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Abstract: RNA-Schalter unterscheiden genau zwischen ihren
eigentlichen Liganden und chemisch dhnlichen Molekiilen.
Ein bemerkenswertes Beispiel fiir eine sehr hohe Liganden-
spezifitat ist ein synthetischer auf Neomycin reagierender
RNA-Schalter. Paromomycin unterscheidet sich von Neomy-
cin nur durch die Substitution einer Amino- durch eine Hy-
droxygruppe. Es bindet ebenfalls an den Neomycin-RNA-
Schalter, schaltet ihn aber nicht. Hier zeigen wir, dass der
Verlust einiger weniger wichtiger intermolekularer Wechsel-
wirkungen an einer einzigen Position des Paromomycin-
Komplexes zu globalen Anderungen in der Konformations-
dynamik der RNA fiihrt. Auflerdem identifizieren wir ein
Netzwerk an intramolekularen Wechselwirkungen, iiber die
der Verlust der lokalen intermolekularen Wechselwirkungen in
entfernte Bereiche des Molekiils kommuniziert und in Ande-
rungen der globalen Dynamik iibersetzt wird. Daher beruht die
Spezifitit dieses RNA-Schalters auf Unterschieden in der
strukturellen Dynamik und nicht auf statischen Struktur-
unterschieden.

RNA-Schalter sind strukturierte RNA-Elemente, die ins-
besondere in den 5'-untranslatierten Bereichen bakterieller
mRNAs vorkommen. Durch die spezifische Bindung an nie-
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dermolekulare Liganden regulieren sie die Genexpression
auf der Ebene der Transkription, Translation oder der RNA-
Prozessierung.!

RNA-Schalter sind Knotenpunkte der metabolischen
Kontrolle der zelluliren Homoostase von Koenzymen, Si-
gnalmolekiilen, Protein- und Nukleinsdurebausteinen und
Tonen. Um in der Zelle eine angemessene regulatorische
Antwort sicherzustellen, miissen RNA-Schalter in der Lage
sein, sehr genau zwischen ihren eigentlichen Liganden und
chemisch dhnlichen Molekiilen auch dann zu unterscheiden,
wenn diese in hoheren Konzentrationen in der Zelle vor-
kommen oder wenn deren chemische Unterschiede zu den
eigentlichen Liganden nur sehr gering sind.

Fiir einige RNA-Schalter zeigen die Rontgenkristall-
strukturen ihrer Komplexe mit Liganden direkt, wie die
Struktur der Ligandenbindetasche durch sterische Restrik-
tionen dazu fiihrt, dass auch chemisch oder strukturell sehr
dhnlichen Ligandanaloga an der Bindung gehindert werden.?
Fiir andere Fille wurde aber gezeigt, dass sowohl die regu-
latorisch aktiven Liganden als auch deren regulatorisch in-
aktive Analoga in sehr dhnlicher Art und Weise an den RNA-
Schalter binden und die Bildung sehr dhnlicher RNA-Terti-
drstrukturen induzieren.”

Hier untersuchen wir mit atomarer Auflésung, wie der
synthetische Neomycin-RNA-Schalter (Abbildung 1a) in der
Lage ist, zwischen seinem eigentlichen Liganden und einem
strukturell und chemisch sehr dhnlichen Analogon zu unter-
scheiden.!!

In der Hefe S. cerevisiae unterdriickt dieser RNA-Schalter
in Anwesenheit der beiden verwandten Aminoglykoside
Neomycin (NEO) und Ribostamycin (RIO) die Initiation der
Translation.”) Dagegen ist er in Anwesenheit von Paromo-
mycin (PAR; Abbildung 1b), das sich von NEO nur durch die
Substitution einer Aminogruppe an Position 6’ durch eine
Hydroxygruppe unterscheidet (Abbildung 1c¢), regulatorisch
inaktiv. Isotherme Titrationskalorimetrie zeigt, dass dieser
RNA-Schalter NEO mit hoher Affinitat bindet (K;=10.0 +
2.0 nm), wihrend die Affinitdt fiir PAR deutlich geringer ist
(Kq4=5.140.3 um; sieche Abbildung S1 in den Hintergrund-
informationen). Die Substitution einer einzigen NH;"-
Gruppe durch eine OH-Gruppe fiihrt also zu einem ca. 500-
fachen Affinititsunterschied zwischen diesen beiden Ligan-
den.

