Max-Planck-Institut fur molekulare Genetik

Max Planck Institute for Molecular Genetics

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT

Pressemittellung
12. Juli 2004

Unverzichtbare Rolle der dritten tRNA-Bindungsstelle des Ribosoms
fur fehlerfreie Ubersetzung der Erbinformation nachgewiesen
Max-Planck-Forscher klaren universellen Mechanismus fur die Ubersetzung der
genetischen Information auf

Die Bildung von Proteinen am Ribosom als Ergebnis der exakten Uber-
setzung genetischer Information in eine definierte Kette von Aminosauren ist
eine der grofRRartigsten Leistungen des Organismus. Ohne das strikte Ein-
halten des L ese-/Uber setzungsrasters von jeweils drei Basen in eine dadurch
definierte Aminosaure ist die genetische Information jedoch wertlos.
Wissenschaftler am Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik in Berlin
konnten jetzt zeigen, dass die dritte tRNA-Bindungsstelle am Ribosom die
Einhaltung des Leserasters der mRNA bei der Proteinbiosynthese
kontrolliert. In der Fachzeitschrift Cell beschreiben sie die Funktion dieser
dritten, bislang in ihrer Rolle umstrittenen tRNA-Bindungsstelle, deren
Vorhandensein sie bereits 1980 nachgewiesen hatten [Cell 118: 45-55, 2004].

Die genetische Information aller Organismen ist als lineare Abfolge der vier Bausteine A,
T (U bei RNA), G und C in den Nukleinsduren DNA und RNA gespeichert. Damit die
Information jedoch ihre Wirkung im Organismus entfalten kann, muss sie zundchst in
Proteine, die Arbeits- und Funktionsstoffe der Zelle, Ubersetzt werden. Auch Proteine
sind kettenférmige Mol eklle aus einzelnen Bausteinen, in
diesem Fall aus Aminosauren. Zwanzig verschiedene
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Abbildung 1. Kryo-Elektronenmikroskopische Rekon-

Fir die Ubersetzung der DNA wird die enthaltene Infor-
mation in Form der Boten-RNA (messengerRNA/mRNA)
von der DNA zu den Ribosomen, den "Produktions-
stétten” der Proteine, transportiert. L-formige Molekile
mit einem spezifischen Basen-Triplett ("Anticodon") an
einem und einer dazu gehérigen Aminosdure am anderen
Ende, die so genannten transfer-RNAs (tRNAS), "lesen”
die an das Ribosom gebundene mMRNA Uber prézises Ein-
passen der jeweiligen Codon-Anticodon-Paare ab. Durch
Verknipfung der Aminosauren der "lesenden” tRNAS
entsteht ein neues, genau definiertes Protein.

struktion von tRNAs im Pre- und Post-Stadium, die ar
ein 70S-Ribosom (gelb: kleine Untereinheit, blau:
grof3e Untereinheit) gebunden sind (mMRNA nicht mit
dargestellt). PRE: tRNAs sind an die A- (pink) und P-
(grin) Bindungsstellen des Ribosoms gebunden. Bei
der Translokation wandern sie vom der A- in die P-
und von der P- in die E-Stelle. Dabel ziehen sie die
MRNA mit sich mit. POST: Nach der Translokatior
sind die tRNAs an die P- (grin) und E- (gelb) Bin-
dungsstelle gebunden. Damit ist die A-Bindungsstelle
frei und kann erneut eine tRNA binden.

Abkirzungen: CP - centra protuberance; ST - L7/L12
stalk base; Ib - long bridge (helix 38 of 23 SrRNA); h
- head; ch - mRNA channel; sh - shoulder region ; sp -
spur. (Abbildung modifiziert nach Agrawal et a., .
Cell Biol 2000).



