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Enzymatische Spaltung der RNA durch RNA (Nobel-Vortrag) **

Von Sidney Altman*

Einleitung

Der Transfer genetischer Information von Nucleinsduren
zu Proteinen innerhalb einer Zelle kann entsprechend Sche-
ma 1 dargestellt werden: Die Information, die in der linearen
Abfolge der Nucleotide in der DNA enthalten ist, wird ge-

DNA RNA ——— Protein
genetische genetische Struktur
Information  Information und

biochemische
Katalyse

Schema 1. Darstellung des intrazellulidren Informationsflusses von der DNA
zum Protein. Dieses Diagramm gibt das zentrale Dogma nicht vollstindig wie-
der [1].

nau in die lineare Abfolge der Nucleotide der RNA iiber-
setzt, welche wiederum intrazelluldr in Proteine translatiert
wird, d. h. in die Makromolekiile, die den Ablauf vieler wich-
tiger biochemischer Reaktionen in vivo steuern. Der direkte
Transfer der Information von der DNA zum Protein erfolgt
iber messenger-RNAs (mRNAs). Das Diagramm geht nicht
auf die Funktion anderer von der DNA transkribierter
RNAs ein, etwa der transfer-RNA (tRNA), der ribosomalen
RNA (rRNA) und der vielen anderen, selteneren RNA-Spe-
zies, die man mittlerweile in vivo gefunden hat und denen
man bis 1976 keine Funktion hat zuordnen kénnen. Unbe-
riicksichtigt bleibt ferner, daB die Information der DNA und
RNA zu Tochter-DNAs und -RNAs repliziert werden
kann!!),
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Ribosomen sind Komplexe, die z. B. in Escherichia coli aus
ca. 50 Proteinen und drei RNA-Molekiilen aufgebaut sind.
Genau auf diesen Partikeln wird die Synthese der Proteine
aus freien Aminosduren von der mRNA gesteuert. tRNA-
Molekiile dienen als Adaptoren, indem sie je einer Gruppe
von drei Nucleotiden auf der zu translatierenden mRNA
eine spezielle Aminosdure zuordnen und dabei dafiir sor-
gen, daB die wachsende Polypeptidkette (das Protein) die
richtige lineare Abfolge der Aminosdurebausteine enthdlt

T-Stamm & Acceptorstamm

T-Schiaufe
3'-Acceptorende

2 Anticodon

Anticodonschlaufe

Abb. 1. Faltung des Hefe-tRNAP*-Molekiils. Das Ribose-Phosphat-Riick-
grat ist als kontinuierliches Band dargestellt, interne Wasserstoffbriickenbin-
dungen sind als Querbalken angedeutet. Die Positionen einzelner Basen sind
absichtlich als verkiirzte Balken dargestelit. Der Anticodon- und der Acceptor-
arm sind schattiert (nach [63]; Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von
Benjamin/Cummings).

{Abb. 1). TRNA und tRNA beteiligen sich also beide am
ProzeB des Informationstransfers innerhalb der Zellen, aber
sie erfiillen diese Funktion in einer relativ komplexen Art
und Weise.
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Meine Arbeit auf dem Gebiet der RNA begann mit dem
Studium bestimmter Mutanten, in denen die Fahigkeit der
tRNA-Molekiile, sich wihrend der Translation normal zu
verhalten, gestort war!?), Diese Forschung wiederum fiihrte
zur Identifizierung einer weiteren RNA, die unerwarteter-
weise alle Eigenschaften eines Enzyms hatte™). Unsere Ent-
deckung, daB RNAs enzymatisch aktiv sein kdnnen, hat zu
Neubetrachtungen sowohl der Rolle der RNA in der mo-
dernen Biochemie (Schema 1; Ubersichtsartikel siehe
Cech™ und Altman®") als auch der Natur der vor
Aonen existierenden, komplexen biochemischen Systeme ge-
fithrt'*~ 1! und ist von grundlegender Bedeutung fiir all
diejenigen, die sich mit Katalyse und Enzymologie beschafti-
gen.

Wie Woese!'?), Crick™3 und Orgel'™*! vor 20 Jahren erst-
mals gezeigt haben, sollte, falls die RNA als Katalysator
wirken kann, die Entstehung des genetischen Codes wihrend
der frithen Stadien der Evolution der ersten zur Selbstrepli-
kation befdhigten biochemischen Systeme an Bedeutung ver-
lieren. Die Vielfalt biochemischer Reaktionen, die mittler-
weile als RNA-beherrscht erkannt worden sind!®l, spricht
dafiir, daB viele enzymatische Reaktionen tatsdchlich in Ab-
wesenheit von Proteinen stattfinden kdnnten (Tabelle 1). Um

Tabelle 1. Einige Eigenschafien katalytisch wirksamer RNAs.

RNA Endstindige Gruppen [a] Cofaktor Mechanismus
ndtig
1. Group-I-Intron 5-P, 3-OH Ja Umesterung
2. Group-II-Intron  5'-P, 3-OH Nein Umesterung
3. M1-RNA 5-P, 3-OH Nein Hydrolyse
4. Viroid/Satellit §'-OH, 2',3'-cyclisches Nein Umesterung
: Phosphat
5. Blei-Ion/tRNA 5-OH, 2',3'-cyclisches Nein Ahnlich wie bei
Phosphat RNase A

[a] Die endstindigen Gruppen sind diejenigen, die wihrend der ersten Spaltung
bei SelbstspleiBreaktionen oder wihrend normaler Spaltungsreaktionen ande-
rer RNA-Spezies entstehen.

genauere Kenntnisse liber das Leben auf unserem Planeten
vor iiber einer Milliarde Jahre zu erlangen, ist es wichtig,
unser Verstindnis der heutigen katalytisch wirksamen
RNAs und ihrer Funktionen in vivo zu erweitern. Die fol-
gende Diskussion befaBt sich hauptsichlich mit der Ent-
deckung und Charakterisierung der katalytisch wirksamen
RNA-Untereinheit des Enzyms Ribonuclease P aus Esche-

richia coli.
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Eine kurze Zusammenfassung
der Studien iiber Ribonuclease P

