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passieren Fehler, die bei manchen Synthetasen durch eine Korrektur-
funktion beseitigt werden.

Zum Beispiel heftet die Valyl-tRNA-Synthetase mit einer Haufigkeit
von immerhin 1% die Aminosdure Threonin an tRNAY, Dies ergabe eine
unertraglich hohe Fehlerrate, wenn sich das Enzym nicht, wie auch
andere Synthetasen in vergleichbarer Situation, dagegen schiitzen
konnte. Die Enzyme konnen iiber eine schwache Esterase-Aktivitdt die
falsch {ibertragene Aminosdure entfernen und dann eine neue Bela-
dungsreaktion beginnen. Die Korrektur kann die Ablésung der falschen
Aminosdure von der tRNA betreffen, wie im genannten Beispiel, oder die
Spaltung eines nicht korrekten Aminoacyl-AMP, wie es fiir die Isoleucyl-
tRNA-Synthetase gezeigt werden konnte.

Translation: Ribosomen und Proteinsynthese

Wie gesagt, tiberbringen mRNAs die genetische Information von der

DNA zum Proteinsynthese-Apparat, und die beladenen tRNAs tragen

die Aminosduren herbei. Im Folgenden geht es um die Verkniipfung

der Aminosduren zu einer geordneten Reihe. Einfach zusammengefasst

erfolgt die Ubersetzung (Translation) einer linearen Basensequenz in die

Folge von Aminosduren eines Peptids in zwei Schritten:

1. spezifische Wechselwirkung von Codon in der mRNA und Antico-
don in der beladenen tRNA.

2. Ausbildung der Peptid-Bindung zwischen den Aminosduren auf be-
nachbart gelegenen tRNAs.

In Wirklichkeit ist dieser Prozess von geradezu verwirrender Komplexi-
tat. Das zeigt sich daran, dass mehr als 100 verschiedene Makromole-
kille - Proteine und RNA - an der Proteinsynthese beteiligt sind.
Deswegen ist es nicht erstaunlich, dass das Kapitel Proteinsynthese,
trotz einer fast 40 Jahre wdhrenden Forschungsgeschichte, noch viele
Geheimnisse birgt. Aber die wesentlichen Ereignisse lassen sich gut
beschreiben. Im Mittelpunkt jeder Beschreibung steht das Ribosom,
wo sich mRNA und beladene tRNAs treffen.

Ribosomen: Eine kurze Beschreibung

Trotz vieler und wichtiger Unterschiede im Detail haben Ribosomen

aller Organismen einige gemeinsame Eigenschaften:

- Zusammensetzung aus zwei Untereinheiten: eine , kleine“ Unter-
einheit, wo sich mRNA und tRNAs treffen, und eine ,,gro8e“ Un-
tereinheit, wo die Verkniipfung von Aminosduren vermittelt wird.

- Aufbau jeder Untereinheit aus 1-3 RNA-Molekiilen und aus vie-
len verschiedenen Protein-Bausteinen mit einem Gewichtsver-
héltnis von ungefdhr 60% RNA und 40% Protein.

Unter guten Lebensbedingungen besitzt eine Bakterienzelle mehr als
20000 Ribosomen, die insgesamt etwa ein Viertel ihrer Trockenmasse
ausmachen.

Die Untersuchung von Ribosomen beginnt einfach und zwar mit der
Zentrifugation eines Bakterienextraktes durch einen Sucrose-Gradien-
ten (S.30). Bei niedrigen Konzentrationen von Magnesium-Salzen (etwa
1 mM) lassen sich groRe und kleine Untereinheiten gut voneinander
trennen. Sie sedimentieren im Schwerefeld der Ultrazentrifuge mit
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Abb.4.19 Trennung von ribosomalen Unterein-
heiten. Die Zentrifugalkraft wirkt von rechts nach
links, wo sich der Boden des Zentrifugationsrohr-
chens befindet. Nach Beendigung des Laufes wird
der Inhalt des Rohrchens in 25 gleich groRen Frak-
tionen gesammelt. Dabei ldsst man den Sucrose-
Gradienten durch eine Quarzkiivette laufen und re-
gistriert fortlaufend die Absorption des UV-Lichtes
bei 260nm (A,y). Die Zahlen oben geben die
S-Werte von Partikeln an, die bis zu den entspre-
chenden Positionen unter den gegebenen Zentrifu-
gationsbedingungen wandern.

Abb.4.20 Bestandteile von bakteriellen Ribo-
somen. In Losungen mit niedrigen Magnesium-
Salzkonzentrationen zerféllt das Ribosom in seine
Untereinheiten. Unter denaturierenden Bedingun-
gen lasst sich dann jede Untereinheit in die Be-
standteile, rRNA und Proteine, zerlegen. Die Pro-
teine L7 und L12 sind identisch, aber L12 tragt eine
Acetylgruppe an der aminoterminalen NH,-Gruppe.
Die Proteine L26 und S20 sind identisch. Unter ge-
eigneten Bedingungen kénnen sich die getrennten
Bestandteile wieder zum intakten Ribosom zusam-
menfiigen (Rekonstitution).

50S bzw. mit 30S. Deswegen spricht man auch von der bakteriellen
50S-Untereinheit und von der 30S-Untereinheit. Bei hoheren Konzen-
trationen von Magnesium-Salzen (etwa 5mM) vereinigen sich beide
Untereinheiten zum 70S-Ribosom (Abb. 4.19 und Abb. 4.20).

Die kleine Untereinheit des bakteriellen Ribosoms besitzt die
16 STRNA (aufgebaut aus 1542 Nucleotiden) und je ein Exemplar von
21 verschiedenen Proteinen, den ribosomalen Proteinen S1 bis S21
(S, small). Die groBe Untereinheit besteht aus zwei RNA-Arten: 23 STRNA
(aus 2904 Nucleotiden) und 5SrRNA (aus 120 Nucleotiden) sowie 31
Proteine, die ribosomalen Proteine L1 bis L36 (L, large). Die Nummerie-
rung der Proteine stammt aus der Friihzeit der Ribosomen-Forschung
(um 1975), als die Identitdt einzelner Proteine noch unsicher war. Des-
wegen stimmt die Nummerierung und die Zahl der ribosomalen Pro-
teine in der grofRen Untereinheit nicht {iberein. Von Interesse ist hier,
dass auch die groRe Untereinheit je ein Exemplar eines jeden Proteins
enthdlt, mit Ausnahme eines Proteins L7/L12, das in vier Exemplaren
vorkommt.

Die dreidimensionalen Strukturen der meisten ribosomalen Proteine
sind bekannt. Ebenso weifs man viel {iber die raumliche Anordnung der
ribosomalen RNA-Molekiile, deren Kennzeichen die Fahigkeit zur Aus-
bildung ausgedehnter Sekundarstrukturen ist, wie die Abb.4.21 am Bei-
spiel der 16STRNA zeigt.

