abzuwarten, ob sich diese Strategie
der Expressionshemmung letztend-
lich bewéhrt. Die prinzipiellen Vor-
teile liegen auf der Hand: Wie das
Antigenprinzip, so ist auch die Bin-
dung/Blockierung des offenen Kom-
plexes ein fast universelles Prinzip
zur Inhibition der Genexpression.

Dartiber hinaus sollten agPNA je-
doch auch in der Lage sein, mehrere
SpleifSvarianten eines Gens mit einer
einzigen Sequenz zu unterdriicken.
Die Zelle verfugt in der Regel nur
uber zwei Kopien eines Gens, ganz
im Gegensatz zur mRNA, die norma-
lerweise in vielen hundert Kopien in
einer Zelle vorliegen kann. Im Falle
einer verbesserten Administration
der agPNA sollte diese Methode da-
her diejenige der Antisense-Molekiile
an Sensitivitat und folglich auch im
Hinblick auf die Selektivitat noch
tbertreffen. Es bleibt spannend, diese
Entwicklung auch in den kommen-
den Jahren weiter zu verfolgen.

Christoph Arenz
Humboldt Universitdt zu Berlin
Christoph.arenz@chemie.hu-berlin.de
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RNA-Schalter

@ Bis vor kurzem sah man die Rolle
der RNA nur als Ubertrager der ge-
netischen Information von der DNA
zu den Proteinen. Seit der Ent-
deckung, dass RNA auch strukturel-
le, katalytische und regulatorische
Funktionen tibernehmen kann, hat
sich diese Sicht drastisch gedndert.
So ahneln RNA-Molekile in ihrer
strukturellen Vielfalt viel starker den
Proteinen als dem chemisch ver-
wandten ,,Schwestermolekuil* DNA.
RNA-Molekule konnen komplexe
dreidimensionale Strukturen anneh-
men, um Bindetaschen oder katalyti-
sche Zentren zu bilden und so als
biologischer Katalysator, Regulator
oder Strukturelement fungieren.

Das Spektrum der in den letzten
Jahren neu entdeckten RNA-Mole-
kule ist sehr grof3. Kleine, nicht ko-
dierende RNA, bekannt als short in-
terfering RNA (siRNA), micro RNA
(miRNA) in Eukaryoten und small
noncoding RNA (sRNA) in Bakte-
rien konnen die Expression vieler
Gene reprimieren, in dem sie entwe-
der an komplementire messenger
RNA (mRNA) oder an Proteine bin-
den und deren biologische Aktivitat
modulieren.'™ Solche RNA konnen
ganze Signalketten in zellularen
Adaptations- und Differenzierungs-
prozessen steuern, den Virulenzsta-
tus pathogener Bakterien bestimmen
oder als Masterregulatoren der glo-
balen Genexpression wirken.

Alternative Konformationen —
Grundlage RNA-basierter
Genschalter

@ Neben den kleinen nicht kodie-
renden RNA-Molekiilen gibt es eine
weitere  Gruppe regulatorischer
RNA-Molekiile, die RNA-Schalter.
Diese

Schalterelemente sind im

5'-untranslatierten Bereich, also vor

RNA Schalter
. T

mrva 5O

Binde- Effektor-
doméne domine
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dem eigentlichen Genstart, lokali-
siert. Dabei bildet der regulatorische
Bereich der RNA mit dem kontrol-
lierten mRNA-Transkript eine Ein-
heit. Die RNA-Schalter konnen zwei
sich  gegenseitig ausschliefSende
Konformationen einnehmen, wobei
nur eine der beiden eine Expression
des anschliefSenden Gens zulasst.

Anderungen der zelluliren Be-
dingungen stabilisieren eine der bei-
den Konformationen. Die Informati-
on dazu ubermitteln meist Effek-
tormolekiile. Solche Effektoren kon-
nen Sensorproteine, RNA-Molekiile,
z.B. in Form von unbeladenen tRNA-
Molekiilen, oder die Stoffwechselzwi-
schenprodukte selbst sein.”

