
BIOspektrum · 4/04 · 10. Jahrgang

VAAM-Nachrichten

418

Strukturelle und funktionelle Analyse 

des Trigger Faktors, eines ribosomenassoziierten

Chaperons in Escherichia coli
Holger Patzelt, EXIST-HighTEPP, Universität Bamberg

Mittels Massenspektrometrie wurden die ri-
bosomalen Proteine L23 und L29 als Quer-
vernetzungspartner des TF identifiziert.
Beide liegen in unmittelbarer Nachbarschaft
des ribosomalen Tunnelausgangs und posi-
tionieren TF optimal für die Interaktion mit
Polypeptiden in statu nascendi. TF’s Riboso-
menassoziation wird hauptsächlich über ein
konserviertes Glutamat in L23 vermittelt
und ist essentiell für seine Chaperon-Akti-
vität in vivo (Abb. 1A)[2].

Zentral für ein erweitertes Verständnis der
TF-Funktion war die Bestimmung seines
Substraterkennungsmotivs. Eine statistische
Analyse der Bindeeigenschaften von über
2800 membrangebundenen Peptiden zeig-
te, dass TF in Substraten acht aufeinander-
folgende Aminosäuren, die vor allem aro-
matische und positiv geladene Reste ent-
halten, bindet. Interessanterweise erkennt
TF keine Proline, obwohl er eine PPIase ist.
Dennoch vermittelt seine PPIase-Domäne
die Bindespezifität. Ein Homologie-Modell
der Domäne erklärt dieses Phänomen: Das
katalytische Zentrum besteht aus einem
Kranz aromatischer Aminosäuren, der von
negativ geladenen Aminosäuren flankiert
wird (Abb. 1B). Diese Oberfläche ermöglicht
die Bindung aromatenreicher, positiv gela-
dener Aminosäuresequenzen in Substra-
ten[3]. Neue Studien zeigen, dass die enzy-
matische PPIase-Aktivität des TF für seine
Funktion als naszierende Polypeptide bin-
dendes Chaperon in E. coli nicht erforderlich
ist. Ein Vergleich der Bindespezifitäten von
TF und DnaK gibt darüber Aufschluss, wa-
rum sich beide Chaperone bei der Faltung

� Nach ihrer Synthese am Ribosom müssen
Proteine in ihre native dreidimensionale
Struktur falten, um ihre zelluläre Funktion
erfüllen zu können. Dieser komplizierte Pro-
zess wird in vielen Fällen von molekularen
Chaperonen unterstützt, die die Gefahr ei-
ner Proteinmissfaltung und -aggregation re-
duzieren.

In Escherichia coli schützt das ribosomen-
assoziierte Chaperon Trigger Faktor (TF)
neusynthetisierte Polypeptide vor Missfal-
tung. Dabei kooperiert TF mit dem zytoso-
lischen Hsp70-Chaperon DnaK. Während E.
coli-Zellen auf eines der beiden Chaperone
verzichten können, führt ihr simultaner Ver-
lust zu massiver Proteinaggregation und zum
Zelltod. Neben seiner Chaperon-Aktivität
katalysiert TF in vitro die Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomerisierung, den ratenlimitie-
renden Faltungsschritt mancher Proteine
(PPIase-Aktivität).

Unterschiedliche experimentelle Ansät-
ze zeigten, dass TF in vitro einem Drei-Zu-
stands-Gleichgewicht folgt. Monomerer TF
bindet mit einer Dissoziationskonstante von
1,2 µM an Ribosomen. In nicht-komple-
xierter Form liegt TF in einem Monomer-
Dimer-Gleichgewicht vor (Dissoziations-
konstante 18 µM). Unter zellulären Kon-
zentrationen (TF 50 µM, Ribosomen 20 µM)
sind somit circa 39 Prozent des TF ein Di-
mer, 26 Prozent freies Monomer und 35 Pro-
zent ribosomenassoziiertes Monomer. Neun
von zehn Ribosomen enthalten TF[1].

Die Lokalisierung des TF an der gro-
ßen ribosomalen Untereinheit wurde mit
Quervernetzungsexperimenten untersucht.

neu synthetisierter Polypeptide ergänzen
können: Sie besitzen ähnliche Bindemoti-
ve und deshalb eine überlappende Sub-
stratpopulation.

Künftige Forschungsarbeiten werden sich
vor allem auf den molekularen Mechanismus
konzentrieren, mittels dessen TF die Fal-
tung neu synthetisierter Proteine unter-
stützt. Zentral wird hierbei die Bestimmung
seiner atomaren Struktur sein. Noch ist un-
klar, wie die TF-vermittelte Proteinfaltung
mit anderen an die Proteinsynthese gekop-
pelten Prozessen, zum Beispiel dem ko-
translationalen Proteinexport, koordiniert ist.
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Abb. 1: (A) Lokalisation der ribosomalen Proteine L23 und L29 am ribosomalen Exit-Tunnel für Poly-
peptide. Der Kreis markiert den für die Trigger Faktor-Bindung essentiellen Glutamat-Rest. (B) Homo-
logiemodell der PPIase-Domäne. Aromatische Reste sind Gelb dargestellt (links), negative geladene
Rot und positiv geladene Blau (rechts). Die gestrichelte Linie markiert die Substratbindestelle.
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