Um die molekularen Grundlagen fiir die bemerkenswerte
Ligandenspezifitdt des Neomycin-RNA-Schalters zu verste-
hen, haben wir die Struktur seines Komplexes mit dem re-
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Abbildung 1. a) Sekundairstruktur des freien und des ligandengebunde-
nen Neomycin-RNA-Schalters. Nukleotide der Ligandenbindetasche
sind in rot hervorgehoben. b) Genregulatorische Aktivitit des Neomy-
cin-RNA-Schalters in einem GFP-Reportergen-Experiment in S. cerevi-
sige in Abwesenheit von Ligand (schwarz) oder in Anwesenheit von
100 um NEO, RIO oder PAR (weifd). c) Chemische Konstitution von
Neomycin (NEO), Paromomycin (PAR) und Ribostamycin (RIO). Die
funktionelle Gruppe in der 6'-Position ist in rot hervorgehoben.

d) Uberlagerung der 3D-Strukturen des RIO- (RNA in schwarz; Ligand-
kohlenstoffatome in gelb) und des PAR-RNA-Schalter-Komplexes.
(RNA in grau; Ligandkohlenstoffatome in griin). Ligandensauerstoff-
atome und -stickstoffatome sind entsprechend ihres Atomtyps einge-
farbt. e) Die Ligandenbindetasche des RIO- (schwarz) und des PAR-
RNA-Komplexes (grau). Wasserstoffbriicken sind durch rote Linien
markiert; alle anderen Farben sind wie in d). Die 6'-funktionelle
Gruppe beider Liganden ist durch einen roten Pfeil markiert.

gulatorisch inaktiven Liganden PAR in Losung mithilfe von
hochauflosender NMR-Spektroskopie gelost. Diese Struktur
haben wir mit der Struktur des regulatorisch aktiven RIO-
Komplexes verglichen, iiber die wir schon vor einiger Zeit
berichtet haben und die wir im Rahmen dieser Arbeit noch-
mals verfeinert haben (siehe die Hintergrundinformatio-
nen).”) Im Vergleich zu NEO fehlt RIO der Ring IV (Ab-
bildung 1¢). Trotzdem bildet der RNA-Schalter sowohl
strukturell als auch dynamisch sehr @hnliche Komplexe mit
diesen beiden Liganden."

Die hochaufgeloste Struktur des PAR-RNA-Schalter-
Komplexes (pdb-Eintrag 2 MXS; siehe Tabelle S2 und Ab-
bildung S2 a), die von uns de novo unabhingig von der bereits
bestimmten Struktur des aktiven RIO-Komplexes gelost
wurde, ist der Struktur des RIO-Komplexes sehr &hnlich
(RMSD: ca. 0.5 A; siche Abbildung 1d und Abbildung S2b).
Diese Ahnlichkeit wird auch durch sehr #hnliche NOE-
Kreuzsignalmuster und chemische Verschiebungen unter-
strichen (siche Abbildung S3-S5). In beiden Komplexen
bilden die beiden helikalen Abschnitte der Schalter-RNA
eine durchgehende A-Form-Helix mit Stapelwechselwirkun-
gen zwischen den Basenpaaren G5:C23 und G9:C22. Die
beiden helikalen Elemente sind formell durch einen internen
»loop® getrennt, der das Nukleotid C6 und die beiden flexi-
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blen Nukleotide U7 und U8 enthilt (sieche Abbildung S6).
Der apikale ,,loop* (U14-U18) faltet sich in ein ,,U-turn*-
Motiv (U14-A16), das mit einem ,,looped-out-base*“-Motiv
(A16-U18) iiberlagert ist. Nukleotid A17 schlieBt die Lig-
andenbindestelle nach auflen ab. Beide Liganden binden auf
sehr dhnliche Art und Weise (siche Abbildung 1e und Ab-
bildung S5). Die funktionelle Gruppe in der 6’-Position beider
Liganden befindet sich in beiden Komplexen in einer sehr
dhnlichen Position am Ubergang zwischen dem unteren und
dem oberen helikalen Element (Abbildung 1e). Im regula-
torisch aktiven RIO-Komplex ist die positive geladene® 6'-
NH;*-Gruppe an der Bildung von intermolekularen Wasser-
stoffbriicken mit der 4-CO-Gruppe von U10 und der negativ
geladenen Riickgrat-Phosphatgruppe von G9 beteiligt (Ab-
bildung 2a,b). AuBerdem geht sie intermolekulare elektro-
statische Wechselwirkungen mit den N7-Stickstoffatomen
von G9 und A17 ein, die zu den tieffeldverschobenen NMR-
Signalen der 4-CO-Gruppe von U110 (siehe Abbildung S7a)
und den hochfeldverschoben N7-Resonanzen® von G9 und
A17 fihrt (Abbildung 2¢).

