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Die raumliche Struktur von Hammerhead-Ribozymen **

Georg Sczakiel *

Seit vor etwa 13 Jahren Ribonucleinsduren (RNA) entdeckt
wurden, die chemische Reaktionen katalysieren kénnen!!!, wur-
den diese sogenannten Ribozyme intensiv erforscht. Ribozyme
- RNA-Molekiile definierter Basensequenz und rdumlicher
Struktur — erkennen bestimmte RNA-Sequenzen (Substrate)
basenspezifisch und spalten eine definierte Phosphodiester-Bin-
dung eines gewissen Basentripletts. Bei natiirlich vorkommen-
den Ribozymen ist dieser Schritt essentiell, wie etwa bei der
Reproduktion (Replikation) bestimmter Satelliten-RNAs und
Viroide!?, In diesen Fillen befinden sich Ribozym- und Sub-
stratsequenzen auf einem einzigen RNA-Strang, was zu einer
intramolekutaren Spaltung (In-cis-Spaltung) fithrt. Ribozyme
konnen jedoch auch intermolekular wirken (In-trans-Spal-
tung)P), so dal sie maBgeschneidert werden kénnen, um belie-
bige Substrat-RNAs selektiv zu spalten und damit biologisch zu
inaktivieren. Dies erkldrt die groBe Bedeutung, die dieser Sub-
stanzklasse heute von Molekularbiologen und Biochemikern
beigemessen wird und die langfristig eine therapeutische An-
wendung in vivo als denkbar erscheinen 1iB3t!.

Eines der am besten untersuchten Ribozyme ist das soge-
nannte Hammerhead-Ribozym!®), da zuerst im Avocado-Sun-
blotch-Viroid (ASBVd)™®! gefunden wurde. In diesem natiirli-
chen System dient die Ribozym-Aktivitit dazu, die bei der
Replikation als kovalent verkniipfte Multimere gebildeten Ge-
nome in einer intramolekularen Reaktion (In-cis-Spaltung) in
die Einheitsldnge zu spalten. Die Erkennung der Substrat-RNA
mit dem spaltbaren Sequenzmotiv (Basentriplett) erfolgt iiber
spezifische Basenwechselwirkungen zwischen Teilen des Ribo-
zym- und Substratstrangs (Abb. 1). Diese 5'- und 3'-Sequenzen
des Ribozyms formen zusammen mit komplementéren Sequen-
zen der Substrat-RNA die Helices T und IIT des Hammerheads
und kénnen daher als Antisense-Sequenzen aufgefaf3t werden.
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e-mail: virQ37@atv-{s.inet.dkfz-heidelberg.de
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Helix M Spaltstelle Helix !

16.8 167 16.6 165 16.4 16.3 162 161 17 1.1 12 13 1.4 16 18 1.7 18
5-A UUUCAGUTCAGUUGTCUTC -3
{1 T N [ (Y (N N N N B N (O B
3-U A A AGUCA UCAACGAG -5
15.8 157 156 155 15.4 153 152 16.1 21 22 23 24 25 26 27 28
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14 A U

G s
13 A
A s
122G A G U
9 8 7 Uridin-Turn
14 C — G 104
Helix Il 112 A— U 102
113G — C 103
114 G — C 104
24 A G 121
G U
123 122 Loop Hl

Abb. 1. Schematische Darstellung des Hammerheads mit der von Hertel et al. {21}
eingefilhrten Nomenklatur,

Dazwischen wird die sogenannte katalytische Domine gebildet,
die aus den Strukturkomponenten Helix II, dem benachbarten
Uridin-Turn sowie dem spaltbaren Basentriplett besteht. Durch
diese strukturelle und funktionelle Domédne wird der kataly-
tisch aktive Hammerhead gebildet, der das Zielmotiv spalten
kann, wenn zusitzlich Metall-Tonen wie Mg?*-Ionen vorhan-
den sind. Mindestens ein Mg?*-Ion ist an der Spaltung der
Phosphodiester-Briicke zwischen C17 und A1.1 stromabwdrts
des spaltbaren Basentripletts (G16.2, U16.1 und C17; Abb. 1)
beteiligt, die durch einen nucleophilen Angriff des Sauerstoff-
atoms der 2’-Hydroxygruppe erfolgt. Die Freisetzung der 5'-Hy-
droxygruppe verlduft iiber ein Intermediat mit trigonal-bipyra-
midal um das zentrale Phosphoratom angeordneten Sauerstoff-
atomen und fithrt zu einem cyclischen 2',3’-Phosphodiester so-
wie zu einer freien 5'-Hydroxygruppe (Abb. 2). Die entscheiden-
de Rolle der 2’-Hydroxygruppe wird dadurch verdeutlicht, da3
Desoxyribose an der Schnittstelle die Spaltungsreaktion verhin-
dert!"),
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Abb. 2. Vereinfachter Reaktionsmechanismus der vom Hammerhead-Ribozym ver-
mittelten Hydrolyse der Phosphodiesterbindung der Substrat-RNA [5].

