SelbstspleiBen und enzymatische Aktivitit einer intervenierenden
Sequenz der RNA von Tetrahymena (Nobel-Vortrag)

Von Thomas R. Cech”

Einleitung

In einer lebenden Zelle sind tausende chemischer Reaktio-
nen ndtig, damit essentielle Prozesse wie Energiegewinnung,
Bewegung, Wachstum, Reaktion auf externe Stimuli und Re-
produktion ablaufen kénnen. Obwohl es sich um spontane
Reaktionen handelt, sind die Reaktionsgeschwindigkeiten
selten groB genug, um Leben zu ermoglichen. Enzyme, d. h.
biologische Katalysatoren, die in allen Zellen vorkommen,
beschleunigen diese Reaktionen stark und verleihen ihnen
auBerordentliche Spezifitit.

Im Jahre 1926 kristallisierte James B. Sumner das Enzym
Urease und identifizierte es als Protein. Skeptiker argumen-
tierten, daB die enzymatische Aktivitdt moglicherweise von
einer im Pridparat in Spuren vorhandenen Verunreinigung
statt vom Protein stammen kénnte!!], und es dauerte weitere
zehn Jahre, bis Swumners Entdeckung allgemein anerkannt
war. Als mehr und mehr Proteinenzyme gefunden wurden,
schien es, als ob ausschlieBlich Proteine als Biokatalysatoren
fungierten. In den Jahren 1981 und 1982 entdeckten meine
Forschungsgruppe und ich, daB eine Ribonucleinsidure
(RNA), genetisches Material, dazu fahig ist, die eigenen Nu-
cleotidbindungen zu spalten und wieder zusammenzufiigen.
Zum ersten Mal wurde so die Bildung eines katalytisch akti-
ven Zentrums durch eine selbstspleiBende Ribonucleinsdure
nachgewiesen.

In diesem Vortrag gebe ich aus meiner Sicht die Ereignisse
wieder, welche zur Entdeckung des RNA-Selbstspleifiens
und des Katalysepotentials der RNA fiihrten. Finmal mehr
wird deutlich, auf welchen Umwegen die Forschung oft zum
Ziel kommt. Die Entscheidung, unsere friihen Experimente
so ausfiihrlich zu beschreiben, fithrt dazu, daB vieles, was uns
heute iiber das System bekannt ist, nicht zur Sprache kom-
men wird. Fiir eine umfassendere Betrachtung des Selbst-
spleiBmechanismus und der Struktur der RNA von Tetrahy-
mena sowie der RNA-Katalyse im allgemeinen sei deshalb
auf eine Anzahl kiirzlich erschienener Ubersichtsartikel ver-
wiesenl2~ 7). Auch mégliche medizinische und pharmazeu-
tische Implikationen der RNA-Katalyse sind kiirzlich be-
schrieben worden!®l.

Warum Tetrahymena?

In den friihen siebziger Jahren, bevor rekombinante DNA
verfiigbar war, wurden Struktur und Funktion von euka-
ryontischen Chromosomen meist an vollstindigen Genomen
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untersucht. Ich forschte zu der Zeit mit John Hearst in Ber-
keley und Mary Lou Pardue am Massachusetts Institut of
Technology (MIT) iiber die Organisation von DNA-Sequen-
zen und chromosomalen Proteinen im Genom der Maus.
Wihrend meines Aufenthaltes am MIT machte mich dieser
globale Ansatz zunehmend unzufrieden, und ich fragte mich,
wie man zu einem detaillierteren Verstindnis von Struktur
und Figenschaften einzelner Gene gelangen konnte. Als ich
dann 1978 mein eigenes Labor in Boulder aufbaute, lenkte
ich dementsprechend meine Aufmerksamkeit ausschlieBlich
auf die rDNA (Gen fiir die groBen ribosomalen RNAs) des
Wimperntierchens Tetrahymena (Abb. 1).

Abb. 1. Tetrahymena thermophila mit dem transkriptionsaktiven Makronu-
cleus und dem Mikronucleus der Keimzellen.

Im Gegensatz zu den meisten im Zellkern enthaltenen Ge-
nen, welche in riesige Chromosomen eingebettet sind, befin-
den sich die Gene fiir die rRNA in Tetrahymena auf kleinen
DNA-Molekiilen in den Nucleoli, d.h. sie liegen extrachro-
mosomal vor'® 1%, AuBerdem wird das Gen im transkrip-
tionsaktiven Makronucleus auf ca. 10000 Kopien amplifi-
ziert!! 11 Hierdurch gelang es, eine signifikante Menge rDNA
zu isolieren. Die Fihigkeit, das Gen zu reinigen, war an sich
noch keine groBe Leistung, da zu dieser Zeit schon gentech-
nische Methoden verfiigbar waren, die im Prinzip die Isolie-
rung und Sequenzierung jedes Gens ermdglichten. Reizvoll
war dagegen die Aussicht, das Gen vollstindig mit allen
assoziierten Strukturproteinen und den Proteinen, die die
Transkription (die Synthese einer RNA-Kopie durch RNA-
Polymerase) regulieren, isolieren zu kénnen.

Fin Merkmal der Tetrahymena-rDNA, das mich zu der
Zeit nur am Rande interessierte, war die Anwesenheit einer
intervenierenden Sequenz (IVS oder Intron), welche die
rRNA-codierenden Sequenzen der rDNA in einigen Stim-
men der Tetrahymena pigmentosa unterbrach!!?!, Wihrend
des Kartierens der fir RNA codierenden Regionen der
rtDNA von Tetrahymena thermophila fanden Don Rio und
ich, daB auch diese Spezies eine IVS in ihrer rDNA enthielt
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(Abb. 2; Cech und Rio'*?], unabhiingig dazu beschrieben von
Din et al.I'#l). Obwohl intervenierende Sequenzen erst zwei
Jahre vorher von Phil Sharp et al. am MIT und einer Gruppe
im Cold-Spring-Harbor-Laboratorium entdeckt worden wa-
ren, hatte man schon eine groBe Anzahl gefunden. Die Ent-
deckung einer neuen IVS war also kein Grund, unseren Plan,
die die rDNA-Transkription regulierenden Proteine zu un-
tersuchen, zu dndern.
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Abb. 2. A) Elektronenmikroskopische Aufnahme der fiir RNA codierenden
Abschnitte der T-thermophila-TDNA. Die ausgereifte, processed rRNA wurde
unter R-Loop-Bedingungen zur DNA hybridisiert. In der Interpretation stelit
jede durchgezogene Linie einen DNA-Einzelstrang und jede gestrichelte Linie
einen RNA-Strang dar (nach [13]). BP: Basenpaar. B) Die pre-rRNA; diinne
Linien stellen die Abschnitte dar, die wahrend des Processings entfernt werden,
und offene Kdsten reprisentieren ausgereifte rRNA-Sequenzen. Numerierte
Pfeile indizieren die gew6hnliche Abfolge der Schritte des RNA-Processings: 1)
SpleiBen, 2—4) endonucleolytische Spaltungen.

RNA-Spleiflen in vitro

Der erste Schritt zum biochemischen Aufschliisseln des
Transkriptionsprozesses war, herauszufinden, ob die rRNA-
Synthese in einem zellfreien System vonstatten gehen wiirde.
Wir isolierten hierzu Nuclei von 7. thermophila (die Nuclei
enthalten die RNA-Polymerase und die ribosomalen Chro-
matintemplate) und inkubierten diese mit den zur Transkrip-
tion benotigten Nucleosidtriphosphaten und Salzen. Zusétz-
lich gaben wir a-Amanitin zu, ein Pilzgift, das Polymerasen
inhibiert, die mRNA, tRNA und andere kleine RNAs trans-
kribieren, um uns auf die Synthese der groBen rRNAs kon-
zentrieren zu konnen.

