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MOLEKULARE MASCHINEN

BLICK IN DIE
PROTEINWERKSTATTEN
DER ZELLE

ED HURT

In jeder menschlichen Zelle finden sich rund eine Million kleiner
Proteinfabriken, die Ribosomen. Die moderne Kryo-Elektronenmikro-
skopie erlaubt es nicht nur, den winzigen molekularen Maschinen
bei der Arbeit zuzusehen, jiingst lieferte sie auch grundlegende Ein-
blicke in den Herstellungsprozess der Ribosomen. Solche Erkennt-
nisse lassen auch die Ursachen von Krankheiten, etwa von Krebs,
besser verstehen und auf eine gezieltere Behandlung hoffen.

Unablissig, ohne dass wir etwas davon bemerken, lduft
in den Zellen unseres Korpers ein lebenswichtiger Pro-
zess ab: die Herstellung von Proteinen. Der Organismus
braucht die Eiweif3stoffe {iberall und zu jeder Zeit fiir die
vielfiltigsten Aufgaben, ob als Bau-, Energie- und Trans-
portstoffe oder als Enzyme fiir Stoffwechselreaktionen.

Proteine bestehen aus unterschiedlichen Aminosiuren, die
sich nach den Bauanleitungen der Gene zu langen Ketten
verbinden - ein Vorgang, der im Innern der Zellen in spe-
ziellen Proteinfabriken geschieht, den Ribosomen. Noch
wihrend des Synthese-Vorgangs in diesen kleinen zelluldren
Maschinen beginnen die langen Aminosiurefdden sich
dreidimensional aufzufalten und erhalten dadurch ihre
charakteristische, fiir die Funktion des Proteins wichtige
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Gestalt. Fiir den Aufbau der Proteine verfigt der Korper
iber 20 Aminosduren (beziehungsweise 21, wenn man
Selenocystein hinzurechnet). Welche grofien Méglichkeiten
der Verkniipfung sich hieraus ergeben, zeigt ein simples
Gedankenspiel: Schon bei einer Kettenlidnge von nur 100
Aminosduren bestehen 201°° Varianten des Aneinander-
reihens, was wiederum zu 10*%° verschiedenen Proteinen
fiihrt. Diese schier endlose Kombinationsmaéglichkeit der
Aminosiuren schaftt ein unerschopfliches Repertoire mog-
licher Proteine. In den Organismen auf unserer Erde, von
den Bakterien {iber die Pflanzen und Tiere bis hin zum
Menschen, sind aber ,nur” einige Millionen verschiedener
Proteine verwirklicht.

Ein Bakterium ist mit rund 20.000 Ribosomen ausge-
stattet, jede menschliche Zelle verfiigt im Schnitt iber
rund eine Million Miniaturproteinfabriken. Sie finden sich
hauptséchlich im Zellplasma und haben einen Durchmes-
ser von 25 Nanometern, das sind 0,000025 Millimeter.
So winzig sie auch sind - Ribosomen gewihrleisten nicht
nur die mannigfaltigen Funktionen der Zellen, sondern
auch die des gesamten Organismus. Doch wie stellt unser
Kérper die komplexen zelluldren Miniaturanlagen her?
Diese Frage ist seit jeher ein zentrales Thema der moleku-
laren Zellbiologie. Woher kommen die Einzelbausteine
fiir die Nanomaschinen? Wie werden sie angeliefert? Wer
koordiniert und tiberwacht den Zusammenbau. Und wer
gibt am Ende das Qualititssiegel?

Komplexe Miniaturanlagen
Als Bausteine fiir die Ribosomen dienen vier unterschied-
lich lange Ribonukleinsduren (ribosomale RNA). Sie bilden
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das Grundgeriist und werden als ,28S"-, ,18S"-, ,5.8S5"-
und ,5S“-Ribonukleinsiuren bezeichnet (der Buchstabe ,S*
steht fiir ,Svedberg”, eine biochemische Groflenkonstante).
Als weitere Bauelemente dienen rund 80 verschiedene ribo-
somale Proteine, die hauptsichlich die Oberfldche des
RNA-Gertists besiedeln. Zusammen mit der , Boten-RNA",
der ,Transfer-RNA" und weiteren sogenannten Transla-
tionsfaktoren lagern sich eine grofde (60S) und eine kleine
(40S) ribosomale Untereinheit zur funktionsfihigen Pro-
teinfabrik zusammen.