Kiirzlich gelang es zwei Gruppen unabhingig voneinander,
ein rdumliches Strukturmodell fiir das Hammerhead-Ribozym
aufzustellen'® ®!, Von der Arbeitsgruppe um F. Eckstein in Gét-
tingen wurden durch chemische Synthese Ribozym-Substrat-
Komplexe hergestellt, die an einer der drei Helices eine Fluores-
ceingruppe als Fluoreszenzdonor sowie an einer zweiten Helix
eine Rhodamingruppe als Acceptor trugen. Die Ribozym-ver-
mittelte Spaltung wurde durch Einfithrung von 2'-Desoxycyti-
din an der Spaltstelle verhindert. Dadurch waren Fluoreszenz-
energietransfer(FRET)-Messungen méglich. Die jeweiligen
Energieiibertragungseffizienzen ermdglichten die Bestimmung
der Entfernungen zwischen den an die Helices gekoppelten Do-
nor- und Acceptorgruppen. Aus diesen Daten wurde ein Struk-
turvorschlag fiir das Hammerhead-Ribozym errechnet!®). Zur
gleichen Zeit wurde von der Gruppe um D. B. McKay in Boul-
der (USA) die Rontgenstrukturanalyse eines kristallisierten Ri-
bozym-Substrat-Komplexes publiziert'®!. Bei diesem besteht der
Substratstrang durchgehend aus Desoxyribonucleinsidure
(DNA) an Stelle von RNA, so daB die Spaltungsreaktion ver-
hindert wird. Die ermittelte Struktur im Kristall stimmt auffal-
lend mit dem methodisch vollig anders erarbeiteten Struktur-
vorschlag von Eckstein et al. Gberein. Die Kristallstrukturana-
lyse gibt dariiber hinaus auch Auskunft iiber unerwartete und
nichtkonventionelle Wechselwirkungen zwischen Komponenten
des Hammerheads, die das Zustandekommen der rdumlichen
Struktur erméglichen und erkliren.

In bisherigen Strukturmodellen wurden die drei Helices des
Hammerheads eher als zweidimensionale T-formige Struktur
angenommen (Abb. 3a). Bei den beiden neuen Strukturvor-
schldgen sind die Helices nahezu collinear angeordnet, was zu
einer Art ,,Wiinschelrutenform* fithrt®! (Abb. 3b). Helix III
und Helix IT setzen sich anndhernd coaxial'™® oder leicht gewin-
kelt®! fort, wihrend die Achse von Helix I zwar collinear mit
derjenigen von Helix IIT verlduft, aber gegeniiber dieser etwas
versetzt ist (Abb. 3¢). Dies impliziert, dafl auch Helix IT und
Helix I entweder collinear!®! oder wiinschelrutenartig!®} ange-
ordnet sind (Abb. 3¢). Bemerkenswert sind die zusétzlich zu den
Watson-Crick-Basenpaaren vorhandenen Wechselwirkungen
zwischen den drei in A-Form vorliegenden Helices. Dabei fillt
in besonderem Mafe die Fortsetzung der ansonsten recht kur-
zen Helix II durch drei weitere Basen-Basen-Wechselwirkungen
nahe der Verbindungsstelle der drei Helices auf (Abb. 3). Eine
weitere zusdtzliche Stabilisierung erfahrt Helix 1T durch die
Wechselwirkungen in Loop II (§-GAAA-3'), einem sogenann-
ten Tetraloop!*®. Bei diesem wird ein Homopurin-Basenpaar
(G-A) gebildet, auf dem die verbleibenden beiden Purine (A,A)
stapeln kénnen. Eine sehr dhnliche Loop-Struktur wird vom
GAGA-Loop (5-GAGA-3') Ricin-bindender RNA eingenom-
men, die kiirzlich mit Hilfe von NMR-Studien detailliert cha-
rakterisiert werden konnte!'!!, Damit ist die Einheit Helix II/
Loop II eine hinsichtlich der Struktur und Stabilitdt wesentliche
Komponente des Hammerheads.