Ein sehr wichtiges Ziel der Ribosomen-Forschung war die Aufklarung
der molekularen Architektur intakter Ribosomen. Nach jahrelangen Be-
mithungen sind in den Jahren 1999 und 2000 die ersten Rontgenstruk-
tur-Analysen kristallisierter Ribosomen gelungen (Plus 4.1 und Plus 4.2).
Aber bereits die dlteren Ergebnisse der hochauflésenden Elektronen-
mikroskopie vermitteln interessante Einblicke in den Aufbau von

Masse: 930 kDa
70% rRNA

Masse: 1590 kDa
60% rRNA

‘ I g

l

23S IRNA ~~~m~ (2904 Nucleotide)

5S rRNA ~~ (120 Nucleotide) 16S rRNA (1542 Nucleotide)
31 Proteine (L1-L36)* 21 Proteine (S1-S21)*
00000000000 0000000
00000000000 0000000
00000000000 0000000
*L7 =N-acetyliert L12

126 =520

Knippers, Rolf, Molekulare Genetik (ISBN 3134770091), © 2006 Georg Thieme Verlag



Translation: Ribosomen und Proteinsynthese

67

AA

AC 120 1090—[_50‘l SU
u C -
70 yAGA 710 AA o ezt 110
G | U i~ c 1100 | 1120 1130
e AUCUGGAC G ¥ e/ A I
AV T T-lIlI- Gct, 080 ¢ A chAn Al yue Ac
bopeenclooncly KA ot Sedysopgollooe
690 680 AGAU . c 7%0 UsAca UGCUCC, _ AGGGG ACGAAAC, GGGGC\GG
G—¢ o c—a & A qmso © 1140
670—G—C U—A A o
ezt iy Tt S S
G—C UAGA, 5% GAG//CC 1160
G - U=740 1030 1060_G—C A
P U A | LEZRA oou 2t
GA - G A€ uc C—6” U
U—A G—C u A G- U% AT G
G—C G—C cC—G G—CU A A
660—C—G A—U C—G U—A 1170 AU
—AA AC—G 1020 G . CA—U
2z 780— A" G800 JGi cl-a
U—A 4 Y GAUGAGAAU € 1040 0 C—G
630 G—C—750 G ¢ [BRRN //CGI ge—¢
O, sgtg Megey S N Ny =
AAC AU U — / G A—U
AACCUGGE “UGCAUCUGACUGGCAAGC A 6=§ 0ag0 /Acc/,Ac U
0—¢ II-T1] TULTTITTL T g G—C g0 . _cYu 1000 € A
Qe cuc AGACUGAUUGUUUG ¢/ CucA/ 770—C— Gy . G A yc—cC
[ AG—CCGU EQCA CacJU—R
uast 600 s S G Ay YN 930 Sg%’gzg 260 GCg
610 Ace 7 Cc A WM e Nouy U=A 1220 L ac A
A c (g ilex cCUu,c—¢g G AN
[Ace” ¢ 830 GO O A AcZe & N
580 %20 GA\' c 850 £ o )¢ c 1270
% e PR R O N
C 470 cc A G AN U—A AN
A AGCCGC Ay CAGCUGA G —s60 _ GCNMRAALYG =y lAAAG\\UCCAGGC
UUG://UU 480 GC ‘-530 /Gg_gc\sso AUU /e 70 Iy N os0 =4k ¢ Y
- —_C— 1280
P ch NS 520—A 06— o6 o A cel eso-gTE O
460 Yo / C Ac c B S g 890 CA ¢ A—U ul‘w GC\\UGAA
A, G . C—G N
Cc 0 g_g UAC— GGzI:/I\cu.CccccG GGACAAyENE 0
= U A= .
4 Clé w0 spETE  s0—p GUGA, LUGG AAT 900 o S h :
Ace o7 ~¢ A=A A AANAA 930 Ve U
SGacG C‘G//GCA WAAC—C—s0 A Uc 91050 G i oM 2
450 G Sz c GGUAC AAUUG AICGG????C?CACAA \\ Un =130
7 AA5005 — U\ cucltr "oy G
ROACAGNE Zss0 AN GAGY AUGUUCCGGGC s o &
cUAAZI0U," PAG—CTRUTN LT T GG VUG C e G G
Gooul®  Acuac ACONAAG 0 A Ny ¢ v u U N
G NN ANCE a A 1380—y A _yu
Uyccao JAUGUG N g A o GC A/350 AG YR=G 0
&g S : snctess, i
w0 QU A ¢ o) /% G0
| CONAC f 1370 Ac u A>Ty
R fEEue T e : Lo
<. C C Y
CGCGGGUA Acau 3 ® ' G Up A o AA
U C—G v}
A AAAUA A\—sn WI0—A—J—1490R_ 00
Gglcg:g 7% ¢
R 360§:§A u-g A 15|1o
UC/EGA|G(AG—CA 60 &7 SAACCGUAGGG Abb. 4.21 Sekundarstruktur der 16S rRNA
o qs w JAng TS von Ecoll,
ACcG,, 340 u 1420—U —A—1480 GUUGGCGUCC p iele der i lekul I
A6y A C 6¢ G153 I Viele der intramolekularen Doppelstrang-
G Lepyy G ¢ u U 1520 i i i P _
300 AGUCAAGGUf ] A, 70 6=y U Bereiche s!nq h9chk0nserwert. Dies befigu
GAGcAg Ezgm A /) GG\UAé g6 A tet, dass sie in dhnlicher Form und Position
/ Gug* C—G C . . .
GUCU/G' ,C/A/c{ cA\ oo G GAGC/A/G///GGAA 50 A=y L bei den rRNAs von vielen, auch nichtver-
G - - .
Sud/ A CCAG i Yy AAG 1430—A—U—1470C wandten Organismen gefunden werden.
ST oG & G T Der Grund dafiir ist die prinzipiell gleich
Y FUul A er Grund dafir ist die prinzipiell gleiche
Id cu A A
280 C A 90 C . .
C/AUC\\EGR gUt, %—g Funktion (blau = Kontakte mit der tRNA
N - - . . .
GAc G.\UA;U $=§ A= im A-Ort; rot = Kontakte mit der tRNA im
U —_ 1440 ¢ — . = .
AGG\\ A oy S6T8 P-Ort des Ribosoms, Erkldrung der Begriffe
C—G — C— 1460 . . . .
70 U Sola-zo Ao ez s. S.72). Nicht alle Nucleotide in rRNA sind
CU\\C Nt 20-6=¢, RE SA vom Standardtyp. Die 16S-rRNA von E. coli,
U . . . . .
& e b & Ac—g die in dieser Abb. gezeigt wird, hat elf
—_ C—G . . .
CAAUG 260 fopty Uit Nicht-Standard-Nucleotide und die 23S-
CcC—G . .
U=8_ 0 1450 rRNA noch einmal 24 mehr. Dazu gehdren
20A—U— 150 T N .
vE=G i Pseudo-Uridin (Abb. 4.14) sowie Nucleotide
Goaecucyu® T AGEGGEAUMCUACUGE ! ¢
20— GG TG TOTTeT TTIT-] A0 mit Methylgruppen, entweder an der 2’-
Pucggoaaag GGCCALA, EAVCCCA OH-Gruppe der Ribose oder an der hetero-
U~180 . .
200 AAC A ! " zyklischen Base. Auch die rRNAs von Euka-
=ty ryoten enthalten Nicht-Standard-Nucleoti-
190/,5‘% de dieser Art (s. S.358), jedoch in gréRerer
AC Zahl als die bakteriellen rRNAs. Die Nicht-