Finden des Substrats

Im Oktober 1969 kam ich zum Medical Research Council
Laboratory of Molecular Biology in Cambridge, England,
um, wie ich dachte, die dreidimensionale Struktur der tRNA
mit Hilfe physikalisch-chemischer Methoden zu untersu-
chen. Bei meiner Ankunft informierten mich Sydney Brenner
und Francis Crick, daB die Kristallstruktur der Hefe-
tRNAP soeben geldst worden war!!® 191, Dann wurde ich
angewiesen, mich erst einmal richtig einzurichten, mir ein bis
zwei Wochen lang Gedanken iiber ein neues Projekt zu ma-
chen und anschlieBend wieder vorbeizuschauen. Obwohl ei-
nige meiner Kollegen mich als ziemlich enttduscht von dieser
Unterhaltung mit Brenner und Crick in Erinnerung haben,
mubB dieses Gefiihl schnell voriibergegangen sein, da ich nur
noch weiB, daB ich es als eine wunderbare Gelegenheit emp-
fand, meinen eigenen Ideen nachzugehen.

Ich schlug vor, Acridin-induzierte Mutanten der tRNA™"
von E. coli zu ziichten, um zu untersuchen, ob eine durch
Auslassen oder Einfiigen eines Nucleotids herbeigefiihrte
Veranderung der riumlichen Verhéltnisse in einer tRNA die
Funktion dieses Molekiils drastisch verindern wiirde. Da
Brenner, John D. Smith und ihre Kollegen!7 !9 gerade eine
klassische Studie iiber Basen-Substitutions-Mutanten der
tRNAT" fertiggestellt hatten, waren sie nicht {iberméBig von
der Aussicht begeistert, dall jemand einfach noch mehr Mu-
tanten ziichten wollte. Trotzdem hielten mich Brenner und
Crick nicht davon ab, und John D. Smith erteilte mir spéter
wertvolle Ratschlige zum im Laboratorium verwendeten ge-
netischen System.

Die von mir geziichteten Mutanten hatten ihre normale
Funktion als Supressor-tRNAs verloren und produzierten
keine ausgereifte tRNA in vivo, sie mutierten jedoch zu ei-
nem sehr hohen Anteil (ca. 1%) zum Wildtyp zurick. Diese
Eigenschaften deuteten darauf hin, daB es moglicherweise
eine instabile oder eine partielle Duplikation des Gens fiir die
tRNA in der DNA gab, welche die Information fiir die
tRNA enthielt. Weiterhin schien es denkbar, da} die RNA
von diesem mutierten Gen transkribiert wurde. Ich iberlegte
mir, daB ich vielleicht die Natur dieses Duplikationsvorgan-
ges entschliisseln kdnne, wenn es mir geldnge, das RNA-
Transkript, das instabil sein mufBite, da keine reife tRNA
gebildet wurde, zu isolieren.

Der einfache Trick, Phenol schnell zu einem gleichen Volu-
men einer >2PO2®-markierten, wachsenden E.-coli-Kultur
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Abb. 2. Gelelektrophorese-Trennung markierter RNA aus E. coli, die mit De-
rivaten des Bakteriophagen ¢80 infiziert wurde, die unterschiedliche tRNA™*-
Gene enthielten. Die Abbildung zeigt ein Autoradiogramm eines Polyacryl-
amidgels (nach [2], experimentelle Details siche dort). Jede Bahn ist entspre-
chend der tRNAT"" beschriftet, die der infizierende Phage enthielt. 9313 und
9311 sind Acridin-induzierte Mutanten der Suppressor-tRNA™ Su; . A15 ist
ein Mutant, der die G15-A15-Mutation enthilt, und Sug ist die Wildtyp-
tRNAT" (Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Magazi-
nes Ltd.).

zu geben, erméglichte es mir, das Transkript des Gens fiir die
Acridin-mutierte tRNAT” zu isolieren und zu charakterisie-
ren wie auch die Transkripte des Gens fiir die tRNA™"
(Abb. 2)!%1, das vorher mit anderen Methoden von Brenner,
Smith und ihren Kollegen mutiert worden war. Diese Gen-
transkripte enthielten neben den Sequenzen der reifen tRNA
an beiden Enden zusitzliche Sequenzen (Abb. 3)12°21 und
waren daher tRNA-Vorliufer. Die Isolierung dieser Vorldu-
fer wurde dadurch erleichtert, daB die Mutanten im Ver-
gleich zum Wildtyp eine verdnderte Konformation einneh-
men, die sie weniger empfindlich fiir den Angriff durch

AU

Abb. 3. Nucleotidsequenz des Vorldufers der tRNA™'Su} . Der Pfeil zeigt die
Spaltungsstelle an der 5'-Seite des Nucleotids 1 der reifen tRNA-Sequenz. Die
umrahmten Nucleotide sind zusétzliche Nucleotide am 3'-Terminus (nach
[20a]).
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intrazellulire Nucleasen macht als den Wildtyp. Die zusitz-
lichen Sequenzen waren zwar an sich interessant, da zu dieser
Zeit solche Segmente von Gentranskripten noch nicht cha-
rakterisiert worden waren, aber sie erwiesen sich bald als
nicht allzu aufschluBreich.

Friihere Arbeiten von Darnell et al.'*! und Burdon!?1 ¢l
hatten gezeigt, daB tRNAs in eukaryontischen Zellen wahr-
scheinlich aus Vorlduferverbindungen hergestellt wurden;
die weitere Charakterisierung der an der Biosynthese von
tRNA oder der Verarbeitung von tRNA beteiligten Enzyme
konnte jedoch nur mit radiochemisch reinem, homogenem
Substrat, wie ich es isoliert hatte, fortgesetzt werden.