Fiir den regulatorisch inaktiven PAR-Komplex zeigen
quantitative 1D-*'P-{'H}-Spin-Echo-Experimente!"”! wie er-
wartet eine skalare "2/, ,-Kopplung iiber eine Wasserstoff-
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Abbildung 2. a) Intermolekulare Wasserstoffbriicken und elektrostati-
sche Wechselwirkungen der 6'-NH;*-Gruppe des RIO-Komplexes. Die
Abstinde zwischen dem Stickstoffatom der Aminogruppe und den Ak-
zeptorgruppen sind angegeben. b) Ausschnitt der quantitativen *'P-
{'"H}-Spin-Echo-Spektren fiir den RIO- (links) und den PAR-Komplex
(rechts). Resonanzzuordnungen sind angegeben. Die 'H-entkoppelten
Referenzexperimente sind in schwarz gezeigt, die kopplungsattenuier-
ten Kreuzexperimente in rot. c) Uberlagerung des N7-Bereiches der
»long-range“-"H->"N-HSQC-Spektren des RIO- (schwarz) und des PAR-
Komplexes (grau). Purin H8/N7-Korrelationen sind mit dem Namen
des Nukleotides gekennzeichnet. Adenin H2/N1-Korrelationen sind
entsprechend markiert. Reste mit grofen Unterschieden in den chemi-
schen Verschiebungen zwischen den beiden Komplexen sind rot mar-
kiert. d) ,On-resonant-spin-lock“-abhéngige *C-R, -Relaxationsdisper-
sionsprofile fiir C8 von A17 fiir den RIO- (schwarz) und den PAR-Kom-
plex (grau). e) H1'-C2'-Kreuzsignale aus HCCH-TOCSY-CCH-E.COSY-
Spektren" von A17 fiir den RIO- (links) und den PAR-Komplex
(rechts). Die aus den Signalverschiebungen in der "H-Dimension
ermittelten °J,, ,-Werte sind angegeben.
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briicke fiir die G9-Phosphatgruppe (Abbildung 2b) in Uber-
einstimmung mit einer Wasserstoffbriicke zur PAR-6-OH-
Gruppe. Dagegen sind die NMR-Signale fiir die 4-CO-
Gruppe von U10 und die N7-Stickstoffatome von G9 und A17
zu Positionen verschoben, die auf die Abwesenheit von
Wasserstoffbriicken hinweisen (siche Abbildung 2¢ und Ab-
bildung S7a). Im Unterschied zur 6'-NH;"-Gruppe von RIO
ist die 6'-OH-Gruppe von PAR also nur an einer einzigen
intermolekularen Wechselwirkung beteiligt. Die Abwesen-
heit einer intermolekularen Wechselwirkung zwischen dem
Liganden und der N7-Position von A17 im PAR-Komplex hat
weiterreichende Konsequenzen. Die Nukleobase von Al7,
die im RIO-Komplex auf allen Zeitskalen konformativ rigide
ist (siehe Abbildung 2d und Abbildung S6), zeigt im PAR-
Komplex Bewegungen im ps-Bereich (Abbildung 2d). Die
erhohte Flexibilitdt der A17-Nukleobase wird begleitet von
einer erhohten konformativen Flexibilitdt der Riboseeinheit
von Al7 (siche Abbildung 2e und Abbildung S7b). AuBer-
dem bildet die Nukleobase von C6 nur im RIO- nicht aber im
PAR-Komplex stabile Stapelwechselwirkungen mit der Nu-
kleobase von A17 (siche Abbildung S7c¢).
Uberraschenderweise hat der lokale Verlust von durch
den 6'-Substituenten vermittelten intermolekularen Wech-
selwirkungen nicht nur lokale Konsequenzen fiir die Kon-
formationsdynamik des RNA-Liganden-Komplexes. Appa-
rente Wasseraustauschgeschwindigkeiten fiir die Iminopro-
tonen (siche Abbildung 3a, Abbildung S8 und Tabelle S4)
zeigen, dass mit Ausnahme des U10:U21-Basenpaares, das
Teil der Ligandenbindestelle ist, auch entferntere Bereiche
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Abbildung 3. a) Wasseraustauschgeschwindigkeiten fiir die Iminopro-
tonen im RIO- (links) und im PAR-Komplex (rechts) bei 30°C. Die ap-
parenten Austauschgeschwindigkeiten sind farbkodiert entsprechend
des Farbbalkens auf der rechten Seite. Die Basenpaare in den 2D- und
3D-Strukturen sind entsprechend der fiir das zugehérige Iminoproton
beobachteten Austauschgeschwindigkeit eingefarbt. Fiir den RIO-Kom-
plex ist der Ligand gelb dargestellt, fiir den PAR-Komplex griin. Inter-
molekulare Wasserstoffbriicken oder elektrostatische Wechselwirkun-
gen sind durch gestrichelte Linien hervorgehoben. b) Differenzen zwi-
schen ®C-R,-Werten® von Purin-C8- und Pyrimidin-C6-Spins, die mit
25 Hz und 1000 Hz effektiver ,Spin-lock“-Feldstidrke am RIO- (gelb)
und am PAR-Komplex (griin) gemessen wurden. Die Strukturelemente
der RNA im Komplex sind tiber dem Graphen gezeigt; Nukleotide, die
Teil der Bindetasche sind, sind mit roten Balken gekennzeichnet und
mit BT markiert.
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der RNA im PAR-Komplex weniger stabil sind als im RIO-
Komplex. Bei 30°C weisen im PAR-Komplex die Iminopro-
tonen des U13:U18-Basenpaares und von U14 im apikalen
,loop*, der durch A17 mit der Ligandenbindestelle verkniipft
ist, deutlich erhohte Wasseraustauschgeschwindigkeiten auf.
Wenn analog dazu die Wechselwirkung zwischen dem 6'-
Substituenten des Liganden und dem N7-Stickstoffatom von
A17 im RIO-Komplex durch eine A17C-Mutation verhindert
wird, fiihrt dies ebenfalls zu einer Destabilisierung des ge-
samten apikalen ,loops“ und einer damit verbundenen Re-
duktion der regulatorischen Aktivitit dieser RNA-Schalter-
Mutante (siche Abbildung S9).

