen zumindest befindet sich L11
in unmittelbarer Ndhe zu den Elongationsfaktoren: Kryo-
EM-Analysen von EFG-70S-Komplexen belegen, dass durch
die Bindung von EFG die N-terminale Doméne von L11
verschoben wird und eine bogenéhnliche Verbindung mit der
G-Domine von EF-G bildet.'! Diese bogenihnliche Ver-
bindung wird auch im EF2-80S-Komplex beobachtet,
erscheint hier aber breiter und stirker verschmolzen.[
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2.4.2. Dynamik innerhalb des Ribosoms

Gemif dem a-e-Modell der Translokation liegt vermut-
lich eine bewegliche Domine innerhalb des Ribosoms vor,
die A- und P-Stellen-tRNA wéhrend der Translokation tréagt
und befordert (siehe Ubersicht in Lit. [107]). Dieses Modell
geht auf Experimente zuriick, in denen die Zugénglichkeit
der Phosphatgruppen der tRNAs in préd- und posttransloka-
tionalen Zustidnden untersucht wurde. Das wesentliche Er-
gebnis war, dass sich die Schutzmuster der A- und P-tRNAs
zwar stark voneinander unterscheiden, aber jede der beiden
tRNAs ihr Schutzmuster bei der Verschiebung vom pri- in
den posttranslokationalen Zustand beibehilt. Dieser Befund
lasst vermuten, dass wiahrend der Translokation die moleku-
lare Umgebung der tRNAs unverdndert bleibt, und
bestimmte ribosomale Komponenten die tRNAs binden und
so vom prid- in den posttranslokationalen Zustand iiber-
filhren. Es existiert eine Reihe von Kandidaten, die eine
Rolle bei der Translokation der tRNAs spielen konnten oder
als Bestandteil der beweglichen Doménen infrage kommen.

Dass bestimmte Regionen innerhalb der ribosomalen
Kristallstrukturen ungeordnet sind, spiegelt wahrscheinlich
deren Flexibilitdt wider. Ein klassisches Beispiel ist die Stalk-
Region, die, wie schon erwihnt, durch die Bindung eines
Elongationsfaktors geordnet wird. Weiter zu erwéhnen ist die
gegeniiberliegende Ausstiilpung der 50S-Untereinheit, die
L1-Region, deren Flexibilitdt vermutlich die Entlassung der
E-Stellen-tRNA vermittelt (siche Abschnitt2.5). Andere
Strukturen werden entweder geordnet oder wihrend der
Assoziation der Untereinheiten verschoben. Die meisten
dieser Elemente sind Bestandteile der Briicken zwischen den
Untereinheiten. Ein prominentes Beispiel ist die universell
konservierte Helix H69 in der Domine IV der rRNA der
groflen ribosomalen Untereinheit. H69 ist das wesentliche
Element der Briicke B2a, der groBten Briicke zwischen den
Untereinheiten (sieche Abbildung 3), die ungeordnet in der
50S-Struktur von H. marismortui, aber geordnet in der von
D. radiodurans erscheint. Ein Vergleich der D.-radiodurans-
50S-Struktur mit der 70S-Struktur von Thermus thermophilus
verdeutlicht, dass H69 nach Assoziation der Untereinheiten
in Richtung h44 schwingt, was dessen hohe Flexibilitét belegt.
In dieser ausladenden Konformation von H69 existieren
wahrscheinlich Wechselwirkungen mit beiden tRNAs in A-
und P-Stellen.'™ Ein anderes, bislang nicht vollstindig
gelostes Element in beiden 50S-Strukturen ist H38 der
Domine II, ein Bestandteil der Briicke Bla (oft als ,,A-
Stellen-Finger“ bezeichnet, weil es die A-Stellen-tRNA
beriihrt). Wie schon erwéhnt, haben die Elemente der Bla-
und B2a-Briicken Gegenstiicke im 80S-Heferibosom, was
ihre mogliche Rolle bei der Translokation untermauert.

