Highlights

Genregulation

Ein hoch praziser Schalter auf einer RNA-Nachricht**

Bernhard Kriutler*

Stichwérter:

Molekulare Schalter - Aminosiuren - Genregulation -

Katabolismus - RNA

4360

In der herkommlichen Betrachtungs-
weise handelt es sich bei (Oligo-)Ri-
bonucleotiden (RNA) um molekulare
Vehikel in einem hochgradig zuverlassi-
gen Ubertragungssystem, das die gene-
tische Information durch Proteinexpri-
mierung umsetzt.! In zelluliren Orga-
nismen stellt die Messenger-RNA
(mRNA) ein Transkript der DNA mit
codierenden und nichtcodierenden Ab-
schnitten dar und kann als ,,bedingte®
molekulare Nachricht aufgefasst wer-
den: Das weitere Schicksal der Nach-
richt nach der Transkription héngt von
der zelluldiren Umgebung ab. Thre Ex-
primierung wird durch Mechanismen
gesteuert, die entweder bei der Tran-
skription (bei der ,,naszierenden“ RNA)
oder bei der Translation eingreifen.
Neuere Arbeiten beschreiben eine
bislang unbekannte Funktion der RNA
als regulierende Komponente in der
Genexprimierung. Direkte Wechselwir-
kungen zwischen natiirlichen RNAs und
niedermolekularen Verbindungen wur-
den von Breaker et al. als neuer Mecha-
nismus genetischer Kontrolle in Meta-
boliten erkennenden , Riboschaltern*
aufgezeigt.>* Solche Riboschalter ent-
halten konservierte Sequenzen und wer-
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den im 5'-untranslatierten (nichtcodie-
renden) Abschnitt der mRNA gefun-
den. Mithilfe eines allosterischen Ef-
fekts induziert die Bindung des Meta-
boliten das Umschalten der von der
DNA transkribierten mRNA zwischen
einem , An“- und einem ,Aus“-Zu-
stand, das iiber die weitere Verarbeitung
der codierten Nachricht bestimmt. Me-
taboliten bindende Riboschalter passen
damit die Genexprimierung der zelluli-
ren Umgebung auf effiziente und direk-
te Weise an. Sie sind unter Bakterien
besonders verbreitet, kommen jedoch
nicht ausschlieBlich in Prokaryoten, son-
dern wohl auch in Eukaryoten zur An-
wendung.!

Die Entdeckung der glycinabhéngi-
gen bakteriellen Riboschalter ist ein
Hinweis auf noch viel ausgekliigelteres
natiirliches RNA-Engineering:®! Gly-
cinabhingige Riboschalter sind eine
neuer Art von Riboschaltern, die aus
einem Tandem von Glycin bindenden
RNA-Motiven bestehen (siche Abbil-
dung 1 fiir eine Darstellung des Tan-
dem-Motivs von Bacillus subtilis). Diese
konservierten RNA-Motive enthalten
jeweils ca. 100-120 Nucleotide, die
durch einen kurzen RNA-Strang ver-
bunden sind. Die glycinabhidngigen
Riboschalter sind Teil des 5'-untransla-
tierten Abschnitts des gcv7-Operons,
das fiir Proteine codiert, die beim Ab-
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Abbildung 1. Darstellung des Glycin bindenden Tandem-RNA-Motivs von Bacillus subtilis. Hervor-
gehoben sind vermutete Basenpaarungsmuster (P1-P3) sowie die vermutlich transkriptionster-
minierend wirkende Sequenz (rot), die im ,,An“-Zustand (wie hier gezeigt) die weitere RNA-Tran-
skription zulédsst (mit Anderungen ibernommen aus Lit. [5]).
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bau von Glycin zur Energiegewinnung
eine Rolle spielen. In der mRNA von B.
subtilis enthélt das zweite (in Richtung
des 3'-Endes liegende) Glycin bindende
Motiv (Aptamer II) des Tandems ver-
mutlich ein transkriptionsterminieren-
des Motiv. Ist kein Glycin gebunden, so
ist dieses Motiv auf ,,Aus* geschaltet —
die weitere Transkription der Botschaft
wird verhindert (und damit schlieBlich
auch die Exprimierung der am Glycin-
Katabolismus beteiligten Proteine).
Diese Riboschalter binden Glycin bei
Konzentrationen von 10-100 um und
mit erstaunlicher Selektivitdt fiir ihr
kleines, aus nur 10 Atomen bestehendes
Zielmolekiil. Beide Glycinaptamer-Mo-
tive miissen mit dem Zielmolekiil be-
setzt sein, um die terminierende Haar-
nadelschleife aufzubrechen und den
Riboschalter in die ,,An“-Stellung zu
bringen. Die Tandemanordnung bietet
dabei hohe Empfindlichkeit beziiglich
der Bindung von Glycin auf ,digitale“
Weise und in einem engen Konzentrati-
onsbereich. Dabei ist es auch hochgra-
dig selektiv und fdhig, zwischen Glycin
und anderen niedermolekularen Ver-
bindungen, zum Beispiel dem Glycin-
Homologen Alanin und dhnlichen Ami-
noséduren, zu unterscheiden.”! Diese in
vitro gemachten Beobachtungen wur-
den in vivo bestitigt: Nach dem Einbau
ins Genom von B. subtilis zeigte ein
Fusionskonstrukt, das fiir den Glycin-
Riboschalter gefolgt von einem B-Gala-
ctosidase-Reportergen codierte, volle
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In-vivo-Transkriptionskontrolle ~ (der
Exprimierung der [-Galactosidase in
diesem modifizierten Bakterium) durch
Glycin.