Fir das Ablesen der mRNA ist es von groféter Bedeutung, dass das Ribosom das richtige
Leseraster auf der Nukleinsaurekette erkennt und einhdt. Genau wie der Satz "die-kuh-
kam-auf-die-am " zu dem sinnlosen " die-kuhk-ama-ufd-iea-Im " wird, wenn das Lese-
raster nur um eine Stelle verschoben wird, verliert auch die Information in der mRNA auf
diese Art ihre Bedeutung. Bereits seit langem ist bekannt, dass zwei funktionelle tRNA-
Bindestellen (A + P) am Ribosom fir die Bindung der tRNA und das Ablesen der mRNA
verantwortlich sind. Nierhaus und seine Mitarbeiter wiesen nun die Funktion einer
dritten, ebenfalls universell vorhandenen Bindungsstelle (E-Stelle) nach, welche sie
bereits 1980 entdeckt hatten. Sie konnten zeigen, dass die mMRNA fir das feste Einhalten
des Leserasters jeweils Uber die Anticodone zweier benachbarter tRNAs auf dem Ribo-
som verbunden sein muss. Werden die tRNAs um eine Codonlénge im Ribosom ver-
schoben (Translokation), wandern sie vom der A- in die P- und von der P- in die E-Stelle
(siehe Abbildung 1) und ziehen die mMRNA mit sich mit. Die Codon-Anticodon-Briicken
zwischen tRNAs und mRNAS missen dabei erhalten bleiben, um ein Verrutschen der
MRNA und damit eine Verschiebung des Leserasters zu vermeiden. Die Bindung ener
neuen tRNA an die nach der Translokation wieder freie A-Stelle erfolgt zeitgleich mit der
Ablésung von der E-Bindungsstelle, d.h., wahrend der Proteinsynthese befinden sich
mindestens immer zwel tRNAs auf dem Ribosom. Wird die tRNA aus der E-Stelle
jedoch vorzeitig aus dem Ribosom entfernt, so dass die mRNA nur noch Uber ein
Anticodon gebunden ist, kommt es haufig zum "frame shift", d.h., dem Weiterriicken der
ablesenden tRNAs um eine Position auf der mRNA (siehe Abbildung 2). Dies fihrt zum
Verlust des Leserasters. Wird dagegen die mRNA Uber zwei Anticodone verankert,
verliert das Ribosom weniger al's einmal bei 30.000 Ubersetzungsschritten spontan den
L eserahmen.
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Abbildung 2: Mechanismus einer hocheffizienten Leserasterverschiebung (LRV). Eine spontane LRV
kommt nur einmal in 30.000 Ubersetzungsschritten vor. Bei der Synthese des RF2-Proteins ist eine LRV
notwendig und ereignet sich 10.000-fach haufiger. Der Grund ist die Entfernung der tRNA aus der E-Stel-
le, die durch die Shine-Dalgarno (SD)-Wechselwirkung mit dem Ribosom (16S rRNA) herausgedrangt
wird. Damit ist nur eine tRNA im Ribosom, was das Ribosom unstabil macht, damit eine LRV fordert
und die Bindung einer Asp-tRNA im neuen Leseraster ermdglicht. (Abbildung modifiziert nach Mérquez
et a., Cell 118, 2004).

Die Aufklarung dieses Mechanismus zur Erhaltung des L eserahmens gelang den Berliner
Forschern tiber einen Umweg. Bereits seit langerem ist bekannt, dass beispielsweise der
bakterielle Proteinsynthese-Faktor RF2 fir seine Bildung eine gezielte Verschiebung des
Leserasters am 26. Codon benétigt. Nierhaus und seine Kollegen konnten zeigen, dass
auch hier ale drei Bindungsstellen aktiv an der Ubersetzung der mRNA beteiligt sind.
Allerdings kommt es beim Einrticken des 26. Codons in die A-Stelle zu einer gezielten
Verdrangung der tRNA an der E-Bindungsstelle (siehe Abbildung 2). Die Verdrangung
erfolgt dabei mittels einer "Shine-Dalgarno” (SD)-Sequenz, die stark an einen definierten
Teil des Ribosoms (Anti-SD) bindet.

Praktisch jede bakterielle mMRNA enthdlt eine so genannte "Shine-Dalgarno”(SD)-
Sequenz. Ublicherweise befindet sie sich vor dem Codon firr die erste A-Bindungsstelle
einer MRNA und sorgt dafUr, dass die mRNA richtig innerhalb des Ribosoms positioniert



wird. Die RF2 mRNA besitzt eine zweite SD-&hnliche Sequenz vor dem 26. Codon.
Wenn diese an das Ribosom bindet, kommt es zu einer Uberlappung mit der E-Bindungs-
stelle und die dort gebundene tRNA wird verdréngt. Dadurch erh@lt die mRNA Bewe-
gungsfreiheit und die erforderliche L eserasterverschiebung kann stattfinden.

Fazit: Nach der Translokation miussen tRNAs in P und E Stelle die mMRNA mittels
Codon-Anticodon-Wechselwirkung verankern, um eine L eseraster ver schiebung zu
vermeiden. Der Regulationsmechanismus fir die Synthese des RF2 Faktors nutzt
die Bedeutung der tRNA in der E Stelle aus: Die SD Sequenz verdrangt die tRNA
aus der E-Stelle und ermdoglicht damit die hocheffiziente L eseraster ver schiebung,
diefur die RF2 Synthese erforderlich ist.
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