Medical Institute ist.

Die Produkte dieser in-vitro-Transkriptionsversuche wur-
den durch Gelelektrophorese getrennt. Sie bestanden aus
Gemischen von RNAs mit hoher Molmasse (> 26 S), der
GroBe, die man fiir ungekiirzte pre-rRNA erwartet (Abb. 3).
Ferner lieB sich ein einheitliches Produkt mit niedriger Mol-
masse (ca. 9 S) isolieren. Bei dieser kleinen RNA, die nach
der Transkription entstanden war!! %], schien es sich um eine
der kurzen pre-rRNA-Regionen zu handeln, welche wéh-
rend des Reifungsprozesses herausgeschnitten und letztend-
lich vernichtet werden. Die in Frage kommenden Regionen
waren ein externer, transkribierter Spacer am $-Ende, die
internen, transkribierten Spacer, welche die 5.8 S-TRNA
flankieren, und die IVS (vgl. Abb. 2 B). Mehr aus Neugier als
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Abb. 3. Transkription und SpleiBlen der pre-rtRNA in isolierten T-thermophila-
Nuclei in vitro. Bahnen 1-4: RNA, die durch Inkubation der Nuclei (5—
60 min) bei 30 °C entstanden ist. Die 0.4 Kilobasen-Spezies ist freigesetzte IVS-
RNA. Bahnen 5 und 6: Gereinigte Tetrahymena-26S- und -17S-rRNAs, die als
Molgewichtsstandard dienen. Die RNA wurde durch Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese analysiert (nach {15]).

aus der Uberzeugung heraus, daB die Resultate von zentraler
Bedeutung fiir unsere Forschungsziele sein wiirden, ermutig-
te ich Art Zaug, die Sequenzen, welche die kleine RNA co-
dierten, zu identifizieren. Er bestitigte, daB die kleine RNA
im rRNA-Gen codiert war und ordnete sie der intervenieren-
den Sequenz zul!3- 161,

Diese Entdeckung war auflerst aufregend: Die intervenie-
rende Sequenz, die als Teil der pre-rRNA in unserer in-vitro-
Transkriptionsreaktion synthetisiert wurde, wurde auch in
vitro sauber aus der pre-rRNA herausgetrennt. Obwohl das
Interesse am Mechanismus des RNA-Spleiiens groB
war!'7 =20 war nur ein anderer Fall bekannt — pre-tRNA in
Hefe —, in dem RNA-Spleilen in vitro nachgewiesen werden
konnte!2!:22], Es schien begriindet, anzunehmen, daB3 die
rRNA in Tetrahymena iiber einen grundsitzlich anderen
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Weg gesplei3t wurde als die tRNA in Hefe. Dies rechtfertigte
ein detailliertes Studium beider Systeme.

Jede Tetrahymena-Zelle enthilt 10000 identische Gene,
von denen jedes einzelne ungespleiBte pre-rRNA mit einer
Geschwindigkeit von einer Kopie pro Sekunde produziert.
Ich iiberlegte mir, daB das fiirs SpleiBen ursdchliche Enzym
in ungewohnlich hoher Konzentration im Zellkern vorliegen
miisse, um diese Reaktionsgeschwindigkeit zu bewirken, was
seine Isolierung erleichtern konnte. DaB ein ,,SpleiBenzym*
im traditionellen Sinn gar nicht existiert, sondern daB etwas
viel Interessanteres auf uns wartete, ahnten wir zu diesem
Zeitpunkt nicht.

Unerkanntes Selbstspleifien

Unsere Strategie zur Reinigung des SpleiBenzyms war
konventionell: Wir suchten Bedingungen, unter denen pre-
rRNA-Transkription stattfand, das SpleiBen aber inhibiert
wurde, um dann die angereicherte pre-rRNA zu reinigen und
als Substrat zu verwenden. Die pre-RNA wollten wir dann
mit Extrakten von Tetrahymena-Zellkernen behandeln, von
denen wir schon wuBten, daB sie SpleiBaktivitdt hatten, und
die SpleiBreaktion durch Gelelektrophorese verfolgen.
SchlieBlich wiirden wir immer reinere, aktive Unterfraktio-
nen des Zellkernextraktes isolieren, um am Ende reines
SpleiBenzym zu erhalten.

Das ungespleiBite pre-rRNA-Substrat konnte ohne Kom-
plikationen isoliert werden!?3\. Ars Zaug reinigte diese RNA
durch gewohnliche SDS-Phenol-Extraktion (SDS = Natri-
umdodecylsulfat) und verwendete sie anschlieBend in einer
Reihe von SpleiBreaktionen. Ein Satz Reagensgléser enthielt
dabei Substrat-RNA und Zellkernextrakt in der gleichen L6-
sung von Nucleotiden und Salzen, in der wir auch die RNA-
Transkription und das SpleiBen mit intakten Zellkernen
durchgefiihrt hatten. Ein weiteres Reagensglas, welches bis
auf den Zellkernextrakt die gleichen Komponenten enthielt
wie die anderen Reagensglédser, diente als ,,SpleiB-Minus*-
Kontrollprobe.

Gleich der erste Versuch war erfolgreich: Die RNA in den
Reagensgldsern mit Zellkernextrakt erzeugte eine kleine, fiir
die IVS charakteristische Bande. Erstaunlicherweise bildete
sich jedoch in der Kontrollgsung, in der die RNA nur mit
Salzen und Nucleotiden inkubiert worden war, die gleiche
Menge an IVS. ,,Nun, Art, das sieht ja sehr ermutigend aus,
nur miissen Sie irgendeinen Fehler bei der Herstellung der
Kontrollprobe gemacht haben‘. Die sorgfaltige Wiederho-
lung des Experiments fiihrte jedoch zum gleichen Ergebnis:
IVS wurde unabhéngig von der Anwesenheit des Zellkernex-
traktes und daher anscheinend unabhingig von jeglichem
Enzym freigesetzt. Ich befiirchtete, daB wir gar nicht RNA-
SpleiBen beobachteten; vielleicht war die RNA, die wir als
,,Vorldufer bezeichneten, schon in vivo gespleiit worden,
und was wir in vitro beobachteten, war moglicherweise nur
irgendeine Desaggregation oder Freisetzung der IVS aus be-
reits gespleiBter RNA. Es war ganz klar, daB es sich nur
lohnte, die Reaktion weiter zu untersuchen, wenn es uns zu
zeigen geldnge, daB die chemische Transformation in vitro
ablief und daB} dabei das gleiche Spalten und Kniipfen von
Bindungen stattfand wie in lebenden Zellen. Wir muBten uns
also ein wenig RNA-Chemie beibringen.
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Das Mysterium des zusiitzlichen G’s

Um die Genauigkeit des RNA-SpleiBens in den Zellker-
nen zu untersuchen, entschieden wir uns, die Nucleotidse-
quenz des IVS-RNA-Produktes zu bestimmen. Da wir schon
wuBten, daB das IVS-Produkt von der IVS-Region der
rDNA stammte und diese im Rahmen der Fehlergrenzen
die richtige Linge hatte, um der gesamten IVS zu entspre-
chen, war nicht zu erwarten, da8 dieses Vorgehen zu einer
besonderen Erkenntnis fithren wiirde. Als Art Zaug die
RNA am 5-Ende mit 3P markierte und sie dann den Se-
quenzierungsreaktionen unterzog, fand er die Sequenz 5'-
GAAAUAGNAA . .. (wobei N fiir ein nicht identifiziertes
Nucleotid steht). Die DNA-Sequenz an der Ubergangsstelle
zwischen Exon und IVS war fiir T. pigmentosa schon von
Wild und Sommer'?*! bestimmt worden, und Nancy Kan in
Joe Galls Laboratorium war dabei, die entsprechende Se-
quenz fiir T. thermophila zu bestimmen. Aus der T.-thermo-
phila-DNA-Sequenz konnte entnommen werden, dal die
IVS-RNA mit §-AAAUAGCAA ... beginnen wiirde.

