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1. Einleitung

Die Bildung von Proteinen wird in alen Zellen duch de in der DNA gespeicherte
Information gesteuert. Hierbei ist die Relhenfolge der Aminosduren innerhalb eines
Polypeptids durch den genetischen Code (Abb.1) festgelegt. Jeweil s drei aufeinander folgende
Nukleotide innerhalb des Proteingens bil den eine Dreierfolge, die ds Codon lezeichnet wird.
Aus den theoretisch moglichen Kombinationen der vier verschiedenen Nukleotide egeben
sich 64 \erschiedene Codors, von cenen namalerweise 61 de verschiedenen Aminasduren
kodieren und de fur Kettentermination stehen. Diese drei Codors (TAG, TAA und TGA)
werden traditionell als amber-, ochre- bzw. opal-Codon kezeichnet.

Die Synthese der Proteine verlauft in alen Organismen wahrend der Genexpresson nach den
gleichen Medhanismen. Zunadhst wird de in der DNA kodierte genetische Information in
Botenribonukeinsdure (MRNA) umgeschrieben. Die mRNA ist eine genaue Kopie der DNA,
die dle Signae fur die Synthese der Polypeptidkette enthélt. Sie wird wahrend der Tranglation
an den Ribosomen dem genetischen Code entsprechend in Proteine Ubersetzt. Hierbei
entspricht die Reihenfolge der Aminosauren in der wacdhsenden Peptidkette der Reihenfolge
der Codors auf der mRNA.

Transfer-Ribonulkeinsauren (tRNAs) spielen de Rolle des Adapters zwischen mRNA und
Aminosduren, wobei es in Escherichia coli for die - inklusive Selenocystein - 21
verschiedenen proteinogenen Aminosauren 45 unerschiedliche tRNAs gibt (Sprinzl 1999.
Die tRNAs tragen jeweil s eine Aminosdure in energiereicher Bindurg undweisen ein fir die
Aminosdure spezifisches Basentriplett (Anticodon) auf, das komplementér zu dem passenden
Codon dr mRNA ist und mit ihm in Basenpaaung tritt. Fir die korrekte Ubersetzung einer
MRNA-Sequenz in ein Protein sind zwel Adaptermedianismen entscheidend, de
Verknupfung der tRNA mit der dazugehdrigen Aminosaure (Aminoagylierung) und de
Erkennurg des zu der entsprechenden Aminosaure passenden Codors auf der mRNA durch
die tRNA. Die Aminoagylierung wird duch entsprechende Enzyme, die Amincacyl-tRNA
Synthetasen, katalysiert. Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sind hachspezifisch fur die jeweili ge
Aminosdure und tRNA. Dies ist @aufferst wichtig, da wahrend der Tranglation de tRNA nur
Uber das Anticodonerkannt wird, so da? Anderungen in der Aminoséurebeladung der tRNA
zu Anderungen der Aminosiuresequenz in den entstehenden Proteine filhren. Die Erkennurg
des richtigen Codors auf der mRNA durch de tRNA wird duch de Ausbildung von
Basenpaaungen zwischen mRNA-Codon und ém tRNA-Anticodonermagli cht.

Die Grundginzipien der Interaktion zwischen mRNA und tRNA wurden schon 1958 drch
Francis Crick in der Adapterhypothese formuliert undim Jahr 1962 duch Chapevill e in einem
eleganten Experiment bestétigt. Chapeville € al. UberfUhrten den Cysteinrest einer Cystell -
tRNA®S durch reduktive Desulfhydrierung mit Raney Nickel in Alanin. Die durch de
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Abb. 1
Erste Dritte
Base . Base
(5-Ende) Zweite Base (3-Ende)
U C A G
UUU Phe UCU Ser UAU Tyr UGU Cys U
U UUC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys C
UUA Leu UCA Ser UAA ochre  UGA opal A
UUG Leu UCG Ser UAG amber UGG Trp G
CUU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg U
c CUC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg C
CUA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg A
CUG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg G
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser U
A AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser C
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg A
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg G
GUU val GCU Ala GAU Asp GGU Gly U
G GUC val GCC Ala GAC Asp GGC Gly C
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly A
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly G

Der genetische Code

Desulfhydrierung des Cysteinrestes entstandene Alanyl-tRNA®Y® war in der Lage, Alanin an
der Stelle @nes Cysteincodors in ein kurzes Peptid einzubauen. Dieses Experiment zeigte,
dald wahrend der Trandation de tRNA nur Uber das Anticodon erkannt wird und @3
Anderungen in der Aminosiurebeladung der tRNA zu Verdnderungen in  der
Aminosduresequenz der entstehenden Proteine flhren. Im Prinzip war mit dieser Entdeckung
der Grundstein fir eine Synthese veranderter Proteine mit Hilfe biotecdhndogisch korstruierter
tRNA-Molekile gelegt, bel denen Aminoséaurebeladung oder Anticodon \eréndert sind.

Im Allgemeinen gibt es in Escherichia coli oder anderen Organismen keine tRNAS, die die
drei fur Peptidkettentermination stehenden Codors UAG (amber), UAA (ochre) oder UGA
(opal) erkennen konren. Diese Codors werden von lesonderen Proteinfaktoren, den
sogenannten Freisetzungsfaktoren (Release Fador: RF1, RF2, RF3) erkannt. RF1 erkennt
UAG und UAA, RF2 UGA und UAA. Bem Erreichen eines Stop-Codors wird in
Anwesenheit der entsprechenden Freisetzungsfaktoren de fertige Peptidkette ais dem
ribosomalen Komplex entlassen. Dieser Vorgang wird Termination genannt. Nun kdnren aber
unter besonderen Umsténden durch sogenannte Suppressor-Mutationen tRNAS entstehen, de
die fur Peptidkettentermination stehenden Codors lesen konren (Garen et a. 1965, Gorini
und Bedkwith 1966. Bestimmte Mutationen in den tRNA-Genen flhren zu den tRNA-
Anticodors CUA, UUA oder UCA, die normaerweise nicht in tRNAs vorkommen und
charakteristisch fir Suppressor-tRNAs snd.

Eine tRNA mit dem zu UAG komplementdren Anticodon CUA wird as amber-Suppressor-
tRNA bezeichnet. Die Anwesenheit einer solchen amber-Suppressor-tRNA wahrend der
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Biosynthese a@nes Peptids fuhrt dazu, dald das entstehende Peptid nicht an der dem amber-
Codon UAG entsprechenden Stell e beendet und freigesetzt wird, sondern verléngert werden
kann (Abb.2. Das Codon UAG codiet somit in desem Fal nicht mehr fir
Peptidkettentermination, sondern fir die entsprechende Aminosaure, mit der die amber-
Suppresor-tRNA beladen ist. Den Vorgang einer solchen Verlangerung nennt man amber-
Suppresson.

Abb. 2
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Schema der Suppression:

amber-Suppresor-tRNA und RF1 konkurrieren un die Dekodierung des amber-Codans auf der mRNA. Im
Fale @nes Suppressonsereignises entsteht ein verldngertes Protein, das Suppressionsprodukt. Die
Termination fuhrt zur Entstehungeines kiirzeren Peptids.

Innerhalb des Trandationsg/stems konkurieren amber-Suppresor-tRNAs mit RF1L um die
Dekodierung des amber-Codors auf der mRNA. Die Gegenwart eines mit mit der Trandation
konkurierenden Ereignisses madt sie zu empfindichen Reportern fir die verschiedensten
Medchanismen der Proteinbiosynthese, so dal3 sich seit der Entdedkung von amber-Suppressor-
tRNAs Anfang der 60er-Jahre ene Vielzahl von Wissenschaftlern mit ihnen befaldt hat. Eine
besondere Bedeutung im Rahmen der Biotedhndogie bekamen amber-Suppressor-tRNAS, as
Ende der 80er-Jahre deutlich wurde, dal3 mit ihrer Hilfe die ortsgerichtete Einfihrung
zusétzlicher in der Natur nicht vorkommender Aminaosduren in Proteine moglich ist. In deser
Zeit wurde é@n besonderes, auf der Kombination von chemischen und enzymatischen
Methoden beruhendes Verfahren entwickelt, mit desen Hilfe tRNAs mit speziellen
unretirlichen oder modifizierten Aminosduren verknipft werden konren. Die Insertion der
entsprechenden Aminasdure in ein Protein kann Uker eine Injektion der beladenen tRNA in
eine Zelle oder mit Hilfe der zellfreien Proteinbiosynthese afolgen, der sogenannten in vitro
Trandation (Rothschild undGite 1999.
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1.1. invitro Trandation

Die Proteinbiosynthese ist in ihrer Komplexitét eine der faszinierendsten Vorgange innerhab
der Biochemie tUberhaupt. Ein wichtiges Werkzeug bel der Aufklérung ihrer Prinzipien sind
sogenannte in vitro Trandationsg/steme, in denen eine Synthese von Proteinen auf¥erhalb
lebender Zellen maglich ist. Solche zellfreien Systeme werden nach der Fraktionierung des
Zéllinhates durch die geziete Kombination kestimmter, fUr die Biosynthese der Proteine
bendtigter Komporenten hergestellt (Herrlich und Schweiger 1974, Cronenberger und
Erdmann 1975,Spirin et al. 1988, Stiege und Erdmann 1995. Anders als lebende Zellen,
deren Untersuchung und Manipulation dt durch de Anwesenheit einer Zelwand
eingeschrankt werden, konren in vitro Trandationss/steme sehr viel leichter manipuliert
werden. So konren in ein in vitro Trandationss/stem auch Molekile gegeben werden, de
normalerweise nicht von lebenden Zellen aufgenommen werden. Beispielsweise lassen sich
aufgereinigte mMRNASs oder tRNAs in das System geben.

Die asten in vitro Tranglationss/steme wurden schonin den 60er Jahren zur Untersuchung
der Grundpinzipien der Proteinbiosynthese verwendet (Nirenberg und Matthae 1961,
Chapeville @ a. 1962. Zunachst auschliedlich fur anaytische Zwedke gedadt, wurde
zunehmend dbs grolie Potential zellfreier Systeme innerhalb der Biotechndogie deutlich. Die
Zahl der méglichen Anwendurgen von in vitro Trandationss/stemen steigt mit der in den
letzten Jahren zunehmend bkesser werdenden Effizienz der Systeme. Wahrend de
Syntheseraten in zellfreien Systemen nach vor wenigen Jahren relativ niedrig waren (ca 40
ug - ml™t. h™* Protein, Spirin et a. 1988, Resto et al. 1992, sind mittlerweil e Syntheseraten im
Bereich von einem Milli gramm Protein in einem Millilit er Regktion mdglich (Yabuki et al.
1998, Stiege 1999 - miundiche Mitteilung). Mit Hilfe von in vitro Trandationss/stemen
kénren Proteine synthetisiert werden, deren Herstellung in lebenden Zellen nicht oder nur
sehr schwer mdoglich ist. Hierzu gehtren beispielsweise toxische Proteine oder solche
Proteine, die in der lebenden Zelle stark reguliert werden oder instabil sind (Stiege und
Erdmann 1995.