Behandelte man den Vorldufer eines der tRNAT"-Mu-
tanten mit E.-coli-Extrakt, so war sofort ersichtlich, daB
enzymatische Aktivitdten im Zellextrakt vorhanden waren,
die zur Abspaltung der zusitzlichen Nucleotide vom 5'-
und vom 3-Ende der reifen tRNA-Sequenz fiihrten
(Abb. 4)[202.b) Tm Gegensatz zum 3’-Ende des Vorldufermo-
lekiils, das anscheinend unselektiv exonucleolytisch abge-
baut wurde, wurde das 5-Ende von einem Enzym, das wir
Ribonuclease P nannten, durch eine einzige, spezifische en-
donucleolytische Spaltung verarbeitet. Tatsdchlich waren zu
jener Zeit keine Ribonucleasen bekannt, die derart regiospe-
zifisch Bindungen spalten konnten wie die RNase P, so daB
unser Interesse an dieser Reaktion wach blieb. Einige Cha-
rakteristika der Reaktion untersuchte ich sofort in Zusam-
menarbeit mit Hugh Robertson und John Smith!°®),

Charakterisierung der Ribonuclease P von Escherichia coli

Im MRC-Laboratorium konnten wir zeigen, da} RNase
P, anders als die meisten unspezifischen Nucleasen, die an
der Spaltungsstelle 5'-Hydroxy- und 3'-Phosphatgruppen
hinterlassen, terminale 5'-Phosphat- und 3’-Hydroxygrup-
pen produzierte2%*!, was damit in Einklang war, dalB reife
tRNAs Phosphatgruppen an ihren 5'-Termini enthalten.
Waihrend wir Fortschritte bei der chromatographischen Rei-
nigung des Enzyms machten, war die in Retrospektive auf-
fallendste Beobachtung aus unseren friihen Untersuchun-
gen, daB ,,it is possible that the active form of RNase P,
which must have a strong negative charge, could be associat-
ed with some nucleic acid.* Der néchste wichtige Schritt kam
einige Jahre spiter von Benjamin Stark, einem Doktoranden
in meinem Laboratorium an der Yale University. Er zeigte
zuerst, daB eine RNA mit hoher Molmasse stark mit der
enzymatischen Aktivitit zusammenhing, und demonstrierte
dann in einem klassischen Experiment, daB diese RNA sogar
essentiell fiir die enzymatische Aktivitit war?2), Die RNA
wurde als M1-RNA bezeichnet und hatte einen fingerprint,
der dem einer stabilen RNA-Spezies (Band IX) unbekannter
Funktion dhnelte, die von ITkemura und Dahlberg'®3! inner-
halb einer Serie kleiner RN A-Spezies aus E. coli beschrieben
worden war. Die Proteinuntereinheit der RNase P wurde als
C5-Protein bezeichnet.

Die essentielle Rolle der RNA-Komponente wurde nach-
gewiesen, indem die RNase P zuerst mit Mikrokokken-Nu-
clease (einem Enzym, welches RNA zerstort) behandelt und
danach die RNase-P-Aktivitit des behandelten Enzyms ge-
messen wurde: Die gesamte Aktivitdt ging nach der Nuclea-
se-Behandlung (Abb. 5) und auch nach Behandlung mit di-
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Abb. 4. Oben: RNase-P-Aktivitit in E. coli-Extrakten. Herstellung der £. coli-
Extrakte, partielle Reinigung von RNase P und Spaltungsreaktionen sind in
[20b) allgemein beschrieben. Als Substrat wurde der Vorldufer von E.-coli-
tRNA™" verwendet. Die Beschriftung der Bahnen in der Abbildung beziehen
sich auf rohe Zellextrakte von E. coli und auf durch Zentrifugierung der 100S-
Fraktion priparierte Ribosomen, die mit NH,CI-L6sungen von zunehmender
Konzentration gewaschen worden waren. Bahn 1: Zugabe von ca. 100 ug Pro-
tein; {ibrige Bahnen: geringere Mengen Protein. Spontane Abbauprodukte der
Substrate sind zwischen den ,,Vorldufer“- und den ,,tRNA“-Banden auf dem
Gel zu sehen. Unten: Gelelektrophorese-Trennung der in-vitro-Spaltungspro-
dukte des Vorldufers der tRNAT”A25 durch ein partiell gereinigtes Priparat
(DEAE-Sephadex-Fraktion) der RNase P. Das Fragment des 3-Endes
(tRNA) enthilt die zusitzlichen Nucleotide des Vorldufers (nach [20b];
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung der American Society of Biological
Chemists, Inc.).

versen Proteasen verloren. Unter den damals gewdihlten
Bedingungen (Puffer mit § mm MgCl,) waren beide, die Pro-
tein- und die RNA-Komponenten, essentiell fiir die enzyma-
tische Aktivitit. Ferner zeigten wir, daf3 das Enzym in CsCl-
Losung eine Auftriebsdichte von 1.72gmL~! hat{?2]
welche fiir RNA-Protein-Komplexe, die hauptsichlich aus
RNA bestehen, charakteristisch ist. Der Sedimentations-
koeffizient des Enzyms betrug ungefahr 11.5 S120%),
Wihrend die biochemische Reinigung Fortschritte mach-
te, zeigten Untersuchungen an den von Sched!, Primakoff et
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al.l2* 251 und Shimura, Ozeki et al!2% 2™ geziichteten tempe-
raturempfindlichen Mutanten von E. coli, dafl RNase P in
E. coli essentiell fiir die Biosynthese aller tRNAs ist und daB
die RNA- und die Proteinuntereinheiten in vivo benétigt
werden. Weiterhin lieferten die Laboratorien von William
McClain?® % und John Carbon'®® Beweise dafiir, daB
RNase P das Processing vieler tRNA-Vorldufer bewirkt. Ob-
wohl die entsprechenden genetischen Analysen nicht durch-
gefiihrt werden konnten, konnten wir zeigen, da RNase-P-
dhnliche Aktivitdt in Zellextrakten vieler anderer Organis-
men, einschlieBlich denen der Menschen, vorkommt 30-311,
RNase P war also fahig, viele verschiedene tRNA-Vorlaufer-
molekiile zu spalten und es gab keine erkennbare Ahnlich-
keit zwischen den Nucleotidsequenzen in der Umgebung der
Spaltstellen. Die Frage, wie das Enzym die zu spaltenden
Bindungen in den Substraten selektiv erkannte, schien ein
detailliertes Studium zu rechtfertigen. Es wurde angenom-
men, daB eine Struktureigenschaft, die in Losung allen
tRNA-Vorldufern gemein ist, diese Erkennung ermdglichte.