Also stimmte unsere RNA-Sequenz bis auf das zusétzliche
G am 5'-Ende vollkommen mit der DNA-Sequenz iiberein.
Art Zaug tiberpriifte mehrmals mit groBter Genauigkeit und
unter Anwendung verschiedenster enzymatischer und chro-
matographischer Verfahren die Identitdt dieses terminalen
Nucleotids, bis feststand: Die IVS-RNA begann mit einem
normalen Guanosinrest, der mit dem néchsten Nucleotid
iiber eine 3'-5-Phosphodiesterbindung, wie sie von RNA-
Polymerase gebildet wird, verkniipft war. Es schien klar, da3
jemandem im Gall-Laboratorium, das fiir die hohe Qualitat
seiner Forschung bekannt ist, ein Fehler unterlaufen sein
mubte. Wir riefen an und teilten ihnen mit, daB sie den groB-
ten Teil der Sequenz richtig bestimmt, aber offenbar ein G
direkt am 5-Ende der IVS iibersehen hitten. Zu unserer
groBten Uberraschung verteidigten sie jedes Nucleotid ihrer
Sequenz: keinerlei UngewiBheit beziiglich der DNA-Se-
quenz, zumindest in dieser Region, und keine Chance fiir ein
G an der 5'-SpleiBstelle.

Ungefihr zur gleichen Zeit versuchte ich, die minimal not-
wendigen Komponenten fiir das Freisetzen der IVS aus pre-
rRNA zu bestimmen. Die urspriinglichen Experimente wa-
ren in einem ,, Transkriptionscocktail* durchgefiihrt worden,
welcher alle vier Nucleosidtriphosphate als Bausteine fiir die
RNA-Synthese enthielt. Ich fand heraus, daB3 die Abwesen-
heit von dreien der NTPs keinen Einflufl auf die Reaktion
hatte. Nur das vierte, GTP, wurde in mikromolarer Konzen-
tration bendtigt. Dariiber hinaus fand die Freisetzung der
IVS nur in Gegenwart MgCl, statt und wurde durch be-
stimmte Salze wie (NH,),SO, stimuliert.

War es Zufall, daB ausgerechnet GTP, das Nucleotid, das
fiir die Freisetzung der IVS benétigt wurde, auch am 5'-Ende
der herausgetrennten IVS gefunden wurde? Oder gab es viel-
leicht einen kausalen Zusammenhang zwischen den beiden
Beobachtungen? Die einfachste Hypothese war, daB GTP
wihrend des SpleiBens an das 5'-Ende der IVS gekniipft
wurde. Die Uberpriifung dieser Hypothese war einfach:
Man mische 32P-markiertes GTP mit unmarkierter pre-
rRNA und schaue anschlieBend, ob die IVS wihrend ihrer
Freisetzung markiert worden ist.

Dieses Experiment war das sonderbarste, das ich jemals
durchgefiihrt habe! Einerseits konnte ein erfolgreicher Ver-
lauf nach allem, was wir iiber das System wuBten, vorausge-
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sagt werden, andererseits erschien es unglaublich naiv und
unrealistisch, anzunehmen, daB3 schlichtes Mischen eines
Nucleotids mit einer Phenol-extrahierten und Proteinase-be-
handelten RNA zur Bildung einer neuen kovalenten Bin-
dung fithren kdnne. Ich wollte auf jeden Fall vermeiden,
mich vor meinen Doktoranden und Kollegen zu blamieren,
und fiihrte daher das Experiment in aller Stille durch.

Am néchsten Tag lieB ich das Gel laufen und bildete es
autoradiographisch auf einem Rontgenfilm ab. In der Probe,
die ¥?P-GTP und MgCl, enthielt, erschien ein deutliches Ra-
dioaktivititssignal an der Stelle der IVS-RNA. Dagegen ent-
hielt weder die Probe mit *2P-GTP, aber ohne MgCl,, noch
die Probe, in der das 3?P-GTP durch 32P-ATP ersetzt war,
radioaktiv markierte TVS.

Wihrend der ndchsten Wochen bestdtigten wir einige
Hauptcharakteristika der Reaktion. Der GTP-Einbau war
stochiometrisch, ein GTP pro IVS-RNA. Das GTP wurde
ausschlieBlich an das 5-Ende der IVS unter Bildung einer
3’-5'-Phosphodiesterbindung addiert. SchlieBlich war das
Triphosphat unnétig, auch GMP und sogar Guanosin waren
aktiv. Durch letztere Beobachtungen wurde die ansonsten
sehr plausible Hypothese hinfallig, da GTP wie ATP im
Fall der T4-Phage-Ligase als Energiequelle fiir die Ligation
diene. Wire diese Hypothese zutreffend gewesen, so hitten
Verbindungen wie GMP und Guanosin, in denen die Phos-
phorsdureanhydridgruppe fehlt, inaktiv sein miissen.

Es waren nur einige Augenblicke des Nachdenkens nétig,
um die neuen Erkenntnisse in einen einfachen SpleiBmecha-
nismus umzusetzen: Die Addition von Guanosin an das
Phosphoratom der 5'-SpleiBistelle muBte iiber einen Transfer
des Phosphatesters oder iiber eine Umesterung verlaufen
(Abb. 4 A). Eine solche Reaktion wiirde das 5'-Exon freiset-
zen und dabei eine neue 3'-Hydroxygruppe am 3'-Ende hin-
terlassen. Der einfachste Weg von einem solchen Zwischen-
produkt zu den beobachteten Endprodukten wire der iiber
eine zweite Umesterung: Angriff der 3’-Hydroxygruppe des
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5'-Exons auf die 3'-SpleiBstelle. Ein e¢inziges, aktives Zen-
trum fiir die Umesterung konnte demzufolge die gesamte
SpleiBreaktion bewirken.

Das Modell in Abbildung 4 A ist, seit wir es im Jahre 1981
erstmals beschrieben und im Jahre 1982 genauer dargestelit
haben, nur geringfiigig geindert worden!?3: 251, Mit diesem
Modell konnte mittlerweile eine ganze Reihe anderer IVS-
katalysierter Reaktionen vorausgesagt werdenl?® 271, Das
Modell ist auBerdem durch Isolierung und Charakterisie-
rung der vorgeschlagenen Zwischenprodukte!?8!, durch De-
monstration der Reversibilitit der Reaktionen!?® 3% und
durch Bestimmung des stereochemischen Ablaufs3!'321 ypn-
termauert worden. In Abbildung 4 B ist ein Sy2-(P)-Mecha-
nismus fiir die Umesterung auf atomarem Niveau darge-
stellt.

Erkennen des Selbstspleifiens

Die Guanosinaddition lieferte uns den Beweis, den wir
brauchten: In unserer einfachen in-vitro-Spleifireaktion
wurden spezifische RNA-Bindungen gebrochen und ge-
kniipft. Eine chemisch so komplizierte Reaktion zwischen
sehr unreaktiven Molekiilen war mit Sicherheit katalysiert
worden. Was aber war der Katalysator?