Standard-Nucleotide kommen vor allem in
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Abb.4.26) und scheinen die ribosomalen
Funktionen zu beeinflussen [nach 18].
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== Plus 4.1 3D-Struktur des Ribosoms

Die Strukturanalyse gibt durch Beugung von Réntgenstrah-
len einen genauen Eindruck von der rdumlichen Lage der
Atome in einem biologischen Makromolekdl. Die Vorausset-
zung fiir diese Untersuchung ist, dass die betreffenden Mo-
lekiile in Form eines Kristalls genau ausgerichtet sind. Jahr-
zehntelange Bemiihungen um eine geeignete Kristallisation
von Ribosomen wurden erst in den Jahren 1995-1999 von
Erfolg gekront. Im Sommer 1999 veréffentlichten fast
gleichzeitig vier Forschergruppen die ersten Rontgenstruk-
tur-Analysen der kleinen ribosomalen Untereinheit von Bak-
terien. T. A. Steitz und Mitarb. beschrieben im Sommer 2000
in zwei klar, ja geradezu spannend geschriebenen Artikeln
im Detail die komplette Struktur einer groRen ribosomalen
Untereinheit mit gutem Einblick in den Mechanismus der
Verknlipfung von Aminosduren zur Polypeptid-Kette. Der
Weg dorthin verlief keineswegs geradlinig. Er war durch Ver-
such und Irrtum, vergebliche Miihen, Konkurrenzen und Ri-
valititen gekennzeichnet. Einen guten Eindruck von den
jahrzehntelangen Bemiihungen vermittelt der Aufsatz von
P.B. Moore und T.A. Steitz im Band 72 der Annual Reviews
of Biochemistry (2003).

Das Ergebnis ist ein Ereignis in der Geschichte der mole-
kularen Biologie: die Aufkldrung der Struktur des bis dahin
groBten asymmetrischen Objektes. Man bedenke, dass das
bakterielle 70S-Ribosom eine molekulare Masse von 2,5 Mil-
lionen Dalton hat. Wir haben einen guten Eindruck von der
Lage aller 54 Proteine und aller rRNA-Nucleotide.

Die duBere Form der kristallisierten Ribosomen entspricht
im wesentlichen der Abb.4.22, die wir einer ganz anderen
Methode verdanken, der Kryo-Elektronenmikroskopie. Auch
wenn die Rontgenstruktur-Analysen am Ende die Informatio-
nen Uber die genaue Lage aller etwa 100 000 Atome in RNA
und in den Proteinen liefern, bleibt der Platz der Kryo-Elek-
tronenmikroskopie in der Ribosomen-Forschung erhalten.
Bei dieser Methode werden Ribosomen in Sekundenschnelle
eingefroren, was eine Untersuchung von Formverdnderun-
gen im Verlauf der Protein-Biosynthese ermdglicht. Denn
es steht auRer Frage, dass das aktive Ribosom eine dynami-
sche Struktur besitzt: Die Anordnung seiner Bausteine an-
dert sich mit der schrittweisen Ubersetzung der Nucleotid-
Folge auf der mRNA und der Verkniipfung von Aminosauren
in der wachsenden Polypeptid-Kette.

Die Rontgenstruktur-Bilder zeigen, dass hauptsdchlich
drei Arten von Wechselwirkungen die 3D-Struktur des Ribo-
soms bestimmen: 1. Wechselwirkungen auch zwischen ent-
fernten Bereichen in der RNA; 2. Mg**-Briicken; 3. Beziehun-
gen zwischen den Proteinen und RNA. Dazu einige Sdtze.

Die ribosomale RNA ist kompliziert im Raum gefaltet, wie
schon die zweidimensionale Struktur der Abb.4.21 vermu-
ten lasst. Die Sekundarstrukturen (Abb. 4.21) nehmen spezi-
fische Lagen im Raum ein, so dass eine 3D-Struktur entsteht,
die insgesamt schon die Form der ribosomalen Untereinhei-
ten einnimmt.

Magnesiumsalze stabilisieren die kompakte 3D-Struktur
durch Bindung an Phosphatgruppen in entfernt liegenden

Sekundarstrukturen, die dadurch in rdumliche Nahe kom-

men. Auch monovalente lonen werden in Ribosomen gefun-

den und dienen zur Neutralisierung von negativ geladenen

Phosphaten, was wiederum die Stabilitat fordert. SchlieBlich

die wichtigen Beziehungen zwischen RNA und den riboso-

malen Proteinen: Die einzelnen Proteine erkennen die zuge-
horigen RNA-Abschnitte an ihrer Form. Gestreckte und fle-
xible Proteinabschnitte dringen tief in das Gewirr der RNA-

Strukturen im Innern des Ribosomes, wahrend die eher glo-

buldren Bereiche der Proteine auf der Oberflache bleiben.
Einen Eindruck von der komplizierten Struktur bakterieller

Ribosomen vermittelt die Abbildung in diesem Kasten. Dieses

Bild wurde freundlicherweise von Professor Ada Yonath, Weiz-

mann-Institut, Israel, zur Verfligung gestellt. Es stammt aus

ihrer Publikation ,Ribosomal tolerance and peptide bond for-

mation“ (Biological Chemistry Vol. 384, 1411 -1419; 2003).

Die ribosomalen Proteine sind bunt gezeichnet und die

rRNA-Molekiile braun. Die Bindestellen fiir tRNA (E, P und A;

s. Abb. 4.28) und einige markante Positionen sind markiert.
Das vermutlich wichtigste Ergebnis aller Untersuchungen:

- In den Bereichen des Ribosoms, wo die entscheidenden
Reaktionen erfolgen, befinden sich keine Proteine — weder
dort, wo sich Codon und Anticodon auf der kleinen Ribo-
somen-Untereinheit treffen, noch im Peptidyltransferase-
Zentrum der groBen Untereinheit, wo die Verkniipfung der
Aminosduren erfolgt.

- Jedoch liegen in beiden Bereichen geeignet gelegene Nu-
cleotide der rRNA. Diese Nucleotide stabilisieren die Bin-
dungen der beteiligten Molekiile. Das ist besonders bemer-
kenswert fir die enzymatische Reaktion bei der Verkniip-
fung von Aminosauren, eine Reaktion, die von passend im
Raum liegenden Nucleotiden der 23S-rRNA ermdglicht
wird. Kurz, die 23S-rRNA wirkt als Enzym, als Ribozym.