Gegeniiber dlteren Strukturmodellen miissen die Helices I
und IIT um jeweils eine Basen-Basen-Wechselwirkung erweitert
werden (C-C in Helix I und A-U in Helix III). Bemerkenswert
ist dabei die Nicht-Watson-Crick-Basenpaarung zwischen
A15.1 und dT16.1. Ein markantes Resultat der zusitzlichen
Wechselwirkungen und der Anordnung aller drei Helices ist die
besonders scharfe Kriilmmung des Uridin-Turns zwischen Helix
I'und Helix I1, dessen Struktur nahezu exakt mit der des Uridin-
Turns im Anticodon- und Pseudouridin-Loop der tRNAP von
Hefe ibereinstimmt. Dieses Strukturelement wird zusitzlich
durch Wasserstoffbriicken zwischen dem N3-Atom von U, und
dem pro-S -Phosphat-Sauerstoffatom von U, sowie zwischen

a) Position der Spaitsteile b ,
Helix i1l bei RNA Helix | A B
Position der Spaltstelle \’:f\ \-; G\d di’
165 184 183 182 161 17 11 12 13 14 15 18 17 bei RNA \ , 2 ‘;1 4G \ V& -8
5- dA dC dG dG dT dC dG dG dT dC dG dC dC -3’ a ¥ oG \ G
c e \ & G e
[ O N R O O O O LN A
-UGCCAIlccAGCGG G -5 Helix ill Voo G o ”
155 154 153 152 151 4 21 22 23 24 2§ 26 27 165 164 163 162 181 24 2%
\C 3 5- dA dC dG dG dT U2
16 Ase . :~U 4 [ N B | G s Uridin-Tum
~ NG 3-U G C C A A inf .
. Ae N s e a 507 R Abb. 3. Vereinfachte Darstellun-
~ Se NS ;@ . gen der Hammerhead-Struktur
Gm=mA G U A s q ! ,4 G e 0y nach Lit. [8) und [9]. Diinne Bal-
2 . 1w A / G c 4, ken symbolisieren Watson-Crick-
9 -8 7  Urdin-Tum w @ 4/ c 2 B I
1 C— G on I / / G asenpaare; dicke Balken und
Hey; T on, 1? G 4 dicke unterbrochene Linien ste-
Helix 1t 12 C — G 102 x4 Sy (j e, @ hen fiir Nicht-Watson-Crick-
_ ) _ " 22 Basenpaarungen. a) Konventio-
1na G C 103 Helix |
UridineTurn o0, nelle Darstellung analog zu Abb. 1
14 G — C 104 / R mit  Markierung  zusdtzlicher
Wechselwirkungen nach Lit. [8].
4 A == - . K
2 G L2 b) Verdeutlichung der , Wiinschel-
A A ruten-Struktur nach Lit. [8] und
L2a 22 Lloopil des stark gekriimmten Uridin-
./ Turns. c¢) Veranschaulichung der
Helix Iil Loop (i rdumlichen Hammerhead-Struk-
Helix Il tur.
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der 2’-OH-Gruppe von U, und dem N7-Atom von A stabili-
siert. Eine weitere und wichtige Wasserstoffbriicke wird zwi-
schen der 2'-OH-Gruppe von G; im Uridin-Turn und der 2'-
OH-Gruppe von C,; , in Helix III gebildet. Die Bedeutung der
2"-Hydroxygruppe von G fiir die Aktivitit des Hammerhead-
Ribozyms zeigt sich auch darin, dal der Austausch der Ribose
gegen Arabinose in dieser Position die Aktivitit nahezu aus-
16scht!2],

Eine notwendige Komponente des katalytisch aktiven Ham-
merheads sind Metall-Tonen wie Mg2*, Mn?* oder Ca?*, wo-
bei in vitro normalerweise Mg2* -Ionen verwendet werden. Da-
her wird das Hammerhead-Ribozym oft auch als Metalloenzym
betrachtet!**!, Durch Austausch der Sauerstoffatome der als
Substrat dienenden prochiralen Phosphodiester-Briicke gegen
Schwefelatome wurden Hinweise darauf gefunden, daB3 das pro-
R, -Saverstoffatom mit einem Mg>*-lon koordiniert ist
(Abb. 4). Ein Kandidat hierfiir kann in der Struktur im Kristall