Unsere erste Vermutung war, daB die SpleiBaktivitit von
einem Protein herriihrte, welches fest (moglicherweise auch
kovalent) an die aus den Tetrahymena-Zellkernen isolierte
pre-rRNA gebunden war. Es muBte sich um einen sehr unge-
wohnlichen Protein-RNA-Komplex handeln, um die ver-
schiedenen Torturen zu tliberleben, die wir ihm angetan hat-
ten: Kochen in Gegenwart des Detergens SDS, SDS-
Phenol-Extraktion bei 65°C und ldngere Behandlung mit
unspezifischen Proteasen (Abb. 5). Die Ernsthaftigkeit, mit
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Abb. 4. A) SelbstspleiBen der Tetrahymena-pre-rRNA iiber eine Abfolge von Umesterungen. Gerade Linien: Exons (ausgereifte rRNA-Sequenzen), geschlingelte
Linie: IVS, Kreis: Phosphat der 5'-Spleifistelle, Quadrat: Phosphat der 3'-SpleiBstelle, Karo: Phosphat an der Cyclisierungsstelle. B) Modell fiir den ersten Schritt, in
dem das Phosphoratom an der 5'-Spleifistelle von der 3'-Hydroxygruppe des Guanosins nucleophil angegriffen wird. Die Hypothese eines ,,in-line-S,2-Angriffes** mit
Inversion der Konfiguration am Phosphor wurde inzwischen bestitigt [31]. Die Hypothese einer Saure-Base-Katalyse und der Koordination des Mg?®-lons an die
Phosphatgruppe, wodurch die Elektrophilie des Phosphoratoms erhsht und der trigonal bipyramidale Ubergangszustand stabilisiert wiirde, ist noch nicht untersucht
worden (nach {3]).
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der wir dieser Vermutung nachgingen, zeigt eindrucksvoll,
wie sehr wir von der herrschenden Meinung, nur Proteine
seien zur hocheffizienten und spezifischen biologischen Ka-
talyse befdhigt, beeinfluBt waren.

Abb. 5. Das Herausschneiden der IVS-RNA und die Cyclisierungsaktivitit
sind resistent gegen Behandlung mit Protease. Bahn S: durch SDS-Phenol-Ex-
traktion gereinigte pre-TRNA. Diese RNA wurde anschlieBend ausgiebig mit
Protease behandelt (NT: nicht behandelt). Inkubation mit GTP erfolgte entwe-
der in Abwesenheit von MgCl, (Bahnen —) oder in Gegenwart von 10 mm
MgCl, (Bahnen +). Die Freisetzung der IVS-RNA in Form eines linearen
Molekiils (L) und die darauffolgende Uberfithrung in die zirkulire Form (C)
wurden durch die Proteasebehandlung nicht beeintrichtigt. Bahn M: isolierte
lineare und zirkuldre IVS-RNAs (nach [96]).

Eine alternative Hypothese war folgende!?3!:

,»The resistance of the splicing activity to phenol extrac-

tion, SDS and proteases can also be interpreted in a more
straightforward manner. The rRNA precursor might be able
to undergo splicing without the participation of a protein
enzyme. A portion of the RNA chain could be folded in such
a way that it formed an active site or sites that bound the
guanosine cofactor and catalyzed the various bond-cleavage
and ligation events. If one of the RNA molecules produced
in the reaction (for example, the free IVS) retained is activity
and catalyzed additional splicing events, then it would be an
example of an RNA enzyme.*

Wihrend wir auf der Suche nach dem mit der pre-rRNA
verkniipften Protein ein negatives Ergebnis nach dem ande-
ren bekamen, schien die alternative ,,nur-RNA-Hypothese*
immer attraktiver. Wie aber sollten wir ihre Giiltigkeit
nachweisen?

Die denkbar beste Strategie war, die RNA so zu syntheti-
sieren, daB sie niemals mit Tetrahymena-Zellen, unserer bis-
lang einzigen RNA-Quelle, in Kontakt kam. Die Totalsyn-
these einer RNA von der GroBe der pre-rRNA oder auch
nur der IVS war zu der Zeit (und ist heute noch) technisch
unméglich. Der zweitbeste Ansatz war, die RNA aus einem
rekombinanten DNA-Templat mit gereinigter RNA-Poly-
merase herzustellen.

Ein bakterielles Plasmid, das fiir die IVS und einen Teil der
flankierenden rRNA-Sequenzen codierte und das fiir die
Transkription mit Escherichia-coli-RNA-Polymerase geeig-
net war, war bereits in Kelly Krugers Laboratorium konstru-
iert worden. Die urspriingliche Idee war gewesen, die Synthe-
se groBer Mengen pre-rRNA zu erleichtern, mit deren Hilfe
dann die SpleiBenzyme isoliert werden sollten. Die Clonie-
rung dauerte sehr viel ldnger als angenommen, so da3 wir
zum Zeitpunkt ihrer Vollendung das Plasmid sehnlichst fiir
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einen ganz anderen Zweck haben wollten: um synthetische
pre-rRNA fiir den SelbstspleiBtest herzustellen.

Das Plasmid wurde in E. coli geziichtet, vorsichtig depro-
teiniert und unter Bedingungen, von denen wir wuBten, dal
sie das SpleiBen inhibierten, mit gereinigter E.-coli-RNA-Po-
lymerase inkubiert. Die Polymerase wurde anschlieBend ver-
nichtet und die RNA unter denaturierenden Bedingungen

pre-rRNA
17S 58S 26S
- A4 A ,IE 7Y l S
4 /
Symmetrieachse Pid Y
e /
- /
/// /
/
i /
//’ 1.6kb-Hind-III- //
Qﬁ; P rDNA y;

Abb. 6. Plasmid fiir die Synthese einer kiinstlichen, verkirzten Version der
pre-tRNA. Oben: Diagramm der natiirlichen pre-RNA. Die transkribierten
Spacer sind als weiBe Kistchen, die ausgereifte rRNA als schwarze Kastchen
und die IVS als schraffierte Kéistchen dargestellt. Mitte: Die T.-thermophila-
rDNA. Eine Hilfte der palindromischen rDNA ist abgebildet. Unten: Plasmid
pIVS11. Das 1.6 Kilobasen-Hind-III-Fragment der rDNA befindet sich neben
dem E.-coli-RNA-Polymerase-Promoter P,,.. Schnittstellen fiir Restriktionsen-
donucleasen sind Hind IIT (Dreieck) und Eco RI (Raute) (nach [34]).

durch Gelelektrophorese gereinigt. Durch Zugabe von GTP,
MgCl, und Salz wurde die IVS aus dieser kiinstlichen, ver-
kiirzten pre-rRNA freigesetzt. Die Stelle, an der GTP die
RNA-Kette spaltete, war genau die Stelle, die als 5'-SpleiB-
stelle in vivo diente, was uns zuversichtlich machte, daB das
SelbstspleiBen auch in lebenden Systemen von Bedeutung
sei.

Wir hielten eine eher ruhige Feier im Laboratorium ab.
Von Champagner befliigelt erstellten wir eine Liste mogli-
cher Namen fiir RNA-Molekiile, die dazu fahig sind, die
Aktivierungsenergie fiir eine spezifische biochemische Reak-
tion herabzusetzen. Dies war der Moment, in dem wir be-
schlossen, Ribonucleinsduren mit enzymédhnlichen Eigen-
schaften ,,Ribozyme* zu nennen.

