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RNA-Schalter sind hochstrukturierte RNA-Motive in den
nichttranslatierten Regionen vieler mRNAs mit genregula-
torischer Aktivitit.'! Durch Konformationsinderungen, die
durch direkte Wechselwirkung mit kleinen Metaboliten als
Liganden induziert werden, modulieren sie entweder die
Termination der Transkription oder die Initiation der Trans-
lation.

Viele natiirlich vorkommende RNA-Schalter sind grof3
und strukturell sehr komplex. Demgegeniiber leiten sich
synthetische RNA-Schalter, die als mafgeschneiderte, gen-
regulatorische Elemente fiir Anwendungen in der syntheti-
schen Biologie dienen, von in vitro selektierten kleinen RNA-
Aptameren ab.”! Allerdings sind nur sehr wenige in vitro se-
lektierte Aptamere auch in vivo regulatorisch aktiv, obwohl
ihre Ligandenaffinitdten und -spezifititen mit denen natiirli-
cher RNA-Schalter vergleichbar sind."!

Erst kiirzlich haben Suess et al. in einem zweistufigen
Selektionsverfahren, in dem ein In-vitro-SELEX-Pool in
einem auf genregulatorische Aktivitét ausgerichteten In-vivo-
Screening in einem Reportergen-Assay in Hefe getestet
wurde, einen RNA-Schalter fiir das Aminoglycosid-Antibio-
tikum Neomycin B identifiziert.” Das daraus hervorgegan-
gene, durch Neomycin B und Ribostamycin (Abbildung 1a)
schaltbare RNA-Element (N1) besteht aus nur 27 Nukleoti-
den, die eine asymmetrische Haarnadelstruktur annehmen
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(Abbildung 1b). Somit ist N1 der kleinste bisher identifizierte
in vivo aktive RNA-Schalter. Sowohl die Sequenz als auch die
Sekundérstruktur von N1 unterscheiden sich vollstiandig von
einem anderen in vitro selektierten, aber regulatorisch inak-
tiven RNA-Aptamer fiir den gleichen Liganden (R23).14
Stattdessen dhnelt N1 teilweise der natiirlich vorkommenden
Bindungsstelle fiir Aminoglycosid-Antibiotika, der riboso-
malen A-Stelle (Abbildung 1b).

Die NMR-Analyse des RNA-Schalters N1 im Komplex
mit Ribostamycin enthiillt die strukturelle Grundlage fiir
seine regulatorische Aktivitdt und weist auf einen Ligan-
denbindungsmechanismus durch ,,conformational capture*
hin. Unsere Ergebnisse geben Einblicke in den modularen
Aufbau von Ligandenbindungsstellen in RNA und zeigen
strukturelle und dynamische Besonderheiten auf, die N1 mit
groBeren, natiirlich vorkommenden RNA-Schaltern sowie
mit einigen anderen regulatorisch aktiven Aptameren teilt.
Diese Erkenntnisse konnen als Leitfaden fiir die Entwicklung
neuartiger synthetischer RNA-Schalter fiir gezielte In-vivo-
Anwendungen dienen.

Struktur des NI1-Ligand-Komplexes — der ,,AUS“-Zu-
stand des RNA-Schalters:

N1 unterdriickt die Genexpression nach Bindung an
Neomycin B oder Ribostamycin (ein mit Neomycin ver-
wandtes, aber kleineres Aminoglycosid).”! Die NMR-Spek-
tren der beiden N1-Ligand-Komplexe (Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen) zeigen, dass die Bildung beider
Komplexe mit &hnlich hoher Affinitdt erfolgt und ihre
Strukturen sehr dhnlich sind. Der Beitrag von Ring IV im
Neomycin zur RNA-Bindung scheint daher vernachléssigbar
zu sein. Da die Resonanzsignale des Ribostamycins eine
bessere spektrale Auflosung haben, zogen wir daher fiir die
NMR-Spektroskopie den N1-Ribostamycin-Komplex heran
(siche Tabelle 1). Die Signalzuordnungen der NMR-Spektren
und die Strukturkoordinaten wurden hinterlegt (BMRB-
Kode: 16609, pdb-Code 2kxm)."!

Trotz einer flexiblen internen Ausbauchung (,,bulge) von
drei Nucleotiden (C6-US) enthilt die Struktur des Ribosta-
mycin-gebundenen N1 einen durchgéngigen helicalen Stamm
mit kanonischen Basenstapelungen zwischen dem G5:C23-
und dem G9:C22-Basenpaar. Die hoch strukturierte apikale
Schleife faltet sich zu einem ,,U-Turn“-Motiv (U14-A16), das
durch das U13:U18-Basenpaar abgeschlossen wird (Abbil-
dung 1c-e).