$'~-Fragment ~

Abb. 5. Desaktivierung der RNase P durch Vorbehandlung mit Ribonuclease.
Kontrollreaktionen wurden ohne Mikrokokken-Nuclease (MN) (links) oder
ohne CaCl, (rechts) in der Vorbehandlungsmixtur durchgefiihrt. RNase P, die
mit MN vorbehandelt wurde, hatte weniger als 5% der Aktivitit einer in der
Kontrollreaktion eingesetzten RNase P. Das AusmaB der Desaktivierung kann
durch Variation der Reaktionsbedingungen gesteuert werden (nach [22];
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung der National Academy of Sciences,
Washington D.C.).

Als Starks Experimente veroffentlicht wurden, hatten wir
nicht die Verwegenheit vorzuschlagen und vermuteten auch
gar nicht, daB die katalytische Aktivitit ausschlieBlich auf
der RNA-Komponente der RNase P beruht. Allein die Tat-
sache, daf} ein einfaches Enzym eine essentielle RNA-Unter-
einheit hatte, schien schon ketzerisch genug. Kurze Zeit spa-
ter jedoch demonstrierte Ryszard Kole, daB} das Enzym aus
einer RNA- (M1-RNA) und einer Proteinuntereinheit (C5-
Protein; M, ca. 15000) bestand, die nicht kovalent verbun-
den waren. Beide Untereinheiten waren fiir sich alleine kata-
Iytisch inaktiv, rekonstituierten sich jedoch, wenn man sie
vereinigte, zum aktiven Enzym®2!. Die Ahnlichkeit der che-
mischen Zusammensetzung und der Assoziierungseigen-

Angew. Chem. 102 (1990) 735-744
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schaften dieses Systems zu denen der Ribosomen war auffal-
lend genug, daB wir immer wieder iiber die Mdglichkeit
nachdachten, ob nicht die RNA zumindest an der Bildung
des aktiven Zentrums des Enzyms beteiligt war. Der Ver-
gleich unseres Systems mit Ribosomen war wichtig, um den
Widerstand gegen die Vorstellung zu iiberwinden, daB ein
Enzym eine RNA-Untereinheit enthalten konnte®*!. Vom
rein chemischen Standpunkt aus gab es keinen Grund, wa-
rum RNA nicht an der Bildung eines aktiven Zentrums oder
auch an der Katalyse selbst beteiligt sein sollte. _

Die Einfithrung von Techniken zur DNA-Rekombination
und wirkungsvollen Systemen zur in-vitro-Transkription
isolierter DNA-Stiicke ermoglichte es uns, die RNA-Unter-
einheit der RNase P im Detail zu untersuchen (377 Nucleoti-
de)®* und groBe Mengen RINA fiir biologische Versuche
herzustellen. Durch Fortschritte bei der Reinigung der Pro-
teinuntereinheit konnten in Zusammenarbeit mit Norman
Paces Gruppe von der Indiana University Hybridenzyme
mit Untereinheiten von E. coli (in unserem Laboratorium)
und B. subtilis (in Paces Laboratorium) hergestellt werden.
Im Verlauf der Experimente priifte Cecilia Guerrier-Takada
in meinem Laboratorium die Aktivitit rekonstituierter
RNase P von E. coli bei Ionenkonzentrationen, die fiir die
Aktivitdt des Holoenzyms aus B. subtilis optimal waren und
sich von den bislang verwendeten unterschieden. Durch
Kontrollexperimente, in denen RNA- und Proteinunterein-
heiten getrennt getestet wurden, fand sie heraus, daf die
RNA-Untereinheit von E. coli in Puffern mit 60 mm MgCl,
fiir sich alleine katalytische Aktivitit entfaltete. Ein Beispiel
einer solchen Reaktion zeigt Abbildung 6. Katalytische Ak-

S - S @

~tRNA

Abb. 6. Abhingigkeit der katalytischen Aktivitit der M1-RNA von der Mg?®
Konzentration. Der Vorlidufer der tRNA™"", abgekiirzt als ptRNA, diente als
Substrat. Reaktionen und Rekonstituierung der RNase P wurden entsprechend
[3] durchgefiihrt. Bahn 1: kein Enzym zugegeben, 10 mm MgCl,; Bahn 2: M1-
RNA (2x 1072 M), 10 mM MgCl,; Bahn 3: M1-RNA (0.1 x 10~ M) plus C5-
Protein (2 x 1078 M), 10 mM MgCl,; Bahn 4: kein Enzym, 100 mm MgCl,;
Bahn 5: MI1-RNA (2x107%wm), 100mM MgCl,; Bahn 6: M1-RNA
(0.1 x 1078 M) plus C5-Protein (2 x 1078 M), 100 mm MgCl,; Bahn 7: M1-RNA
(2x1078 m), 100 mm MgCl, und 4% Polyethylenglycol; Bahn 8: M1-RNA
(2 x 10~ 8 m) plus C5-Protein (4 x 10”7 M), 100 mm MgCl,; Bahn 9: C5-Protein
(4x1077 M), 10 mM MgCl,.

tivitdt von M1-RNA ist nachweisbar, wenn die Mg?®-Kon-
zentration groBer als 20 mM ist!®), Die Proteinuntereinheit
des Enzyms erhéhte zwar &, um einen Faktor von 10-20,
hatte aber wenig EinfluB auf K. Wir stellten schnell fest,