Eine herausragende Perspektive der zellfreien Proteinbiosynthese besteht in der Herstellung
von Proteinen, de an definierten Positionen bestimmte unretirliche oder modifizierte
Aminosduren enthalten (Noren et al. 1989,Bain et al. 1991,Ellman et al. 1991, Robertson et
al. 1991, Judice @ al. 1993,High et al. 1993,Cornish et a. 1994,Cload et al. 1996,Karginov
et a 1997, Steward et a. 1997. Solche Proteine kénren mit Hilfe biotechndogisch
hergestellter (“engineeter”) amber-Suppresor-tRNA-Molekile synthetisiert werden, de mit
Hilfe spezieller Methoden mit den gewtinschten Aminosauren beladen undin das System
gegeben wurden (Abb. 3. Hierbei erméglicht die Verwendurg von amber-Suppresor-tRNAS
die Nutzung eines Codors fur die Einfuhrung der Aminosaure, das fir keine der 20 retirlich
vorkommenden Aminosduren steht.
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Abb. 3
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Das Prinzip der ortsgerichteten Mutagenese eines Proteins mit Hilfe einer chemisch aminoacylierten amber-
Suppressor-tRNA:

Zur ortsgerichteten Mutagenese d@nes Proteins mit Hilfe ener chemisch aminoagylierten tRNA missen
verschiedene Methoden miteinander kombiniert werden. Innerhalb des Proteingens (auf Plasmid A) muf
zunachst das fir die entsprechende Aminosaure stehende Codon gegen das amber-Codon UAG ausgetauscht
werden. Der nachste Schritt besteht in der Bereitstellung einer mit der gewilinschten unretirlichen Aminosaure
ag/lierten tRNA. Da dne direkte Aminoacylierung der amber-Suppresor-tRNA mit der gewilinschten
unnatdrlichen Aminosaure nicht moglich ist, bedient man sich zur Aminoacylierung der tRNA einer indirekten
zweistufigen Methode, der chemischen Aminoacylierung von tRNA (Noren et al. 1989 Bain et a. 1991, Schulz
et al. 1995. Eine amber-Suppresor-tRNA, deren 3-Ende um die beiden terminalen Nukleotide A und C
verkirzt ist, wird mit Hilfe der T7-Transkription von einem entsprechenden Plasmid (Plasmid B) transkribiert.
Ein Dinuleotid pCpA, das das Ende des Akzeptorarms der tRNA darstellt, wird chemisch synthetisiert, mit einer
N°%-geschitzten Aminosiure agliert und dann enzymatisch an die an 3-Akzeptorstamm verkirzte tRNA
gebunden, so dal? eine tRNA mit einem aminoacyli erten CCA-Ende entsteht.

Die mit der unretirlichen Aminosdure aglierte tRNA kann nunfir die in vitro Trandation des gewiinschten
modifizierten Proteins verwendet werden.
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1.2. Die EinfUhrung unnatrlicher oder modifizierter Aminosduren in Proteine

Proteine mit neuen, veranderten oder mal’geschneiderten Eigenschaften lasen sich mit
Methoden der DNA-Rekombination korstruieren. Proteinmutanten mit nur einer einzigen
veranderten Aminosaure konnen mit Hilfe der gerichteten ortsgezifischen DNA-Mutagenese
leicht hergestellt werden. Fir viele Fragestellungen reicht es alerdings nicht aus, eine
bestimmte Aminosaure innerhalb eines Proteins gegen eine der zwanzig anderen natirlich
vorkommenden Aminosauren auszutauschen. Untersuchungen, de sich mit der Faltung von
Proteinen, ihrer Struktur, mit der Dynamik biochemischer Prozese oder mit
Wedselwirkungen zwischen Proteinen undanderen Molekllen befassen, laseen sich vielmehr
oft nur dann duchfihren, wenn fluoreszeierende, spinmarkierte oder redktive
Aminosdureseitengruppen mit besonderen chemischen Eigenschaften an genau definierten
Positionen innerhalb der Proteine zur Verfligung stehen.

Eine Methode solche besonderen Seitengruppen einzufiihren besteht darin, bestimmte resktive
Aminosdurereste innerhalb der Proteine - beispielsweise Cystein oder Lysin - auf chemischem
Weg posttransglational zu modifizieren (Eftink 1992 Brunner 1993 Padzel et a. 1997. In der
Regel finden sich alerdings mehrere gleichartige restive Aminosaurereste innerhalb des
Proteins, die mit den entsprechenden chemischen Methoden dann ale aif einmal verandert
werden. Ein Protein mit nur einer einzigen modifizierten Seitengruppe auszustatten, ist tber
posttranslationale Methoden meist nur dann mogli ch, wenn das Protein nu eine eénzige rek-
tive Aminaosaure enthalt.

Eine vielversprechende Alternative zu den erwdhnten pcsttrangational eingefthrten Modifi-
kationen re&ktiver Aminosdurereste besteht darin, tRNAs als Adapter zwischen gewinschter
Aminosdureseitengruppe und fertigem Protein zu nuzen. In der Natur finden sich einige
Beispiele fur Medhanismen, de modifizierte Aminosduren auf der Basis pratrandationaler
Modifikationen einbauen: Fir die Trandationsinitiation in den meisten Prokaryoten wird eine
speziell e formylierte Initi ator-tRNA (fMet-tRNA™®) benétigt. Diese wird synthetisiert, indem
die a-Aminogruppe des an de tRNA™® gebundenen Methionins durch das Enzym N*°For-
myl-Tetrahydrofolat-Formyltransferase kovalent modifiziert wird (Kahn et a. 1980Q. Durch
einen anderen hiologischen Medhanismus wird Selenocystein as 21. Aminosdure ortsgezi-
fisch in Selenoproteine engefiihrt (Zinon et al. 1986,Leinfelder et al. 1989. Hierbei wird der
Serinrest einer speziellen mit Serin beladenen Suppresor-tRNA (tRNA®) zu Selenocystein
modifiziert (Leinfelder et al. 1989. SectRNA>* erkennt ein opal-Codon, ds normalerweise
fur Kettentermination steht. In den beiden genannten Falen liegen de entsprechenden Codors
in einem besonderen Kontext innerhalb der mMRNA. fMet wird nur in Startcodors (in der Nahe
der Shine-Dalgarno-Region) eingebaut, wahrend im Falle von Selenocystein eine besondere
Sequenz innerhalb der mMRNA, das sgenannte SECIS-Element (selenocystein inserting
sequence), fur die Unterscheidung zwischen Elongation undTermination sorgt (Zinon et al.
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1990. In beiden Fallen wird de entsprechende tRNA zunachst mit einer der zwanzig
natirlich  vorkommenden, aktivierbaren Aminosduren beladen und erst dannach de
Aminosdureseitengruppe der Aminoacyl-tRNA modifiziert.

Innerhalb der Biotechndogie wurde aéne &nliche Strategie im Prinzip schon 1962mit der
reduktiven Desulfhydrierung des Cysteinrestes einer Cysteil -tRNA®® mit Raney Nickel
erfolgreich umgesetzt. Die durch de Desulfhydrierung des Cysteinrestes entstehende Alanyl-
tRNA®S war in der Lage, Alanin an der Stelle énes Cysteincodors in ein kurzes Peptid ein-
zubauen (Chapeville d@ a. 1962. Mit diesem Experiment konrte die Adapterhypothese von
Crick zum ersten Ma bestétigt werden. Ein weiteres Beispiel ist der Einbau von Biotin in
Proteine durch eine an der e-Aminogruppe biotinili erte Lysyl-tRNA™® (Kurzchdia & al.
1988). In beiden Falen wird de modifizierte Aminosaure an mehreren Stellen des Proteins
eingebaut, wenn mehrere gleichartige Codors in der mRNA vorkommen. Daneben fuhrt die
Reag/lierung der tRNAs durch de innerhalb des Expressonssg/stems vorhandenen Amino-
acyl-tRNA-Synthetasen zu einer Konkurenz natirlicher Aminaosduren mit den gewtnschten
modifizierten Aminosduren um die Insertionsdell e innerhalb des Proteins.

Eine Alternative zu den olen beschriebenen Methoden besteht in der chemischen Amino-
ag/lierung von amber-Suppresor-tRNAs. Diese Methode wurde vor ca 10 Jahren
unabhéngig voneinander von cen Gruppen um Hedht und un Schultz entwickelt. Die Einfuh
rung unretirlicher oder modifizierter Aminosduren in Proteine mit Hilfe der in vitro Trans-
lation wurde letztendlich duch zwei parale stattfindende Entwicklungen innerhalb der Bio-
chemie mogli ch:

* Ende der 80er Jahre wurde von den Gruppen un Hedit und um Schultz ein relativ
aufwendiges chemisches Verfahren entwickelt, mit dem eine Aminoagyli erung von tRNAs
mit unretlrlichen oder modifizierten Aminosduren maoglich wurde, die demische
Aminocacgylierung von tRNAs (Payne d@ a. 1987,Noren et al. 1989,Bain et a. 1991,
Ellman et a. 199). Mit der chemischen Aminoagylierung von in vitro transkribierten
amber-Suppresor-tRNAs war zum ersten Ma eine Aminoacylierung solcher tRNAs
moglich, de nicht durch de natlrlich varkommenden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
erkannt werden konren. Erst durch de Vewendurg solcher nicht enzymatisch
aminoagylierbarer tRNAs wurde es moglich, eine Konkurenz natirlicher Aminosauren
mit den gewdinschten Aminosduren un die Insertionsdelle innerhalb des Proteins
auszuschli ef3en.

* Durch de Verwendurg von Phagen-RNA-Polymerasen wurde es Mitte der 80er Jahre
mogli ch, ausgehend von Konierter DNA nahzu jede beli ebige RNA-Sequenz herzustellen
(Méelton et a. 1984,Schenban undMierendaf 1985. Zur in vitro Transkription werden
RNA-Polymerasen verwendet, die durch de Bakteriophagen SP6 (aus Salmonella
typhimurium) oder T3 und T7 (aus Escherichia coli) kodiert werden. Mit der T7-
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Transkription vontRNAs geht heute a@ne hocheffiziente Methode zur Verfligung, mit der
die riesigen Mengen an verkirzten tRNAS, die fir die chemische Aminoacylierung bené-
tigt werden, hergestellt werden kénren (Milligan et a. 1987, Sampson und Uhlenbedk
1988,Sammuelsonet al. 1988.

Die Maoglichkeit, mit Hilfe chemisch aminoagylierter amber-Suppressor-tRNAs Proteinvari-
anten herzustellen, de ortsgezifisch eingebaute modifizierte oder unretirliche Aminosduren
enthalten, ohre dal3 retirlich vorkommenden Aminosauren mit den gewtinschten Aminosau-
ren um die Insertionsdelle konkurieren, ist in der Literatur gut dokumentiert (z. B.:
Robertson et a. 1991,Judice ¢ a. 1993,High et al. 1993,Cornish et a. 1994,Cload et al.
1996,Karginovet al 1997,Steward et al. 1997.