Die Bindungsstelle der Ringe I und II des Ribostamycins
liegt zwischen der groen Furche von N1 in der Region von
G5:C23 bis U13:U18 und A17, das aus der apikalen Schleife
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Abbildung 1. Struktur des N1-Ribostamycin-Komplexes. a) Konstitution der 2'-Desoxystreptamin-Antibiotika Neomycin B und Ribostamycin. b) Nu-
kleotidsequenz mit der aus NMR-Daten abgeleiteten Sekundirstruktur des Ribostamycin-gebundenen N1. Die Konsensus-Sequenz des In-vivo-
Selektionsexperiments fiir regulatorisch aktive Neomycin-abhingige RNA-Schalter (U8—C23) ist durch offene Buchstaben gekennzeichnet. Se-
quenziibereinstimmungen mit der ribosomalen A-Stelle sind durch ein Kistchen gekennzeichnet.? Die in der internen Ausbauchung lokalisierten
Reste und A17 in der apikalen Schleife sind farblich codiert. c) NMR-Strukturbiindel, erzeugt durch Uberlagerung der zehn Strukturen mit der
geringsten Energie. Die Farbcodierung der Nukleotide ist die gleiche wie in (b); Farbcodierung fuir Ribostamycin: rot O, blau N, gelb C. d) Imino-
protonen-Region eines 2D-['H,"H]-NOESY-Spektrums von N1 gebunden an Ribostamycin bei 10°C. NOE-Konnektivititen sind durch durchgezoge-
ne (G2 bis G5), fette (G5 bis G9) und gestrichelte Linien (G9 bis U21) dargestellt. Der NOE zwischen G5 und G9 (Pfeil) weist auf eine coaxiale
helicale Stapelung hin. e) Interne Dynamik des Ribostamycin-gebundenen N1. */(H,H)-Kopplungskonstanten (oben) und *C-HetNOE-Werte
(unten). Nukleotide der apikalen Schleife und internen Ausbauchung sind grau schattiert und farblich wie in (b) markiert. Eine groRRe *J(H1',H2')-
Kopplung (grau) und eine kleine */(H3',H4')-Kopplung (schwarz) fiir A17 zeigen eine C2"-endo-Zuckerkonformation an; G5 bis U8 befinden sich in
einem Konformationsgleichgewicht. Die *C-HetNOE-Werte der Nukleobasen C6/8 (grau) und der Ribose-C1'-Atome (schwarz) zeigen eine flexible
interne Ausbauchung und eine rigide apikale Schleife an.

ausgestiilpt ist (Abbildung 2). Ring III befindet sich in der  (Abbildung S7B).”" AuBerdem liegt das aus der apikalen
Nihe des Phosphatriickgrats des 3'-Strangs (U18 bis G20).  Schleife ausgestiilpte A17 in der gleichen C2'-endo-Zucker-
Gleichzeitige Kontakte des Liganden mit dem G5:C23-Ba-  konformation und Basenorientierung vor wie in der ansons-
senpaar unterhalb und G9:C22 oberhalb der internen Aus-  ten strukturell nicht verwandten Fiinf-Nukleotid-Schleife von
bauchung (Abbildung 2b) verklammern den unteren und R23 im Komplex mit Neomycin (Abbildung S7C) und zeigt
oberen helicalen Stamm und stabilisieren somit die durch-  #hnliche Basenstapelungen mit Ring T des Aminoglycosids.[*!
gehende coaxiale Stapelung der beiden Stémme iiber die  Trotz dieser strukturellen Ahnlichkeiten unterscheiden sich
flexible interne C6-U8-Ausbauchung hinweg. Die Nukleotide  die Details der N1-Wechselwirkungen mit dem Liganden von
in der Ausbauchung selber sind nicht in Kontakt mit dem  denen der anderen Motive (Abbildung S8). Die hohe Ligan-
Liganden. Eine detaillierte Beschreibung der Struktur des denaffinitit von N1 ist offenbar das Ergebnis einer modula-
N1-Ribostaymcin-Komplexes findet sich in den Hinter- ren Kombination aus verschiedenen Aminoglycosid-binden-
grundinformationen. den Teilmotiven (Abbildung S7D), deren detaillierter Wech-

Eine vergleichende Betrachtung zeigt Ahnlichkeiten selwirkungsmodus jeweils auf eine optimale Affinitit hin
zwischen dem NI1-Ribostamycin-Komplex und anderen angepasst wurde.