- Oder allgemeiner: Das Ribosom ist ein Ribozym (so der
apodiktische Titel eines Aufsatzes von T. A. Steitz und P.B.
Moore aus dem Jahre 2003 in der Zeitschrift Trends in Bio-
chemical Sciences, Band 28, S. 411 -418).

L
T
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kleine Untereinheit Ribosom

grof3e Untereinheit
Stiel
/

a Kerbe

opf [ /

Basis [

== Plus 4.2 Ribosomen in Eukaryotenzellen

Die Ribosomen in Tier- und Pflanzenzellen sind gréRer und komplizier-
ter als die Ribosomen von Bakterien. Ein intaktes eukaryotisches Ribo-
som sedimentiert mit 80S und besteht aus einer groBen 60S-Unterein-
heit und einer kleinen 40S-Untereinheit. Uber die Zusammensetzung
aus rRNA und Proteinen informiert die Tabelle, aus der hervorgeht, dass
eukaryotische Ribosomen insgesamt 4 rRNA-Arten und Gber 80 riboso-
male Proteine enthalten.

Untereinheit RNA Nucleotide Proteine

60S 28S rRNA 4718 49 Polypeptide
5,8S rRNA 160
5S rRNA 120

40S 18S rRNA 1874 33 Polypeptide

Die Werte stammen von Ribosomen aus Sdugetierzellen.

Ribosomen. Die Abb.4.22 vergleicht die elektronenmikroskopischen
Darstellungen eines 70S-Ribosoms aus den Jahren 1975 und 1995.
Schon das alte Modell gibt einen Eindruck von der Asymmetrie der
Ribosomen-Struktur, aber das neue Modell zeigt viele zusatzliche De-
tails wie Kerben, Rinnen und Kandle zur Aufnahme der tRNAs, der
mRNA und der wachsenden Protein-Kette. Viele der komplizierten
Beziehungen zwischen Struktur und Funktion miissen noch im Detail
erforscht werden. Deswegen werden Untersuchungen iiber die Mecha-
nismen der Proteinsynthese auch in der Zukunft noch interessante und
molekularbiologisch wichtige Ergebnisse liefern. In diesem Kapitel soll
und kann es nur um eine allgemeine Einfiihrung gehen. Deren Zweck ist
es, die grundlegenden Kenntnisse zu vermitteln, die zum Verstdndnis
der molekularen Genetik notwendig sind. Wer sich fiir die Einzelheiten
interessiert, mag die Ubersichtsartikel von Moore und Steitz (2003) und
Ramakrishnan (2002) lesen (s. Literatur am Ende dieses Kapitels).

Abb.4.22 Ribosomen-Formen.

a Seitenansicht von Ribosomen und Ribosomen-Un-
tereinheiten, gezeichnet auf der Basis von elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen des Jahres 1975.
b Wir denken uns die Strukturen oben um 90° nach
vorn gedreht. Die Abbildungen sind Ergebnisse der
Kryo-Elektronenmikroskopie aus der Zeit um 1995.
Auch wenn die Bilder der Kryo-Elektronenmikrosko-
pie nicht in allen Einzelheiten mit denen der Ront-
genstruktur-Analysen (ibereinstimmen, geben sie
doch einen guten Eindruck von der allgemeinen
Form - charakterisiert durch ihre Asymmetrie
[nach 13,14].
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Abb.4.24 Zwei funktionell verschiedene me-

thioninspezifische tRNA-Arten.

mRNA 5'— CACACAGGAAACAGCCAUGACCAUGAUUACG ® » 3'

His-' Thr-' Gly-' Asn-' Ser-' His-" Asp-' His-' Asp-' Tyr- o o o
"His-' Arg-' Lys-' GIn-"Pro "

"Thr-' Ala-' Met-' Thr-' Met-'lle-' Thr ¢ ¢ ¢ o

'Thr-' GIn-' Glu-' Thr-' Ala-' Met-' Thr-' Met-' lle-' Thr e ¢ o o

Polypeptide

Abb.4.23 Ungeordnete Peptid-Synthese.

Proteinsynthese: Genauigkeit des Starts

In der Praxis des Labors wird die Proteinsynthese am einfachsten mit
radioaktiv markierten Aminosduren untersucht. Die gebildeten Poly-
peptid-Ketten konnen durch Zusatz von Sdure (z.B. 5% Trichloressig-
sdure) ausgefallt und auf feinporigen Nitrocellulose-Filtern aufgefangen
werden. Freie Aminosduren und Aminoacyl-tRNAs laufen durch die Po-
ren des Filters. Folglich ist die filtergebundene Radioaktivitit ein direk-
tes MaR fiir die Menge an polymerisierten Aminosduren. Mit diesem
einfachen Versuch gelingt der Nachweis, dass isolierte Ribosomen - in
Gegenwart eines Gemisches von Aminoacyl-tRNAs und einer mRNA -
betrdchtliche Mengen an Aminosduren zu Polypeptid-Ketten verkniip-
fen konnen. Aber Untersuchungen ergeben eine vollstindig ungeord-
nete Proteinsynthese. Sie beginnt irgendwo auf der mRNA und schreitet
dann in einem zufdllig eingeschlagenen Dreiertakt der Tripletts auf
der mRNA weiter. Es entsteht ein Gemisch verschieden langer und ver-
schieden zusammengesetzter Polypeptide (Abb.4.23).

Dieses in vitro gemessene Ergebnis kann nicht der Situation in der
Zelle entsprechen. Und einige wichtige Fragen liegen auf der Hand:
- Wie kommt die Translation in den Takt, der zum richtigen Protein

fiihrt?
- Gibt es eine Stelle auf der mRNA, die den Startpunkt der Protein-

synthese bestimmt?

Den ersten Hinweis fiir einen definierten Startpunkt gab die Beobach-
tung, dass eine iiberdurchschnittlich groRBe Zahl von Proteinen in E. coli
am aminoterminalen Ende die Aminosiure Methionin trdgt. Dann
fanden im Jahre 1964 drei Forschergruppen zur etwa gleichen Zeit eine
besondere Form der Methionyl-tRNA, die fiir die Startgenauigkeit ver-
antwortlich ist.

Es gibt zwei verschiedene methioninspezifische tRNA-Arten in etwa
gleich groBen Mengen in E.coli-Zellen, tRNAMe und tRNA_ Met. Beide
tRNA-Arten werden durch dieselbe Methionyl-tRNA-Synthetase bela-
den. Aber das Methionin an der tRNAMet wird in Bakterienzellen durch
ein spezielles Enzymsystem modifiziert, das einen Formyl-Rest an die
Amino-Gruppe im Methionin anheftet (Abb.4.24). So entsteht fMet-
tRNA. Das Methionin an der ,,gewohnlichen* tRNA,_ Mt wird nicht formy-
liert. Ebenso erhdlt keine Aminosdure an einer der anderen Aminoacyl-
tRNAs einen Formyl-Rest.