In Betrieb genommen stellen die Ribosomen nicht
etwa unaufhérlich und unkontrolliert Proteine her,
sondern unterliegen einer ausgekliigelten molekularen
Steuerung. Das erlaubt es den Zellen, die Produktivi-
tit ihrer Proteinfabriken prizise zu kontrollieren, was
duflerst wichtig ist, drohen doch bei Fehlsteuerun-
gen schwere Krankheiten, etwa Krebs. Liuft alles nor-
mal, fabrizieren beispielsweise die Ribosomen in den
Muskelzellen die Proteine Aktin und Myosin - sie sind
unerldsslich fiir die Funktion der Muskulatur; in Blut-
vorlduferzellen sind Ribosomen an der Produktion des
Blutfarbstoffs Himoglobin beteiligt, dem Sauerstoff-
transporteur unseres Korpers; in Zellen der Bauchspei-
cheldriise werden von den Ribosomen Enzyme gefertigt,
ohne die Nahrung nicht verdaut werden kann.

Der genetische Bauplan schreibt fiir die Proteinproduktion
unterschiedliche Gréfien vor: Ein Protein kann aus nur 50
Aminosduren bestehen wie das blutzuckersenkende Hormon
Insulin; es kann sich aber auch - wie das Muskelprotein
Titin - aus bis zu 35.000 aneinandergereihten Aminosiu-
ren zusammensetzen. Dementsprechend kurz oder lang
sind die Produktionszeiten: Ein kleines Protein wird in nur
wenigen Sekunden zusammengebaut, fiir die Konstruktion
eines ,Riesen” wie Titin bendtigt die Zelle einige Stunden.

Molekulare Fossilien

Da die Ribosomen auch selbst Proteine enthalten, stellt
sich dem zellbiologischen Forscher die Frage: Was war zu-
erst da, das Ribosom oder die Zelle?

Dass Zellen immer aus Zellen hervorgehen, weifl man schon
lange. Die klassische ,Ei-oder-Henne-Frage” betrifft somit
die Zeit, als das Leben auf unserem Planeten entstand. Das
liegt schitzungsweise 3,8 Milliarden Jahre zuriick. Schon
die ,Mutter aller Zellen” war vermutlich bereits mit Riboso-
men ausgestattet und hat durch eine niemals unterbrochene
Zellteilungslinie bis zum heutigen Tag tiberlebt. Unser aller-
erster Urahn war wahrscheinlich der primitive Vorldufer eines
Bakteriums, ,Luca“ genannt (Last Universal Common An-
cestor): Alle heute lebenden Organismen sollen von Luca ab-
stammen. Interessanterweise haben die Ribosomen heutiger
Zellen noch immer Ahnlichkeiten mit denen von Luca - das
macht Ribosomen zu ,molekularen Fossilien”.
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,Die Biogenese der Ribosomen gehort
zu den kompliziertesten und energie-
aufwendigsten Konstruktionsvorgangen
In lebenden Zellen."

All diese Vermutungen haben Wissenschaftler dazu ver-
anlasst, die ersten evolutiven Prozesse beim Ubergang

von der unbelebten (abiotischen) in die biotische Welt im
Reagenzglas nachzustellen. Die Forscher folgten dabei

der Hypothese, dass das Leben auf unserer Erde in einer
reinen ,RNA-Welt* - noch ganz ohne Proteine - ent-
standen ist. In dieser frithen Phase bildeten sich die vier
Grundbausteine der RNA (Adenin, Guanin, Cytosin und
Uracil) aus kleinen anorganischen Molekiilen wie Kohlen-
dioxid, Wasserstoff und Ammoniak in einer Art ,Ursuppe”,
einem Ozean oder Tiimpel. Sie verkniipften sich - beschleu-
nigt von der thermischen Energie der sich langsam ab-
kithlenden Erde - zu kurzen RNA-Ketten. Einige dieser
Ketten erlangten katalytische Aktivitit und trieben Stoff-
wechselwege und Biosynthesen an, die sich parallel ent-
wickelten, beispielsweise die Verkniipfung der ersten, noch
einfach gebauten Aminosiuren zu Proteinen. Die Proteine
wiederum lagerten sich an RNA-Molekiile an.