Die Kooperativitidt der Glycinbin-
dung durch die beiden Tandemmotive
wurde anhand verschiedener RNA-
Konstrukte auf der Grundlage des Gly-
cin bindenden Riboschalters von Vibrio
cholerae untersucht. Mit der Methode
des ,,Inline Probing“ (durch Metaboli-
ten induzierte Anderungen in der RNA-
Struktur werden anhand von Anderun-
gen der Geschwindigkeit spontaner
RNA-Spaltungen nachgewiesen) wurde
gefunden, dass das Aptamertandem von
V. cholerae auf die Gegenwart von Gly-
cin im engen Konzentrationsbereich von
10-100 pm reagiert, wohingegen in ei-
nem entsprechenden Experiment mit
einem einzelnen Glycin bindenden Mo-
tiv fiir denselben Effekt ein zehnmal
groBerer Konzentrationsbereich beno-
tigt wurde. Die Verkleinerung des dy-
namischen Intervalls deutete auf einen
signifikanten kooperativen Effekt hin,
fir den ein Hill-Koeffizient von 1.64
bestimmt wurde. Demnach fiihrt die
Bindung von Glycin an einer Bindungs-
stelle zur Reorganisation beider Bin-
dungsmotive, und die Bindungsaffinitit
an der freien Bindungsstelle wird um
einen Faktor 100 bis 1000 erhoht.

Die kooperativen Glycin-Riboschal-
ter nehmen damit eine zentrale Steue-
rungsfunktion im Metabolismus dieser
Prokaryoten ein, den sie prézise auf die
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Verfiigbarkeit von Glycin einstellen. Ist
diese einfache Aminoséure in Fiille vor-
handen, so herrscht der ,,An“-Zustand
vor (in dem Glycin gebunden ist) und es
werden Proteine exprimiert, die im
Energie liefernden Abbau von Glycin
(einer seiner Hauptverwendungen) eine
Rolle spielen (Abbildung 2)." Im ande-
ren Fall steht Glycin fiir den Anabolis-
mus zur Verfiigung (zur Synthese von
Aminosduren und als Baustein von Pro-
teinen). Die Bedeutung eines prizisen
molekularen Sensors fiir den 6konomi-
schen Umgang mit Glycin durch die
Mikroorganismen ist offensichtlich:
Diese natiirliche ,,Chemikalie“ wird in
der Biosynthese gebraucht, wenn sie
jedoch in hoher Konzentration vorhan-
den ist, kann sie auch als , Brennstoff*
verwendet werden.

Die kooperative Bindung des klei-
nen Molekiils Glycin durch die Glycin-
Riboschalter dient den prokaryotischen
Zellen als prézises Instrument, um von
(rein) anabolischer auf (zusitzliche) ka-
tabolische Verwendung von Glycin um-
zuschalten. Arbeiten mit Hdmoglobin
lieferten erste Einblicke in die Fein-
steuerung eines aus mehreren Einheiten
bestehenden Proteins und halfen bei der
Beschreibung der kooperativen Bin-
dung.!V! Bei diesem Phinomen handelt
es sich nicht um ein Monopol der Pro-
teine, sondern es kann eine natiirliche
Eigenschaft auch anderer multimodula-
rer Makromolekiile sein, so zum Bei-
spiel der nichtcodierenden Abschnitte

Aminosduren,
Proteine etc.

CO:+ NH;
+ Energie

Abbildung 2. Der glycinabhingige Riboschalter, ein zentrales Element in der Regulierung des Glycin-Metabolismus, ist beeinflussbar durch koope-
rative Bindung von Glycin in einem Tandemmotiv.
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von mRNA. Die Gruppe um Breaker
hat schon in fritheren Arbeiten erstaun-
liche Fille von ,,Kooperativitit” bei der
Bindung von kleinen Molekiilen durch
kiinstliche RNA aufgezeigt.”

Wihrend die strukturelle Grundlage
der beobachteten Kooperativitit der
Tandem-Glycin-Riboschalter noch wei-
terer Aufkldrung bedarf, haben erste
strukturbiologische Studien bereits de-
tailreiche Informationen iiber die Me-
chanismen der hochgradig selektiven
molekularen Erkennung durch die kon-
servierten ,, Aptamer“-Regionen von
Riboschaltern geliefert. Vor kurzem
durchgefiihrte kristallographische!”’
(und NMR-spektroskopische®) Studien
an Adenin und Guanin bindenden
mRNA s zeigten die strukturelle Grund-
lage fiir die Verwendung von Oligonuc-
leotiden in der Erkennung kleiner Mo-
lekiile. In diesen Arbeiten wurde besti-
tigt, dass der Bindung an der zentralen
Ausbuchtung der Aptamere erfolgt, was
den Erwartungen aus Mutationsstudien
entspricht;®! die auBergewohnliche Se-
lektivitat lédsst sich auf die Bildung spe-
zifischer Wasserstoffbriicken mit einer
strategisch ausgerichteten RNA-Base
zuriickfiihren. In fritheren In-vitro-Ex-
perimenten waren schon einige oligo-
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mere RNAs (,Aptamere“) hergestellt
worden, die kleine Molekiile erkennen
und fest binden konnten.'” Diese Stu-
dien, die Entdeckung selbstspleilender
RNA und natiirlicher Ribozyme!' so-
wie neuere Experimente zu kiinstlichen
Ribozymen!"? und retro-Riboschal-
tern™ sind im Begriff, unser Wissen
iiber die beeindruckende Vielfalt der
RNA-Funktionen zu erweitern.[']
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