Die tRNAMet unterscheidet sich durch einige Merkmale von anderen
tRNA-Arten: Das 5’-Nucleotid im Akzeptor-Arm bildet kein Basenpaar,
der Anticodon-Arm enthdlt drei GC-Basenpaare und der Adenin-Bau-
stein an Position 37, gleich hinter dem Anticodon, ist nicht modifiziert,
wie in den meisten anderen tRNA-Arten (s. Abb.4.13). Das mag der
tRNAMet eine besondere Flexibilitit bei der Wechselwirkung von Anti-
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codon und Codon und eine eigene Art zur Bindung an das Ribosom

verleihen.

Die Funktion fMet-tRNA als Initiator fiir die Proteinsynthese hat
eine Reihe von Konsequenzen:

1. Wir koénnen schlieBen, dass jeder Translationsabschnitt auf der
mRNA mit einem Codon beginnen muss, welches komplementar
zum Anticodon der tRNAMet ist. Tatsachlich ist das Methionin-Codon
AUG das universelle Start-Codon fiir die Proteinsynthese. Mehr als
80-90% der Translationsabschnitte auf bakteriellen und fast alle auf
eukaryotischen mRNAs beginnen mit AUG (Plus 4.3). Etwa 10-15%
der Translationsabschnitte von Bakterien haben GUG und einige we-
nige UUG am Anfang.

2. Der Formyl-Rest versiegelt gleichsam die Amino-Gruppe der ersten
Aminosdure, so dass eine Syntheserichtung vorgegeben ist. Die Syn-
these eines Proteins beginnt am Amino-Ende und setzt sich dann in
Richtung Carboxy-Ende fort. Aminosduren werden also an das Car-
boxy-Ende einer wachsenden Polypeptid-Kette angeheftet. Diese
Schlussfolgerung werden wir im Folgenden bestdtigt sehen, wenn
wir die Einzelschritte bei der Proteinsynthese kennenlernen.

3. Fertige Proteine tragen keinen Formyl-Rest an ihrer aminoterminalen
Aminosdure, denn er wird noch wédhrend der laufenden Synthese
durch das Enzym Polypeptid-Deformylase entfernt. Ebenso tragen
bei weitem nicht alle Proteine ein endstandiges Methionin. Auch hier
erfolgt die Abtrennung an der noch unfertigen, wachsenden Poly-
peptid-Kette, und zwar durch das Enzym Methionin-Aminopeptidase.

Initiation der Translation

Die Initiations-tRNA ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die geord-

nete Einleitung der Translation. Zusdtzlich ist eine Gruppe von Protei-

nen, Initiationsfaktoren genannt, notwendig. Wie wir spdter sehen
werden, bendtigen Eukaryotenzellen eine groRe Zahl solcher Faktoren

(S. 443). Aber die Verhdltnisse sind sehr viel einfacher bei Bakterien,

denn Bakterien kommen im Wesentlichen mit drei Initiationsfaktoren

aus: IF1, IF2 und IF3 (Tab.4.4). Die Faktoren bestimmen die Reaktionen,
die schlieRlich zum Start der Proteinsynthese fiihren:

- Die Faktoren treffen sich mit der mRNA an der kleinen Ribosomen-
Untereinheit. IF1 verhindert die vorzeitige Anlagerung der grof3en
Untereinheit. IF3 verdrangt Nicht-Initiator-tRNAs vom Ribosom und
fordert damit die Anlagerung der fMet-tRNA.

Tab. 4.4 Initiationsfaktoren von E. coli

Faktor  GroRe (Zahl der  Funktion

Aminosduren)

IF1 71 stimuliert die Aktivitdt von IF2 und IF3;
hélt die Ribosomen-Untereinheiten getrennt

IF2 889 bindet an fMet-tRNA und leitet sie zum P-Ort
am Ribosom; spaltet gebundenes GTP
(GTPase-Aktivitat)

IF3 181 fordert die Ablosung von Nicht-Initiator-tRNAs

vom Ribosom; erhoht die Spezifitat der
Bindung von fMet-tRNA

== Plus 4.3 Initiations-tRNA auch in =

Eukaryotenzellen

Auch in Eukaryoten kommen zwei funktio-
nell verschiedene Arten von tRNAMet vor.
Die eine bindet sich an das AUG-Triplett,
das den Beginn einer Kodierungssequenz
auf der mRNA kennzeichnet und bringt da-
durch den Proteinsynthese-Apparat in den
richtigen Takt. Die andere tRNAYet dient
zum Einbau einer internen Aminoséure in
die wachsende Polypeptid-Kette, wie alle
anderen tRNA-Arten auch. Im Unterschied
zum bakteriellen System ist das Methionin
auf der Initiations-tRNA in Eukaryoten nicht
durch eine Formyl-Gruppe modifiziert. Eine
Formylierung des Methionins ist also nicht
fir die phasengerechte Initiation der Pro-
teinsynthese notwendig.
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Abb.4.25 Bildung des Initiationskomplexes.
Die Rechtecke kennzeichnen die Initiationsfaktoren.
IF2 trdgt GTP (geschlossene Punkte). Nach Bindung
der 50S-Untereinheit wird IF2 abgelést und GTP in
GDP und anorganisches Phosphat gespalten.

5
GOH 3
5"Nicht- AU
Kodierungs- G-C
bereich einer g*C
-U
mMRNA G-C
G-C 3-Ende
U-A der E. coli-
§ 165 rRNA
A 1520
1530--G
Start- A GUUGG‘C‘GL‘J‘CC mA
Codon GU GUAACCGUAGG mGG

K 1510
3 5'

Abb.4.26 Struktur und Funktion der Riboso-
men-Bindungsstelle im 5’-Nicht-Kodierungsbe-
reich prokaryotischer mRNA. Dargestellt sind die
etwa 40 Nucleotide am 3’-Ende der 16S-rRNA. Die
Haarnadelschleife weist auf eine ausgeprdagte
Sekundarstruktur des ribosomalen RNA-Molekiils
hin (Abb.4.21). Hier kommen modifizierte Purine
(N>-Methyladenin und  7-Methylguanin) in der
rRNA-Sequenz vor.

Ein Abschnitt aus der 5’-Nicht-Kodierungssequenz
der mRNA geht Basenpaarungen mit einer Folge
von sieben Nucleotiden der 16S-rRNA ein, der so-
genannten Shine-Dalgarno-Sequenz. In anderen
mRNA-Molekdilen ist die Komplementaritdt weniger
stark ausgeprdgt, so dass nur drei bis sechs Basen-
paare gebildet werden kénnen. Auf jeden Fall hat
die Wechselwirkung zwischen der Shine-Dalgarno-
Sequenz und der 165-rRNA zur Folge, dass das In-
itiationscodon AUG in die Néhe des P-Orts auf der
kleinen ribosomalen Untereinheit zu liegen kommt.
Die genaue Positionierung im P-Ort erfolgt erst
nach Einflihren der Initiations-tRNA und Codon-An-
ticodon-Bindung.