Aminoglycosid-bindenden RNAs auf. Der helicale Stamm in Der ,,AN“-Zustand von N1 - ein dynamisches Gleichge-
der Ndhe des U10:U21-Basenpaars dhnelt der ribosomalen  wicht:
A-Stelle (Abbildung S7A)."! Trotz nur schwach ausgeprigter In Abwesenheit des Liganden werden die Zielgene von

Sequenzhomologie dhnelt das ,,U-Turn“-Motiv in der apika- N1 exprimiert. In diesem Zustand werden in den 1D- und 2D-
len Schleife zwei in vitro selektierten Tobramycin-Aptameren ~ NOESY-Iminoprotonen-Spektren bei Temperaturen >10°C
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Abbildung 2. Die N1-Ribostamycin-Bindungstasche. a) Die Lage von
Ribostamycin in der Bindungstasche; die Darstellung zeigt eine Uber-
lagerung der zehn energiedrmsten Strukturen. b) Wechselwirkungen
von N1-Nukleotiden mit Ribostamycin. Aus den berechneten Struktu-
ren abgeleitete intra- (graue punktierte Linien) und intermolekulare
(schwarze punktierte Linien) Wasserstoffbriicken oder elektrostatische
Wechselwirkungen.

Tabelle 1: NMR- und Strukturverfeinerungsstatistiken fiir die zehn
Strukturen mit der niedrigsten Energie des N1-Ribostamycin-Komplexes.

NMR-Restraints

Abstand-Restraints gesamt 915
NT1-RNA 718

intranukleotid 362

sequenziell 186

Weitbereich 120

Wasserstoffbriicken 50

Ribostamycin 63
N1-Ribostamycin 134
Dieder-Restraints gesamt 106
Ribosezucker 48
Phosphat-Riickgrat 58

Strukturstatistik

Paarweise RMSD-Werte [A]

N1-Ribostamycin (alle Nukleotide) 0.90+0.33
N1-Ribostamycin (G2-G5, G9-U26) 0.54+0.20
Ribostamycin 0.04+0.02

(Abbildung 3a, S9) nur wenige scharfe Signale beobachtet.
Dies deutet auf eine offene Struktur (Abbildung 3b, links)
mit fiinf Basenpaaren in der unteren Helix (G1:C27-G5:C23)
und einer verkiirzten oberen Helix hin, die nur noch zwei
Basenpaare (C11:G20 und C12:G19) enthilt. Die apikale
Schleife und das G9:C22- sowie das U10:U21-Basenpaar der
oberen Helix sind destabilisiert. Bei tieferen Temperaturen
erscheinen jedoch zusitzliche Iminoprotonensignale in diesen
Spektren (Abbildung 3a), deren chemische Verschiebungen
sowohl fiir Watson-Crick- als auch fiir nicht-kanonische Ba-
senpaare typisch sind. Bei —6°C dhneln sowohl das 1D-'H-
Spektrum des freien N1 als auch die beobachteten NOE-
Kontakte (Abbildung 3¢) stark denen des N1-Ribostamycin-
Komplexes bei hohen Temperaturen. Insbesondere ist die
obere Helix durch zwei zusétzliche Basenpaare (G9:C22 und
U10:U21) verldngert, und ein NOE zwischen dem G5- und
dem GY9-Iminoproton deutet auf eine coaxiale Stapelung
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zwischen der oberen und der unteren Helix hin. Dariiber
hinaus geht die apikale Schleife eine Faltung ein unter Aus-
bildung des U13:U18-Basenpaares und des ,,U-Turn“-Motivs
mit seiner charakteristischen Wasserstoffbriicke zwischen
dem Iminoproton von Ul4 und dem gegeniiberliegenden
Phosphatriickgrat. Dementsprechend liegt freies N1 in einem
temperaturabhingigen Konformationsgleichgewicht
schen einer offenen Form (oder einem Ensemble aus meh-
reren offenen Formen) und einer kompakten, hoch struktu-
rierten Konformation vor, die stark an den ligandengebun-
denen Zustand von N1 erinnert (Abbildung 3b).

Das Vorkommen der ,,gebundenen® Konformation in-
nerhalb des Konformationsensembles von freiem N1 deutet
auf eine Bindung des Aminoglycosids durch einen ,,confor-
mational capture“-Mechanismus hin. Dabei selektiert der
Ligand die vorgebildete, gebundene Konformation aus dem
Konformationsensemble der freien RNA fiir die Bindung.
Dieser Mechanismus ist eine in jiingster Zeit auf dem Gebiet
der Protein-Ligand-Wechselwirkungen viel diskutierte Al-
ternative zum ,induced-fit“-Bindungsmechanismus und
wurde erst kiirzlich auch fiir RNA-Ligand-Systeme be-
schrieben.”! In der freien RNA ist das basengepaarte, ent-
halpisch bevorzugte und dem gebundenen Zustand dhnliche
Konformer bei hoheren Temperaturen weniger populiert als
das entropisch vorteilhafte, offene Konformer. Durch die
Ligandenbindung wird dieser entropische Nachteil anschei-
nend durch zusétzliche enthalpisch vorteilhafte intermole-
kulare Wechselwirkungen iiberkompensiert. Die Differenz
der freien Energie des au3ergewohnlich stabilen Komplexes
und des Konformationsensembles der freien RNA ist wahr-
scheinlich die Grundlage fiir die Funktion des Neomycin-er-
kennenden RNA-Schalters als ein ligandenstabilisierter
»~Prellbock* fiir das Ribosom wihrend des Scannings des 5'-
nichttranslatierten Bereichs der mRNA und damit fiir seine
genregulatorische Aktivitit.

