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Vom Inhibitor zum Aktivator: ein Hammerhead-
Ribozym unter der Kontrolle eines G-Quartetts**

Markus Wieland und Jorg S. Hartig*

Guanosin-reiche Nucleinsduresequenzen konnen sich zu
vierstringigen Strukturen falten. Diese G-Quartette (oder G-
Quadruplexe) setzen sich aus iibereinander gestapelten
Ebenen zusammen, die wiederum aus vier Guanosin-Nu-
cleobasen bestehen.l"? Solche vierstringigen DNA-Komple-
xe spielen vermutlich eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Genexpression in Zellen.*! Beispielsweise wurde ge-
zeigt, dass der G-reiche Strang der Telomere unter be-
stimmten Bedingungen G-Quartette bilden kann und da-
durch moglicherweise die Funktion dieser ,,genomischen
Schutzkappen® wihrend des Zellzyklus reguliert.”® Viele
Promotorelemente im menschlichen Genom enthalten
ebenfalls G-reiche Sequenzen, die an der Kontrolle der
Genexpression beteiligt zu sein scheinen.” AuBerdem gibt
es Beispiele, bei denen G-Quartette als regulatorische Ele-
mente in Boten-RNA auftreten.'>!!! Dariiber hinaus wurde
eine Reihe von Substanzen charakterisiert, die mit DNA-G-
Quartetten wechselwirken."? Einige dieser Verbindungen
zeigen eine starke und hochspezifische Affinitit zu G-Quar-
tett-DNA. Es wurden z.B. Substanzen identifiziert, die die
Faltung eines G-reichen DNA-Stranges zu einem Quartett
ermoglichen, sogar wenn dieser mit einem komplementéren,
Cytosin-reichen DNA-Strang hybridisiert ist.*!

Die Wechselwirkungen von DNA-Quartetten mit solchen
niedermolekularen Liganden wurden in den letzten Jahren
detailliert beschrieben. Dagegen fanden Wechselwirkungen
solcher Verbindungen mit RNA-G-Quartetten bislang weit
weniger Beachtung, obwohl auch von G-reicher RNA be-
kannt ist, dass sie Quartette bilden kann.'"*'>) Wir interessie-
ren uns fiir die Entwicklung von Nucleinsdure-Modulen, die
eine Regulation von funktionalen Nucleinséduren erméglichen
sollen. G-Quartett-Strukturen sollten sich sehr gut als
Schaltelemente nutzen lassen, da sich die Konformation
durch den Ubergang von der ungefalteten zur kompakten,
vierstrangigen Struktur drastisch &ndert. Es sollten sich
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zudem geeignete Substanzen finden lassen, die spezifisch die
Faltung dieser starren Strukturen bewirken.

Fiir die Suche nach Verbindungen, die einen solchen
RNA-basierten Schalter auslosen konnen, haben wir eine G-
reiche RNA-Sequenz mit einem Hammerhead-Ribozym
verkniipft. In solch einem Konstrukt sollte es moglich sein,
die Spaltungsreaktion des Ribozyms durch eine G-Quartett-
induzierende Substanz zu regulieren. Dazu wollten wir zwei
unterschiedlich regulierte Versionen des Hammerhead-
Ribozyms herstellen: eine Variante, die durch einen G-
Quartett-induzierenden Liganden aktiviert wird, sowie eine
Variante, die durch denselben Liganden inhibiert wird. Beim
Test einer Reihe von Substanzen auf ihre Wirkung gegen
nichtmodifizierte Ribozyme fanden wir den bislang stirksten
Inhibitor des Hammerhead-Ribozyms. Durch Verkniipfung
von G-reichen Sequenzen mit dem Hammerhead-Ribozym
gelang uns anschlieBend die Synthese einer Variante, die
durch die vormals inhibierend wirkende Substanz aktiviert
wird.