Aus dieser komplexen Gemengelage konnten sich die ersten
primitiven Ribosomen gebildet haben, vermutlich ab-
geschottet von der Aufienwelt in Lipidmembranvesikeln.
Uber weitere Zwischenstufen formten sich im Laufe der
Evolution die Zellen der verschiedenen Organismen mit den
heute typischen Bestandteilen einschliefilich des Molekiils
DNA als Tréger der genetischen Information. Unterdessen
behielten die Ribosomen ihren Grundbauplan unverdndert
bei - einmal erfunden, wurde an ihrem Bauprinzip nicht
mehr geriittelt. Dies gilt vor allem fiir das , Katalyse-Zen-
trum” des Ribosoms: Als Katalysator kniipft dort die
~hackte” 28S-ribosomale RNA - frei von jeglichem Pro-
tein - neu eintreffende Aminosduren an die wachsende
Proteinkette. Dieser Umstand hat zum Begriff ,Ribozym”
gefithrt: Er driickt aus, dass als Katalysator nicht - wie
sonst (iblich - ein Enzym auf Proteinbasis, sondern die
RNA fungiert. Die vom Ribozym vermittelte Herstellung

der Proteine ist seit jeher eine Hauptstiitze fiir die Hypo-
these von der urspriinglich reinen RNA-Welt - erst spiter
ibernahmen die Enzyme vom Proteintyp die Herrschaft.

Modellieren wie ein Bildhauer

Seit geraumer Zeit wollen wir mit unseren Forschungs-
arbeiten am Biochemie-Zentrum der Universitdt Heidel-
berg kldren, wie die Ribosomen in den heutigen Zellen
zusammengesetzt werden. Diese Arbeiten finden auch im
Rahmen meines ,ERC Advanced Grant” statt und werden
fiir einen Zeitraum von fiinf Jahren vom Europdischen
Forschungsrat (ERC) unter dem Titel ,Encapsulated Euka-
ryotic Ribosome Assembly” geférdert. Was uns in erster
Linie interessiert, sind die frithen Zwischenstufen des Zu-
sammenbaus der Ribosomen: Die vorldufigen Ribosomen
erscheinen noch wie grobe Klotze, sie sind weit entfernt
vom Aussehen der reifen Ribosomen. Schon bald aber be-
ginnen diverse Umwandlungs- und Reifungsprozesse, ein
modellierender Schaffensprozess, der vergleichbar ist mit
der Arbeit eines Bildhauers, der aus einem unbehauenen
Marmorblock eine feingliedrige Skulptur erschafft - etwa
wie Michelangelo seine Pieta.

Die Biogenese der Ribosomen zihlt zu den kompliziertesten
Gestaltungsprozessen in lebenden Zellen. Mehr als 200
Helferproteine arbeiten an der Vollendung des funktionsfahi-
gen Ribosoms im Mikrokosmos mit: Um sichtbar zu machen,
was im Nanobereich im Innern der Zelle geschieht, bedarf
es eines hochauflosenden Instruments, des Kryo-Elektronen-
mikroskops, das atomare Strukturen darstellen kann. Diese
moderne Methode der Kryo-Elektronenmikroskopie hat es
uns schliefdlich erlaubt, das Fertigen der Ribosomen in einer
Klarheit nachzuvollziehen, die zuvor unvorstellbar war.