Angew. Chem. 102 (1990) 735-744

gespaltenes ptRNA™ [pmal] —

daB die M1-RNA alle Eigenschaften eines echten Enzyms im
Sinne der Lehrbuchdefinition hatte!*): Sie ging aus der Re-
aktion (in der GrofBe) unverdndert hervor, sie bewirkte einen
echten Substratumsatz (bestimmt durch Michaelis-Menten-
Analyse der kinetischen Daten, Abb. 7) und war daher ein
Katalysator, sie wurde nur in kleinen Mengen gebraucht und
war stabil. Diese Beobachtungen waren nur auf der Basis der
Reinheit der M1-RNA-Priparate und durch Verwendung
eines natiirlichen Substrates, des tRNAT"-Vorliufers aus
E. coli, moglich.
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Abb. 7. Analyse der Kinetik der Reaktionen von M1-RNA und RNase P mit
tRNAT'" als Substrat. A: Vergleich der Kinetik von dialytisch rekonstituierter
E.-coli-RNase P in 5mM MgCl, enthaltendem Puffer mit der Kinetik von
gleichbehandelter M1-RNA in 60 mm MgCl, enthaltendem Puffer. - RNase-P-
Aktivitit, x M1-RNA-Aktivitat. B: Kinetik der M1-RNA-katalysierten Re-
aktion in Puffer mit 60 mm MgCl,. M1 wurde mit einem fiinffachen UberschuB
an ptRNA™" inkubiert. 10 min nach Beginn der Inkubation wurden entweder
ein weiterer dreifacher Uberschufl an ptRNA™" oder nur Puffer zugegeben.
ptRNA™T zugegeben, x nur Puffer zugegeben, o netto zugegebene und nach
10 min gespaltene ptRNA™'. C: Bestimmung von K, und v, fir die in A
gezeigten Reaktionen (Lineweaver-Burk-doppelt-reziproke graphische Dar-
stellung). -+ RNase P in Puffer mit 5 mM MgCl;, x M1-RNA in Puffer mit
60 mm MgCl, . Einheiten: (S)™! [(pmol x 5 x 10™%)~*]; »~* [(pmol gespaltenes
Substrat pro min) ~!] (nach [3); Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von
MIT Press).

Wir stellten bald ein Modell fiir die Sekundérstruktur der
M1-RNA vor, das auf der Empfindlichkeit der RNA gegen-
iiber Nucleasen in Ldsung und einigen einfachen Regeln
iiber die Stabilitdt von RNA-Strukturen beruhte. Ferner be-
schrieben wir die Abhingigkeit der Reaktion von der Gegen-
wart bestimmter Ionen (Tabelle 2)19). Die Reaktionsge-
schwindigkeit wird zwischen pH 5 und pH9 kaum vom
pH-Wert beeinfluBt, was darauf hindeutet, daB mehr als eine
Gruppe mit einem fiir Nucleotide in Losung ungewohnli-
chen pK, an der Reaktion beteiligt sein muf3. Man kann
daher annehmen, daB das aktive Zentrum der M1-RNA in
eine gefaltete Struktur eingebettet ist und daB die lokale Um-
gebung des aktiven Zentrums sich vom wiBrigen Puffer, in
dem das ganze Molekiil gelGst ist, unterscheidet.

Tabelle 2. Katalytische Aktivitit der M1-RNA.

M1-RNA aktiv [a]: >20 mM MgCl,; 10 mM MgCl, und C5-Protein; 10 mm
MgCl; und 5 mm Polyamin

M1-RNA nicht aktiv: 10 mm MgCl,

[a] Diese Tabelle faBt die von Guerrier-Takada et al. [3] prasentierten Daten
zusammen. Die vollstindige Zusammensetzung der Reaktionsmischungen wird
in der Referenz angegeben.
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Diese Ergebnisse erginzten die Befunde von Thomas
Cechs Gruppe iiber selbstspleiBende RNA 37381 ynd waren
die Grundlage fiir ausgiebige Spekulationen iiber die Rolle,
die die RNA bei der Entstehung des Lebens gespielt haben
konnte. Unser direktes Interesse galt aber der exakten Be-
stimmung der Funktionsweise des Enzyms, seiner Rolle in
vivo und der Frage, wie das Enzym es schafft, ungefdhr 60
Substrate in E. coli zu erkennen, die alle keine ersichtliche
Ahnlichkeit in der Sequenz um die Spaltstellen haben.

Neuere Arbeiten

Struktur

Das urspriingliche Modell der M1-RNA-Sekundarstruk-
tur!®*! ist hauptsichlich von Pace et al. durch phylogeneti-
sche Analyse (Abb. 8) umfassend verfeinert worden *°!, Die-
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Abb. 8. Modell der Sekundirstruktur der M1-RNA, das auf einer umfassen-
den phylogenetischen Analyse der Nucleotidsequenzen der RNase-P-RNA-
Untereinheit von verschiedenen Eubakterien basiert (nach [39]; Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von MIT Press).

se Analyse hat bis jetzt noch keine befriedigende Korrelation
zwischen den Phenotypen der Mutanten*?! und den Cha-
rakteristika der Sekundérstruktur von M1-RNA oder deren
Analoga aus anderen Bakterien ergeben (siche unten). Die
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phylogenetische Analyse 148t jedoch evolutionér konservier-
te Regionen erkennen, die als Basis fiir Hypothesen iiber die
Funktion der fiir die M1-RNA essentiellen Bereiche dienen
kénnen*!l, Zudem wird die Notwendigkeit deutlich, die Ei-
genschaften der dreidimensionalen M1-RNA-Struktur zu
ermitteln. Mit diesem Ziel werden gegenwiirtig weitere phy-
logenetische Vergleiche unter Verwendung von Daten M1-
RNA-homologer RNAs einiger Eukaryonten!®2~45 sowie
kristallographische Untersuchungen durchgefiihrt. Interes-
sant ist die Beobachtung, daB die evolutiondre Uhr fiir die
RNA- und die Proteinuntereinheiten von RNase P sehr
schnell lduft im Vergleich zu der von rRNAs*¢: 47 Obwohl
die Funktion von RNase P (wie aus den antigenen Eigen-
schaften des Proteins hervorgeht)!## ¥ stark konserviert ist