Ein entscheidender Faktor fiir die Destabilisierung des
kompakten Zustands des freien N1 scheint die untere Aus-
bauchung (C6-U8) zu sein, die mit der coaxialen Stapelung
der unteren und der oberen Helix sowie der Stabilitdt der
angrenzenden Basenpaare interferiert. Damit lie3e sich auch
die teilweise Konservierung dieser Sequenz im Pool der in
vivo selektierten genregulatorisch aktiven RNAs funktionell
erkliren, obwohl sie nicht mit dem Liganden wechselwirkt.[*"!
Der destabilisierende Effekt der Ausbauchung wird sowohl
durch die ligandeninduzierte Stabilisierung des U10:U21-
und des G9:C22-Basenpaars in der oberen Helix als auch
durch die induzierte coaxiale Helixstapelung bei gleichzeiti-
ger Wechselwirkung mit dem G5:C23-Basenpaar in der un-
teren Helix iiberwunden. Dariiber hinaus begiinstigt die
Ligandenbindung die gefaltete Konformation der apikalen
Schleife durch Stabilisierung des U13:U18-Basenpaars und
vorteilhafte hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Ligand
und A17. Die ligandeninduzierte Stabilisierung verschiedener
Strukturelemente und deren Wechelwirkungen wurde auch
fiir einige natiirlich vorkommende RNA-Schalter beobach-
tet.'® Insbesondere die ligandeninduzierte Positionierung
von zwei helicalen Elementen relativ zueinander durch die
gleichzeitige Wechselwirkung mit dem Liganden erinnert z. B.
an den Ligandenbindungsmodus des natiirlichen Thiaminpy-

ZWi-
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Abbildung 3. Temperaturabhingiges Konformationsgleichgewicht in freiem N1. a) Iminoregion des 1D-'H-Spektrums bei unterschiedlichen Tem-
peraturen. Im Spektrum bei 10°C sind die Nukleotide mit scharfen Iminosignalen gekennzeichnet. Im Spektrum bei —6°C sind die Nukleotide
mit Signalen héherer Intensitit bei tieferen Temperaturen gekennzeichnet. Anderungen der chemischen Verschiebung sind durch gestrichelte
Linien gekennzeichnet. b) Temperaturabhingige Sekundirstrukturinderungen. Nukleotide, fiir die bei tieferen Temperaturen eine Iminoresonanz
erscheint, sowie neu gebildete Basenpaare sind rot dargestellt. Neue NOE-Konnektivititen sind durch Pfeile gekennzeichnet. c) Iminoregionen
eines 2D-['H,'H]-NOESY-Spektrums bei —6°C. NOE-Konnektivititen bei 10°C, die bei tieferen Temperaturen an Intensitit gewinnen, sind durch
schwarze und rote Linien markiert. Der Pfeil markiert den NOE, der auf die coaxiale Helixstapelung zwischen G5 und G9 (fettgedruckte Linien)

hinweist.

rophosphat-abhédngigen RNA-Schalters, wo ein difunktio-
neller Ligand die interhelicale Packung fordert, oder des
preQ;-RNA-Schalters, wo der Ligand eine coaxiale Helix-
Stapelung vermittelt.l”)

Interessanterweise deuten die NMR-Daten fiir andere
Aptamere mit bestatigter Aktivitdt als RNA-Schalter, ins-
besondere das Malachitgriin- und das Theophyllin-Aptamer,
ebenfalls auf einen offenen, unstrukturierten Grundzustand
und einen hoch strukturierten ligandengebundenen Zustand
hin.’**8¢19 Tn Analogie zur internen Ausbauchung von N1
zeigen die Strukturen dieser Aptamerkomplexe konformativ
dynamische Nukleotide in der Ndhe der Ligandenbindungs-
stelle, die weder direkte Wechselwirkungen mit dem Ligan-
den eingehen noch zur Stabilisierung des Komplexes beitra-
gen. Man kann vermuten, dass diese Nukleotide eine offene
Form der freien RNA induzieren und dadurch die Aktivitét
als RNA-Schalter fordern, obwohl sie nicht fiir diesen Zweck
selektiert wurden. Das Wechselspiel zwischen einem offenen
Grundzustand und einem hoch strukturierten, hoch affinen
ligandengebundenen Zustand scheint ein bestimmender
Faktor fiir die genregulatorische Aktivitdt vieler natiirlich
vorkommender und synthetischer RNA-Schalter zu sein.
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