2.5. Die E-Stelle und die Genauigkeit der Translation
2.5.1. Entdeckung einer dritten universellen tRNA-Bindestelle auf
dem Ribosom

Die E-Stelle in bakteriellen Ribosomen wurde zwar
bereits in den frithen 80er Jahren entdeckt, 1% fand aber

erst in jlingster Zeit in einigen Lehrbiichern Erwéhnung. Bei
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jeder Ribosomenart, die in dieser Hinsicht erforscht wurde,
ist man fiindig geworden. So wurde die E-Stelle in Archaea
entdeckt!''!] sowie in Eukaryoten sowohl in Hefel''?] als auch
in Sdugern,[''l was darauf schlieBen lisst, dass die E-Stelle ein
universelles Merkmal von Ribosomen ist. Die E-Stelle ist
spezifisch fiir desacylierte tRNA und kann weder eine
Peptidyl- noch eine Aminoacyl-tRNA binden. Dies ist in
Einklang mit der Funktion der E-Stelle, ausschlie3lich des-
acylierte tRNA von der P-Stelle anzunehmen, nachdem die
wachsende Polypeptidkette auf die A-tRNA iibertragen
worden ist. Ein Teil der Kontroverse iiber die Existenz der
E-Stelle geht auf das Konto bestimmter artifizieller Puffer-
bedingungen, unter denen die Bindung der Desacyl-tRNA in
der E-Stelle instabil wird (siche Ubersicht in Lit. [107]).
Hingegen konnte eine stabile Bindung in die E-Stelle unter
physiologischen Pufferbedingungen, so in Gegenwart von
geringen Magnesiumkonzentrationen (3-6 mM) und Polyami-
nen, nachgewiesen werden. Uberzeugend belegt wurde die
Dissoziation der E-tRNA unter nichtphysiologischen Puffer-
bedingungen mit Kryo-EM, mit der die tRNAs in posttrans-
lokationalen Komplexen bei unterschiedlichen Pufferbedin-
gungen untersucht wurden.[''*!5] Unter nichtphysiologischen
Bedingungen ging die E-tRNA-Elektronendichte verloren,
und eine zusétzliche Elektronendichte erschien um die L1-
Protuberanz (bezeichnet als E2-Stelle). Es wurde spekuliert,
dass diese Position den Weg der tRNA aus dem Ribosom
nach dem Verlassen der E-Stelle markiert und die hoch
flexible L1-Protuberanz eine Rolle bei der Dissoziation der
E-Stellen-tRNA vom Ribosom spielt. Diese Vorstellung
wurde kiirzlich durch einen Vergleich von D.-radiodurans-
50S-Kristallen mit den Kristallen von T.-thermophilus-70S-
Ribosom gestiitzt, demzufolge die Positionen der L1-Arme
um 30° differieren (Abbildung 14). In der 70S-Struktur
befindet sich der L1-Arm nicht am Ribosomenkorper; er

Abbildung 14. Bewegung des L1-Armes. Ein Ausschnitt der 50S-Kristall-
struktur von D. radiodurans, die die 23S-rRNA in Grau und den L1-Arm
in Gelb zeigt. Die Position des L1-Armes von T.-thermophilus-70S-Kris-
tallen wurde in Griin dariibergelegt, der rote Punkt markiert den ver-
mutlichen Drehpunkt des L1-Armes. Die Positionen der A- (cyan), P-
(blau) und E-tRNAs (rosa) sind ebenfalls dargestellt, wobei der Antico-
don-Arm zum Betrachter zeigt. Wiedergabe nach Harms et al.l%l
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beriihrt den Ellenbogen der E-Stellen-tRNA und verhindert
so die tRNA-Entlassung vom Ribosom. Demgegeniiber ist
der L1-Arm in der D.-radiodurans-Struktur offen und ermog-
licht die Entlassung der E-tRNA wiihrend der Translation.['*®]
Tatsdchlich konnte auch dieser Mechanismus universell sein.
Bei einem Vergleich eines P-tRNA-gebundenen Hefe-80S-
Ribosoms (im pseudopritranslokationalen Zustand) mit
einem wihrend der Translation angehaltenen Ribosom (im
kiinstlich induzierten posttranslokationalen Zustand) wurde
eine stark unterschiedliche Position des L1-Armes (um 70 A)
festgestellt.>*l Angesichts der konformationalen Flexibilitdt
des L1-Armes (siche unten) muss die E2-Elektronendichte
nicht zwangsldufig einer tRNA entsprechen, die das Ribosom
bereits verlassen hat, sondern konnte auch einen lokalen
pufferinduzierten Konformationswechsel des Ribosoms
widerspiegeln.

Endgiiltig bestitigt wurde die Existenz der E-Stelle durch
Kryo-EM-Analyse der tRNA-Positionen sowohl im aktiven
Ribosom!"! als auch in einem artifiziellen 70S-Kristall von
Thermus-thermophilus-Ribosomen, der mRNA und drei des-
acylierte tRNAs enthielt.”” Die E-tRNA im 70S-Kristall ist
eine endogene E-tRNA, die mit den Ribosomen isoliert
wurde, was die auBerordentliche Stabilitit der tRNA-Bin-
dung trotz der langwierigen Isolierungsprozedur illustriert.
Heute ist die Existenz der E-Stelle allgemein akzeptiert, auch
wenn ihre Bedeutung noch nicht vollig anerkannt ist.