Weiterhin zeigen die “C-R,,-Relaxationsraten fiir den
PAR-Komplex eine deutliche Abhéngigkeit von der Stirke
des ,,Spin-lock“-Feldes nicht nur fiir Nukleotide der Ligan-
denbindetasche, sondern auch fiir U4 und G5 im unteren
helikalen Element sowie fiir U18 im apikalen ,,loop“ (Ab-
bildung 3b, griin). Dies belegt das Auftreten konformativer
Austauschprozesse fiir diese Nukleotide auf einer Zeitskala
von ps zu ms. Dagegen wird fiir keines der Nukleotide im
RIO-Komplex eine Abhingigkeit der R;,-Relaxationsrate
von der Stirke des ,,Spin-lock“-Feldes beobachtet (Abbil-
dung 3b, gelb).”! Dies deutet auf eine insgesamt konformativ
rigide Struktur des RIO-Komplexes hin. Wir méchten darauf
hinweisen, dass die beobachteten konformativen Austausch-
prozesse die Dynamik des ligandengebundenen Zustandes
repréasentieren und nicht durch die Dissoziation des Liganden
wihrend der Messung verursacht werden, da die den kon-
formativen Austauschprozessen entsprechenden k.-Ge-
schwindigkeitskonstanten fiir ausgewihlte Nukleotide (siche
Abbildung S10) deutlich groBer sind als die der Liganden-
dissoziationskinetik  entsprechenden  Austauschbeitrige
(sieche die Hintergrundinformationen). Der letztgenannte
Prozess sollte auerdem alle Nukleotide der Ligandenbin-
detasche und des apikalen ,,loop*“ in dhnlicher Weise beein-
flussen.