Judice @ al. (1993 substituierten beispielsweise Aminosduren im aktiven Zentrum von
Staphylokokken-Nuklease mit verschiedenen unretirliche Aminosduren und urnersuchten de
enzymatische Aktivitét der veranderten Proteine. High et al. (1993 fuhrten eine phao-
aktivierbare Gruppe in de Signalsequenz von Praprolaktin ein, un die Interaktion vonN-ter-
minalen, zentralen und C-terminalen Bereichen der Signalsequenz mit Proteinen des
endodasmatischen Retikulums zu urtersuchen. Nach der in vitro-Trandation des Proteinsin
Weizenkeim-Extrakten wurden ER-Membranen in Form von Mikrosomen zugegeben und
phaochemisch mit den trandatierten Proteinen vernetzt. Die Vernetzung wurde gel-
elektrophaetisch nachgewiesen.

Fur die ortsgezifische Einfuhrung unretirlicher Aminaosduren in Proteine mit Hilfe chemisch
aminoagylierter in vitro transkribierter tRNAs dehen in der Literatur mehrere amber-
Suppresr-tRNAs zur Verfugung: tRNAMoua aus S cerevisiae ((tPheY) Noren et al. 1989,
tRNA®Yua aus E. coli (Bain et al. 1993 und tRNAM®7%y, aus E. coli ((tAla°"%) Karginov
et a. 1997. tRNA™ ., aus S cerevisiae wurde urspriinglich von dn meisten Autoren
favorisiert. Zur Zeit ist die beste zur Verfligung stehende tRNA fir diesen Zwed anscheinend
die nicht aminocacylierbare Alanyl-Suppresor-tRNA-Mutante aus Karginov et a. (1997).
Unglucklicherweise sind de Mengen an veranderten Proteinen, de mit der Methode
“Einfibrung von unratirlichen oder modifizierten Aminosduren mit Hilfe demisch
aminoagylierter amber-Suppresor-tRNAS’ hergestellt werden konren, auf¥erst gering.
Wahrend far Untersuchurgen, de aif enzymatischen oder gelelektrophaetischen
Nadhweismethoden besieren, im Prizip schon Nanogranm-Mengen an Protein ausreichend
sind, \wrlangen andere Fragestellungen, beispielsweise Strukturuntersuchurgen an
isotopenmarkierten Proteinen oder der Einsatz eines fluoreszensmarkierten Proteins in der
Biosensorik, wesentlich gréRere (Milli gramm) Mengen an Protein. Interpretiert man de in
der Literatur vorhandenen Erfolgsmeldungen (z.B.: Judice ¢ a. 1993, High et al. 1993,
Turcatti et a. 1999, muld man davon ausgehen, dal3 in der Regel nur wenige Mikrogramm
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(eher Nanogramm) Protein synthetisiert wurden. Es war zu Beginn dieser Arbeit auflerst
unkar, worauf die deprimierenden Ausbeuten an veranderten Proteinen zurtickzufhren sind.

Ein Weg, die Ausbeuten veranderter Proteine zu erhdhen, ist die Suche nach amber-
Suppresoren mit hoherer Effizienz. In der Literatur gibt es eine Vielzahl von in vivo
Untersuchurngen zur Suppressonaktivitét unterschiedlichster amber-Suppressor-tRNAS.
(Boss und Roth 1980,Mill er und Albertini 1983, Normanly et al. 1986,Kleina & a. 1990,
Ericson und Bjork 1991, Pedersen und Curran 199). Mittlerweile wurden mehr as 20
verschiedene natlrlich vorkommende und gentechnisch Kkorstruierte amber-Suppressor-
tRNAS in vivo charakterisiert. Einige der in vivo untersuchten tRNAs snd hervorragende
amber-Suppresoren, wahrend andere relativ niedrige Aktivitaten aufweisen.

Einen Anhadtspunkt fur die Suppressonseffizienz der in der Literatur fir die dhemische
Aminocacgylierung verwendeten amber-Suppresor-tRNAs bietet eine Untersuchung der
Gruppe Miller (Kleina @ a. 1990Q. In deser Studie wurden Uber 20 verschiedene amber-
Suppresor-tRNAs mit einander verglichen. Mit Hilfe Plasmid codierter tRNAs wurden in
dieser Studie neue Zellstdmme konstruiert, in denen de amber-Suppresor-tRNA-Gene unter
der Kontrolle der Promotor-Sequenz des Lipoprotein-Gens aus Escherichia coli stehen. Unter
den neu korstruierten amber-Suppresor-tRNAs war auch tRNAM . tRNAMS A urter-
scheidet sich von dr von Karginov et a. (1997 fur die EinfUhrung unratrlicher Amino-
sauren in Proteine favorisierten tRNA nur durch eine @nzige verdnderte Base innerhalb des
Akzeptorarms und reflektiert somit héchstwahrscheinlich deren Suppressonseffizienz. In der
in vivo-Studie von Kleina g a. besal® tRNA3- 4 eine nur mittlere Aktivitat. Somit konrte
man aus der in vivo-Studie von Kleina d al. ableiten, da3 de zur Zeit fur die Einfuhrung
unrettrlicher Aminosduren in Proteine in vitro verwendeten tRNAs relativ schledite
Suppresoren sind. Eine entscheidende Frage in desem Zusammenhang ist es, ob Daten zur
Suppressonin vivo ohre weiteres auf die Verhdtnissein vitro tbertragen werden kénren.

Bis zur Erstellung der vorliegenden Arbeit lagen in Kontrast zu dem umfangreichen Wissen
Uber die Suppresson in vivo nur sehr wenige Daten zur Suppresson in vitro vor. Die
vorliegende Arbeit ist die erste vergleichende Studie zur Suppressonseffizienz verschiedener
in vitro transkribierter tRNAs in der in vitro Trandation. Sie wurde mit dem Ziel verfaldt, in
der Arbeitsgruppe die mit der Nutzung von amber-Suppressor-tRNAS fir die Proteinsynthese
in vitro verbuncenen Methoden zu etablieren, de augenblicklichen Limitationen der
EinfUhrung unretirlicher  Aminosauren in Proteine zu erkennen und Wege fir die
Verbesserung der entsprechenden Methoden zu erschli efen.
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1.3. Struktur und Funktion der tRNA

tRNAs sind multifunktionale Molekiile, die im Laufe ihres Daseins an verschiedenen
Prozessen innerhalb der Zelle teilnehmen (vgl. Abb.5,S.12). Die Teilnahme der tRNAS an
gemeinsamen, grundegenden Retionen (beispielsweise Prozesserung, Modifikation und

Abb. 4
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Die Struktur der tRNA:

Die verschiedenen Strukturebenen der tRNA sind am Beispiel einer typischen tRNA vom Typl (tRNA™® aus
Hefe) dargestellt: (A) Nukleotidsequenz, Modifikationen urd Sekundarstruktur der tRNA™® in der klassschen
Kleddlattstruktur-Darstellung Watson-Crick-Basenpaare sind durch geflillte Kreise, das G-U-Wobhbe-Basenpaa
ist durch einen offenen Kreis ymbalisiert. Nukleotide, die in allen tRNAs konserviert sind, sind durch Fettdruck
hervorgehoben. W: Pseudouradl, D: Dihydrouridin. V-Schlaufe: variable Schlaufe (Extra-Arm) Die
Sekundérstruktur der tRNA kann in drei Haarnadelschlaufen, den D-, den T- und den Anticodon-Arm, und den
Acceptor-Stamm aufgegliedert werden. (B) Die tertidren Wedhselwirkungen der tRNA™® in einer modifizierten
Darstellung der Sekundérstruktur, die die dreidimensionale Struktur widerspiegelt. Tertidre Wedhselwirkungen
zwischen den Basen sind durch gestrichelte Linien symbdlisiert. (C) Klasdsche Darstellung der Tertiérstruktur
von tRNA™@ in der aus der Kristall struktur der tRNA (PDB-Hinterlegungsnummer: 6TNA) abgeleiteten L-Form.
(A und B sind aus Batey et al. (1999 entnommen, C aus Knippers)
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Trandation) auf¥ert sich im Vorhandensein einer gréfReren Zahl konservierter Nukleotide
innerhalb der tRNAs (Abb.4,S.10). Diese konservierten Nukleotide (in Abb.4,A undB durch
Fettdruck gekennzeichnet) gehdren ale @ner von zwel unterschiedlichen Gruppen an: Die
erste Gruppe besteht in den Nukleotiden mit biologischer Funktion, wie die Folge CCA am
3'-Ende des Aminoacyl-Acceptorarms, die fir Aminocagylierung und Erkennurg der
Aminocacyl-tRNA durch EF-Tu entscheident ist. Die zweite Gruppe umfaldt Nukleotide, die
fir den Aufbau der Gesamtstruktur von Bedeutung sind, keispielsweise die konservierten
Nukleotide in der D und der T-Schlaufe. Beim Aufbau der Gesamtfaltung des tRNA-Molekils
spielen tertiare Wedselwirkungen eine mal3gebliche Rolle (B und C). Die konservierten
Nukleotide, die hauptsadhlich an desen tertidren Wedselwirkungen beteiligt sind, sind in
einem tRNA-Bereich koreentriert, der fir die Bildung der Gesamtstruktur verantwortlich ist,
der sogenannten Core-Region. In der dreidimensionalen Struktur der tRNA sind de Stamme
des D- und des AnticodonrArms ebenso coaxia aufeinander gestapelt wie die Stamme des T-
und ds Aminoagylaccetor-Arms. Die beiden coaxialen Stapel sind duch tertidre
Wedsewirkungen zwischen den Schlaufen des D- und des T-Armes enkrecht zueinander
orientiert, woduch de L-Form des Gesamtmolekils entsteht. Die L-Form der tRNA wird
durch weitere Wecdselwirkungen stabili siert.

1.3.1. Vom tRNA-Gen zur Aminoacyl-tRNA - Die Biogenese der tRNA im Uberblick

Die Synthese funktionaler tRNA-Moleklle in vivo ist ein kamplexer Prozef3, an dem viele
Enzyme beteiligt sind. Die verschiedenen Schritte der Biogenese der tRNA (Abb.5, S12)
haben letztendich ein Ziel, den Einbau einer bestimmten Aminosdure in de wadsende
Polypeptidkette.

Waéhrend ihrer Biosynthese in Escherichia coli werden ale tRNA-Molekile von gréferen
zusammenhangenden Geneinheiten transkribiert. Hierbei liegen 26% der tRNA-Gene in
rRNA-Operons, 42 in multicystronischen Operons, die aisschliellich tRNA-Gene
enthalten, 19 liegen in monaocystronischen Operons und 13% kommen in Operons vor, die
sowohl Protein codierende Gene ds auch tRNA-Gene enthalten (King et al. 1986.

