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In allen Organismen ist die Genexpres-
sion ein h�chst komplexes Unterfangen,
da Hunderte von Genen gleichzeitig
koordiniert werden m�ssen. Daher ist
es nicht verwunderlich, dass die Natur
eine Vielzahl von Mechanismen entwi-
ckelt hat, um diese Prozesse zu regulie-
ren und zu kontrollieren. Als klassische
Beispiele gelten Genregulationen in
Bakterien, die auf Transkriptions- oder
Translationsebene erfolgen k�nnen.[1,2]

Hierbei wird ein gemeinsames Prinzip
befolgt: Ein externes Ereignis, das mit
einem bestimmten metabolischen Zu-
stand der Zelle verbunden ist, bewirkt
die Bildung unterschiedlicher, vonein-
ander abh0ngiger mRNA-Sekund0r-
strukturen. Im Falle der Translationsre-
gulation kann beispielsweise in einer der
beiden Sekund0rstrukturen die Shine-
Dalgarno(SD)-Sequenz durch intramo-
lekulare Basenpaarung blockiert sein,
um die f�r den Start der Proteinsynthese
notwendige Interaktion mit der rRNA
zu verhindern. Lange Zeit betrachtete
man diesen Typ der Genregulation als
eine Dom0ne von Proteinfaktoren, da
das externe Ereignis gew�hnlicherweise
die konzentrationsabh0ngige Bindung
eines bestimmten Metaboliten an ein
Protein betrifft, das in der Folge mit der
mRNA wechselwirkt. Die dabei indu-
zierte Struktur0nderung ist f�r die ge-

netische Ein/Aus-Antwort verantwort-
lich.
In den letzten zwei Jahren wurden

allerdings spezielle Dom0nen in
mRNAs gefunden, die Metaboliten di-
rekt in selektiver und konzentrationsab-
h0ngiger Weise binden und dadurch die
Genexpression ohne die Mitwirkung
von Proteinfaktoren beeinflussen.[3]

Diese RNA-Dom0nen werden als Ribo-
schalter bezeichnet; sie bestehen aus
einer nat�rlichen Aptamer-Dom0ne
und einer Expressionsplattform, die sich
beide in der nicht codierenden 5’-Regi-
on befinden. Durch die Wechselwirkung
mit einem niedermolekularen Liganden
reorganisiert sich ihre Struktur, was
wiederum zur Modulierung der Expres-
sion des entsprechenden Gens f�hrt.
Das erste Beispiel f�r einen nat�rlichen
Riboschalter wurde von Ronald Brea-
kers Arbeitsgruppe entdeckt und betraf
den Transport von Cobalamin in Bakte-
rien.[4] Bald darauf konnte die Existenz
einer Reihe von Riboschaltern f�r die
Regulation wichtiger biologischer Pro-
zesse in Prokaryonten belegt werden.
Diese Riboschalter erkennen die Meta-
boliten Thiaminpyrophosphat (TPP),[5]

Flavinmononucleotid (FMN),[6] S-Ade-
nosylmethionin (SAM),[7] Guanin[8] und
Adenin.[9]

Die neuesten Entdeckungen auf die-
sem spannenden Forschungsgebiet kom-
men wiederum aus Breakers Labor:
Seine Arbeitsgruppe hat ein neues
Ribozym entdeckt, das als Metabolit-
sensitiver genetischer Schalter in Gram-
positiven Bakterien wirkt.[10] Das Ribo-
zymmotiv liegt in der nicht codierenden
Region am 5’-Ende (UTR) der glmS-
mRNA (Abbildung 1). Das glmS-Gen
codiert die Glutamin-Fructose-6-phos-
phat-Amidotransferase, die das Glucos-

amin-6-phosphat (GlcN6P), eine wich-
tige Komponente f�r die Zellwandsyn-
these, aus Fructose-6-phosphat (Fru6P)
und aus Glutamin aufbaut. Sobald sich
GlcN6P in ausreichendem Maß ange-
sammelt hat, bindet es an das Ribozym-
motiv. Dieses Ereignis l�st die Selbst-
spaltung des Ribozyms aus und unter-
bindet damit die Produktion von
Amidotransferase und folglich die Syn-
these von GlcN6P. Es ist bemerkens-
wert, dass die Spaltung des Ribozyms
die codierende Region der mRNA in-
takt l0sst. Es muss daher entweder die
RNA-Stabilit0t herabgesetzt und da-
durch der RNA-Abbau beschleunigt
sein oder die F0higkeit der RNA zur
Translation am Ribosom beeintr0chtigt
sein.
Die experimentellen Belege f�r die-

se neue Ribozymklasse beruhen auf
detaillierten biochemischen Studien ei-
ner 246 Nucleotide umfassenden RNA
(246-glmS), welche die hoch konservier-
te Region des glmS-Gens von B. subtilis
aufwies. Zun0chst deutete ein In-line-
probing-Assay auf eine bevorzugte
Selbstspaltungsstelle der RNA hin.
Man fand dann aber, dass bei Gegen-
wart mikromolarer Mengen von
GlcN6P die Selbstspaltung der 246-
glmS-RNA signifikant beschleunigt
wurde: Die Spaltungsgeschwindigkeit
war 1000-mal h�her als ohne Metabolit.
Dar�ber hinaus sind f�r die Aktivierung
des Ribozyms Mg2+-Ionen in physiolo-
gischer Konzentration notwendig, die
allerdings durch andere zweiwertige Io-
nen ersetzt werden k�nnen. Die Ribo-
zymantwort verl0uft linear mit steigen-
der Ligandenkonzentration, und zwar in
der Weise, dass eine Verzehnfachung
der Konzentration des Metaboliten eine
Verzehnfachung der Spaltungsge-
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schwindigkeit bedingt – dies weist auf
einen 1:1-Komplex aus Metabolit und
Ribozym hin. Die meisten Analoga von
GlcN6P, z.B. GlcP6, GlcP1 oder Glc,
werden von der 246-glms-RNA diskri-
miniert, wodurch die hohe Spezifit0t des
Ribozyms dokumentiert wird. Die 246-
glms-RNA spricht unmittelbar auf die
Zugabe von GlcN6P an und entspricht