Zirkulire RNA

Gleichzeitig mit unseren Untersuchungen des pre-tRNA-
SpleiBlens in isolierten Zellkernen verfolgten wir ein post-
SpleiB3-Phidnomen: die Umwandlung der freigesetzten I'VS in
zirkuldre RNA in isolierten Tetrahymena-Nucleil®3!, Die zir-
kulidre Form iiberstand die Behandlung mit Proteasen und
denaturierenden Reagentien, was darauf schlieBen lieB, daB
es sich um eine kovalent geschlossene zirkulire RNA han-
deln miisse. Bei der Charakterisierung entdeckte Paula Gra-
bowski, damals Doktorandin, daB die Cyclisierung mit
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griindlich deproteinierter RNA in einfachem MgCl,-Puffer
ablief. Ich miBdeutete ihre Beobachtung einer proteinfreien
Cyclisierung als Artefakt einer unvollstindig denaturierten
linearen RNA. Als sich die Experimente als reproduzierbar
erwiesen, trostete ich mich damit, da3 zwei Forscher, Zaug
und Grabowski, die zwei unterschiedliche Reaktionen unter-
suchten, SpleiBen und Cyclisieren, katalytische Aktivitét in
Abwesenheit von Protein fanden. Zwei merkwiirdige Resul-
tate waren mir irgendwie behaglicher als eines. Beide Beob-
achtungen wurden verstindlich, als wir herausfanden, daB3
die sich selbst spleiBenden Plasmidtranskripte eine IVS-
RNA bildeten, die selbst cyclisierte!>*]. Die zirkulire IVS-
RNA bildete sich nicht durch Aneinanderfiigen der Enden
der linearen Form, sondern das 3'-Ende der linearen IVS
griff ein internes Phosphoratom in der Nihe des 5-Endes
der Verbindung an und spaltete dabei ein kleines Oligonu-
cleotid vom 5-Ende ab (Abb.4A). Die Cyclisierung be-
ruhte also genau wie das RNA-Spleifien auf einer Umeste-
rung!?6l,

Wie macht es die RNA?

Auf den ersten Blick scheint die RNA schlecht zur Kataly-
se geeignet zu sein. Mit ihren vier recht dhnlichen Basen
scheint sie kaum dazu fiahig, eine spezifische, substratbinden-
de Tasche zu bilden. Die 20 in Proteinen vorkommenden
Aminosduren variieren dagegen stark in Grée und Form
und sind teils hydrophob, teils hydrophil. Fiir chemische
Reaktionen fehlen der RNA Gruppen, die bei ungefdhr neu-
tralem pH-Wert ionisierbar sind, wohingegen Proteine Histi-
din und Cystein (pK,-Werte zwischen 6 und 8) enthalten. Wie
war es also moglich, daB die Tetrahymena-IVS eine Umeste-
rung katalysieren konnte?

Erste Einblicke in den katalytischen Mechanismus erhiel-
ten wir durch detaillierte Studien dariiber, welche Eigen-
schaften des Guanosins unabdingbar waren. Brenda Bass
untersuchte jedes verfiigbare Guanosinanalogon und fand
groBe Unterschiede in ihrer Reaktivitit!3® 61, Derivate, die
sperrige Substituenten an der 7- oder 8-Position des Guanin-
rests oder der 5'-Position des Zuckers enthielten, waren ge-
nauso aktiv wie Guanosin — diese Positionen traten also
nicht mit der IVS-RNA in Wechselwirkung. Manche Deriva-
te waren zwar voll aktiv, jedoch nur in hoher Konzentration,
wahrend andere als Substrate inaktiv waren, aber die Reak-
tion von Guanosin kompetitiv inhibierten. Auf der Grundla-
ge der K- und K-Werte dieser Guanosinanaloga war es uns
moglich, die Beitrdge zur freien Energie einzelner funktio-
neller Gruppen des Guanosins zu bestimmen. Alle Daten
deuteten auf eine wohldefinierte Bindungsstelle fiir das Gua-
nosin in der IVS hin. Diese Bindungsstelle konnte kiirzlich
auf duBerst elegante Weise von Michel et al.l*”! bestimmt
werden.

Die Existenz einer Guanosin-bindenden Stelle erklirte die
hohe Spezifitat fiir dieses Nucleosid. Zusétzlich sollte die
G-bindende Stelle durch Orientierung des Nucleophils zum
Phosphatrest der 5'-SpleiBstelle substantiell zur Reaktions-
beschleunigung beitragen. Die RNA-Katalyse erschien
plotzlich im gewohnten Kontext: Der durch Bildung eines
spezifischen Enzym-Substrat-Komplexes herbeigefiihrte En-
tropieverlust und die Orientierung reagierender Gruppen
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sind von grundliegender Bedeutung fiir die Katalyse durch
Proteinenzymel38: 39,

Auch der andere Reaktant im ersten Umesterungsschritt,
das Phosphoratom an der 5-SpleiBstelle, wird durch eine
bindende Wechselwirkung in der richtigen Position gehalten.
Wie zuerst von Davies et al."*® vorgeschlagen und auch aus
den Modellen von Michel et al.*!! ersichtlich, werden die
letzten Nucleotide des 5'-Exons durch Basenpaarung an die
5'-Exon-Bindungsstelle der IVS gebunden. Diese bindende
Wechselwirkung bestimmt einerseits die Stelle, an der das
Guanosin addiert wird, und hilt andererseits das 5’-Exon in
Position fiir den zweiten Schritt des SpleiBens, die Exonliga-
tion 27451,

Die I'VS bewirkt jedoch viel mehr als nur das Positionieren
der reaktiven Gruppen. In Abwesenheit von Guanosin wer-
den spezifisch die Phosphodiesterbindungen der Spleiistel-
len hydrolysiert, wobei sich 5-Phosphat- und 3’-Hydroxyter-
mini bilden!?%:4¢), Eine 3'-Hydroxygruppe entsteht auch
beim SelbstspleiBen, nicht aber bei der unspezifischen alkali-
schen Hydrolyse der RNA. Diese regiospezifische Hydrolyse
deutet auf die Fahigkeit der IVS hin, die Phosphate der
SpleiBstellen zu aktivieren (oder moglicherweise das Nucleo-
phil, wobei OH® sowie die Guanosin-Hydroxygruppe akti-
viert werden miiBten). Obwohl die strukturelle Grundlage
dieser Aktivierung unbekannt ist, ist die Annahme begriin-
det. daB die Struktur des pentakoordinierten Phosphor-
atoms im Ubergangszustand stabilisiert ist und daB eine spe-
zifische Koordination eines Mg2®-Ions vorliegt!3 46749,
Man findet also im Prinzip die Katalysestrategie von Prote-
inenzymen auch in RNA-Katalysatoren.

Nicht nur Tetrahymena

Wahrend wir uns mit der Charakterisierung des Spleilens
in Tetrahymena beschiftigten, fragten wir uns -auch, wann
(und vielleicht ob) verwandte intervenierende Sequenzen in
anderen Organismen gefunden werden wiirden. Die Unter-
schiede in den Nucleotidsequenzen in der Nihe der Spleil3-
stellen machten es unwahrscheinlich, daB3 das Tetrahymena-
rRNA-SpleiBen mit nuclearem tRNA- oder mRNA-
SpleiBen verwandt sein wiirde. Verwandte intervenierende
Sequenzen kamen aus einer ganz unerwarteten Richtung —
sie wurden in Hefemitochondrien gefunden. Da Mitochon-
drien, die von symbiotischen Prokaryonten abstammen, nor-
malerweise keine Gene oder Modi der Genexpression haben,
die denen der Eukaryonten dhneln, war dies vollkommen
unvorhersehbar. Hinzu kommt noch, da3 Hefe evolutionir
sehr weit von Tetrghymena entfernt ist.