Dl

H
G)\ ‘f/\H-(-\IO/
Ve AN
H- -Q/‘l e Mg
N \@

Mg—0,
g—0_ ch,
o L

Abb. 4, Mogliche Beteiligung von Mg?*-Ionen an der Ribozym-katalysierten Spal-
tung.

jedoch nicht ausgemacht werden, obwohl an anderer Stelle der
Struktur ein Mn®*- bzw. Cd**-Ion an das pro-R_-Phosphodi-
ester-Sauerstoffatom von A9 sowie N7-Atom von G, (ver-
mutlich iiber ein H,0O-Molekiil) gebunden sind. Pley et al.l¥!
diskutieren auch die Mdglichkeit, dal ein Helixelement am
Ende von Helix IT (5-GgAyG, 4 ;-3" und 3-A A ,;G,,-5) ein
weiteres Metall-Ion binden kann, was durch Aktivitdtsuntersu-
chungen mit Schwefelderivaten unterstiitzt wird!*, Ein verein-
fachtes Modell fiir die Beteiligung von Magnesium bei der Ribo-
zym-vermittelten Spaltung ist in Abbildung 4 schematisch
dargestellt (nach Lit.""!). Wihrend ein Mg?*-Ion als Magne-
siumhydroxid an der Abstraktion des 2'-OH-Wasserstoffatoms
beteiligt sein kénnte, wird angenommen, daf ein zweites Mg?*-
Ion die Spaltung der P-O-Bindung unterstiitzt (Abb. 4). Nach
Sawata et al. konnte das zweite Mg *-Ion auch direkt als Le-
wis-Sdure auf das austretende Sauerstoffatom wirken, und da-
mit am chemischen Schritt der Spaltung mitwirken!*>). Unab-
hingig davon konnten Mg?*-Tonen aber auch strukturstabili-
sierende Funktionen im Hammerhead haben. Zum Beispiel
konnte vor kurzem mit RNA-modifizierenden Reagentien in
Losung gezeigt werden, daB die rdumliche Struktur des Hairpin-
Ribozyms deutlich vom Vorhandensein von Mg?* -Ionen beein-
fluBt und stabilisiert wird"®. Auch beim Hairpin-Ribozym
spielen nichtkonventionelle Basen-Basen-Wechselwirkungen ei-
ne groBe Rolle bei der Substratbindung.

Bei bisherigen biochemischen Analysen des Hammerhead-Ri-
bozyms wurde in der Regel versucht, eine Korrelation zwischen
der gezielten chemischen Substitution einzelner funktioneller
Gruppen oder Atome und der verdnderten Spaltaktivitdt bei
kinetischen Messungen herzustellen, um daraus Aussagen be-
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ziiglich der Funktion und weniger hinsichtlich der strukturellen
Bedeutung zu gewinnen™7), Bei der Bestimmung kinetischer
Parameter machen sich zu einem wesentlichen Teil die Einfliisse
von chemischen und strukturellen Verdnderungen auf den
Ubergangszustand der Spaltung bemerkbar, die weder bei der
Roéntgenstrukturanalyse noch bei den FRET-Messungen in L6-
sung beriicksichtigt werden konnen. Auch Packungseffekte im
Kiristall konnen die ermittelte RNA-Struktur beeinflussen und
gegeniiber der Struktur in Ldsung dndern, so daB bis zu einem
gewissen Grad Abweichungen zwischen biochemischen Daten
und der vorgestellten Struktur zwar hingenommen werden mus-
sen, aber keineswegs die Qualitdt der Strukturbestimmung in
Frage stellen. Eine VergréBerung der Zuverldssigkeit des Struk-
turmodells fiir den Hammerhead bedarf der Aufkldrung weite-
rer Hammerhead-Ribozyme im Kristall und in Losung. In die-
sem Zusammenhang scheint die Frage angebracht, warum
bisherige Bemiihungen, die Hammerhead-Struktur mit NMR-
Methoden zu bestimmen, offensichtlich vergeblich waren. Eine
denkbare Ursache hierfir kdnnte damit zusammenhéngen, dafl
die tatsdchliche Struktur stark von der bisher angenommenen
Struktur des Hammerheads in Lésung abweicht. So kénnte man
zum Beispiel vermuten, dall in hochkonzentrierten Losungen,
wie sie bei NMR-Untersuchungen benétigt werden, nicht nur
1:1-Komplexe von Ribozym und Substrat, sondern auch Multi-
mere mit groBeren Massen, aber auch verdnderten rdumlichen
Strukturen vorliegen. Dies wire nicht iiberraschend, wenn man
bedenkt, daB bei der Analyse zahlreicher RNA-Spezies mit Gel-
elektrophorese unter nichtdenaturierenden Bedingungen im
Konzentrationsbereich von 100 nM und dariiber mehrere defi-
nierte Banden auftreten, die sich bei der Gelelektrophorese un-
ter denaturierenden Bedingungen zu einer Bande vereinigen.
Diese hier angestellten, eher kritischen Betrachtungen sollen
nicht davon ablenken, daB3 die Mehrzahl bisheriger Befunde mit
den beiden publizierten rdumlichen Strukturmodellen in Ein-
klang ist und sich mit ihrer Hilfe erklaren 148t.