5 =" mRNA

GDP

P f Met-
ﬁ- tRNA

‘%‘?ﬁ% %4(3

- Das Protein IF2 wird zundchst durch gebundenes GTP aktiviert, bevor
es spezifisch an fMet-tRNA binden kann. In diesem Komplex gelangt
die Intiations-tRNA an das Ribosom.

- Als ndchstes verlassen IF1 und IF3 die kleine Ribosomen-Untereinheit.
Damit kann die Anlagerung der groRen Untereinheit erfolgen. Im Zuge
dieses Vorgangs wird GTP gespalten und IF2-GDP freigesetzt (Abb. 4.25).

Man bezeichnet das Ribosom mit gebundener mRNA und gebundener
fMet-tRNA oft als Initiationskomplex. Die Stabilitit des Komplexes
und damit die Effizienz der Translation werden stark von Nucleotid-
Sequenzen in der Umgebung des Start-Codons AUG beeinflusst. Zum
Verstandnis muss hier darauf hingewiesen werden, dass mRNAs nie
direkt mit dem Start-Codon beginnen, sondern immer einen Abschnitt
haben, der dem AUG vorgeschaltet ist, den 5’-Nicht-Kodierungsbe-
reich (Abb.4.26).

Eine wichtige Funktion dieses mRNA-Bereiches betrifft die Einlei-
tung der Translation. Der Abschnitt, der 4-14 Nucleotide vor dem
AUG-Codon im Nicht-Kodierungsbereich liegt, geht Basenpaarungen
mit komplementdren Sequenzen am 3’-Ende der 16S rRNA ein
(Abb.4.21 und Abb.4.26). Die Linge des komplementdren Abschnitts
und sein Abstand vom AUG-Codon bestimmen die Stabilitdt des In-
itiationskomplexes. Die ribosomalen Proteine S1 und S21 tragen dazu
bei.

Auf die Bedeutung der Basenpaarung zwischen mRNA und 16S-rRNA
haben erstmals J. Shine und L. Dalgarno (1975) aufmerksam gemacht.
Deswegen spricht man auch von der Shine-Dalgarno-Sequenz der
mRNA (Abb. 4.26).

Elongation:
Die programmierte Verkniipfung von Aminosduren

Nach Ausbildung der stabilen Wechselwirkung zwischen dem AUG-
Start und dem Anticodon des fMet-tRNA-Initiationskomplexes ist der
Start fiir die Proteinsynthese festgelegt. Die geordnete Verkniipfung
von Aminosduren kann jetzt im Takt der Triplett- oder Codon-Folgen
auf der mRNA erfolgen.

Fiir ein besseres Verstindnis der folgenden Ereignisse ist die Unter-
scheidung von zwei Bindungsorten fiir beladene tRNAs auf dem Ribo-
som niitzlich:

- Aminoacyl- oder Erkennungsort:
- Peptidyl- oder Bindungsort:

A-Ort,
P-Ort.
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Zu Beginn der Proteinsynthese befindet sich die Initiations-tRNA im P-
Ort. Das ndchstfolgende Triplett auf der mRNA liegt im A-Ort des Ribo-
soms. Dorthin gelangt nun die Aminoacyl-tRNA, deren Anticodon zum
Codon im A-Ort passt. Fiir diese Reaktion miissen Aminoacyl-tRNAs
durch Bindung an einen Elongationsfaktor (EF) vorbereitet werden.
Der bakterielle Faktor hat die Bezeichnung EF-Tu. Er muss durch GTP-
Bindung aktiviert werden.

Als Komplex mit EF-Tu/GTP gelangt die Aminoacyl-tRNA an den
A-Ort des bakteriellen Ribosoms. Dort wird GTP gespalten und EF-Tu/
GDP verldsst das Ribosom, wdhrend gleichzeitig der ndchste Schritt
erfolgt: N-Formyl-Methionin wird von der tRNA abgeldst und {ber
seine Carboxy-Gruppe mit der Amino-Gruppe der neuen Aminosdure
- unter Ausbildung einer Peptid-Bindung - verkniipft (S.38). Jetzt liegt
voriibergehend eine Dipeptidyl-tRNA im A-Ort, wdhrend sich die
unbeladene tRNA im sogenannten Ausgangs- oder Exit-Ort (E-Ort)
befindet.

Darauf folgt die Translokation: das Ribosom bewegt sich relativ zur
mRNA um die Linge eines Tripletts. Diese Reaktion erfordert einen
besonderen Elongationsfaktor mit der Bezeichnung EF-G bei Bakteri-
en. Auch dieser Elongationsfaktor bendtigt fiir seine Aktivitdt gebunde-
nes GTP, das bei der Translokation in GDP gespalten wird. Am Ende
befindet sich die Peptidyl-tRNA im P-Ort. Der A-Ort ist frei geworden
und ein neuer Zyklus im Ablauf der Proteinsynthese kann beginnen
(Abb.4.27):

—+ Aminoacyl-
[ tRNA

T EF-Tu/GTP
O

5‘ rrr 1l 5 i
gy | (_\_J_L_J_l_/i
\ 711§ B
™ % EF-Tu/
GDP
5 5
L iy

EF-G/ GDP
GTP E P A
[ S Ny I ey |
Q_J_L_
N

4.27 Kettenverlingerung  (Elongation): die
Bindung von Aminoacyl-tRNA, die Peptidyl-
Transfer-Reaktion und die Translokation. Kleine
Ribosomen-Untereinheit (blau) mit dem A-Ort,
dem P-Ort und dem E-Ort. GroRRe Ribosomen-Unte-
reinheit (grau) mit dem Peptidyl-Transferase-Zen-
trum: Methionin (griines Dreieck) am aminotermi-
nalen Ende der wachsenden Polypeptidkette (gelbe
Kreise, andere Aminosauren). Aktive Faktoren tra-
gen GTP (dunkle Kreise), nicht-aktive Faktoren GDP
(offene Kreise). Beachte, dass sich immer minde-
stens zwei tRNAs am Ribosom befinden.
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wachsende Lage der kleinen
Peptidkette y - Untereinheit

Unter-
einheit

Abb.4.28 mRNA und tRNAs am Ribosom
[nach 16].

- Am A-Ort befindet sich ein neues mRNA-Codon fiir die Bindung der
passenden Aminoacyl-tRNA im Komplex mit EF-Tu/GTP. Wenn Codon
und Anticodon passen, wird GTP gespalten und EF-Tu/GDP verldsst
das Ribosom. Zur gleichen Zeit wird die unbeladene tRNA am E-Ort
abgestoBen. Am Ende dieses Schrittes befinden sich zwei tRNAs am
Ribosom: die Aminoacyl-tRNA im A-Ort und die Peptidyl-tRNA im
P-Ort.