Die Priméar-Transkripte dieser Geneinheiten enthalten an den 5- und 3-Enden der tRNAs
langere Nukleotidfolgen, de nicht zu den tRNAs gehdren. Damit funktionale tRNA-Molekiile
entstehen konnen, misen dese Sequenzen duch RibonuKeasen entfernt werden. Die
Entfernung der 5'- und 3-flankierenden Sequenzen vontRNA-Vorlaufer-Molekilen verlangt
ein ausgekllgeltes Zusammenspiel verschiedenster Endo- und ExonuKeasen. Das 5'-Ende
aler reifen tRNAs wird endonukteolytisch duch RNaseP erzeugt (Robertson et al. 1972,
Schedl und Primakoff 1973, Altman 1981, Hardt et a. 1993, Frank und Pace 1998. Im
Gegensatz zur Reifung des 5'-Endes der tRNA, die mit RNaseP nur ein einziges Enzym
bendtigt, ist die Enstehung des reifen CCA-Endes wesentlich komplexer. Die Prozesserung
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Abb. 5
tRNA-Gen
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Vom tRNA-Gen zur Trandation:

Die Synthese funktionaler tRNA-Molekile in vivo ist ein komplexer Proze3, an dem viele Enzyme beteili gt
sind. Die Abbildung zeigt die verschiedenen Schritte, die — angefangen mit der Transkription der tRNAs - zur
Bildung der Aminoagyl-tRNA und letztendlich wéhrend der Trandation (Elongation) zum Einbau einer
bestimmten Aminoséure in die wachsende Polypeptidkette flihren.

des 3'-Endes von tRNAs wird eingeleitet durch einen endonuleolytischen Schnitt, wodurch
die 3 -flankierende Sequenz auf einige wenige Nukleotide verkirzt wird (Bikoff et a. 197,
Bikoff und Gefter 1975, Li und Deutscher 1994). Diese Nukleotide werden dann duch
Exonukeasen his zur Entstehung des reifen 3-CCA-Endes entfernt. Bisher sind seds
Exonuleasen bekannt, die Nukleotide an 3'-Ende von tRNA-Vorléufern entfernen kénren
(Reuven und Deutscher 1993: RNaseD, RNaseBN, RNaseT, RNasePH, RNasell und
PNPase. Die Spezifitdten deser ExonuKeasen Ulerlappen, so da’ Zellen auch |ebensfahig
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sind, wenn ihnen eine oder mehrere dieser ExonuKeasen fehlen (Cudny und Deutscher 1988,
Li und Deutscher 1996. Verschiedene ExonuKeasen besitzen urterschiedliche Spezifitéten
sowohl fur verschieden lange 3'-flankierende Sequenzen als auch fir verschiedene tRNA-
Spezies (Li und Deutscher 19941996).

Wie das 3'-Ende von tRNAs werden auch de 3'-Enden der anderen in Escherichia coli
vorkommenden kleinen, stabilen RNAs durch Exonuleasen auf die richtige Lange gebradht.
Die Prozesserung der kleinen RNAs in Escherichia coli (tRNAs, 5S RNA , M1 RNA, 10Sa
RNA, 65 RNA oder 4,55 RNA) gehocht wahrscheinlich einem allgemeinen,
strukturabhéngigen Muster. Alle diese kleinen, stabilen RNAS besitzen in der reifen Form
Strukturmerkmale, die sie zu schledhten Substraten fir RNA-abbauende Enzyme madhen (Li
et a. 1999. 5- und3'-Ende bilden in der Regel eine helikale Struktur mit einem zwei bisvier
Nukleotide langen, einzelstrangigen 3 -Uberhang. Diese 3'-Uberhange entstehen, dhnlich wie
bei der oben beschriebenen Reifung der tRNAs, duch de Prozesserung langerer 3'-
flankierender Sequenzen mit verschiedenen Exonueasen. Der Abbau des 3‘-Endes kommt
zum Erliegen, wenn eine bestimmte Lange des Uberhanges erreicht ist. Die Uberhange selbst
sind sehr schlechte Substrate fir RNA abbauende Exonuleasen, so dal? de Enden sehr
langlebig sind. Gut untersucht ist in desem Zusammenhang neben der Reifung des CCA-
Endes von tRNAs auch die Reifung der 5S RNA, bel der RNaseT eine esentiell e Roll e spielt
(Li undDeutscher 1995.

Auch wenn tRNAs shr schledhte Substrate fir die meisten der RNA-degradierenden Enzyme
sind, so kdnren de 3'-endstandigen Reste AMP und CMP der tRNA doch duch
ExonuKeasen angegriffen werden. Die grof¥e Gefahr hierbel scheint von RNaseT auszugehen
(Deutscher et al. 1985. In Escherichia coli existiert ein Reparaturmecdhanismus fur solche
CCA-Enden, de durch den Angriff von ExonuKeasen abgebaut worden sind. Das Enzym
ATP(CTP):tRNA-Nukleotidyl-Transferase katalysiert die Regeneration des CCA-Endes von
verkirzten tRNAS, indem es ein vdlstéandiges CCA-Ende bei tRNAs g/nthetisiert, denen ein,
zwel oder drei der terminalen Nukleotide fehlen (Sprinzl und Cramer 1979, Reuven und
Deutscher 1993, Reuven et a. 1997. Zu einem aul¥erst geringen Teil kann de Funktion von
tRNA-Nukleotidyl-Transferase mogli cherweise durch de Enzyme Poly(A)-Polymerase | und
Polynukleotid Phosphaylase (PNPase) ersetzt werden (Reuven et a. 1997. Wahrend in
Escherichia coli das Enzym tRNA-Nukleotidyl-Transferase Teil des Reparaturmechanismus
fur verkirzte tRNAs ist, stellt die Regeneration des CCA-Endes in vielen Organismen
(Eukaryonten, einige Archadbakterien und mehrere Eubakterien), in denen das CCA-Ende
nicht codiert ist, einen essentiellen Schritt wahrend der Biosynthese der tRNAs dar (z.B.:
Cheng et a. 1997,Reichert et al. 1999.

Prozesderung und Reparatur der tRNA-Enden miinden in de Amincacylierung der tRNA.
Die korrekte Aminoagylierung der tRNA mit der richtigen Aminosaure durch eine der 20
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verschiedenen Aminoacyl-tRNA-Synthetasen ist fir die Genauigkeit der Proteinbiosynthese
esentiell. Hierbel misen de Synthetasen zwischen den strukturell sehr @hnlichen tRNA-
Molekllen de richtige tRNA auswahlen. Um dies moglich zu maden, enthélt jede tRNA-
Spezies ezifische Elemente, die zur Erkennurg und Diskriminierung der tRNA durch de
Aminocacyl-tRNA-Synthetasen fuhren. In der Regel wird de korrekte Beladung durch
bestimmte Basen innerhalb der tRNA-Sequenz gewéhrleistet, die durch de entsprechenden
Aminocacyl-tRNA-Synthetasen erkannt werden. Basen, de zur Erkennurg und
Diskriminierung der tRNA beitragen, kénren in jedem Bereich der tRNA (Akzeptorarm, D-
Arm, T¥C-Arm, AnticodonArm oder Extra-Arm) liegen. Ein prominentes Beispiel ist die
Erkennurg der Alanyl-tRNAs. Hier ist die Aminoagylierung durch Alanyl-tRNA-Synthetase
abhéngig von der Anwesenheit des Basenpaas Gz-U7g innerhalb des Akzeptorarms der tRNA
(Hou und Schimmel 1988. Der Austausch von U70 gegen C hat eine Abschatung der
Aminoacylierung der tRNA zur Folge (Park et al. 1989. Andererseits fuhrt die Einfihrung
des Merkmals in andere tRNA-Spezies zu einer Fehlbeladung dieser tRNAs mit Alanin (Hou
und Schimmel 1988. Sehr oft jedoch sind Basen innerhalb des Anticodors essentiell fur die
Erkennurg der tRNA durch de entsprechende Synthetase (Rould und Steitz 1991, Peterson
und Uhlenbedk 1992, Komatsoulis und Abelson 1993 Cusack et al. 1996. Durch den
Austausch des Wil dtyp-Anticodors der tRNA gegen CUA kann de Rate der Aminoagyli erung
einiger tRNAs drastisch verringert werden (Hou 1997. Gleichzeitig fuhrt die Anwesenheit
des Anticodors CUA bei vieden tRNAs zu einer Anderung der Aminosiurespezifitét
(Normanly et a. 1990,Martin et a. 1996. Auch de sogenannte dem CCA-Ende der tRNA
direkt benachbarte Diskriminatorbase N73 ist oft ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal
(Hou 1997.

1.3.1.1. DieRolleder Modifikation in tRNASs

Da viele biologisch aktive tRNAs posttranskriptional modifiziert werden, spiegelt die DNA-
Sequenz oft nicht die tatsicdliche Primérstruktur wider. In vivo sind ks zu 20 Prozent der
Nukleoside in tRNAs modifiziert (Holley et al 1965, Goodman et a 1968,Bjork 1995. Die
Modifikation einzelner Nukleoside in tRNAs dellt einen wichtigen Vorgang wahrend der
tRNA-Reifung in vivo dar. Der Reifungsschritt Modifikation steht in Abbildung 5 zwar
zwischen den Vorgangen Prozesserung und Aminoagylierung, tRNAs konren aber
moglicherweise aich an anderen Stellen wahrend der tRNA-Reifung modifiziert werden,
beispielsweise aif der Ebene der Primértranskripte oder erst nach der Aminoacylierung.
Besonderes im Hinblick auf die Verwendurg in vitro transkribierter tRNAs in der
vorliegenden Arbeit darf die Anwesenheit modifizierter Nukleotide in alen rnatdrlich
vorkommenden tRNA-Molekilen nicht unerwahnt bleiben.

Das Fehlen von Modifikationen in tRNAs wirkt sich je nach tRNA-Spezies unterschiedlich
aus. Vide Vorgange innerhalb der Proteinbiosynthese, beispielsweise die Bildung des
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terndren Komplexes oder die Elongation, funktionieren im Wesentlichen auch mit
unmodifizierten tRNAs (Sammuellson et al. 1988, Noren et a.1989, Kudicki et al. 1993,
Arnez und Steitz 1994, Takai et a. 1996. Effizienz und Genauigkeit einiger tRNAs wahrend
der Elongation oder in der Aminoacylierung werden jedoch duch das Vorhandensein von
Modifikationen beanfluld. Einige Re&tionen innerhalb der Proteinbiosynthese finden mit
unmodifizierten tRNAs gar erst gar nicht statt.