2.5.2. Bedeutung der E-Stelle: Genauigkeit der Translation und
Erhaltung des Leserahmens

Allein die Tatsache, dass die E-Stelle sowohl in Pro-
karyoten- als auch in Eukaryoten-Ribosomen existiert, l4sst
eine wichtige Funktion bei der Translation vermuten. Tat-
sachlich wurde gezeigt, dass die Gegenwart einer desayclier-
ten tRNA in der E-Stelle die Selektion der Aminoacyl-tRNA
in der A-Stelle moduliert (sieche Ubersicht in Lit. [116]).
Insbesondere induziert eine besetzte E-Stelle eine schwach
affine A-Stelle so, dass deren Wechselwirkung mit einem
terndren Komplex im Wesentlichen vom Anticodon bestimmt
wird. Diese Konstellation lédsst ausschlielich die Bindung von
cognaten und nah-cognaten tRNAs in die A-Stelle zu,
wihrend 90% der konkurrierenden nichtcognaten tRNA
ausgeschlossen werden (die Bedeutung dieses Befundes
wurde in Abschnitt 2.2.1 diskutiert). Falls jedoch die E-
Stelle keine tRNA enthilt, befindet sich die A-Stelle in einem
hoch affinen Zustand und ermoglicht auf diese Weise die
Wechselwirkung mit allen tRNAs, was sogar einen Fehlein-
bau von nichtcognaten tRNAs einschlief3t. Diese Folgerungen
wurden aus In-vitro-Experimenten abgeleitet.''] Dabei
konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart einer tRNA nur
in der P-Stelle sowohl nichtcognate Asp-tRNA als auch
cognate Phe-tRNA an ein A-Stellen-UUU-Codon binden
(Abbildung 15a), wihrend in Gegenwart einer tRNA sowohl
in der E-Stelle als auch in der P-Stelle ausschlieBlich die
cognate Phe-tRNA in die A-Stelle bindet (Abbildung 15b,c¢).
Die Bindung einer A-tRNA entldsst die E-tRNA aus der E-
Stelle, sodass zu jedem Zeitpunkt der Translation — aufler im
Decodierungsschritt — nie mehr als zwei tRNAs auf dem
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Abbildung 15. Die Rolle der E-Stelle fiir die Genauigkeit der Decodie-
rung. Ribosomenkomplexe wurden pripariert, die eine Poly(U)-mRNA
und in der P-Stelle eine AcPhe-tRNA tragen. A-Stellen-Bindung einer
cognaten Phe-tRNA (Codon UUU) und einer nichtcognaten Asp-tRNA
(Codon GAC/U) wurde ohne (a) oder mit einer E-tRNA (b) ausgelést.
Die Bindung der Phe- oder Asp-tRNA in die A-Stelle wurde uber die Bil-
dung des entsprechenden Dipeptids AcPhe-Phe oder AcPhe-Asp detek-
tiert (c). In Abwesenheit einer E-tRNA wurden sowohl| AcPhe-Phe und
AcPhe-Asp gefunden, was den Fehleinbau einer Asp-tRNA in der A-
Stelle beweist, wihrend in Gegenwart von E-tRNA ausschlieRlich
AcPhe-Phe in iblichen Mengen gefunden wurde; somit kann unter
diesen Bedingungen ausschlieRlich die cognate Phe-tRNA in die A-
Stelle binden. Die Daten stammen von Geigenmiiller et al."”