Im Jahre 1982 identifizierten mehrere Forschungs-
gruppen kurze konservierte Sequenzelemente in einer
Gruppe von intervenierenden Sequenzen aus Pilzmitochon-
drien#%-41.39 Dje Forschungsgruppen um Miche/1*!! und
um Davies'*®) erkannten auBerdem, daB die konservierten
Sequenzbldcke einen Satz von kurzen basengepaarten Re-
gionen bildeten, die dazu dienen, die intervenierenden Se-
quenzen in die gleiche Grundstruktur zu falten (Abb. 7
oben). Michel nannte diese intervenierenden Sequenzen
Group-I-Introns, um sie von einer zweiten Gruppe mito-
chondrialer Introns, die andere gemeinsame Strukturele-
mente haben, zu unterscheiden 1),
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Die Tetrahymena-rRNA-1VS enthilt die konservierten Se-
quenz- und Sekundarstrukturelemente, die charakteristisch
fiir die mitochondriale Gruppe I sind™®!- 521, Ein sehr dhnli-
ches Strukturmodell wurde unabhingig durch Minimierung
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Abb. 7. Von Michel et al. [41] und Davies et al. [40] durch vergleichende Se-
quenzanalyse [97, 98] bestimmte Sekundirstruktur der Group-I-intervenieren-
den Sequenzen, Oben: Verallgemeinerte Struktur, in der die konservierten ba-
sengepaarten Elemente P1-P9 angedeutet sind. Die konservierten Sequenz-
elemente P, Q, R, S werden durch ihre hdufigsten Nucleotidsequenzen repriisen-
tiert. Gefiillte Pfeile: 5'- und 3'-SpleiBstellen. Offener Pfeil: Stelle, an der sich in
Group-IA-Strukturen eine zusitzliche Stammschleife befindet. — Unten: Se-
kundérstruktur der T.-thermophila-rRNA-IVS. Die 5-Exon-Bindungssteile
und der in den Group-I-IVS am stirksten konservierte Teil der Kernstruktur
sind schattiert. Die Guanosin-Bindungsstelle wurde von Michel et al. [37] be-
stimmt. Durch UV-Quervernetzung (X-Vernetzung) konnen die Tertidrstruk-
turwechselwirkungen bestimmt werden [99]. Kleinbuchstaben: Exons. Grof-
buchstaben: IVS (nach {4]).

der freien Energie entwickelt, wobei die experimentell be-
stimmten Stellen miteinbezogen wurden, an denen die gefal-
tete RNA von verschiedenen Nucleasen gespalten wird!®3),
Ein Strukturmodell nach heutigem Wissensstand ist in Ab-
bildung 7 unten dargestellt.

Die Konvergenz der beiden urspriinglich nicht in Zusam-
menhang stehenden Ideen war in verschiedener Hinsicht von
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Bedeutung. In bezug auf den SpleiBmechanismus war es un-
wahrscheinlich, daB das Tetrahymena-Intron einzigartig sein
wiirde; wir konnten daher unsere Kenntnisse iiber den Me-
chanismus durch Vergleich des Spleiiens verschiedener Mit-
glieder der Group-I-Introns erweitern. AuBerdem hatten wir
nun ein plausibles Modell fiir die Sekundéarstruktur der 7e-
trahymena-1VS zur Hand und konnten anfangen, Struktur/
Funktionszusammenhinge zu formulieren. SchlieBlich be-
stand die Moéglichkeit, daB der Ursprung der Tetrahymena-
rRNA und der Introns von Pilzmitochondrien durch ihre
Gemeinsamkeiten aufgekléirt werden wiirde; méglicherweise
waren es transponierbare Elemente mit der Fihigkeit, in
nucleare und mitochondriale Kompartimente einzudrin-
gent®3,

Warten auf Nummer Zwei

Falls die RNA-Katalyse von genereller Bedeutung fiir die
Biologie war, dann muBte es weitere Beispiele geben. Ob-
wohl 1982 und anfangs auch 1983 keine gefunden wurden,
gab es einige gute Kandidaten. Im Herbst 1983 schrieben wir
einen Artikel, in dem wir spekuliertent>3!:

,.Several enzymes, such as RNase P, 1,4-a-glucan bran-
ching enzyme and potato o-diphenol oxidase, have RNA
components essential for their catalytic activities. The pepti-
dyl transferase activity of ribosomes also requires an RNA-
protein complex. It remains to be seen whether the RNA is
directly involved in the active site of any of these ribonucleo-
protein enzymes.*

Als unser Artikel 1984 publiziert wurde, war die Spekula-
tion iiber RNase P schon iiberholt, denn Guerrier-Takada et
al.B’4 hatten berichtet, daB eine RNA die katalytische
Untereinheit dieses Ribonucleoproteinenzyms war. Anfang
1984 wurde bekannt, daB eine synthetische RNA aus E.-coli-
RNase P, die in vitro von einem rekombinanten DNA-Tem-
plat transkribiert worden war, ebenfalls intrinsische kataly-
tische Aktivitit hatte; die Mdglichkeit, daB die Katalyse von
einer Proteinverunreinigung herriihrte, war dabei ausge-
schlossen®*!, Ahnlich fungierte auch die RNA-Untereinheit
der Bacillus-subtilis-RNase P in vitro als Enzym!** 3¢1, Die
Entdeckung iiber die RNase P war sehr aufregend fiir uns,
nicht nur, weil sie ein zweites Beispiel fiir die Herabsetzung
der Aktivierungsenergie einer spezifischen biochemischen
Reaktion durch eine RNA lieferte, sondern auch, weil zum
ersten Mal bewiesen war, daB3 eine RNA eine Reaktion kata-
lysieren konnte, ohne dabei selbst eine Umwandlung zu er-
fahren. Die RNA-Katalyse war also nicht auf den Bereich
der intramolekularen Katalyse beschrinkt.

Wihrend des folgenden Jahres wurde {iber weitere selbst-
spleiBende Group-I-Introns berichtet. Garriga und Lambo-
witz!57 fanden heraus, daB die erste IVS der Cytochrom-b-
pre-mRNA von Neurospora-Mitochondrien sich in vitro
selbst spleifite. Etliche selbstspleiBende Group-I-RNAs aus
Hefemitochondrien wurden von Van der Horst und Ta-
bak'"® charakterisiert. Vollig unerwartet wurden selbst-
spleiBende Group-I-IVS’ in drei T4-Bacteriophage-mRNAs
entdeckt!®?~511; RNA-SpleiBen fand also auch in Proka-
ryonten statt. In allen diesen Fillen verlief das Spleifien iiber
die gleiche G-Additionsroute wie bei der Tetrahymena-
rRNA-IVS,
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selbstspleilend

Die mitochondrialen Group-II-IVS’ haben konservierte
Sequenzen und Sekundirstrukturelemente, die sich von de-
nen der Group-I-1VS’ unterscheiden!®!). Peebles et al.l5
und Van der Veen et al.I%3 entdeckten, daB pre-mRNAs mit
Group-II-1VS in vitro selbstspleiBend sind. Bei der Reak-
tion, die ohne Guanosin abliuft, entsteht eine verzweigte
,,Lariat“-Struktur. Der vorgeschlagene Mechanismus dieser
Reaktion ist in Abbildung 8 dargestellt.

Nucleare tRNA
enzymatisch

Nucleare mRNA
spleifosomal

Gruppe I1
selbstspleilend

Q %O

3 p S
l KINASE

Gruppe 1

.
e
s/

|
(L 7

|

4+

<

HO

+ +

O 7
HO HO
Abb. 8. Mechanismus des SpleiBens der vier Hauptgruppen von Vorldufer-
RNAs. Geschlingelte Linien indizieren intervenierende Sequenzen, gerade Li-
nien die flankierenden Exons. Zum SpleiBen der nuclearen mRNA assoziieren

viele Komponenten mit der pre-mRNA unter Bildung eines SpieiBosoms; nur
die kleinen Ribonucleoproteine U1 und U2 sind hier dargestellt (nach [102]).