Die Bedeutung von Modifikationen in tRNAs fur die Trandation wurde zum ersten Mal
anhand des amber-Suppresors su's (tTyr), gezeigt (Gefter und Russll 1969. Diese tRNA
kann in Escherichia coli-Zellen, de mit dem Phagen ®80psu’s infiziert wurden,
Uberexprimiert werden. Nach Aufarbeitung der Uberexprimierten tRNAs liber Reverse-Phase-
Chromatographie zeigten sich drel verschiedene Tyrosyl-tRNA-Ped&ks. Den verschiedenen
Fraktionen konrten nach Hydrolyse der tRNAs und Auftrennurg der Nukleotide mittels
zweidimensionaler Duinnschichtchromatographie drel in unmittelbarer Nahe des Anticodors
verschieden stark modifizierte tTyr-Formen zugeordnet werden. Die Fahigkeit der
verschiedenen tTyr-Formen, ein amber-Codon im Hullprotein des Phagen f2 (sus4A) zu
dekodieren, wurde in einem in vitro-Trangationssystem untersucht. Hierbel zeigten tRNAS,
die a@ne Modifikation innerhalb des AnticodonArmes enthielten, eine verbesserte
Suppresson.

Position 37 umittelbar 3* des Anticodors ist in in 78% aler in vivo exprimierten tRNA-
Spezies modifiziert (Bjork 1995. Dies betrifft alle haufigen tRNAs mit Ausnahme der
tRNA™® die Codors lesen, de mit einem A oder U beginnen. In amber-Suppresor-tRNAs
konrten de Modifikationen i°As;, ms%i®As; oder msfio®As; nachgewiesen werden. An der
Entstehung der Modifikation sind mindestens vier Enzyme beteili gt, die Produke der Gene
miaA (EC 2.5.1.8 Isopentenyl-tRNA:A37-Transferase), miaB, miaC und miaD sind. Donaren
fur die Synthese sind Isopentenyl-Pyro-Phaosphat, Cystein, S-Adenosylmethionin bew. S
adenosylhomocystein (Bjork 1995, Leung et a. 1997. Fur die Erkennurg der tRNA durch
|sopentenyl-tRNA:As-Transferase, die zur Formierung von i®As; fiihrt, ist die Anwesenheit
der Sequenz AzsAsz7A3g innerhalb der AnticodonSchleife entscheident (Yarus et al. 1986,
Motorin et a. 1997. Zusétzlich wurde ene Abhédngigkeit des Enzyms von Nukleotiden
innerhalb der AnticodonHelix nachgewiesen (Motorin et al. 1997. Hierbel kann de Aktivitét
des Enzyms durch ein GU-Basenpaa am Ende der Helix oder die Folge mehrerer CG-
Basenpaae entscheident verringert werden. Man nmmt an, dal3 fir eine optimale Funktion
des Enzyms der AnticodonrArm eine normale helikale Struktur ausbil den muf3. Die Funktion
der Modifikation ms?i®As; ist ausgiebig in vivo und in vitro studiert worden. Es wird
angenommen, dal3 de Modifikation de Basenstapelung zwischen dem 3 vom Anticodon
liegenden Nukleotid und ém Komplex aus Codon undAnticodon \erbessert. (Ericson und
Bjork 1991, Pederson undCurran 199). Hierdurch werden Interaktionen zwischen mRNA-
Codon undRNA-Anticodonstabili siert.
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Auch Faltung und Struktur von tRNAs kénren duch Modifikationen beanfluf® werden. Das
Fehlen von Modifikationen kann sich in einer erh6hten Abhangigkeit der biologischen Akti-
vitdt der tRNAs von der Konzentration an zweiwertigen Kationen wie Mg?* auswirken
(Sampson undUhlenbeck 1988,Harrington et a. 1993,Yue & a. 1994 ,Madore d a. 1999.
Einige tRNAs bilden in der unmodifizierten Form Sekundérstrukturen aus, die stark von der
normalen Kleeblattstruktur abweichen undzu hiologisch inaktiven tRNA-Molekllen flhren
(Derrick undHorwitz 1993,Helm et al. 19981999. Seltener ist eine Beanflussung der Ami-
noacylierung durch Modifikationen. Bei einigen tRNAs jedoch kénren Modifikationen inner-
halb des Anticodors esentiell fir die Aminoacylierung sein. So ist die Aminoagylierung von
tRNA™Syuu abhangig von der Modifikation mnm°s*Us, in der ersten AnticodonPosition der
tRNA (Tamura d@ a. 1999. Die unmodifizierte tRNA wird aufferst schlect aminoagyliert.
Die Methylgruppe in m*Gs; von tRNA”",cy scheint wichtig zu sein fiir die Diskriminierung
der tRNA gegen tRNA® durch Arginyl-tRNA-Synthetase (Piitz et a. 1994. Ein weiteres
Beispiel ist die Aminoagylierung einer Isoleucyl-tRNA-Spezies (tRNA"®) aus Escherichia
coli (Muramatsu et al. 1988. Diese tRNA enthdlt an Position 34Lysisidin. Dies erwies sch
as esentiel fur die Erkennurg der tRNA durch Isoleucyl-tRNA-Synthetase und fur die
Diskriminierung der tRNA durch Methionyl-tRNA-Synthetase.

1.4. DietRNA im Kontext der Trandation

Die Suppresdonseffizienz einer tRNA ist ein Mal fur die Fahigkeit der aminoacylierten
tRNA, in den Elongationszyklus einzutreten. Sie entspicht somit einer spezifischen Aktivitét
der jweili gen Aminocacgyl-tRNA. Besonders im Zusammenhang mit dem Einsatz von chemisch
aminoagylierten amber-Suppresor-tRNAs snd de Vorgange innerhalb der Proteinbiosyn-
these interessant, die auf der Ebene der aminoagylierten tRNA stattfinden. Diese Vorgange
bestehen in der Bildung des terndren Komplexes aus Aminoacgyl-tRNA und EF-Tu*GTP und
der nachfolgenden Elongation am Ribosom wahrend der Trandlation.

1.4.1. Der ternare Komplex — Aminoacyl-tRNA*EF-Tu*GTP

Alle aninoagylierten tRNAs mit Ausnahme der Initiator-tRNA Met-tRNA™® und der fir
Selenocystein spezifischen tRNA SectRNA™® treten in einem terndren Komplex in die Elon-
gation ein, der aus Aminoacyl-tRNA und EF-Tu*GTP besteht, (Allende & al. 1964,Baron
und Bock 1991, Nissen et a. 1995 1996 1999. Mittlerwelle konrte die dreidimensionale
Struktur des terndgren Komplexes aus Aminoacyl-tRNA und EF-Tu*GTP gel6/d werden
(Nis®n et al. 19951999. Die Bindurg der aminoagylierten tRNA durch EF-Tu*GTP beruht
auf der Erkennurg von Strukturelementen, de in allen Elongator-tRNAs konserviert sind.
Diese durch EF-Tu*GTP erkannten Elemente liegen ausschliefdlich in Akzeptor-Arm und T-
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Arm der tRNAs (Nisen et a. 1996. Erstaunlich ist die Fahigkeit des Elongationsfaktors
zwischen amincacgylierten und unleladenen tRNA zu urterscheiden. Die Unterscheidurng
beruht offensichtlich auf der speziellen Struktur des Akzeptorarms der aminoacyli erten tRNA.
Durch de Knupfung der Esterbindurg zwischen der Aminosaure und dem terminalen Adeno-
sinrest A;¢ des CCA-Endes der tRNA wird die Basenstapelung von Az mit den benachbarten
Basen aufgehoben. Das terminale Adenin kann so duch eine spezifische Bindurgstasche
innerhalb des Proteins gebunden werden. Gleichzeitig bilden sich Wassrstoffbriicken zwi-
schen der Aminoesterbindurg und der Peptidhauptkette von EF-Tu aus (Nissen et a. 1995,
Nisen et a. 1996.

Die Bindurgskonstanten des Komplexes aus Aminoacyl-tRNA und EF-Tu*GTP liegen je
nach tRNA-Spezies zwischen 1,9 * 10'°M und 1020 * 13° M (Ott et al. 1990, so dal3 cbs
Gleichgewicht der Dissziation zwischen freien Aminoacgyl-tRNAs und terndrem Komplex
weit auf Seiten des terndren Komplexes liegt. (Louie undJurnak 1985 1,3 * 10° M; Louie &
al. 1984 10® M bis 10° M; Abrahamson et al. (1989: 0,72 * 10° M bis 7,7 * 10° M). Die
Affinitdt von EF-Tu*GDP zur Aminoacyl-tRNA ist extrem niedrig. Als typisches G-Protein
oszilli ert EF-Tu zwischen einer aktiven GTP- undeiner inaktiven GDP-Form.

1.4.2. Trandation

Die Trandation findet an grolen Multienzymkomplexen statt, die aus RNA und Proteinen
bestehen, den Ribosomen. Die Ribosomen vermitteln de Interaktion zwischen mRNA-Codon
und dem entsprechenden tRNA-Anticodon und ktalysieren de Knupfung der Peptidbindun
gen zwischen den Aminosduren. In den beiden Untereineinheiten des Ribasoms (in Prokary-
onten 505 und 3(®) finden sich drel verschiedene ribosomale RNAs (rRNA): die 23S rRNA
und de 5S rRNA in der grolen Untereinheit, sowie die 16S rRNA in der kleinen Unterein-
heit. Nach dem mittlerweile dlgemein anerkannten Dreistellenbindurgsmodell enthalten de
Ribosomen drel verschiedene Bindurgsdellen fur tRNAs, die mit A (Aminoagl), P
(Peptidyl) und E (Exit) bezeichnet werden (Nierhaus 1990. Analog zur Transkription werden
drei Phasen der Trandation urterschieden: Initiation, Elongation undTermination.

1.4.2.1. Initiation

Der Start (Initiation) der Trandation ist ein sehr komplexer Prozef3, an dem mehrere Proteine
als Initiations und Regul ationsfaktoren beteili gt sind. Fur die Trandationsinitiation in Esche-
richia coli wird eine spezielle formylierte Initiator-tRNA (fMet-tRNA™®) benétigt. Diese
wird synthetisiert, indem die a-Aminogruppe des an de tRNA™® gebundenen Methionins
durch das Enzym N*°-Formyl-Tetrahydrofolat-Formyltransferase kovalent modifiziert wird
(Kahnet al. 198Q. Die Initiation keginnt mit der Bildung eines 30S-Initi ationskomplexes, der
aus der kleinen ribosomalen Untereinheit, dem Startcodon AUG (sdltener GUG) auf der
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MRNA, ener Inititi ator-tRNA und cen Initiationsfaktoren IF1, IF2 undIF3 besteht (Hershey
1987. Die Ribosomenbindurg erfolgt an spezifischen Nukleotidsequenzen, den Ribasomen-
bindurgsdellen (Shine-Dalgarno-Sequenz), in urmittelbarer Nahe des Startcodors, wobei
dieses Codonin de P-Stelle der kleinen ribasomalen Untereinheit eingepaldt wird (Shine und
Dalgarno 1974 Ringquist et al. 1992. Durch Anlagerung der grof¥en Ribosomen-Untereinheit
wird das Ribosom vervollstandigt und de zweite Phase der Trandation, de Kettenverlange-
rung (Elongation), kann beginnen.