- Der nachste Schritt ist die Peptidyl-Transferase-Reaktion: Eine Pep-
tid-Bindung zwischen der Carboxy-Gruppe der wachsenden Peptid-
Kette und der Amino-Gruppe der neuen Aminosdure wird gekniipft.
Die Reaktion erfordert Strukturelemente der 23S-rRNA zur korrek-
ten Anordnung der CCA-Enden der tRNAs und zur Steuerung der
Peptid-Bindungsreaktion. Am Ende liegt die Peptidyl-tRNA im
A-Ort, wahrend die entladene tRNA in den E-Ort gelangt.

- Der dritte Schritt ist die Translokation, gesteuert durch einen aktiven
Komplex EF-G/GTP: Bewegung des Ribosoms um die Ldnge eines
Tripletts. Wieder befinden sich zwei tRNAs am Ribosom: die Pepti-
dyl-tRNA im P-Ort und die entladene tRNA im E-Ort (Abb. 4.28).

Der E-Ort spielt nicht einfach nur eine passive Rolle beim Entlassen der
leeren tRNA, sondern eine tRNA am E-Ort ist fiir die Genauigkeit der
Codon-Anticodon-Bindung am A-Ort verantwortlich, damit auch fiir die
Einhaltung des Leseraster-Taktes.

Der Synthesezyklus von drei Schritten wiederholt sich fortlaufend
mit einer Geschwindigkeit von 10-20 Polymerisationsreaktionen in
der Sekunde.

Die Grundziige des Proteinsynthese-Zyklus sind in den Jahren von
1965-1975 erforscht worden. Damals war bereits bekannt, dass es
auRer den beiden Elongationsfaktoren EF-Tu und EF-G noch einen wei-
teren Faktor in Bakterien gibt, EF-Ts (Tab.4.5). Dieser Faktor ist fiir die
Regeneration von EF-Tu notwendig.

Wie in der Abb.4.27 gezeigt, verldsst ein EF-Tu/GDP-Komplex das
Ribosom. Damit EF-Tu sich wieder an Aminoacyl-tRNA binden und seine
Funktionen am Ribosom erfiillen kann, muss das GDP durch GTP ersetzt

Tab. 4.5 Elongationsfaktoren in E. coli

Faktor GroRe (Zahl der  Funktion

(neue Bezeichnung)  Aminosauren)

EF-Tu™ 393 Bindung von Aminoacyl-tRNA und
(EFTA) Leitung zum A-Ort; GTP-Spaltung

(GTPase-Aktivitat), aktiviert durch
Bindung an das Ribosom

EF-G 703 GTPase; Ablosen der leeren tRNA aus
(EF2) dem E-Ort; Translokation

EF-Ts 282 Austausch von GDP durch GTP am
(EF1B) EF-Tu und damit Regeneration eines

aktiven EF-Tu

* In E. coli gibt es zwei EF-Tu-Proteine. Sie haben gleiche GroRe, unterscheiden
sich aber durch die carboxyterminale Aminosaure. Die hdufigere Form tragt Gly,
die seltenere Ser am Carboxy-Ende. Es ist nicht bekannt, ob die beiden Formen
von EF-Tu unterschiedliche Funktionen haben. Die dreidimensionale Strukturen
von EF-Tu/GTP, gebunden an tRNA, und von EF-G/GDP sind bekannt [19].
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werden. Diese Reaktion verlduft spontan nur sehr langsam, aber wird
durch EF-Ts stark beschleunigt. Das Recycling von EF-Tu ist in der
Abb. 4.29 skizziert.

Wie vorher erwdhnt, machen Ribosomen den erstaunlichen Anteil
von 25% des Trockengewichtes von Bakterien aus. Es ist deswegen nicht
iberraschend, dass auch die Elongationsfaktoren in groRen Mengen in
Bakterien vorkommen: etwa 5% aller 16slichen Proteine sind EF-Tu und
immerhin 0,5% sind EF-Ts oder EF-G. Die grofe Menge an EF-Tu hat zur
Folge, dass so gut wie keine freien Aminoacyl-tRNAs vorkommen. Sie
liegen als ,,terndre“ Komplexe mit EF-Tu/GTP vor.

Termination

Das Ende von Kodierungsregionen in mRNAs wird durch eines der drei
Stop-Codons angegeben: UAG, UAA und UGA. Nicht selten beenden
nicht nur eines, sondern zwei oder auch mehrere Stop-Codons den
Triplett-Takt einer Kodierungsregion.

Normale Zellen enthalten keine tRNAs mit Anticodons, die komple-
mentdr zu den Stop-Codons sind. Deswegen halten Ribosomen an Stop-
Codons an und die Synthese von Proteinen wird unterbrochen. In Ge-
genwart der Terminationsfaktoren, RF1, RF2 und RF3, wird die Peptid-
Kette von der Peptidyl-tRNA geldst und damit das fertige Protein freige-
setzt (Abb.4.30).

Die Faktoren RF1 und RF2 nehmen den Platz einer Aminoacyl-tRNA
am A-Ort des Ribosoms ein, denn sie haben eine dhnliche raumliche
Form wie die beladene tRNA. Das erkldrt auch die Spezifitdt der Fakto-
ren: Faktor RF1 erkennt die Stop-Codons UAG und UAA und Faktor RF2
die Codons UGA und UAA. Der Faktor RF3 hat eine Hilfsfunktion. Er ist
mit den Elongationsfaktoren EF-Tu und EF-G verwandt und bindet GTP,
das dann bei der Aktivierung von RF1 und RF2 gespalten wird (Tab. 4.6).

Zur Termination gehort das Recycling von Ribosomen:

- RF1 oder RF2 werden unter dem Einfluss von RF3 vom Ribosom
gelost.

£ p A £ p A
[ Iy T ey I § i 1l
C_n_ > -
\\g 0 RFIRR2
/ RF3/
GTP
£ A,
3 e e e
\ / =77
A E )
(Ribosome
Recycling-
Factor) freigesetzte
Polypeptidkette

N o

EF-Tu/GDP

tRNA

O
°
GTP
. (o
/a*cf‘;;?o‘U EF-Tu/GTP -

GDP

EF-Ts

Abb.4.29 Funktion von EF-Ts: Recycling von EF-
Tu/GDP. Die dreidimensionale Struktur von EF-Tu/
EF-Ts-Komplexen ist bekannt.

Abb.4.30 Termination
[nach 20].

der

Proteinsynthese
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Abb.4.31 Schema der mRNA-Struktur von
Bakterien.