Man kann die Fertigung der Ribosomen auch mit dem
Zusammenbau eines Automobils an einem FliefSband
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,Man kann die
Fertigung
der Ribosomen auch
mit dem
Zusammenbau eines
Automobils
an einem FlieBband
vergleichen,
an dem viele
Monteure arbeiten.*
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vergleichen, an dem viele Monteure arbeiten. Wie das
kiinftige Automobil durchliuft das Vorldufer-Ribosom
verschiedene Montagestufen in diversen Werkshallen:
Die erste Fertigungsstation ist das Kernkérperchen
(Nukleolus) im Zellkern, die zweite die Kerngrundsub-
stanz (Nukleoplasma), wobei schon hier diverse Quali-
titskontrollen erfolgen. Das fast fertige Ribosom wird
aus dem Zellkern in das Zellplasma exportiert. Dort er-
hilt es seinen letzten Schliff. Wenn es sich als fehlerfrei
erwiesen und das Giitesiegel des , Zell-TUVs" erhalten
hat, kann das fertige Ribosom mit seiner Aufgabe, der
Proteinproduktion, beginnen.

In den vergangenen Jahren ist es uns gelungen, elementare
Schritte des Entstehens von Ribosomen im Reagenzglas
zu rekonstruieren. Dafiir nutzten wir eine breite Palette
von Methoden aus Genetik, Biochemie und Strukturbio-
logie. Die Fertigung des Ribosoms wird, wie bereits er-
wihnt, von zahlreichen Helferproteinen vermittelt: Mit
mafdgeschneiderten Werkzeugen bearbeiten sie das noch
unfertige Ribosom, entfernen Uberfliissiges oder fiigen an-
gelieferte Bauteile an der korrekten Stelle ein. Ein wichtiger
molekularer Fertigungsschritt sieht beispielsweise so aus:
Die verschiedenen ribosomalen RNA-Molekiile (18S, 5.8,
28S) sind noch zu einer langen Vorlduferkette verbunden;
jetzt gilt es, die einzelnen Molekdile herauszuschneiden und
an ihren Enden zurechtzustutzen. Ahnlich wie Michelangelo
den Marmorblock mit Hammer und Meif8el modellierte,
nutzen die Helferproteine molekulare Werkzeuge, um die ri-
bosomale Vorldufer-RNA von (iberhdngenden Enden (S5'-ETS
und 3'-ETS) und internen Einschiiben (ITS1 und ITS2) zu
befreien, die fiir das reife Ribosom unbedeutend sind.

Eine unserer fritheren Mitarbeiterinnen, Dr. Lisa Fromm,
hat ein Werkzeug - eine Art molekulares Skalpell -
entdeckt, das fiir diese Art der Arbeit hochst geeignet
ist: Mit diesem ,Skalpell” (eine sogenannte ,Endo-
nuklease”) wird das interne Verbindungsstiick ,ITS2"
an einer Stelle zunichst prazise angeschnitten und
danach von weiteren enzymatisch-aktiven Werkzeugen
so lange zurechtgefeilt, bis nur noch die reife riboso-
male RNA iibrig ist. Alle molekularen Werkzeuge der
Helferproteine sind eng aufeinander abgestimmt; man-
che liegen gebiindelt vor wie die Einzelteile eines
Schweizer Taschenmessers: mit einer Klinge fiir den
prizisen Schnitt, einer Schere, die tiberflissige RNA-
Bausteine abzwackt oder einer Feile fiir den Feinschliff.
Es hat sich gezeigt, dass viele der Helferproteine nur
voriibergehend aktiv sind, dabei aber einem prizisen
zeitlichen Ablauf folgen. Nach getaner Arbeit verlassen
sie das Vorldufer-Ribosom, um der nichsten Gruppe
von ,Monteuren” Platz zu machen.

Gemeinsam mit Strukturbiologen um Prof. Dr. Roland
Beckmann von der Ludwig-Maximilians-Universitit
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MOLECULAR MACHINES

THE CELLULAR
PROTEIN FACTORY

ED HURT

Our body contains countless tiny molecular machines that drive the cells to perform
their various functions, up to and including the maintenance of the entire organism.
How our body manufactures these molecular machines has always been a central
qguestion in molecular cell biology. Ribosomes, which act as protein factories and under-
take the synthesis of all cellular proteins and enzymes, are quite large, complex and
numerous, with about a million of them working in a typical human cell.