1.4.2.2. Elongation

Die Elongation ist ein mehrstufiger zyklischer Prozef3, in dem das Ribosom nach dem all oste-
rischen Dreistellenbindurgsmodell zwischen zwel Hauptkonformationszustanden, einem
Abb. 6
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Modell des Elongationszyklus (nach Nierhaus 1993):

(2) Die Elongation beginnt mit dem Eintritt des terndren Komlexes in die A-Stell e des Ribosoms. Das Ribosom
befindet sich zu diesem Zeitpunkt in einem posttransl okationalen Konformationszustand, in dem die A-Stelle
eine niedrige Affinitdt zu tRNA hat. Die P-Stelle ist mit der Peptidyl-tRNA besetzt, die E-Stelle mit der
deag/lierten tRNA aus dem vorhergehenden Zyklus. Die Aushbildung der korrekten Codan-Anticodon-
Wecdhselwirkung zwischen tRNA und mRNA am Ribosom 6% die Hydrolyse von EF-Tu*GTP und den
Ubergang des ribasomalen Komplexes in den nidhsten, den prétranslokationalen Konformationszustand aus.
Die deaglierte tRNA wird hierbei aus der E-Stelle des Ribosoms entlasen, EF-Tu*GDP freigesetzt und de
eintretende Aminoacyl-tRNA in der A-Stell e des Ribosoms gebunden. (2) In einer zweiten Reaktion komnt es
zur Ubertragung des Peptidylrestes der Peptidyl-tRNA auf den Aminoagylrest der Aminoacyl-tRNA in der A-
Stelle des Ribasoms. Diese Reation wird durch die Peptidyl-Transferase aif der grolen Untereinheit des
Ribosoms katalysiert. (3) Mit dem néchsten Schritt, der Trandokation, wird der Elongationszyklus voll endet
und das Ribosom gelangt wieder in den Ausgangszustand. Wahrend der Translokation verschiebt sich die
mMRNA relativ zum Ribosom um drei Nukleotide, wobei die um eine Aminosadure verlangerte Peptidyl-tRNA
vonder A-Stelleindie P-Stelle, und die deaglierte tRNA in die E-Stell e des Ribosoms gelangt.
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pratranslokationalen undeinem posttranslokationalen, oszilli ert (Nierhaus 1993, \gl. Abb.6).
Im elongierende Ribosom sind rach dem all osterischen Dreistellenbindurgsmodell stéandig
zwel der drel tRNA-Bindurgsgellen mit tRNAs besetzt. Zwischen A-Stelle und E-Stell e des
Ribosoms liegt eine dlosterische Kopdung im Sinne é@ner negativen Kooperativitdt vor:
Wenn de E-Stelle besetzt ist, besitzt die A-Stelle @ne niedrige Affinitat fir tRNA. Eine
Besetzung der A-Stelle mit tRNA bewirkt umgekehrt eine niedrige Affinitét der E-Stelle fur
tRNA. Die beiden Hauptkonformationszustéande des Ribosoms sind duch eine hohe Energie-
barriere (mehr as 80 kIymol) voneinander getrennt und lassen sich urter bestimmten Bedin-
gungen experimentell voneinander trennen. Die Ubergdnge zwischen den beiden Haupt-
konformationszusténden des Ribosoms werden duch zwel G-Proteine, EF-Tu und EF-G
katalysiert.

Ein verfeinertes Modell der Elongation schlégt zusétzlich zu den klasgschen tRNA-
Bindurgsdellen A, P und E eine Bindurgsdelle fur den EF-Tu an der 50S-Untereinheit des
Ribasoms vor, die mit T bezeichnet wird. Nach desem Elongationsmodell existieren neben
den beiden Hauptkonformationszustanden nach verschiedene zusitzliche Ubergangszustande
(Abel undJurnak 1996, \gl. Abb. 7).

Abb. 7
deacylierte
tRNA |:|
5| OB f = :
+
EF-Tu-GTP EF -Tu-.G DP
Aminoacyl-tRNA
ternarer
Komplex

Der Eintritt desternéren Komlexesin die Elongaion:
(verandert nach Abel und Jurnak 1996

Vor dem Eintritt des ternéren Komplexes befindet sich das Ribosom in der paosttrans okationalen Konformation,
in der E- und P/P-Stelle des Ribosoms mit tRNAS besetzt sind. Wenn der terndre Komplex in das Ribosom
eintritt, nimmt das Ribosom einen Intermediats-Zustand ein, in dem voribergehend drei tRNAs an das Ribosom
gebunden sind (Die Konformation des Ribosoms kann durch E, P/P, T/A beschrieben werden.) Die durch die
Interaktion des terndren Komplexes mit der T-Stelle des Ribosoms vermittelte GTP-Hydrolyse 162 die
Disoziation von EF-Tu*GDP und der deaglierten tRNA aus; das Ribosom erreicht den prétrand okationalen
Zustand.

Die beiden verschiedenen Modelle zusammen ergeben folgendes Bild der Elongation: Vor
dem Eintritt des ternéren Komplexes befindet sich das Ribasom in der paosttranslokationalen
Konformation, in der E- und P-Stelle des Ribasoms mit tRNAs besetzt sind. Eine aste
Interaktion zwischen ternérem und ribasomalem Komplex findet zunadst auf der Ebene aner
CodonAnticodonWedselwirkung zwischen mRNA und tRNA statt. Die Interaktion wirkt
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sich GOker die AnticodonHelix der tRNA auf die Positionierung des terndaren Komplexes
relativ zur T-Stelle des Ribasom aus. Eine korrekte CodontAnticodonPaaung und eine
korrekte Positionierung des ternéren Komplexes relativ zur T-Stell e des Ribasoms 1614 die T-
Stellen vermittelte GTP-Hydrolyse des EF-Tu aus. Hiernach verlélt EF-Tu*GDP den
ribosomalen Komplex und de Aminoacgyl-tRNA wird fest in der A-Stelle des Ribosoms
paositioniert, wobei das Ribosom in de nadste Konformation dkergeht. In einer zweiten
Reation kammt es zur Ubertragung des Peptidylrestes der Peptidyl-tRNA auf den
Aminoacylrest der Aminoagyl-tRNA in der A-Stelle des Ribasoms. Diese Redtion wird
durch de Peptidyl-Transferase auf der grofien Untereinheit des Ribasoms katalysiert. Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dal3 der Peptidyltransfer im Prinzip auch urebhéngig von
ribosomalen Proteinen aleine an der 23SrRNA der groffen ribosomalen Untereinheit
funktionieren kdnrte (Zhang und Cech 1998. Die 23S-rRNA wére somit ein Beispid fir ein
Ribozym. Mit dem nachsten Schritt, der Translokation, wird der Elongationszyklus voll endet
und dis Ribosom gelangt wieder in den Ausgangszustand. Die Translokation wird nach
neueren Erkenntnissen duch den Elongationsfaktor EF-G unter GTP-Hydrolyse in der Art
eines typischen Motorproteins vorangetrieben (Rodnna & a. 1997.

Der Aufbau des Elongationsfaktors EF-G hat grofRe Ahnlichkeit mit dem terndren Komplex
aus EF-Tu*GTP* Aminoagyl-tRNA. EF-G gliedert sich im Prinzip in einen C-terminalen mit
dem mMRNA-Codonwedselwirkenden Bereich (= tRNA) und einen GTP-bindenden Bereich
(® EF-Tu). Die Ahnlichkeit der beiden in de A-Stelle des elongierenden Ribosoms
eintretenden Komplexe wird auch als molekulares Mimikri bezeichnet (Mikuni et a. 1994,
Liljas 1996,Nyborg et al. 1996,1to et al. 1996,Clark undNyborg 1997).

tRNA-Selektion

Die Polymerisationsgeschwindigkeit wahrend der Elongation liegt be ca 10 hs 20
Peptidbindurgen pro Sekunde pro Ribasom (Kennell und Riezman 1977 ,Bremer und Dennis
1987) bei Fehlerraten, de nach Bouadloun et al. (1983 bei 10°, nach Wagner et al. (1982
sogar bei nur 10* falsch eingebauten Aminosduresten liegen. Die groRe Genauigkeit der
Proteinbiosynthese auf der Ebene der Elongation ist bisher noch wenig verstanden. Es gibt in
Escherichia coli 46 werschiedene terndre Komplexe, die um die ribosomae A-Stelle
konkurieren (Bjork 1995. Die Selektion des richtigen terndren Komplexes durch das
Ribosom beruht nach al gemeiner Ansicht in erster Linie auf der Interaktion zwischen tRNA-
Anticodon und @m entsprechenden Codonauf der mRNA. Die Dissoziationskonstanten von
tRNA-Anticodontereichen und Nukleotidtripletts, freien Aminoacyl-tRNAs und Ribasomen
oder ternarem Komplex und Ribosom wurden von \erschiedenen Autoren bestimmt (z. B.:
Uhlenbedk et a. 1970, Thompson und Karim 1982, Schilli ng-Bartetzko et a. 1982. Die
Ergebniss dieser Mesaungen dfferieren je nach Autor sehr stark. Eine wesentliche Aussage
kann jedoch gemadit werden: Die Affinitdt des ternaren Komplexes zur A-Stelle des
Ribosoms ist um mindestens zwei Grolenordnurgen hoter als die der freien Aminoacyl-
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tRNA (Nierhaus 1993. Die Affinitédt des tRNA-Anticodors zu den entsprechenden
Nukleotidtripletts ist nochmals wesentlich niedriger als die Affinitdt der freien Aminoacyl-
tRNA zum ribosomalen Komplex aus mRNA und Ribasom. Dies bedeutet, dal3 nu ein sehr
kleiner Tell der Bindurgsenergie zwischen Ribosom und terndrem Komplex auf die
Wedselwirkung zwischen Codon undAnticodonentfallt.

Die Medhanismen, de zur Selektion der richtigen, zum jewelligen Anticodon @ssenden
tRNA durch das Ribosom fihren, werden zur Zeit noch kortrovers diskutiert. Das oben
beschriebene Modell der Elongation mit den drei tRNA-Bindurgsgellen A, P und E, sowie
der T-Stelle, die die GTP-Hydrolyse auddld, erdéffnet die Moglichkeit, da’3 auch Bereiche
aul¥erhalb des tRNA-Anticodors an der Diskriminierung der tRNA durch das elongierende
Ribasom teil haben. Beispielsweise kdnnte der Winkel zwischen Akzeptor-Helix*EF-Tu*GTP
und AnticodonHelix, also de Positionierung des ternéren Komplexes relativ zum Ribosom,
far die Auslésung der GTP-Hydrolyse und somit fir den Eintritt der Aminocacyl-tRNA in de
A-Stelle des Ribasoms mal3geblich sein. Die richtige Positionierung wirde in desem Fall
durch viele unterschiedliche tRNA-Merkmae bednfluf¥. Mutationen aulerhalb des
Anticodors kbnnten Struktur und Flexibilit & der tRNA und auf diese Weise die Dekodierung
des Codors auf der mRNA beeinflussen.