somit einem schnellen Schalter, dessen
aktive Struktur ohne Jberschreiten ho-
her Energiebarrieren gebildet wird. Bis-
lang wurde nicht untersucht, ob GlcN6P
direkt an der Phosphordiesterspaltung
beteiligt und damit ein Teil des aktiven
Zentrums ist. Die Autoren argumentie-
ren, dass der Mechanismus der Spaltung
sehr wahrscheinlich der Selbstspaltung

anderer kleiner Ribozyme, wie der des
Hammerkopf(Hammerhead)- oder des
Haarnadelschleifen(Hairpin)-Ribo-
zyms, gleicht. Dieser Mechanismus ver-
l0uft �ber den nucleophilen Angriff der
2’-OH-Gruppe der Ribose an das be-
nachbarte Phosphorzentrum. Daraus re-
sultieren 5’-Spaltungsprodukte mit einer
2’,3’-Cyclophosphatgruppe, wie sie auch
im Falle des glmS-Ribozyms nachgewie-
sen wurden.
Tests mit einer Reihe von verk�rzten

RNA-Konstrukten zufolge entspricht
die Minimalgr�ße des Ribozyms etwa
75 Nucleotiden. Das Ribozym besteht
dann aus den St0mmen P1 und P2;
allerdings hat der Verlust der St0mme
P3 und P4 eine geringere Aktivit0t zur
Folge. Dar�ber hinaus wurde eine Reihe
von Mutanten in vitro auf ihre Funktion
als selbstspaltende Ribozyme unter-
sucht und in vivo auf ihre regulatorische
Kontrolle. Es zeigte sich, dass direkt zur
Spaltungsstelle benachbarte Mutatio-
nen nicht toleriert werden. Das glmS-
Ribozymmotiv wurde auch am 5’-Ende
eines nicht verwandten b-Galactosi-
dase-Reportergens platziert: Die inver-
se Beziehung zwischen der Ribozymak-
tivit0t in vitro und der b-Galactosidase-
aktivit0t in vivo belegt, dass es sich bei
dem neuen Metabolit-sensitiven funk-
tionellen RNA-Motiv durchaus um eine
modulare und transplantierbare Einheit
handelt.
Es ist anzumerken, dass sich vor der

Entdeckung des hier diskutierten, na-
t�rlichen Riboschalter-Ribozyms meh-
rere Arbeitsgruppen – inklusive der von
Ronald Breaker – mit der Entwicklung
von allosterisch steuerbaren Ribozymen
besch0ftigt haben.[11] Die Realisierung
solcher k�nstlichen molekularen Schal-
ter, die aus einem in vitro selektierten
Aptamer und einer damit direkt ver-
kn�pften Ribozymdom0ne bestehen,
mag f�r den Erfolg bei der Suche nach
einem nat�rlich vorkommenden Vertre-
ter mitverantwortlich gewesen sein.
Die Entdeckung des Metabolit-sen-

sitiven Ribozyms liefert auch Anregun-
gen f�r Forscher, die ein besseres Ver-
st0ndnis der Entwicklung von einfache-
ren hin zu komplexen Lebensformen bei
der Evolution erlangen wollen. Das
neue Ribozym steht m�glicherweise
f�r ein bis heute �berlebendes Konzept
regulativer Mechanismen in fr�hen
Oganismen. Es wird eine wichtige Auf-

Abbildung 1. a) Ausschalten eines Gens auf RNA-Ebene basierend auf einem Metabolit-sensiti-
ven Ribozym: Die glmS-mRNA codiert das Enzym Glutamin-Fructose-6-phosphat-Amidotransfe-
rase, das an der Synthese von Glucosamin-6-phosphat (GlcN6P) beteiligt ist. Die 5’-nichtcodie-
rende Region dieser mRNA enth$lt ein Ribozymmotiv, dessen Aktivit$t zur Phosphors$uredies-
terspaltung durch mikromolare Konzentrationen von GlcN6P signifikant erh=ht wird. Durch die
Selbstspaltung wird die glmS-mRNA inaktiviert und in der Folge die weitere Produktion von
GlcN6P verhindert. b) Sekund$rstrukturmodell der untersuchten, 246 Nucleotide umfassenden
RNA mit dem neuartigen Ribozymmotiv der glmS-mRNA aus B. subtilis: Die Nucleoside in Rot
zeigen die Konsensussequenz von 18 Bakterienarten an. Das AUG-Startcodon liegt 245 Nucleo-
tide strangabw$rts von der Spaltungsstelle. Die Nucleotide in den Positionen 43 und 44 (blauer
Kreis) zeigen ver$nderte spontane Spaltungsgeschwindigkeiten in Gegenwart von GlcN6P; dies
weist auf eine große N$he zur Bindungsstelle hin.
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gabe sein, diese neue Art der Genregu-
lation auch in h�heren Organismen
nachzuweisen.
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