Ribosom vorhanden sind. Dariiber hinaus muss in der E-
Stelle eine cognate Desacyl-tRNA vorhanden sein, da die
Gegenwart einer nah-cognaten E-tRNA den Fehleinbau
einer Asp-tRNA nicht verhindern konnte.''] Dieser
Befund, dass eine cognate tRNA in der E-Stelle vorliegen
muss, weist darauf hin, dass die Codon-Anticodon-Wechsel-
wirkung in der E-Stelle als Signal fiir das Ribosom gilt, den
posttranslokationalen Zustand einzunehmen und damit eine
schwach affine A-Stelle zu préasentieren. Weitere Hinweise
fiir eine Codon-Anticodon-Wechselwirkung an der E-Stelle
stammen von Untersuchungen der gag-pol-Recodierungs-
stelle von HIV-1. Ribosomen recodieren an dieser Stelle
mithilfe eines posttranslokationalen Rutschmechanismus,
d.h. durch Verschieben in den —1-Leseraster nach der
Translokation, wobei sowohl die P- als auch die E-tRNA
gleichzeitig in die —1-Richtung rutschen.''®! Die Zahl von
sieben Nucleotiden in der ,,Rutsch-Sequenz* weist auf eine
Codon-Anticodon-Wechselwirkung in der P- und E-Stelle hin
(sechs Nucleotide) plus eine Rutschposition in den —1-
Leseraster. Eine andere Recodierungsstelle illustriert eben-
falls die Bedeutung der E-Stelle bei der Leserasterverschie-
bung wéhrend der Translation von RF2. An der Codonposi-
tion 26 befindet sich ein Stoppcodon UGA innerhalb der
RF2-mRNA; an dieser Stelle ist eine + 1-Leserasterverschie-
bung notwendig, um einen internen UGA-Stopp zu vermei-
den und die Synthese von RF2 zu vervollstindigen. Ein
wesentliches Merkmal, das den Leserasterwechsel unter-
stiitzt, ist in diesem Falle eine stromaufwirts liegende
Sequenz vom Shine-Dalgarno(SD)-Typ, die mit der komple-
mentédren Anti-SD-Sequenz innerhalb der 16S-RNA auf der
30S-Untereinheit wechselwirkt. Interessanterweise schlief3t
diese SD-anti-SD-Wechselwirkung die erste Codonposition
der E-Stelle mit ein. Tatsdchlich konnte kiirzlich gezeigt
werden, dass der SD-anti-SD-Duplex die E-tRNA verdringt

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

3607


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

3608

und damit die Leserasterverschiebung vermittelt."”) Damit
wurde belegt, dass die E-Stelle auch eine wichtige Rolle fiir
die Aufrechterhaltung des korrekten Leserasters wihrend der
Translation spielt.

3. Zusammenfassung und Ausblick

Auch wenn in den letzten Jahren viele Details der
Ribosomenstruktur und -funktion aufgekldrt wurden, existie-
ren reichlich Fragen, deren Beantwortung noch aussteht.
Einige dieser Fragen betreffen fundamental den Prozess der
Translation: Uber welchen Mechanismus verlaufen Peptid-
bildung und Translokation? Welche Rolle spielt der univer-
sell konservierte Tunnel in der grofen ribosomalen Unter-
einheit? Viele weitere, eher periphere Fragen tauchen hin-
sichtlich der Translationsregulierung auf. Kldrungsbedarf
erfordert insbesondere die eukaryotische Translation, an der
zahlreiche Faktoren, weitere ribosomale Proteine und zusétz-
liche rRNA-Sequenzen beteiligt sind. Einige Antworten wird
die hohere Auflosung der Strukturen ribosomaler Funktions-
komplexe geben. Voraussetzung dafiir ist die Herstellung
geeigneter Kristalle, sodass es nicht einfach ist, einen Zeit-
rahmen anzugeben, innerhalb dessen die Strukturen euka-
ryotischer ribosomaler Kristalle oder bestimmter Funktions-
komplexe prokaryotischer Ribosomen, z.B. prd- und post-
translokationale Zustinde oder im Komplex mit grofien
Translationsfaktoren, zugénglich werden. Ein anderer Aspekt
betrifft die Tatsache, dass diese Kristallstrukturen statisch
sind, das Ribosom aber eine hoch dynamische Maschine ist.
Es bedarf deshalb eines konzertierten Forschungsansatzes
unter Anwendung sowohl biochemischer als auch biophysi-
kalischer Methoden, um die Mechanismen zu zergliedern und
zu verstehen. Wenn wir daran denken, dass die Proteinsyn-
these fundamental fiir alle Lebensprozesse ist und ihre
Untersuchung Einblicke allgemeiner Art in molekulare
Wechselwirkungen und evolutionidre Prozesse und Zusam-
menhénge gewihrt, ist es ratsam, bei der Erforschung dieser
komplexen molekularen Maschine nicht nachzulassen!

Abkiirzungen

A-Stelle Aminoacyl(aa)-tRNA-Stelle

A-tRNA tRNA in der A-Stelle

CTD Carboxyl-terminierte Doméne

E-Stelle Austrittsstelle, spezifisch fiir desacylierte tRNA
E-tRNA tRNA in der E-Stelle

GAP GTPase-aktivierendes Protein

NTD Amino-terminierte Doméne

POST posttranslokationaler Zustand

PRE prétranslokationaler Zustand

P-Stelle Peptidyl-tRNA-Stelle vor der Peptidbildung
PTF Peptidyltransferase

P-tRNA tRNA in der P-Stelle

SD Shine-Dalgarno-Sequenz

SRL Sarcin-Ricin-Schleife

UTR nichttranslatierter Abschnitt einer mRNA
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