Es werden zwei Korrekturlese-Medhanismen dskutiert, die die Genauigkeit der Trandation
wahrend der Elongation erhéhen: Wahrend der Elongation ist die EF-Tu abhéngige GTP-
Hydrolyse en geschwindigkeitsbestimmender Schritt, wodurch nach allgemeiner Ansicht die
Genauigkeit der Trandlation entscheident beanfluf® wird (Ruusala € a. 1982, Thompson et
al. 1986,Wiborg et al. 1996. Der gréfde Teil der falschen terndren Komplexe bil det hiernach
erst gar keine Wedselwirkungen mit dem Codon aus oder disziiert vor der EF-Tu
katalysierten GTP-Hydrolyse wieder vom ribasomalen Komplex weg (Nierhaus 1993. Dieser
Medhanismus ist konsistent mit dem all osterischen Dreistellenbindurgsmodell, nach dem die
A-Stelle des Ribosoms in der prétranslokationalen Konformation des Ribasoms nur eine
niedrige Affinitat zun terndren Komplex hat (s.0.). Ein Teil der falschen terndren Komplexe
tritt jedoch off ensichtlich erst nach der GTP-Hydrolyse wieder aus dem ribasomalen Komplex
aus. Ruusaa d al. (1982 bestimmten den Einbau von Phenylalanin undLeucin duch Phe-
tRNAP™® (Anticodon GAA) und Leu-tRNA-®2 (Anticodon GAG) in der Poly(U)-abhéngigen
Peptidsynthese. In desem Experiment bendtigte der Einbau von Leucin eine im Vergleich
zum Einbau von Phenylalanin um Faktor 50 erh6hte EF-Tu abhéngige GTP-Hydrolyse. Die
Ergebnisse dieses Experimentes wurden in einem anderen Ansatz durch Thompson et al.
(1986 bestétigt. Der Leser moge selbst entscheiden, ob deses Resultat mit dem all osterischen
Dreistellenbindurgsmodell kompatibel ist, nachdem die GTP-Hydrolyse den Ubergang in den
nachsten Konformationszustand des ribasomalen Komplexes und eine verstarkte Bindurg der
Aminocacyl-tRNA audl 6. In desem Zusammenhang ist mogli cherwelise die Frage wichtig, ob
ein oder zwei EF-Tu-Molekile pro Elongationszyklus bendtigt werden und wieviele GTP-
Molekile wahrend eines Elongationszyklus hydrolysiert werden: In Escherichia coli gibt es
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zwel verschiedene EF-Tu-Gene, tufA und tufB (Jaskunas et al 1975. In einer interessanten
Studie wurden Escherichia coli-Zellstdmme verwendet, in denen simultan auftretende
Mutationen in beiden EF-Tu-Genen (EF-TuAgr und EF-TuBp) zum Phanotyp eines Nonsense-
Suppresrs fuhrten (Vijgenboan et al. 1985. Zell stdmme, die nur eine der beiden mutierten
EF-Tu-Spezies exprimierten, zeigten keine Suppressor-Aktivitét. Der Phanotyp Nonsense-
Suppresor bendtigte die Anwesenheit beider EF-Tu-Mutanten. Lippmann et al. (1993 wiesen
zwel posttrangationale Modifikationen des EF-Tu in Form zweier Phospharylierungen nach.
Auch diese Modifikationen kdnrten eine Rolle im Hinblick auf ein vdl standigeres Modell des
Elongationszyklus gielen.

1.4.2.3. Termination

Die Termination der Proteinsynthese findet statt, wenn in der A-Stelle des elongierenden
Ribasoms eines der drei Stop-Codors positioniert wird. Die drei fir Peptidkettentermination
stehenden Codors UAG (amber), UAA (ochre) oder UGA (opal) werden duch de
Terminationsfaktoren RF1 undRF2 erkannt. Hierbel ist RF1 spezifisch fiur UAG und UAA,
wahrend RF2 UGA und UAA erkennt. Beim Erreichen eines Stop-Codors wird in
Anwesenheit der entsprechenden Freisetzungsfaktoren de fertige Peptidkette ais dem
ribosomalen Komplex entlaseen. RF1 undRF2 sind, ahnlich wie die tRNAS, dazu in der Lage,
die Sequenz des Stop-Codors durch drekte Interaktion zu erkennen (Prescott et a. 1991,
Brown und Tate 1994). Ein weiterer Terminationsfaktor (RF3) stimuliert die Aktivitét von
RF1 undRF2. Wie die beiden Elongationsfaktoren EF-Tu undEF-G ist RF3 ein typisches G-
Protein. Moglicherweise bildet RF3*GTP mit RF1 (bzw. RF2) einen terndren Komplex.
Dieser Komplex dhnelt dann dem terndgren Komplex aus EF-Tu*GTP* Aminocacyl-tRNA,
wobei RF1 (bzw. RF2) den Part der tRNA spielt und RF3 den von EF-Tu (Nakamura € al.
1996. Fur die Dissziation von Ribosom, mRNA und tRNA nadh der Freisetzung des
Peptides ist mit dem Ribosome Regycling Fador (RRF) noch ein weiteres Protein wichtig.
Die biologische Funktion der beiden Proteine RF3 undRRF war sehr lange unbekannt undist
bis heute noch nicht vollstandig verstanden. Klar ist, da3 de Teilnahme enes Ribasoms an
einer neuen Initiation (das ,,Regycling” des Ribosoms) wesentlich schneller verlauft, wenn
beide Faktoren in gentigender Menge vorhanden sind. Ist die Konzentration eines der beiden
Faktoren zu nedrig, wird de Termination geschwindigkeitsbestimmend fur die
Proteinbiosynthese. Nach Janoshi et a. (1996 wird der nach der Freisetzung des Peptids
verbliebene Komplex aus deag/lierter tRNA, mRNA und Ribasom mdgli cherweise mit Hilfe
von EF-G und cem mit GTP as9ziierten Ribosome Recgycling Fador unter GTP-Hydrolyse
disoziiert. Dem interesgerten Leser seien in desem Zusammenhang folgende Artikel
empfohlen: Janoshi et a. (1996, Paviov et a. (1997 und Pel et a. (1998. Nach der
Termination Heiben de ribosomalen Untereinheiten zunddhst as inaktives 70S-Ribosom
asziiert. Der Initiationsfaktor IF-3 dssziert dann de ribosomalen Unterheiten mit Hilfe
von IF-1 undeine neue Trandationsrunde kann keginnen.
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Fur die Effizienz der Termination ist die Base, die aif das Stop-Codon folgt, ein dufferst
wichtiges Signal (Poole & a. 19951997). Uber die statistische Analyse der E. coli Gene
wurde éne nicht zufdllige Vertellung des direkt auf das Stop-Codon folgenden Nukleotids
festgestellt (Tate & Brown 1992,Poole d@ al. 1995. Fur das amber-Codon UAG, das in
Escherichia coli relativ selten varkommt, lautet die Reihenfolge der Terminations-Effizienz G
>U=A>C (Pode d a. 1995. Die Affinitdt von RF-1 zu UAAU ist etwa doppelt so grol3
wie zu UAAC (Pavlov et a. 1999. Die Effizienz der Termination kann weiterhin duch de
Natur der tRNA an der P-Stelle des Ribasoms oder durch de letzten beiden Aminoséauren
innerhalb des naszierenden Polypeptids beanflu®@ werden (Arkov et al. 1993,Zhang et al.
1996,Bjornson et a. 1996,Mottagui-Tabar et al. 1994.

1.6. amber-Suppression

Die asten amber-Suppresor-tRNAs wurden mit Hilfe von Escherichia coli Zell stammen
entdedkt, die en defektes Gen fur das Enzym Alkali ne Phasphase besal3en (Garen et a. 19695.
In einigen dieser Phosphatase defizienten Zell stamme fuhrte das V orhandensein einer amber-
Mutation zum vorzeitigen Abbruch der Peptidsynthese und zur Bildung von inaktiven
verkirzten Proteinen. Ausgehend von desen Zell stémmen isoli erten Garen et. al Phosphatase-
positive Revertanten. Einige dieser Phosphatase-positiven Revertanten waren in der Lage,
trotz der amber-Mutation innerhalb des Gens fir alkline Phosphatase funktionale Proteine zu
bilden. Durch de genetische Charakterisierung dieser Mutanten wurden de esten amber-
Suppresor-tRNASs entdedkt. (su*; (Ser), su™, (GlIn), su®s (Tyr)).

Dieses auf der Aktivitdt von akaliner Phospatase basierende System erlaubte im Prinzip
schon eine Quantifizierung der Suppresor-Aktivitdt der entsprechenden Zellstdmme. Eine
vergleichende Analyse verschiedener amber-Suppresor-tRNAs wurde dlerdings durch
meherere Punkte aschwert. Die Anzahl an charakterisierten amber-Mutationen war niedrig,
die Techndogie, Punkimutationen in Proteingene enzufiihren, nach nicht effizient genug
entwickelt. Daneben erschwerte die Kopdung von Suppresson undenzymatischer Aktivitét
eine genaue Zuordnurg der beobadcteten Effekte, da die enzymatische Aktivitat neben der
Suppressonseffizienz von der Natur der eingeftihrten Aminosdaure ébhéngig war.

In den 7Cer-Jahren wurden schliefdlich genigend Mutationen fir erste systematische
Untersuchungen des Phanomens Suppresson charakterisiert. Im Gen des lac-Represors (lacl)
konrten Nonsense-Mutationen an tber 80 urterschiedlichen CodonPositionen innerhalb der
MRNA beschrieben werden (Miller et a. 1978. Ausgehend von deser Arbeit fihrten Boss
and Roth (1980 erste Codonkortext-Untersuchungen duch. Hierbel zeigte sich, dald ein
bestimmter Suppressor (SUpE, (su*,, GIn)) je nach dem Kontext, in dem das amber-Codonauf
der mRNA lag, urterschiedliche Suppressonsraten zeigte.
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Eine ester Durchbruch zu einer genaueren Betrachtung der Suppresson wurde durch de
Verwendury eines hybriden 3Galaktosidase-Gens (lacl-Z) ermdglicht, in dem das Ende des
lacl-Gens mit dem Anfang des lacZ-Gens fusioniert ist (Miller and Albertini 1983. Das
entsprechende Genprodult ist ein Fusionsprotein aus 3-Galaktosidase undlac-Represor, dem
die letzten 4 Reste des lacRepressors und de asten 23 Reste der [3-Galaktosidase fehlen. Das
Fusionsprotein hat normale 3-Galaktosidase-Aktivitét und kenctigt den lad-Teil nicht fur die
enzymatische Aktivitét. Somit kbénren in den lad-Tell des Fusionsgens beli ebige Mutationen
eingefuhrt werden. Durch de Einfihrung eines amber-Codors in desen Teil des Proteingens
wird de Expresson vonaktivem Protein verhindert. In Anwesenheit einer Suppressor-tRNA
kann dbs enzymatisch aktive Protein gebil det werden. Die bel Suppresson des amber-Codors
entstehende 3-Galaktosidase Aktivitat kann somit leicht quantifiziert werden.