Oligonucleotid

N
oy /
| W=
o=’ ~o-
—o’ ° /X )
tRNA—o08 m,‘,\i...';":
/°—_“ 'o\n

M1-RNA

Abb. 9. Hypothetischer Mechanismus der Hydrolyse des tRNA-Vorldufers
durch M1-RNA von RNase P. Die Reaktion wird durch einen Mg-H,0-Kom-
plex, der zunichst an eine Phosphatgruppe der M1-RNA gebunden ist, kataly-
siert. Das Mg-Ion ist dabei formal hexakoordiniert, es ist aber auch moglich,
daB es tetrakoordiniert vorliegt, was durch die Klammern um die beiden dqua-
torialen Wassermolekiile angedeutet werden soll. Oben: Ein Wassermolekiil,
das an der Hydrolyse teilnehmen wird, wird iiber eine Wasserstoffbriickenbin-
dung an einem O- oder N-Atom der M1-RNA positioniert. In der Mitte und
unten ist das tRNA-Vorldufersubstrat durch das mit der M1-RNA assoziierte
Wassermolekiil gebunden und durchliuft einen Ubergangszustand, bevor das
zusétzliche Oligonucleotid abgespalten und bevor OH an die O5-terminale
Phosphatgruppe addiert wird. Im AnschluB an die hier gezeigten Reaktions-
schritte wird das Enzym durch eine Kette von Wassermolekiilen zwischen den
axialen Liganden des Mg-Ions fiir den nichsten Cyclus regeneriert (nach [36];
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung der Am. Chem. Soc.).
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sowie auch ihre Fihigkeit, verschiedene Substrate zu spalten
und aktives Enzym aus Untereinheiten verschiedener Orga-
nismen zu rekonstituieren!> 4649 sind die Nucleotidse-
quenzen der Gene fiir die Untereinheiten der Enzyme extrem
schnell auseinandergedriftet - 47},

Mechanismus

Der Mechanismus der RNase-P-katalysierten Reaktion
ist nicht genau bekannt, jedoch existieren zwei Hypothesen
hieriiber. In einem Fall wird eine Variation des Sy2-in-line-
Mechanismus vorgeschlagen, bei dem ein Komplex zwischen
einem Magnesium-Ion und sechs Wassermolekiilen die nu-
cleophile Reaktion eines Wassermolekiils in Losung erleich-
tert (Abb. 9)13¢), Untersuchungen der SelbstspleiBreaktion
der Tetrahymena-rRNA in Thomas Cechs Laboratorium zei-
gen, daB der Sy2-Mechanismus, der fiir die RNase-P-Reak-
tion vorgeschlagen wurde, auch beim Selbstspleillen von Be-
deutung sein koénnte!* 3%, In der anderen Hypothese iiber
den Mechanismus der RNase-P-Reaktion!®!) befindet sich
das Nucleophil an der Oberfliche des Enzyms; die Rolle des
Magnesium-Ions ist nicht genau definiert. In unserem Labo-
ratorium wird zur Zeit das erste Modell gepriift. Hierzu soll
eine Phosphothioatgruppe an der Spaltstelle eingesetzt und
die Stereochemie des Spaltproduktes analysiert werden.

Viele Aspekte der RNase-P-Reaktion kdnnten aufgeklirt
werden, wenn die Struktur des Enzyms im Kristall bekannt
wire, doch ist es nicht sicher, ob man diese je bestimmen
kénnen wird. Daher haben wir mit Versuchen begonnen,
durch UV-Licht-Vernetzung des Substrats mit dem Enzym
die Regionen der M1-RNA zu identifizieren, die fiir die Re-
aktion von zentraler Bedeutung sind. Solche Experimente
haben gezeigt, daB sich eine Vernetzung zwischen einem Nu-
cleosid in der Nihe der Spaltstelle des Substrats (C3, siche
Abb. 3) und dem Rest C92 in der M1-RNA bildet!2). Ent-
fernt man C92 von der M1-RNA, so dndern sich die Kinetik

g zIe0

......... uAccACCC
- |AAA|JCUICCACCC
24

232

Abb. 10. Vergleich eines Teils der E-Region der 23S-rRNA mit einer Region
um den Teil der M1-RNA, an der die Vernetzung des Substrates erfoigt. (Die
Sekundarstrukturen sind aus [53] und [39] entnommen.) Das ,,x* markiert C92,
jenes Nucleotid der M1-RNA, das mit dem Substrat vernetzt wird. Die einge-
rahmten Nucleotide findet man in den abgebildeten Strukturen an ungefdhr
gleichen Positionen (siche [52]).
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der Reaktion und die Spaltungsstellen verschiedener Sub-
strate signifikant. Die Sekundirstruktur um C92 in Mi1-
RNA ihnelt auBerdem der tRNA-E-Region in 23S-rRNA
(Abb. 10). Zusitzliche Studien haben gezeigt, daB diese Stel-
le fiir das Binden des Aminoacylstamms der tRNA-Vorliu-
fers an das Enzym wesentlich ist und daB} die 3'-terminale
CCA-Sequenz die Wechselwirkung des Enzyms mit dem
Substrat verursacht, wie dies auch bei der Bindung der
tRNA an die E-Region der 23S-rRNA der Fall ist!*3), Do-
minen mit dhnlicher Struktur und funktionellen Eigenschaf-
ten treten bei RNA-Molekiilen mit sehr unterschiedlichen
zelluldren Funktionen auf. Es ist naheliegend, die Wechsel-
wirkungen zwischen Enzym und Substrat und die einzelnen
Schritte der enzymatischen Reaktion in dieser Region genau-
er zu untersuchen.

Substraterkennung

Erste Vorstellungen dariiber, was fiir die Erkennung des
Substrats durch die RNase P wichtig sein konnte, schlossen
die Moglichkeit von Watson-Crick-Paarungen zwischen den
in allen tRNAs enthaltenen Nucleotidsequenzen (z. B. CCA
und GUUCG) und Sequenzen der M1-RNA ein®*! sowie
einen (unvollstdndig spezifizierten) Mechanismus des Mal-
nehmens, der die dreidimensionale Gestalt eines Teils der
Vorliufer-tRNA erkennt!*’], Experimente ergaben, daB die
Basenpaarung zwischen Enzym und Substrat nicht essentiell
fiir die enzymatische Reaktion ist!**- 561, Daher richtete sich
alle Aufmerksamkeit auf die Konformation des Substrates in
Losung. Es war bekannt, dal RNase P beliebigen Ursprungs
tRNA-Vorldufer beliebigen anderen .Ursprungs spalten
kann. Als nun eine ungewohnliche tRNA entdeckt wurde, in
der D-Stamm und D-Schlaufe fehlten, nimlich die tRNASe
aus Schweinemitochondrien!>”!, untersuchten wir, ob M1-
RNA ein Analogon auch eines Vorldufers dieser tRNA spal-
ten kdnne.