Die grundlegende Chemie der selbstspleiBenden Group-
II-RNAs scheint die gleiche zu sein wie die der nicht selbst-
spleiBenden nuclearen pre-mRNAs. Fiir das Spleilen der
nuclearen mRNA muB sich aus dem Substrat und einem
groBen Komplex von Proteinen und kleinen nuclearen Ribo-
nucleoproteinen ein SpleiBosom bilden %4 ~%¢1. Die Ahnlich-
keit der Mechanismen fithrte zur Annahme, daB8 nucleares
mRNA-Spleifien auch RNA-katalysiert sein konnte, wobei
die kleinen nuclearen RNAs den groften Teil zur Katalyse
beitragen wiirden!34 671,

Erziirnte Enzymologen

Obwohl unsere Beschreibung des RNA-SelbstspleiBens
auf viele schockierend wirkte, wurde sie in wissenschaftli-
chen Kreisen schnell akzeptiert. Dagegen fiihrten die von
uns verwendeten Begriffe ,,Katalyse* und ,,enzyméhnlich*
zu heilen Debatten.

Unsere Griinde dafiir, die enge Beziechung zwischen RNA-
Selbstspleifien und biologischer Katalyse zu betonen, lassen
sich vielleicht besser im Kontext der in Tabelle 1 gegebenen
Definition verstehen. Ein erstes Kriterium fiir biologische
Katalyse ist, daf} sie eine Reaktionsbeschleunigung um den
Faktor 10° bis 103 bewirkt und dadurch Reaktionszeiten
auf ein fiir lebende Systeme brauchbares Zeitmal bringt.
Dieses Kriterium wird eindeutig vom Selbstspleillen erfiillt.
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Tabelle 1. Definition der Eigenschaften biologischer Katalysatoren (nach [95]).

Eigenschaft SelbstspleiBen L—-19-1VS
1. Reaktionsbeschleunigung + +
2. Spezifitdt + +
3. Regeneration des Katalysators - [a] +

[a] Nein, obwohl das aktive Zentrum wihrend der Reaktion erhalten bleibt.

Die Reaktionsbeschleunigung kann zwar nur fiir die vom
aktiven Zentrum einer RNA gesteuerte regioselektive Hy-
drolyse durch Hydroxid-Ionen quantifiziert werden; die Ge-
schwindigkeit selbst dieser relativ langsamen Nebenreaktion
ist jedoch 10'°mal so groff wie die geschitzte Geschwindig-
keit der unkatalysierten Reaktion (Abb. 9). Ein zweites Kri-
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Abb. 9. Die IVS hat ein duBerst effizientes katalytisches Zentrum. Die Ge-
schwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung (42 °C) fiir die alkalische Hydrolyse
der Phosphodiester sind logarithmisch dargestellt. Pfeile deuten auf die P—O-
Bindung, die gespalten wird. Oberhalb der Skala: Daten fiir Dimethylphosphat
und Ethylenphosphat von Kumamoto et al. [100] und Haake und Westheimer
[101]. Unterhalb der Skala: Hydrolyse der RNA, links unkatalysiert und rechts
durch das katalytische Zentrum der Tetrahymena-1VS katalysiert (nach [3]).

terium fiir biologische Katalyse, die auBergewohnliche Spe-
zifitit, ist auch bei Selbstspleireaktionen erfiillt: Das
selbstspleilende Molekiil selektiert beim ersten Schritt der
Reaktion Guanosin als angreifende Gruppe und ist fahig,
zwei der ca. 6000 Nucleotide in der pre-rRNA als SpleiBstel-
len auszuwahlen. Andererseits geht die IVS-RNA nicht vél-
lig unverdndert aus der von ihr katalysierten Reaktion her-
vor; aber der Zweck des SelbstspleiBens liegt ja iiberhaupt
nur darin, die pre-rRNA in verkniipfte Exons und herausge-
schnittene IVS zu iiberfithren. SchiieBlich haben die Enzy-
mologen den Begriff der intramolekularen Katalyse einge-
fithrt!38 3% 681 und wir glauben, daB diese Bezeichnung das
Selbstspleilen besonders gut beschreibt.

Die Enzymologen, die unseren Artikel (Bass und Cech!35))
rezensierten, waren alles andere als iiberzeugt. Alle drei Gut-
achter bekundeten groBes Interesse an unseren Daten, riig-
ten uns jedoch fiir unsere Naivitit beziiglich Enzymen, z. B.:

»,Enzymes are true catalysts: they speed the rate of a reac-
tion, but are themselves unchanged by the reaction. In the
present instance, the ribozyme acts in a *“‘one-shot’ reaction
and is permanently changed so that it can no longer cycle as
does a true catalyst. The authors are well aware of this, but
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appear to ignore this key feature in making their compari-
sons.*

Wie grundlegend ist die Unterscheidung zwischen Selbst-
spleiBen und Katalyse? Die Meinungen hieriiber variieren
heute wahrscheinlich genauso wie vor sechs Jahren. Anstatt
diese Diskussion unnétig in die Linge zu ziehen, entschlos-
sen wir uns, experimentell zu untersuchen, ob es méoglich ist,
die selbstspleiBende RNA in einen Katalysator mit mehrfa-
chem Umsatz zu verwandeln. Arthur Zaug verinderte die
selbstspleiBende IVS geringfiigig, indem er die ersten 19 Nu-
cleotide entfernte. Die so gebildete L — 19-IVS-RNA erfiillte
alle drei Kriterien fiir einen biologischen Katalysator!®®] (Ta-
belle 1).

Verkiirzte Formen der Tetrahymena-1VS sind vielfiltig ka-
talytisch aktiv. Je nach Substratangebot kénnen diese RNA-
Enzyme Nucleotidyltransfer, Phosphoryltransfer und Hy-
drolysen katalysieren; ein Nucleotidyltransfer kann zum
endonucleolytischen Bindungsbruch oder zur Polymerisa-
tion der RNA fiihren!*3:69~74],

Als Beispiel sei die in Abbildung 10 dargestellte Reaktion
angefiihrt. Eine Form der IVS-RNA, in der beide SpleiBstel-
len fehlen, katalysiert die Spaltung anderer RNA-Molekiile
hinter Sequenzen, die der normalen 5-Exon-CUCU-Se-
quenz dhneln. Die Reaktion ist eine intermolekulare Version
des ersten Schrittes des RNA-SelbstspleiBens, in dem die
RNA-Spaltung von der Bindung des Guanosins an das 5'-
Ende des 3'-Reaktionsproduktes begleitet wird. Da die IVS-
RNA durch die Reaktion nicht verdndert wird, kann sie
sukzessive eine groBe Anzahl von RNA-Substratmolekiilen
binden und verarbeiten. Der &, /K,-Wert fiir die Spaltung
eines Oligoribonucleotidsubstrats mit CCCUCU-Erken-
nungssequenz liegt mit 105 M~ ! min~! im gleichen Bereich
wie die Werte fiir Proteinenzymel!’5l,

Gezielte Mutagenese der 5'-Exon-Bindungsstelle der IVS
verdndert die Substratspezifitit entsprechend den Watson-
Crick-Komplementarititsregeln!’!- 761, Es war méglich, ei-
nen ganzen Satz neuer ,,RNA-Restriktionsendonucleasen*
herzustellen, die sich zum sequenzspezifischen Spalten einer
RNA eignen konnten.