Miller und Albertini fihrten in den Lad-Tell des lacl/lacZ-Fusionsgens an 42 Positionen
amber-Codors ein und lestimmten de Effizienz von ver verschiedenen, chromosomal
kodierten amber-Suppresoren (supD (tSer, tRNAS qua, Su™1), SUPE (tGIn, tRNA® oy, sU™),
supF (tTyr, tRNA™ cua, su™s) und supP (tLeug,.s, tRNA "y, su’e)) in den urterschiedlichen
Kontexten. Diese Untersuchungen fuhrten zu mehreren wesentlichen Aussagen, de in den
folgenden Jahren vonanderen Autoren bestétigt werden konrten (Boss 1983, Stormo et al.
1986,Kleina @ a 1990,Pederson undCurran 199):

1. Die Aktivitdt einer bestimmten amber-Suppresor-tRNA ist stark von der
Umgebung des amber-Codors innerhalb der mRNA abhéngig (Codonkorext).

2. Verschiedene amber-Suppressor-tRNAs zeigen an  demselben Codon sehr
unterschiedli che Suppressonsraten.

3. Die Relationen zwischen verschiedenen amber-Suppressoren sind mit einigen
Einschrankungen urebhéngig vom Codonkonext. Dies bedeutet, der stérkste amber-
Suppressor ist in jedem Kontext am stérksten, der schwadhste in jedem Kontext am
schwadsten.

Eine grundsétzliche Schwierigkeit bel der Interpretation vonin vivo Daten ist haufig die
Korrelation der erhatenen Werte mit den verschiedenen Vorgangen wahrend der tRNA-
Reifung. tRNAs snd multifunktionale Molekile, die im Laufe ihrer Biogenese an einer
Vielzahl von Re&ktionen teilnehmen (vgl. Abb.5. Im Prinzip kann de Suppresson duch alle
Vorgange beanflufd werden, de zur Bildung der Aminoacyl-tRNA flhren. Unterschiedliche
Suppressonsraten konren beispielsweise aus Verdnderungen der Aminoagylierungsrate, der
Stabilit &, des Expressonsniveaus von tRNAs und entsprechenden Synthetasen oder der
tRNA-Modifikation resultieren. Im Hinblick auf einen Einsatz chemisch aminoacylierter
tRNAs wére e winschenswert, wenn de gemessenen Suppressonsraten de Fahigkeit der
aminoagylierten tRNA widerspiegeln wirden, in de Trandation einzutreten. Aus diesem
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Grund aientiert sich die Defintion der Suppressonseffizienz in der vorliegenden Arbeit an
der Verwendurg chemisch aminoacylierter amber-Suppresor-tRNAS. Suppressonseffizienz
wird folgendermal3en definiert: Die Suppressonseffizienz einer tRNA ist ein Mal3 fur die
Fahigkeit der aminoacylierten tRNA, in den Elongationszyklus einzutreten. Sie entspicht
somit einer spezifischen Aktivitdt der Aminoacgyl-tRNA.

1.6.1. Suppressonseffizienz — mdgliche Medanismen

Esentiel fur die Interaktion zwischen tRNA und mRNA ist nach algemeiner Ansicht die
Energie des CodonrAnticodonkanplexes. Schon die esten Codonkorextuntersuchungen
fUhrten zu der Hypothese, dal3 de Stapelung benachbarter Basen auf dem CodonAnticodon
Komplex einen wesentlichen Einflufd auf die Suppresson het. Diese Mégli chkeit wurde zum
ersten Ma durch Boss und Roth (1980 diskutiert, die feststellten, dal3 de Effizienz des
amber-Suppresors supE (GIn) stark anstieg, nachdem die innerhalb der mRNA 3' auf das
Codonfolgende Base A gegen C ausgetauscht wurde. Pederson undCurran (1991) wiesen
eine Korrelation zwischen der Energie der Basenstapelung des 3'-folgenden Nukleotids und
des amber-Codors mit der Suppressonseffizienz der amber-Suppressoren tSer (su*y), tTyr
(su’s) und tLeu (su’s) nach. Die relativen Effizienzen deser tRNAs waren fir dle
Codonkortexte dieselben, wobel tLeu der beste Suppressor war, gefolgt von tTyr und tSer.
Die Suppresson war am stérksten, wenn auf das amber-Codoninnerhalb der mRNA en A
folgte. Das zweitbeste Nukleotid war G, gefolgt von U und C, die in etwa gleich stark waren.
Nicht unerwdhnt bleiben darf in desem Zusammenhang, da? Codonkortexteffekte
mogli cherweise auch durch Interaktionen zwischen den beiden tRNAsin A- und P-Stelle des
Ribasoms vermittelt werden (Smith und Yarus 198%). Auch de Natur der letzten beiden
Aminosdurereste innerhalb des naszierenden Peptids hat mogli cherweise @nen EinfluR auf die
Suppresson uker eine Beanflusaung der Termination (Mottagui-Tabar et al. 1994.

Im Prinzip kann de Aktivitdt von amber-Suppresor-tRNAs owohl durch Sequenzmerkmale
der mRNA als auch der tRNA beanflul® werden. Im Hinblick auf die Suppressonseffizienz
sind aleine Sequenz und Struktur der tRNA von Bedeutung. Theoretische Betrachtungen der
Nukleotidfolgen der Anticodorerme unterschiedlicher tRNAs fuhrten Anfang der 80er-Jahre
zu dem Konzept des "erweiterten Anticodors' ("extended anticodort', Yarus 1982. Hiernach
besteht eine Beziehung der dem Anticodon fenachbarten Nukleotide und nen des
Anticodors slbst. Innerhalb der AnticodonSchlaufe der tRNA scheinen besonders die beiden
Basen, de 3' direkt auf das Anticodonfolgen (Position 37 und 38 bedeutend zu sein. So
enthalten nahezu alle tRNAS, die mit einem U beginnende Codors dekodieren undsomit ein
A in der dritten - "kardinalen” - Position des Anticodors besitzen, in den Positionen 37 und 38
AA. Fur amber-Suppresor-tRNAs wurde gezeigt, dal3 eine fur die Suppressoneffizienz
optimale Nukleotidsequenz der Anticodorschlaufe in der Folge °CUAAA® besteht, wobei
CUA die Nukleotide des Anticodors umschreibt (Bradley et a. 1981, Yarus et a. 1986,
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Raftery und Yarus 1987, Kleina @ a 1990. Auch andere Mutationen innerhalb des
AnticodonrArmes der tRNA kdnren zu Verdnderungen der Suppresson fuhren (Yarus et a.
198&/b, Schultz und Yarus 1994/b). Eine amber-Suppresor-tRNA (su*’css) enthalt
beispielsweise statt des Anticodors CUA das Anticodon GUA (Schultz und Y arus 1994/b).
Somit ist zur Dekodierung des amber-Codors UAG die Aushildung einer normaerweise
,verbatenen* G-U Basenpaarung an der ersten Position des Anticodors natwendig. Die tRNA
mit der Wildtyp-Sequenz ist ein relativ schlechter amber-Suppressor. Smith und Yarus
fUhrten sdttigende Mutationen des oberen Basenpaaes der AnticodonHelix durch. Die
Fahigkeit zur Ausbildung des Wobles an der ersten AnticodonPosition wurde durch einige
Mutationen des Basenpaaes C,-G43 an der oberen Basis des AnticodonArms drastisch
erh6ht. Hierbel hatten auch Mutationen einen pasitiven Effekt, durch de die Basenpaaung
aufgehoben wurde. Der beste Suppresor entstand duch de Einfihrung von Gyr-Ags
(Suppressonsrate 10%). Dieser Suppresor war um Faktor 2,5 besser as der nadhstbeste
Suppresor mit den Basen C,-Ass (Suppressonsrate 4%). Auch de Umkehrung des
Basenpaaes C,7-Gy3 in Go7-Cys flihrte zu einer Steigerung der Suppressonsrate von 0,%%6 auf
3%. Schultz und Y arus nehmen an, dal3 de Mutationen den Winkel zwischen Akzeptorhelix
und Anticodonlelix beenflussen oder (und) die Flexibilit & der L-Form der tRNA erhéhen.

Die Interaktion zwischen mRNA-Codon undAnticodon kestimmter tRNA-Spezies kann
durch Modifikationen in Nukleosiden des AnticodonArmes der tRNA stark bednflufd
werden (Gefter und Russell 1969, Petrullo et al. 1983,Elseviers et al. 1984,Bouadlounet al.
1986, Wilson undRoe 1989, Ericson undBjérk 1991, Takai et al. 1996, Tomitaet al. 1999.
Die Funktion der Modifikation ms%i®As; innerhalb der AnticodonSchleife ist ausgiebig in
vivo und in vitro studiert worden. Es wird angenommen, dal3 de Modifikation de
Basenstapel ung zwischen dem 3' vom Anticodonliegenden Nukleotid und am Komplex aus
Codon undAnticodon \erbessert. (Ericson und Bjork 1991, Pederson und Curran 199)).
Hierdurch werden Interaktionen zwischen mRNA-Codon undtRNA-Anticodon stabili siert.
Das Fehlen der Modifikation in Escherichia li-Zell stémmen, in denen das miaA-Gen defekt
ist, kann grofe Auswirkungen auf Trandationseffizienz, Codonkortext-Sensitivitat und
Genauigkeit der Trandation haben (Petrullo et a. 1983,Bouadloun et a. 1986, Wilson und
Roe 1989, Erricson undBjork 1991). Eine Modifikation der betreffenden Position ist unter
anderem nachgewiesen fir tLeu (su’g), tSer (su®y), tTyr (su3) undtGIn (su™,) (Eggertson und
Soll 1988. Die Suppressonseffizienz einiger dieser amber-Suppresor-tRNAs kann duch das
Fehlen der Modifikation an deser Position erheblich reduziert werden (Gefter und Rus<ll
1969,Petrullo et a. 1983,Bouadlounet al. 1986,Ericson undBjérk 1997).

Aulerhalb des AnticodonArmes werden Einflise der Sequenz des D-Armes auf die
Suppressonseffizienz diskutiert. Die Wil dtyp-tRNA fur Tryptophan enthdlt im D-Arm das
Basenpaa U;1-Gy4. Die entsprechende amber-Suppressor-tRNA ist nach Austausch von Gyq4
in A dazu in der Lage, ochr-Codors zu dekodieren (Raftery et al. 1986. Hierzu ist die
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Aushildung eines Wobkes zwischen tRNA-Anticodon (CUA) und mRNA-Codon (UAA)
ndtig. Der Austausch von G4 in A resultiert in einer relaxierten Lesegenauigkeit an der
WobHle-Position des Codors (Smith undY arus 198%/b). M 6gli cherweise hat auch die Lange
des Extraames einen Einfluld auf die Suppressonseffizienz. Curran et al. (1995 wiesen eine
verminderte 3'-Contextsensiti vitét von tRNAs mit einem langen Extraam nach.