Das Hammerhead-Ribozym ist ein gut charakterisiertes,
kleines RNA-Motiv mit Phosphodiesterase-Aktivitit.'! Die
Voraussetzungen fiir die Spaltungsaktivitidt sind die Faltung
des konservierten katalytischen Zentrums und der Helices I-
IIT sowie das Vorhandensein zweiwertiger Metallionen wie
Mg®". Fiir unsere Versuche wihlten wir eine Ribozymse-
quenz, die mehrere Substratumsétze durchlaufen kann, in der
Folge als Wildtyp-HHR bezeichnet (wt-HHR, Abbil-
dung 1a).l"! Fiir die Suche nach Substanzen, die die Spal-
tungsreaktion des Ribozyms inhibieren, iiberpriiften wir eine
Reihe von bereits bekannten G-Quartett-bindenden Sub-
stanzen. Von diesen hatte besonders das Porphyrin-Derivat
TMPyP4 (meso-5,10,15,20-Tetrakis(N-methyl-4-pyridi-
nio)porphin)'’ einen stark hemmenden FEinfluss auf das
nichtmodifizierte Ribozym wt-HHR, mit einer halbmaxima-
len Inhibition der Spaltungsreaktion bei einer Konzentration
von 105 + 5 nM (Abbildung 1b). Fiir einen besseren Vergleich
mit einer &lteren Arbeit tiber Hammerhead-Ribozym-Inhi-
bitoren bestimmten wir die Inhibitionsstirke unter leicht
gednderten Versuchsbedingungen (d.h. ohne Kalium-
Tonen)."™ Unter Ausschluss von einwertigen Ionen verstirkte
sich der Inhibitoreffekt sogar auf einen I1Cs-Wert von 46 +
10 nMm (siehe Hintergrundinformationen). Unseres Wissens ist
das Porphyrin TMPyP4 damit der stdrkste bekannte Ribo-
zym-Inhibitor.

Unser urspriingliches Ziel war es, die Eignung von G-
reichen Sequenzen als Schaltelemente fiir katalytische Akti-
vitdt zu iiberpriifen. Ein stichhaltiger Beweis fiir ein solches
regulatorisches Modul wire ein Ribozym, das durch den
starken Inhibitor TMPyP4 aktiviert anstatt inhibiert wiirde.
Ausgehend von wt-HHR stellten wir mehrere Ribozymvari-
anten her, indem wir Helix II durch G-reiche Sequenzen er-
setzten. Modifikationen an Helix II wurden bereits in frithe-
ren Arbeiten zur Regulierung des Hammerhead-Ribozyms
genutzt.”>*! Die Bildung von Helix II ist wesentlich fiir die
korrekte Bildung des katalytischen Zentrums und damit fiir
die Spaltungsaktivitit.”" In der hier vorgestellten Arbeit
machten wir uns die Destabilisierung des katalytischen Zen-
trums zunutze, die aus dem Einfiihren der G-reichen Schleife
und der damit verbundenen Verringerung der Basenpaare in
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Abbildung 1. Sekundirstrukturen und Aktivitit der Hammerhead-Ribo-
zyme (HHRs) in Gegenwart von TMPyP4. a) Struktur des Wildtyp-
Ribozyms (wt-HHR) im Komplex mit dem Substratstrang. Der Pfeil
weist auf die Substrat-Schnittstelle. b) Hemmung des wt-HHR aus Ab-
bildung 1 a durch das Porphyrin TMPyP4 (Einschub). Gezeigt ist die
anfingliche Spaltungsaktivitit. Halbmaximale Inhibition (ICs) erfolgt
bei einer Konzentration von 105 nm. c) Struktur der HHR-Variante
(GQP-HHR), die eine G-reiche Schleife in Helix Il enthilt. d) Aktivie-
rung des G-reichen GQP-HHR durch TMPyP4. Ribozym-Reaktionen
wurden in 50 mm Tris (hydroxymethyl)aminomethan (Tris), pH 7.5,
100 mm KCl, 10 mm MgCl,, 500 nm Substrat, 10 nm wt-HHR oder

50 nm GQP-HHR bei 25 °C durchgefiihrt. Weitere Informationen sind
in den Hintergrundinformationen erhaltlich.

Helix II resultiert. Diese Modifikation sollte zu einem Ribo-
zym mit verminderter katalytischer Aktivitdt fithren. Tat-
sdchlich hatte die erhaltene Variante GQP-HHR (Abbil-
dung 1c) eine deutlich niedrigere Spaltungsaktivitit (kg
1.2x10*min™!, ,nur GQP-HHR®, Abbildung1d). Bei
Zugabe des ehemals hemmend wirkenden TMPyP4 konnte
nun jedoch eine Aktivierung der Spaltungsreaktion beob-
achtet werden. Eine Konzentration von 200 nm des G-Quar-
tett-Binders bewirkte eine mehr als zehnfache Aktivierung.
Zum Vergleich: Bei dieser Konzentration wurde schon eine
deutliche Hemmung des wt-HHR beobachtet. Allerdings
konnte nur ungefdhr ein Zehntel der Spaltungsaktivitit des
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wt-HHR durch die TMPyP4-vermittelte Aktivierung des
GQP-HHR erreicht werden. Hohere Konzentrationen (>
500 nm) von TMPyP4 fiihrten erwartungsgemifl zu einer
Hemmung der Variante GQP-HHR (Abbildung 1d).