Die rdumliche Hammerhead-Struktur bildet zudem eine we-
sentlich verbesserte Grundlage zur Diskussion bisher nicht er-
kldrbarer Beobachtungen. Zum Beispiel wurden fiir katalyti-
sche Antisense-RNA, das heiBt fiir Hammerhead-Ribozyme mit
langkettigen Antisense-Flanken oder langkettigen Substrat-
stringen (mehr als 50 Basen), Geschwindigkeitskonstanten fiir
die Hydrolyse gemessen, die um einen Faktor > 100! kleiner
waren als die fiir kurzkettige Ribozyme und Substrate (weniger
als 40 Basen), dic den Wert k,,. =1 min~"! liefern. Fiir eine un-
gehindert verlaufende Sy2-Reaktion (siche Abb.2) erscheint
dieser Wert etwas langsam. Dies nihrt Spekulationen, daB die
Winkel der drei Helices des Hammerheads oder die Anordnung
des ,,aktiven Zentrums‘‘ die Spaltaktivitit entscheidend beein-
flussen. So konnte man sich vorstellen, daB eine extreme Verldn-
gerung des Ribozym- oder Substratstrangs (oder beider) zu ei-
ner negativen Beeinflussung der exakten Anordnung der
katalytischen Doméine und der damit verkniipften Aktivitit
fithren kann. Auch die Beobachtung, daB eine Verkiirzung von
Helix III bis auf das innerste Watson-Crick-Basenpaar (N, ;-
N, ,) die Aktivitit nicht beeinfluBt™?), ist in Einklang mit dem
Strukturmodell; die weiter entfernten Basenpaare sind weder
aus strukturellen noch aus funktionellen Griinden notwendig.

Das Verstidndnis der Struktur und der Funktion des Hammer-
head-Ribozyms wird durch die beiden vorgestellten Arbeiten
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mit ihrem unabhéngigen, aber {ibereinstimmenden Strukturvor-
schlag deutlich verbessert. Zahlreiche Befunde lassen sich auf
dieser Basis einordnen und diskutieren. Fiir den Chemiker wird
das Hammerhead-Ribozym nun zunehmend interessanter. Fiir
den anwendungsorientiert arbeitenden Biochemiker und Mole-
kularbiologen entstehen umgéngliche Modelle, mit Hilfe derer
medizinisch relevante Hammerhead-Ribozyme besser entwor-
fen und modifiziert werden kénnen. Im Prinzip sollte sich eine
mindestens ebenso groBe Palette chemischer Modifikationen bei
synthetischen Ribozymen vornehmen lassen wie etwa auf dem
Gebiet der Antisense-Oligonucleotide!2?!. Sicherlich trigt die
Strukturaufklirung des Hammerhead-Ribozyms auch zum
Verstdndnis der Biochemie und biologischen Bedeutung an-
derer ,,aktiver** Ribonucleinsiduren bei, die den Horizont des
Denkbaren und Machbaren in den letzten Jahren stark erweitert
haben.

Stichworte: Biochemie - Hammerhead-Ribozyme - Metalloen-
zyme - RNA - Strukturaufkldrung
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