2002 entdeckte Breaker eine neue
Klasse von RNA-Schaltern, die er

8 .
) Diese

_riboswitches* nannte.’
Schalterelemente setzen sich aus
zwei Dominen zusammen (Abbil-
dung 1). Zum einen bilden sie eine
Bindedomaine, mit der sie ihren Li-
ganden tber eine direkte Wechsel-
wirkung detektieren konnen. Eine
Effektordomane interpretiert dann
den Status der Bindedoméne und be-
einflusst iiber eine Konformations-
anderung die Expression der nach-
folgenden Gene direkt. Neu an die-
sen Schalterelementen ist also, dass
sie nur aus RNA-Elementen auf-
gebaut sind und dabei die Sensor-
und Regulatorfunktion in einem
Molekul vereinen. Damit sind sie
nicht auf zusatzliche Sensormolekii-
le, z. B. Proteinfaktoren, fur die Sig-
naldetektion angewiesen.

Grundsatzliche Mechanismen der
RNA-Schalter

@ RNA-Schalter
grundlegenden Stoffwechselwegen

sind an vielen

in phylogenetisch unterschiedli-
chen Bakterienspezies beteiligt. In
den meisten Fallen dienen sie der
Wenn
die Konzentration eines Metaboli-

Ruckkopplungsregulation:

Ligand

Abb. 1.
Grundsdtzliche
Organisation von
RNA-Schaltern in
bakteriellen mRNA.
Die Bindung eines
Liganden an die
Bindedomdine sta-
bilisiert eine alter-
native Konformati-
on der Effektordo-
mdine. Dies fiihrt zu
einer verdnderten
Expression des
nachfolgenden
Gens. ORF (offener
Leserahmen): Ab-
schnitt der DNA-Se-
quenz zwischen
dem Translations-
Startsignal (AUG)
und dem terminie-
renden Codon, der
in eine Polypeptid-
sequenz translatiert

werden kann.
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Abb. 2. Grundsdtzliche Mechanismen der Genkontrolle durch RNA Schalter.

A) Transkriptionskontrolle. Die Bindung des Liganden an die Bindedomdine (blau) bewirkt eine Umstrukturierung

W

der Effektordomdine (grau). Dies fiihrt zur Auflésung einer Antiterminator-Struktur und zur Bildung eines
transkriptionellen Terminators. Dieser bewirkt den Abbruch der mRNA-Synthese.

B) Translationskontrolle. Die Bindung des Liganden an die Bindedomdine ( blau) bewirkt eine Umstrukturierung in
der Effektordomdine (grau) und fiihrt zur Basenpaarung der ribosomalen Bindestelle (SD) mit einem komplementii-
ren Bereich (Anti-SD, ASD). In Abwesenheit des Liganden ist dieser mit einer SD-identischen Sequenz (Anti-Anti-SD,

AASD) gepaart. Die SD-ASD-Basenpaarung fiihrt zu einer Maskierung der ribosomalen Bindestelle, sodass diese fiir

ten in der Zelle einen bestimmten
Wert tiberschritten hat, inhibiert er
die Gene, die fur seine Aufnahme
und Biosynthese notig sind. Dabei
sind zwei grundsatzliche Mecha-
nismen zu unterscheiden (Abbil-
dung 2).

Ein Mechanismus ist die tran-
skriptionelle Termination. Sie erfolgt
zeitgleich mit der mRNA-Synthese
am sich bildenden mRNA-Tran-
skript. Der 5'-untranslatierte Bereich
der mRNA bildet eine Stamm-
Schleifen-Struktur (Antiterminator),
die keinen Einfluss auf die mRNA-
Synthese hat. Steigt die Konzentrati-
on des Liganden, bindet er an die
Bindedomine und bewirkt so eine
in der Effek-
tordomane und die Bildung einer

Umstrukturierung

Terminatorstruktur. Dies fithrt zum
Abbruch der mRNA—Synthese.g)

die Erkennung durch die kleine ribosomale Untereinheit (30S) unzugdnglich wird.