AUG = Start-Codon

RBS = Ribosomen-Bindungsstelle (Abb. 4.26)
Stop = eines der drei Stop-Codons (UAA, UGA oder
UAG)

Tab. 4.6 Terminationsfaktoren

Faktor  GroRe (Zahl der Funktion
Aminosauren)

RF1 323 Erkennung der Stop-Codons UAA und UAG

RF2 329 Erkennung der Stop-Codons UAA und UGA

RF3 528 Stimulierung der Freisetzung von Polypeptid-
Ketten

GTP-Spaltung (GTPase)

RF = release factor

- Ein spezieller Ribosomen-Recycling-Faktor (RRF), zusammen mit
EF-G, tragt zur Entlassung der leeren tRNA und der mRNA bei und
vermittelt die Trennung der Ribosomen-Untereinheiten.

- Die kleine Ribosomen-Untereinheit bindet den Initiationsfaktor IF3
(Tab.4.4) als Vorbereitung fiir die Ausbildung eines neuen Initiations-
komplexes.

Stop-Codons liegen so gut wie nie direkt am Ende einer mRNA. Auf ein
Stop-Codon folgt ein mehr oder weniger langes Stiick, der 3’-Nicht-
Kodierungsbereich. Er bestimmt unter anderem die Stabilitdt der
mRNA, also die Zeit zwischen der Synthese der mRNA und ihrem Abbau.

Man bezeichnet einen mRNA-Abschnitt oder einen entsprechenden
DNA-Abschnitt, der nicht durch ein Stop-Codon unterbrochen wird,
als offenes Leseraster, Open Reading Frame (ORF). Ein offenes Lese-
raster wird also eingerahmt am 5’-Ende durch das Start-Codon AUG
(oder im DNA-Code: ATG) und am 3’-Ende durch eines der drei Stop-
Codons. Bakterielle mRNAs enthalten oft mehrere offene Leseraster
(Abb.4.31). Man spricht dann von polygenischen mRNAs. Eukaryoti-
sche mRNAs sind monogenisch: sie enthalten ein offenes Leseraster.

—— ORF—— I ORF 1 ORF |
AUG Stop AUG Stop AUG Stop
5'-,4 1 Tl 1 Tl —3
RBS RBS RBS

Geschwindigkeit und Genauigkeit

Die Aufgabe des Ribosoms ist die schrittweise Verkniipfung von Amino-
sduren, programmiert durch die Folgen der Tripletts auf der mRNA.
Dabei miissen die Einzelschritte so schnell wie moglich, aber auch so
genau wie moglich erfolgen.

,S0 schnell wie maglich”. Polypeptid-Ketten werden in E. coli-Zellen
mit Geschwindigkeiten von 10-20 Synthesezyklen/Sekunde verldngert.
Ein durchschnittlich grofRes Protein aus 500 Aminosduren kann also in
25-50 Sekunden entstehen. Dazu kommt ein weiteres: Bald nachdem
ein Ribosom die Proteinsynthese begonnen und den Startplatz gerdumt
hat, kénnen neue Ribosomen auf die mRNA aufspringen und eigene
Synthesezyklen beginnen. Die Effizienz, mit der neue Ribosomen enga-
giert werden, hdngt unter anderem von der Nucleotid-Sequenz in der
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Umgebung des Start-Codons ab (Abb. 4.26). Jedenfalls sind fast immer
mehrere oder viele Ribosomen gleichzeitig mit der Translation einer
mRNA beschiftigt. In dichtester Packung kann ein Ribosom dem ande-
ren in Abstinden von etwa 80 Nucleotiden folgen. Man spricht von
Polysomen, wenn eine mRNA mehrere Ribosomen tragt (Abb. 4.32).

»S0 genau wie maoglich”. Einbauten von falschen Aminosduren ereig-
nen sich ein- bis hochstens fiinfmal unter 10 000 Polymerisationsschrit-
ten. Diese Fehlerrate ist erstaunlich niedrig, wenn man bedenkt, dass
der wichtigste Mechanismus bei der Auswahl der richtigen Aminosdure
die Wechselwirkung von Codon und Anticodon ist, und dass eine Folge
von drei Basenpaaren bei physiologischen Temperaturen nicht stabil ist.
Jedoch wird die Wechselwirkung von tRNA und mRNA durch Kompo-
nenten des Ribosoms gefestigt. Aber das ist nicht der einzige Grund fiir
die Genauigkeit der Translation. Dazu kommt noch ein Vorgang, den
man anschaulich als Korrekturlesen (proof reading) bezeichnet. Das
findet nach der Bindung des Dreierkomplexes Aminoacyl-tRNA-EF-Tu/
GTP an das Ribosom statt. Zwischen der Kontaktaufnahme des Drei-
erkomplexes mit dem Ribosom und seine feste Bindung an den A-Ort
vergeht eine kurze Zeit, bevor das GTP gespalten und EF-Tu/GDP freige-
setzt wird. Wdhrend dieser Zeit trennen sich Aminoacyl-tRNAs von
nichtpassenden Anticodons oder technisch ausgedriickt: sie dissoziie-
ren vom Ribosom um ein Vielfaches bereitwilliger als die passende
Aminoacyl-tRNA. Wenn Anticodon und Codon passen, richtet sich die
Aminoacyl-tRNA im A-Ort ein, die unbeladene tRNA verlasst ihren E-Ort
und die Peptidyl-Transferase kann ihre Funktion ausfiihren.

Besonderheiten bei Bakterien

Die Abb. 4.32 zeigt ein beriihmtes elektronenmikroskopisches Bild, das
O.L. Miller und Mitarbeiter im Jahre 1970 veroffentlicht haben. Es ist
beriihmt, weil es besonders deutlich zeigt, dass viele Ribosomen gleich-
zeitig auf einer mRNA wirksam sein konnen, aber mehr noch, weil es
zeigt, dass Transkription und Translation bei Bakterien gekoppelt ab-
laufen. Dieses Ergebnis ist jahrelang fraglos akzeptiert worden, denn
die RNA-Synthese beginnt mit dem 5’-Ende und setzt sich mit der
Anheftung neuer Nucleotide an das 3’-Ende fort (s. Abb.4.3). Das
Start-Codon befindet sich in der Ndhe des 5’-Endes, so dass es schon
bald nach Beginn der Transkription fiir den Beginn der Proteinsynthese
genutzt werden kann. Mit anderen Worten, Transkription und Transla-
tion verlaufen in dieselbe Richtung. Tatsdchlich kénnen sich Ribosomen
an die noch wachsende mRNA binden, ja, der transkribierenden RNA-
Polymerase auf dem FuR folgen.

Abb.4.32 Polysomen und die Kopplung von
Transkription und Translation bei Bakterien. Quer
tiber das Bild l3uft die DNA als durchgehende Linie.
Der Pfeil kennzeichnet eine RNA-Polymerase am
oder in der Ndhe des Promotors. Zuerst entsteht
das 5’-Ende der RNA, und neue Nucleotide werden
an das 3’-Ende der wachsenden RNA geheftet. Es ist
deutlich zu sehen, dass sich Ribosomen schon an
die promotornahe und deswegen noch recht kurze
RNA binden. Spater (rechts) bilden sich - an der
noch wachsenden RNA - Polysomen mit 20 oder
mehr Ribosomen [aus 12].
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