In Zusammenarbeit mit William McClain zeigten wir, daB3
nicht nur auf D-Stamm und D-Schlaufe verzichtet werden
konnte, sondern daB auch Anticodonstamm und -schlaufe
nicht entscheidend fiir die Erkennung des Molekiils waren
(Abb. 11)138), Selbst ein mini-tRNA-Substrat, bestehend
aus Aminoacylacceptor-Stamm mit daraufgeschichteten T-
Stamm und -Schlaufe, wurde mit fast der gleichen Effizienz
wie die entsprechende Vorldufer-tRNA gespalten. Dieses
Minimalsubstrat enthilt eine RNA-Helix, die dem Teil der
intakten dreidimensionalen Struktur der normalen tRNA
gleicht, in dem der T-Stamm auf den Aminoacylacceptor-
Stamm geschichtet ist (vgl. Abb. 1). Dariiber hinaus konnten
wir kiirzlich zeigen, daB die RNA-Spaltung auch ohne das
Vorhandensein der T-Schlaufe M1-katalysiert wird und daf3
dazu nur sechs Basenpaare in der Helixregion nétig sind. In
separaten Experimenten fanden wir, daB nur ein zusétzliches
Nucleotid am 5'-Ende zur Spaltung ausreicht. Obwohl diese
verkiirzten Substrate nicht so effizient gespalten wurden wie
tRNA-Vorldufer oder pAT1 (das haarnadeldhnliche Sub-
strat in Abb. 11), miissen ihre Erkennungselemente doch
ausreichen, um das Ablaufen der Reaktion zu gewahrleisten.
Alle diese Modellsubstrate enthalten die 3'-terminale CCA-
Sequenz, und keines wird effizient gespalten, wenn diese ver-
dndert wird. Daher scheinen die CCA-Sequenz, wie wir
schon vorher mit normalen tRNA-Vorlidufern erkannt hat-
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Abb. 11, Struktur der reifen tRNA®* und verschiedener Derivate, die von synthetischen Genen codiert werden. Die Sequenzen werden
ohne die fitr die reife tRNA charakteristischen modifizierten Basen gezeigt, da diese in den in-vitro-Transkripten nicht vorhanden sind.
Die Transkripte enthalten zusitzliche Nucleotide an beiden Enden des Molekiils (nach [58]). Unten: Struktur des AT-1-Voridufers, in
einer Stamm-Schlaufen-Struktur gezeichnet, die der Struktur der entsprechenden Region in tRNAFP Ghnelt. Die Pfeile markieren die
Stelle der Spaltung durch RNase P oder M1-RNA. Die Sequenz der reifen AT-1-RNA ist im oberen Teil der Abbildung gezeigt (nach
[58]; Nachdruck mit freundlicher Genehmigung der American Association for the Advancement of Science).

ten!3%), sowie zumindest eine halbe Drehung einer RNA-He-
lix fiir die Erkennung kleiner Substrate essentiell zu sein.
Aus Experimenten mit Modellsubstraten kénnen nur un-
ter Vorbehalt Schliisse gezogen werden, da einige der Erken-
nungselemente, die in diesen Beispielen von groBer Bedeu-
tung sind, moglicherweise in normalen, d.h. in Zellen vor-
kommenden tRNA-Vorldufern nur eine untergeordnete
Rolle spielen oder von anderen Faktoren ergédnzt werden.
Sicherlich koénnen Verdnderungen des D-Stamms oder des
Anticodonstamms eines normalen tRNA-Vorldufers dra-
stische Auswirkungen auf die Spaltungsgeschwindigkeit
durch RNase P haben, wihrend diese Regionen des Sub-
strats in den Modellsystemen iiberhaupt nicht vorkommen.
Durch die Hybridisierung zweier Oligoribonucleotide
(Abb. 12) kénnen wir Substrate kreieren und manipulieren.
Eine ,,externe Fiihrungssequenz®, welche die RNase P zu
ihrer Zielsequenz fiihrt, kann theoretisch an jede beliebige
RNA bekannter Sequenz hybridisiert werden, so daB sie den
3’-Abschnitt des Substrates bildet. RNase P sollte dann das
Hybridsubstrat an der 5'-Seite des doppelstriangigen Teils der
Ubergangsregion von Einzel- zu Doppelstrang spalten. Die-
se neue Methode ermdglicht es, den Erkennungsmechanis-
mus detailliert zu untersuchen und prinzipiell eine RNA von
beliebiger Sequenz in vivo zu desaktivieren (Abb. 13). Abge-
sehen vom Problem der in-vivo-Expression der externen
Fihrungssequenz hat diese Methode den Vorteil, daBB RNase
Pin fast allen Zellen schon vorhanden ist. Vorausgesetzt, daB3
das Hybridsubstrat so entworfen werden kann, daB es der
Regiospezifitit des Enzyms des ausgewahlten Wirtsorganis-
mus entspricht, sollte die Ziel-RNA desaktiviert werden.
Dal} ein Oligoribonucleotid dazu verwendet wird, die
RNase P zu dem zu spaltenden Oligonucleotid zu dirigieren,
dhnelt zumindestens formal der Selektion der Spaltstelle
durch andere bekannte RNA-Katalysatoren. Die Group-I-
Introns, die Satelliten-RNAs und andere RNAs verwenden
Fiihrungssequenzen!® 5}, um Spaltstellen auszuwéihlen oder
um Strukturen mit definierter Spaltstelle zu bilden. In fast
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allen anderen Aspekten unterscheiden sich diese Reaktionen
jedoch wesentlich von der RNase-P-Reaktion.

Vergangenheit, Gegenwart und Zukunft
von RNase P

Die Entdeckung der RNA-Katalyse hat zu neuen Hypo-
thesen iiber den Ursprung der ersten selbstreplizierenden
biochemischen Systeme gefiihrt. Die Modelle fiir diese frii-
hen Systeme beruhen simtlich auf RNA als genetischem
Material und als Quelle katalytischer Aktivitit (Schema
2)16.7.10. 111 Alle Spekulationen setzen voraus, daB das, was
wir in heutigen Systemen sehen, in irgendeiner Weise die
Eigenschaften der RNA von vor einer Milliarde Jahren wi-
derspiegelt. Sollte dies tatséichlich der Fall sein, so ist die
Vielfalt der von RNA-Reaktionen aufgewiesenen, biochemi-
schen Mechanismen (Tabelle 1) sehr eindrucksvoll und
konnte die Entwicklung ziemlich komplexer Systeme in Ab-
wesenheit von Proteinen und DNA erméglicht haben. In
diesem Zusammenhang sollen kurz einzelne Aspekte der von
RNase P in vivo katalysierten Reaktionen betrachtet wer-
den.