Die Uberfiihrung einer selbstverarbeitenden RNA in ein
RNA-Enzym durch physische Trennung des internen Sub-
strates vom katalytischen Zentrum war erfolgreich. Die
,,Hammerhead“- und , Hairpin“-Ribozyme, die beide in
pflanzeninfizierenden Agentien (Viroiden oder viralen Satel-
liten-RNAs) gefunden werden, sind beide selbstspleiBend,
wobei sie 2',3-cyclisierte terminale Phosphate hinterlas-
sen!””- 78, Beide sind in RNA-Enzyme uberfiihrt wor-
den'’*~8Y_ Ein Group-1I-Exon kann eine RNA mit 5'-

Selbstspleiflen

SpleiBstelle oder ligierter Exon-RNA in einer inter-
molekularen Reaktion spalten'®? 83) doch konnte in diesen
Fillen kein Mehrfachumsatz nachgewiesen werden. Sogar
die intramolekulare Bleispaltung von tRNA kann in ein en-
zymatisches System verwandelt werden!®¥. Die Fihigkeit
von Stiicken strukturierter RNA, sich selbst zu aktiven Ein-
heiten zusammenzufiigen, scheint eine generelle Eigenschaft
des RN A-Biopolymers zu sein. Wenn das reagierende Frag-
ment durch eine relativ schwache Wechselwirkung (z. B. die
einiger Basenpaare) an den Rest des Molekiils gebunden ist,
so kann es schnell genug dissoziieren, um einen mehrfachen
Umsatz zu gewihrleisten.

Phantasien iiber den Ursprung des Lebens

Die Entdeckung des RNA-Selbstspleiiens und der enzy-
matischen Aktivitdt von RNase-P-RNA entfachte erneut die
Spekulationen iiber die mogliche Rolle der RNA bei der
Entstehung des Lebens!®5787), Heutige Zellen sind von ei-
nem komplexen Zusammenspiel von Nucleinsduren und
Proteinen abhingig; Nucleinsduren dienen als Informations-
trager, Proteine als Katalysatoren, die diese Information re-
plizieren und exprimieren. Auch das erste selbstreplizierende
biochemische System bendtigte mit Sicherheit sowohl infor-
mationstragende als auch katalysierende Substanzen. Das
Dilemma war deshalb: Was war zuerst da, die Nucleinsdure
oder das Protein, die Information oder die Funktion? Eine
mogliche Losung ist die Coevolution von Nucleinsduren und
Proteinen!®8!. Die Entdeckung, daB eine RNA sowohl Kata-
lysator wie auch Informationstriger sein kann, macht ein
alternatives Szenario plausibel: Das erste selbstreplizierende
System konnte ausschlieBlich aus RNA bestanden ha-
ben 87+ 89,901

Eine der Reaktionen, die vom Tetrahymena-IVS-RNA-
Enzym katalysiert wird, ist, vielleicht rein zufillig, vielleicht
aber auch aus Griinden der Abstammung, ein Nucleotidyl-
transfer mit grundsitzlicher Ahnlichkeit zu der von RNA-
Replikasen katalysierten Reaktion!®® 731, Ein genaues Mo-
dell fiir die RNA-Selbstreplikation, das auf den Eigen-
schaften des katalytischen Zentrums der Tetrahymena-1VS-
RNA aufbaut, ist in Abbildung 11 dargestellt. Das RNA-
Enzym (Ribozym) unterscheidet sich von der L— 19-IVS da-
hingehend, daB es statt eines internen ein externes Templat
verwendet!®!). Doudna und Szostak!’¥ gelang es kiirzlich, die
Templatregion vom Rest des katalytischen Zentrums unter
Aufrechterhaltung der Aktivitdt zu trennen.

3

Gon —3' 3
5 CUCUCU‘A) — §'——CUCUCUm A VS
Le | v 1® 1Le 1y | e " +
GGGAGG ligierte
Exons
..RNA-Restriktionsendonuclease"
Abb. 10. Eine verkiirzte Variante der Tetrahymena-
IVS-RNA hat endonucleolytische enzymatische Ak-
Con o tivitait. Der Mechanismus ist eine intermolekulare
5 CUCUCUA— [ p— GGGAGG” Version des ersten Schrittes des Selbstspleiiens.
G'é IGA.\ é é Diinne Buchstaben und Linien: IVS-Sequenzen, fet-
. , . cuctl Clion te Buchstaben und Linien: Exon-Sequenzen (oben)
] CUCUCUA 3 5 oder Sequenzen der Substrat-RNA (unten); kursives
+ GA 3 G: freies Guanosin oder GTP (nach [71]).

Angew. Chem. 102 (1990) 745-755

753



>
)
/ N~

Oligonucleotide
n
[ m}
(I 5.~
5!
Ribozym 5 > OoN U
N w_— D\)’
Oligonucleotide

Abb. 11. Hypothetisches Modell der RNA-Selbstreplikation mit einem RNA-
Katalysator (Ribozym). Die beiden Striinge der Doppelstrang-RNA (I) trennen
sich unter Bildung eines Ribozyms ((+)-Strang) und eines komplementiren
(—)-Stranges (II). Das Ribozym katalysiert unter Verwendung des (—)-Stran-
ges als Templat die Synthese eines neuen (+)-Stranges (III). Der detaillierte
Mechanismus wird in [91] beschrieben. Vervollstindigung der Synthese fiihrt
zur Bildung eines neuen Doppelstranges (I). Ein zweiter Cyclus ist zur Replika-
tion des Startmaterials erforderlich.

Jetzt, da wir Beispiele fiir katalytisch wirkende RNAs ken-

nen, ist es unterhaltsam, auf friihere Spekulationen iiber das
katalytische Potential von RNAs zuriickzuschauen. Als re-
prisentatives Beispiel sei folgendes angefiihrt!®2!:
., . . - in the evolutionary scheme, folded nucleic acid struc-
tures were abandoned by nature in favour of proteins. Al-
though nucleic acids may have performed many enzymatic
tasks in primitive cells, this is much more efficiently done by
proteins . . . With nucleic acids the four bases are all of one
structural type, though the existence of many modified bases
points to an evolutionary proliferation giving much greater
possibilities in forming structures. Nevertheless, the use of
bases cannot match the enormous flexibility provided by
having twenty amino acids which fall into three or four diffe-
rent structural types.*

Das Zitat impliziert, daB Nucleinsduren, sollten sie iiber-
haupt katalytisch aktiv sein, von Natur aus schlechtere Ka-
talysatoren als Proteine sein miissen. Bis zu einem gewissen
Zeitpunkt unterlag ich selber diesem Vorurteil, das ich aber
in Anbetracht der enormen vom katalytischen Zentrum des
Tetrahymena-Ribozyms bewirkten Reaktionsbeschleuni-
gung und Spezifitit verwarf. Die zweite Folgerung, dal3
RNA-Katalysatoren nicht sehr vielseitig seien, scheint mir
noch immer richtig zu sein. Das Substrat fiir einen RNA-Ka-
talysator oder ein Ribonucleoprotein ist in allen wohldoku-
mentierten Beispielen eine RNA oder DNA oder (im Falle
der Proteinsynthese am Ribosom) die eng verwandte Ami-
noacyl-tRNA. Andererseits kann die RNA eine spezifische
Bindungstasche fiir zumindest eine Aminosédure bilden!®3),
und es scheint bewiesen, daf} die kovalente Bindung des ter-
minalen Proteins an die Poliovirus-RNA zumindest teilweise
RNA-katalysiert wird®*. Dennoch ist unwahrscheinlich,
daBB RNAs die enorme Vielfalt der von Proteinen gebildeten
Bindungstaschen auch nur anndhernd erreichen kann. Die
Liste der RNA-katalysierten Reaktionen wichst ziemlich
schnell. Sollte es aber jemals eine vollstindige Liste biologi-
scher Katalysatoren geben, so ist anzunehmen, daB sie mehr
Proteine als RNAs enthalten wird.
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