Der zweite Mechanismus besteht
in der Maskierung der Bindestelle
des Ribosoms (Shine-Dalgarno-Se-
quenz, SD). Wieder ist der 5'-un-
translatierte Bereich hochstruktu-
riert, die Ribosomenbindestelle aber
gut zuganglich. Eine steigende Li-
gandenkonzentration fithrt zur Be-
setzung der Bindedomane, die eine
Umstrukturierung der Effektordo-
miéne bewirkt. Dies hat zur Folge,
dass die SD in einen helicalen Be-
reich eingeschlossen und somit fiir
das Ribosom unzugénglich wird. Die
Translation ist damit verhindert.'*""”

Die bisher identifizierten RNA-
Schalter sind mafSgeblich an der Re-
gulation von Transport und Biosyn-
these vieler Vitamine sowie des Ami-
no- und Nukleinsdurestoffwechsels
beteiligt. Sie binden Liganden wie

Adenosylcobalamin, Thiaminpyro-

phosphat,  Flavinmononukleotid,
S-Adenosylmethionin, Lysin, Gly-
cin, Guanin und Adenin, wobei ihre
Ligandenbindung hoch selektiv ist
und Dissoziationskonstanten von 5

bis 300 nM aufweist.”™

RNA-Schalter — erst die Spitze
des Eisberges?

@ Die Mehrzahl der charakterisier-
ten RNA-Schalter funktioniert nach
einem der beiden zuvor beschriebe-
nen Mechanismen. Jedoch wurden
in den letzten Jahren weitere RNA-
Schalter identifiziert, die vermuten
lassen, dass weitaus mehr Gene tiber
direkte ~ RNA-Ligand-Wechselwir-
kung reguliert werden. So gibt es
Beispiele fur positive Regulation wie
im Fall des Adenin-Schalters, wo die
Bindung des Liganden zwar auch zu
einer Umstrukturierung der Effekt-
ordoméne fihrt, jedoch nicht der
Terminator, sondern der Antitermi-
nator stabilisiert wird. Dies aktiviert
die Genexpression.'”
Ein neuartiger Mechanismus
greift im Fall eines RNA-Schalters,
der die Synthese eines Vorlaufermo-
lekuls der Zellwandsynthese, Glucos-
amin-6-phosphat, reguliert. Hierbei
bewirkt die Ligandenbindung eine
autokatalytische Spaltung dieser
RNA. Dies hat wahrscheinlich die
Degradation des nachfolgenden Ge-
nes zur Folge."” Der genaue Mecha-
nismus dieser Regulation ist jedoch
noch nicht geklart.

Ein weiterer RNA-Schalter, der an
der Glycin-Biosynthese beteiligt ist,
besteht aus zwei Bindedomanen und
misst die intrazellulare Konzentra-
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tionen tiber kooperative Bindung,'*

Uber
gener Regionen in Bakterien wurden
eine Reihe weiterer RNA-Schalter

In-silico-Analysen inter-

vorhergesagt. Derzeit sind diese Re-
gulatoren noch nicht bis ins Detail
charakterisiert. ~ Sekundarstruktur-
analysen deuten jedoch darauf hin,
dass es sich bei diesen um vollkom-
men neuartige Regulationsmecha-

nismen handeln konnte."

RNA-Thermometer

& Eine weitere bemerkenswerte
Klasse von RNA-Schaltern sind die
RNA-Thermometer. Im Gegensatz
zu den RNA-Schaltern, die auf ein
chemisches Signal (An- und Abwe-
senheit eines Liganden) reagieren,
detektieren RNA-Thermometer ein
physikalisches Signal, die Verande-
rung der Umgebungstemperatur.