Obwohl M1-RNA sehr einfach Substrate spalten kann, ist
klar ersichtlich, daBB diese speziellen Spaltungsreaktionen
heutzutage in vivo nicht auftreten konnen, da sie viel zu
héaufig vorkimen, die gesamte RNA-Zellpopulation also zu
empfindlich gegeniiber dem RNase-P-katalysierten Abbau
ware. Man kann sich jedoch vorstellen, dall es in einer
,,RINA-Welt* durchaus von Vorteil war, ein RNA-Molekiil
zu haben, daf} viele Stellen in sehr langen, enzymatisch oder
nichtenzymatisch generierten Molekiilen identifizieren
konnte. Durch Bildung vieler kleiner Molekiile aus groBeren
konnte eine groBere Anzahl verschiedener Konformationen
vonn RNA in Losung entstanden sein, von denen manche

Angew. Chem. 102 (1990) 735744
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Abb. 12. Schematische Darstellung der Bildung eines Substrates fiir RNase P
durch Hybridisierung von zwei Oligoribonucleotiden. TDF-1 (siche Abb. 11)
wurde durch RNase-P-Spaltung des entsprechenden durch in-vitro-Transkrip-
tion hergestellten Vorldufers erhalten [58]. Ein Teil (eingerahmte Sequenz) des
Vorldufers von AT-1 (Abb. 11) wurde durch in-vitro-Transkription eines Re-
striktionsfragments der DNA, die fiir das AT-1-synthetische Gen codiert, her-
gestellt (4. C. Forster und S. Altman, unveréffentlicht). (a] Gespalten, [b] unge-
spalten.

wiederum eine katalytische Aktivitit hatten oder eine andere
brauchbare Funktion, die von den groflen Molekiilen nicht
ausgeiibt werden konnte. Abgesehen von den Details des
Ursprungs des genetischen Codes und der Proteine kann
man sich fragen, warum sich eine Proteinuntereinheit mit der
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Abb. 13. Erzeugung einer Zielsequenz fiir die Spaltung durch RNase P. Eine
externe Fithrungssequenz (EGS) ist durch die kiirzere, mit NCCA endende
Linie angedeutet. Fiir N wird in tRNA-Molekiilen hauptsichlich A gefunden.
Die Region der EGS, die mit Wasserstoffbriicken gebunden wird, ist so entwor-
fen, daB sie zu einer Region bekannter Sequenz der zu spaltenden RNA kom-
plementdr ist.

M1-RNA assoziierte? Wir haben kiirzlich gezeigt, daB die
Proteinuntereinheit der RNase P die Spaltungsstelle und die
Geschwindigkeit, mit der spezielle Substrate umgesetzt wer-
den, verindern kann'? %%, Médglicherweise bewirken die
Proteine also die Feineinstellung der Spezifitit beziiglich der
Spaltungsstelle, indem sie die Reaktionsgeschwindigkeit an
speziellen Stellen spezieller Substrate erhdhen. Was wir heut-
zutage als die normalen Spaltungsstellen ansehen, mag in
Verbindung mit dem Auftreten von Proteincofaktoren und
wihrend stetiger Anderung der physiologischen Bedingun-
gen iiber Aonen selektiert worden sein. Die ,,unselektierten®
Reaktionen, beispielsweise die mit sehr kleinen Haarnadel-
substraten, wurden in der Folge zu zweitrangigen oder
unwichtigen Reaktionen, die in vivo nicht mehr relevant
sind.

DNA
genetische
Information

DNA
genetische
Information

RNA
genetische
Information

RNA
genetische
Information
und bio-
chemische
Katalyse

RNA [
genetische
Information

und

biochemische
Katalyse
(RNA-Welt)

keine Zukunft

Zukunft moglich

Schema 2. Drei Moglichkeiten des Informationstransfers, bevor Proteine da-
ran teilnahmen. Die Mechanismen des Informationstransfers zwischen DNA
und RNA, ob enzymatisch oder nichtenzymatisch, sind nicht spezifiziert. Die
Bezeichnung ,,RNA-Welt* wurde von Gilbert [7] eingefiihrt.

Und schlieBlich: Warum spalten RNA-Enzyme nur Phos-
phodiesterbindungen? Drei Antworten kommen einem so-
fort in den Sinn. Die erste und trivialste ist, dal RNA-Enzy-
me moglicherweise andere Klassen von Bindungen spalten
konnen und wir nur noch nicht die richtigen Beobachtungen
gemacht oder nicht die richtigen Reaktionsbedingungen ge-
funden haben (der letzte Teil der Antwort ist eine generische
Erwiderung auf Fragen beziiglich des mangelnden Erfolges
bei der Durchfiihrung jeglicher Reaktion in vitro). Zweitens
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ist es moglich, daB in einer RNA-Welt RNA-Molekiile nur
Phosphodiesterbindungen spalten oder kniipfen konnten, da
die RNA-Welt eine primitive Welt war, in der keine anderen
Reaktionen von Enzymen katalysiert wurden. Als dann Pro-
teine erschienen, war eine Diversifizierung der RNA-Enzy-
me nicht mehr nétig. Die dritte und wichtigste Antwort
schlieBlich ist, daB die Chemie der RNA-Enzyme und der
Enzyme mit RNA-Untereinheiten!®!'¢2, wenn sie ausrei-
chend verstanden ist, uns zeigen wird, daB es einen zwingen-
den Grund dafir gibt, daf RNA-Molekiile nur Phosphodie-
sterbindungen spalten. Die Giiltigkeit oder Ungiiltigkeit der
letzten Antwort kann direkt experimentell gepriift werden,
und hierin liegt die Arbeit der nichsten Jahre.
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