Die TMPyP4-Abhingigkeit der Spaltungsreaktion lésst in
Verbindung mit dem verwendeten Design darauf schlieBen,
dass im aktivierbaren Ribozym GQP-HHR die Faltung der
eingefithrten G-reichen Schleife durch die Zugabe des G-
Quartett-Binders induziert wird. Eine Stabilisierung von
Helix II und dem katalytischen Zentrum wiirde zu einer er-
hohten Spaltungsaktivitdt fithren. Zur Bestidtigung dieser
Hypothese wurden die Faltungen beider Ribozyme durch
Verdau mit Ribonuclease T1 untersucht. Die Endonuclease
schneidet einzelstrangige RNA bevorzugt hinter Guanosin-
resten, was sich fiir den Nachweis der TMPyP4-abhingigen
Faltung der G-reichen Schleife des GQP-HHR nutzen lésst,
da G-Quartett-Strukturen weniger zugénglich fiir den Nu-
clease-Verdau sind als unstrukturierte Sequenzen.”” Die
Nuclease-Reaktionen wurden analog zu den Ribozym-Spal-
tungsreaktionen durchgefiihrt, auler dass ein RNA-Substrat
mit einer Desoxyribose an der Spaltstelle verwendet wurde,
um eine Ribozym-katalysierte Spaltung zu verhindern.

Zuerst wurde das Ribozym wt-HHR bei verschiedenen
Konzentrationen von TMPyP4 untersucht (Abbildung 2): Die
starkste Nuclease-vermittelte Spaltung wurde an der Position
G13 beobachtet, einem Nucleosid, das Teil des katalytischen
Zentrums des Ribozyms ist (zur Nummerierung siche Ab-
bildung 1; die Position entspricht G8 der allgemeinen No-
menklatur des Hammerhead-Ribozyms, siehe Lit. [26]). In-
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Abbildung 2. Ribonuclease-T1-Untersuchung der Ribozymfaltung in
Abhiangigkeit von TMPyP4. Ribonuclease-T1-Verdau von wt-HHR
(links) und GQP-HHR (rechts). Die Ribozyme wurden am 5-Ende mit
v-*2P-ATP und Polynucleotid-Kinase markiert. 1. Unverdaute Ribozyme;
2. T1-verdaute Ribozyme; 3. verdaut in Gegenwart von 1 nm TMPyP4;
4. 10 nm TMPyP4; 5. 100 nm TMPyP4; 6. 1 um TMPyP4; 0. OH"-
Leiter des GQP-HHR. Signifikante Spaltung in kiirzere Fragmente als
die gezeigten 13 nt wurde nicht beobachtet. Fiir Sekundrstrukturen
und Nummerierungen von wt-HHR und GQP-HHR siehe Abbildung 1.
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teressanterweise verstiarkte sich die T1-Spaltungsintensitét
beim wt-HHR mit steigenden Porphyrinkonzentrationen, in
Einklang mit der Hemmung der katalytischen Aktivitdt des
wt-HHR bei steigender TMPyP4-Konzentration. Fiir eine
effiziente Ribozymaktivitdt muss das katalytische Zentrum
wie in Abbildung 1 a dargestellt gefaltet werden. Mit stei-
gender Porphyrinkonzentration wird das katalytische Zen-
trum destabilisiert und dadurch leichter fiir den Nuclease-
Verdau zugénglich. Andere, schwiéchere Spaltungsstellen,
z.B. an Position G16 und weiteren Guanosinresten in Helix 11,
verhalten sich dhnlich.