Alle bekannten RNA-Thermo-
meter modulieren die Effizienz der
Translation, indem sie den Zugang
der Ribosomenbindestelle kontrol-
lieren (Abbildung 3). Wahrend bei
moderaten Temperaturen die SD in
einem helicalen Bereich eingeschlos-
sen ist, fuhrt eine Temperaturerho-
hung zum Aufschmelzen und somit
zur Freilegung der Bindestelle. Bei-
spiele hierfur sind die Regulation
von Hitzeschockgenen sowie die
Kontrolle von Virulenzfaktoren eini-
ger pathogener Bakterien, bei denen
eine Temperaturerhdhung auf 37°C
als kritisches Signal fur die Infektion
eines Wirtsorganismus dient.

Aptamer

«®
ELlgauc  orF

RNA-Schalter — ein Relikt aus
einer RNA Welt?

& Kontrovers diskutiert wird die
Frage, ob es sich bei RNA-Schaltern
um ein phylogenetisch sehr altes Re-
gulationsprinzip handelt, ein Relikt
einer fritheren RNA-Welt, da diese
Schalterelemente vollkommen ohne
Proteinfaktoren auskommen. Die
physiologische Bedeutung von RNA-
Schaltern in der heutigen Welt lasst
sich nur erahnen, sollte aber nicht
unterschatzt werden. Allein im Bo-
denbakterium Bacillus subtilis sind
vermutlich mindestens 4% aller Ge-
ne durch RNA-Schalter reguliert.S)
Ahnlichkeiten bakterieller Binde-
domiénen aus RNA-Schaltern mit Se-
quenzen in Pflanzen und Pilzen, die
iber In-silico-Analysen identifiziert
wurden, lassen vermuten, dass RNA-
Schalter nicht nur in Bakterien, son-
dern auch in Eukaryoten existieren

) 1
konnten.'®

Ein weites Feld fiir RNA-Ingenieure

@ Die direkte Verkntipfung der Bin-
dedomine eines RNA-Schalters mit
einer beliebigen Effektordomine er-
offnet zudem ein breites biotechnolo-
gisches Anwendungsgebiet. Eine
Moglichkeit ist dabei der Einsatz von
RNA-Aptameren fir die konditionale
Genexpression, also dem gezielten
An- und Abschalten eines Gens. Ap-
tamere sind kleine, in vitro selektierte
RNA-Molekiile, die mit hoher Affini-

tat und Spezifitit eine Vielzahl an Li-
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ganden binden koénnen. In den 5'-
untranslatierten Bereich einer mRNA
inseriert, konnen sie als Komplex mit
ihrem Liganden mit initialen Schrit-
ten der Translation interferieren. In
Abwesenheit des Liganden hat das

Aptamer keinen Einfluss auf die Gen-

expression (Abbildung 417

Eine Reihe weiterer RNA-Schal-
ter, die in den letzten Jahren tiber ra-
tionales Design und In-vitro-Selekti-
on entwickelt wurden, zeugen vom

enormen Potential, welches das

Prinzip der direkten Liganden-RNA-
Wechselwirkung fur die gezielte, li-

gandengesteuerte Manipulation bio-

logischer Prozesse bietet.'”

Beatrix Stfs
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Abb. 3.
Translationskontol-
le iiber RNA-Ther-
mometer. Die Bin-
destelle fiir das
Ribosom (SD) ist in
einen helicalen
Bereich eingebun-
den, der sie fiir die
Erkennung durch
die kleine riboso-
male Untereinheit
(30S) unzugdinglich
macht. Temperatur-
erhéhung fiihrt
zum Aufschmelzen
der helicalen Struk-
tur, die SD wird
demaskiert und die
nachfolgenden

Gene exprimiert.

Abb. 4.
Translationskon-
trolle durch kiinst-
liche RNA-Schalter.
Ein in vitro selektio-
niertes RNA-Mole-
kiil (Aptamer) wird
in den 5'- untrans-
latierten Bereich
einer mRNA inse-
riert. Erst durch
Ligandenbindung
wird die Struktur
des Aptamers so
stabilisiert, dass es
ein Hindernis fiir

das Ribosom ist.
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