Where do the individual components of these nano-machines come from, how are
they delivered and, most importantly, who coordinates and monitors the assembly
process and ultimately “stamps” them with the seal of approval? Fundamental in-
sights into ribosome assembly were recently provided by cryo-electron microscopy,
which, in conjunction with biochemistry and genetics, gives us an idea of the mecha-
nisms behind this incredibly complex cellular assembly process. These insights can
help us better understand the molecular causes of certain diseases (including cancer)
that involve an altered or defective ribosome production. e
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“The process of ribosome
assembly is not
unlike a car being put together
by an immense
number of workers standing
In an assembly line.”
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Miinchen konnten wir einige der beschriebenen Montage-
schritte mittels Kryo-Elektronenmikroskopie auch bild-
lich darstellen. Damit ist es gelungen, nahezu jedes Helfer-
protein sichtbar zu machen, das am Vorldufer-Ribosom
werkelt; gelegentlich lief} sich sogar ein Helferprotein ,in
Aktion" einfangen, etwa dann, wenn es gerade dabei war,
einzelne RNA-Nukleotid-Bausteine des Vorldufer-Ribo-
soms zu bearbeiten. Viele solcher ,Schnappschiisse” des
heranreifenden Ribosoms haben wir zwischenzeitlich
chronologisch geordnet und sind damit unserem Traum
einen entscheidenden Schritt niher gekommen: ein Do-
kumentarfilm, der in zehn bis 20 Minuten zeigt, wie eine
molekulare Maschine entsteht - das ist genau die Zeit,
die die Zelle braucht, um ein Ribosom herzustellen.

Aber noch weitere iiberraschende Ergebnisse erbrachten
unsere strukturellen Untersuchungen. Die ribosomale RNA
scheint beispielsweise im frithesten Vorldufer-Ribosom an
manchen Stellen noch gar nicht richtig gefaltet vorzuliegen.
Vermutlich ist sie deshalb von einer schiitzenden Protein-
schale umschlossen: Es scheint, als sollten duféere stérende
Einflisse ferngehalten werden, damit sich die Nanomaschine
ungestort entwickeln kann. Als wir untersuchten, wie das
90S-Vorliufer-Ribosom die RNA einkapselt, um sie vor un-
erwiinschten Auflenkontakten zu bewahren, zeigte sich:
Eines der Helferproteine - eine sogenannte RNA-Helikase -
16st unter Energieverbrauch vorldufige RNA-Strukturen auf,
damit sich diejenigen RNA-Kontakte einstellen konnen, die
fiir das funktionsfihige Ribosom essenziell sind.

Neue Medikamente gegen Krebs

Solche detaillierten Einblicke in die Geburtsstube der
Ribosomen lassen uns nicht nur nachvollziehen, wie die
lebenswichtigen Miniaturproteinfabriken von der Zelle
zusammengebaut werden. Sie lassen uns auch besser ver-
stehen, wie dieser Vorgang mit anderen elementaren zellu-
laren Prozessen wie dem Zellzyklus, dem Zellwachstum
und der Differenzierung von Zellen verwoben ist. Und das
wiederum verhilft uns zu wichtigen Einsichten in die mo-
lekulare Entwicklung von Krankheiten, etwa von Krebs,
und wie Krankheiten wirksamer begegnet werden kann.
Sich rasch teilende Krebszellen etwa haben einen enorm
hohen Bedarf an Ribosomen. Womoglich konnte ein ge-
eigneter Hemmstoft die in Krebszellen krankhaft angeheizte
Ribosomenproduktion ziigeln. Derzeit suchen wir mit
Computerhilfe (,virtual screening”) nach kleinen organi-
schen Substanzen, die imstande sind, die Komplexbildung
zweier Helferproteine zu unterbinden, die unerldsslich
fiir das Herstellen von Ribosomen in menschlichen Zellen
ist. Eventuell lassen sich diese Hemmstoffe zu neuartigen
Arzneien gegen Krebs weiterentwickeln. @

BIOCHEMIE

,Die Einblicke
In die Geburtsstube
der Ribosomen
lassen auf ein besseres
Verstandnis
der molekularen
Entwicklung

von Krankheiten wie
Krebs hoffen.*
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