Eine mogliche Erkldrung fiir die starke Inhibition durch
das Porphyrin-Derivat ist eine direkte Bindung im katalyti-
schen Zentrum. Diese Region enthilt sowohl G-A- als auch
Drei-Basen-Paare, die ausgeprigte n-Stapelwechselwirkun-
gen ermdglichen wiirden.”"?! Zwar kann der Mechanismus
der Inhibition nicht aus dem T1-Verdau abgeleitet werden,
die Bildung eines G-Quartetts im wt-HHR ist aber sehr un-
wahrscheinlich, da keine G-reichen Sequenzen im Ribozym
vorhanden sind. Theoretisch konnte sich ein intermolekulares
G-Quartett bestehend aus dem Trinucleotid GGG am 5'-
Ende bilden, was aber bei einer niedrigen Ribozymkonzen-
tration von 10 nM nicht wahrscheinlich ist. AuBBerdem miisste
eine solche Struktur mit der Bindung des RNA-Substrats
konkurrieren, wobei dieses im 5S0fachen Uberschuss vorhan-
den ist. Bei der anschlieBenden Untersuchung des GQP-
HHR durch TI1-Nuclease-Verdau wurde bei steigender
TMPyP4-Konzentration ein entgegengesetztes Verhalten zu
jenem von wt-HHR beobachtet: G13 zeigte wieder die
starkste T1-vermittelte Spaltung, gefolgt von einigen Posi-
tionen in der neu eingefithrten G-reichen Schleife. An allen
Positionen wurde eine verminderte Nuclease-abhidngige
Spaltung bei steigender Porphyrinkonzentration beobachtet.
Dieses Verhalten ist gegensitzlich zum Verdau des wt-HHR
und ist in Einklang mit der Aktivierung des G-reichen
Ribozyms durch TMPyP4. Da die katalytisch aktive Struktur
durch den Austausch von Helix II durch eine G-reiche
Schleife destabilisiert wurde, ist die Nuclease-Spaltung in
Abwesenheit vom TMPyP4 am stirksten. Mit steigender
Konzentration des Porphyrins kann sich die G-reiche Schleife
falten und dadurch die Nuclease-Aktivitdt hemmen.

Mitte der 1990er Jahre hat die Entdeckung von Ribozym-
Inhibitoren viel Aufmerksamkeit erregt, auch wegen ihres
potenziellen therapeutischen Nutzens.”=!! In den folgenden
Jahren wurden die Wechselwirkungen von RNA-Bindern wie
Aminoglycosiden und Tetracyclinen mit Ribozymen sehr
genau charakterisiert. Allerdings wurden bis heute Substan-
zen, die mit vierstrangigen DNA-Strukturen wechselwirken
konnen, noch nicht auf ihre Inhibitorwirkung auf Ribozyme
untersucht. In der hier vorgestellten Arbeit haben wir das N-
Methylpyridinio-substituierte Porphyrin TMPyP4 erstmals
als einen RNA-Binder vorgestellt. Dabei hat sich herausge-
stellt, dass TMPyP4 eine um zwei bis drei GroB3enordnungen
starkere Inhibitorwirkung auf das unmodifizierte wt-HHR
hat als zuvor charakterisierte HHR-Inhibitoren.s>-!
Uberdies konnten wir zeigen, dass sich G-reiche Sequenzen
sehr gut als regulatorische Motive fiir das Hammerhead-
Ribozym eignen. Durch rationales Design der funktionellen
Nucleinsduresequenz konnten wir die starke Inhibitorwir-
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kung von TMPyP4 durch das Einfithren einer G-reichen Se-
quenz in einen aktivierenden Effekt umwandeln. Wahr-
scheinlich bildet hierbei die eingefiihrte G-reiche Sequenz
eine zusitzliche Bindestelle fiir TMPyP4. Dieses Resultat
verdeutlicht, dass die Antwort eines biologischen Makromo-
lekiils auf einen bestimmten Stimulus sehr stark von einem
modularen Design abhidngen kann und dadurch auch steuer-
bar ist.’”! Ein Beleg fiir das Potenzial dieses Konzepts von
RNA-basierten, modularen Schaltern sind die erst kiirzlich
entdeckten Riboschalter mit ihren faszinierenden Architek-
turen. [

Obwohl TMPyP4 die Ribozymaktivitdt in Abwesenheit
des hier vorgestellten G-Quartett-Moduls stark hemmt, wird
die Substanz in vivo sehr gut toleriert, was auf eine spezifische
Wechselwirkung schlieen lisst. So wird TMPyP4 in Hefen
effizient und ohne Nebenwirkungen aufgenommen und ist
weder in menschlicher Zellkultur noch in Maiusen to-
xisch.B*3*! TMPyP4 wird als mogliches Tumortherapeutikum
diskutiert, seit die Wachstumshemmung von Tumor-Fremd-
transplantaten durch TMPyP4 in Maéusen demonstriert
werden konnte.P**”) Wir werden uns in Zukunft der Regula-
tion von weiteren funktionalen RNA-Sequenzen durch G-
Quartette widmen. Ein weiteres Ziel wird sein, solche Me-
chanismen fiir die Schaltung von Nucleinsdurefunktionen in
Zellen zu nutzen.

Experimentelle Details zu RNA-Priparation, Ribozym-
Reaktionen und Ribonuclease-Reaktionen sowie zusitzliche
Daten zu den Spaltungsreaktionen finden sich in den Hin-
tergrundinformationen.
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