Zusammengefasst zeigen unsere Daten, dass die auBler-
gewoOhnliche Ligandenspezifitit des Neomycin-RNA-Schal-
ters auf der Ebenen der Konformationsdynamik kodiert ist.
Wihrend ein regulatorisch inaktiver Ligand die gleiche RNA-
Struktur wie ein regulatorisch aktiver Ligand induzieren
kann, fithrt das Fehlen spezifischer intermolekularer Wech-
selwirkungen zu einer lokalen Destabilisierung in der Lig-
andenbindetasche, die dann an andere, weiter entfernte
Strukturelemente weitergegeben wird (Abbildung 4a).

Die Féhigkeit regulatorisch aktiver Liganden, alle
Strukturelemente des RNA-Schalters stabil miteinander zu
verbinden, fiihrt zu einem offensichtlichen Mechanismus fiir
dessen genregulatorische Aktivitdt in vivo (Abbildung 4b):
Der Neomycin-RNA-Schalter nimmt im ligandenfreien Zu-
stand — dem regulatorischen ,,ON“-Zustand — eine instabile
Haarnadelstruktur an, die aus zwei, durch einen internen
,bulge® separierten, helikalen Elementen besteht (siche
Abbildung 1a). Diese Struktur kann durch die kleine ribo-
somale Untereinheit, die den 5’-Bereich der mRNA nach dem
Startkodon durchsucht, leicht aufgelost werden (Abbil-
dung 4b, oben)."” Die Bindung sowohl von aktiven als auch
inaktiven Liganden induziert eine Verldngerung der oberen
Helix und die koaxiale Stapelung beider helikaler Elemente.
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Abbildung 4. a) Stabilititsnetzwerk innerhalb des Neomycin-RNA-
Schalters, das die regulatorische Aktivitit seiner Liganden bestimmt.
Die direkten Wechselwirkungen der 6-NH;"-Gruppe sind in rot ge-
zeigt, die weiterreichenden Stabilisierungseffekte sind durch Pfeile an-
gedeutet. b) Ein Modell, das die durch die Bindung eines regulatorisch
aktiven (Mitte) und eines regulatorisch inaktiven Liganden (unten)
hervorgerufenen konformativen Effekte mit der Konformation des
freien RNA-Schalters (oben) vergleicht und ihren Einfluss auf die
durch den RNA-Schalter regulierte Initiation der Translation durch die
ribosomale 40S-Untereinheit darstellt.

Im Komplex mit einem regulatorisch aktiven Liganden bildet
der Neomycin-RNA-Schalter eine komplett stabilisierte
Struktur aus, die das ,,Scanning“ der kleinen ribosomalen
Untereinheit verhindert (Abbildung 4b, Mitte). Dagegen
fiihrt die Bindung eines regulatorisch inaktiven Liganden
nicht dazu, dass alle Strukturelemente stabil miteinander
verbunden werden. Es resultiert ein destabilisierter Komplex,
der immer noch durch die kleine ribosomale Untereinheit
aufgelost werden kann (Abbildung 4b, unten). Zusitzlich
reduziert die hohere k. -Geschwindigkeitskonstante (siehe
Abbildung S11) des inaktiven Liganden die Lebenszeit des
Komplexes und erhoht damit die Wahrscheinlichkeit fiir das
Ribosom, auf einen RNA-Schalter im ligandenfreien Zustand
zu treffen.

Der kleine synthetische Neomycin-bindende RNA-
Schalter hat die bemerkenswerte Fiahigkeit, zwischen Ligan-
den zu diskrimieren, die sich nur in einer einzigen funktio-
nellen Gruppe voneinander unterscheiden. Diese hohe Li-
gandenspezifitdt kommt der von vielen strukturell wesentlich
komplexeren, natiirlichen RNA-Schaltern nahe. Eine durch
den Liganden vermittelte sehr effektive Kopplung von ver-
schiedenen Strukturelementen scheint ein generelles Mar-
kenzeichen fiir die Wechselwirkung von RNA-Schaltern mit
ihren regulatorisch aktiven Liganden zu sein.l'¥ Deshalb ist es
sehr wahrscheinlich, dass auch in vielen anderen RNA-
Schaltern Mechanismen fiir die Unterscheidung von Ligan-
den und deren Analoga genutzt werden, die auf definierten
Unterschieden in der Konformationsdynamik beruhen, wie
sie hier fiir den Neomycin-bindenden RNA-Schalter exem-
plarisch in atomarem Detail beschrieben wurden.
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