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Diels-Alderasen

Katalytische Ribonukleinsauren
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INSTITUT FUR PHARMAZIE UND MOLEKULARE BIOTECHNOLOGIE,
RUPRECHT-KARLS-UNIVERSITAT, HEIDELBERG

Die Katalyse von chemischen Reaktionen ist eine der anspruchsvollsten
Aufgaben, die Biopolymere zu erfiillen haben. Ribozyme kénnen ein
Spektrum an Reaktionen beschleunigen, das weit tiber die Spaltung von
RNA-Strangen hinausreicht. Aktuelle Struktur-Funktions-Untersuchungen
decken bemerkenswerte Parallelen zu Proteinenzymen auf.

Natiirliche Ribozyme

Die Existenz katalytischer RNA wurde erst-
mals 1982 von Cech und Mitarbeitern nach-
gewiesenl!l. Sie konnten zeigen, dass dem
posttranskriptionalen SpleiBen des Gruppe
I-Introns aus Tetrahymena thermophila ein
Selbstspaltungsmechanismus der RNA
zugrunde liegt. Zeitgleich entdeckten Altman
und Mitarbeiter, dass die Aktivitat der bak-
teriellen Ribonuklease P, bestehend aus RNA-
und Proteinuntereinheiten, ausschlieBlich auf
deren RNA-Untereinheit zuriickzufiihren
ist[?l. Seitdem ist eine groBe Anzahl weiterer
natirlicher Ribozyme entdeckt worden, dar-
unter mehr als 100 weitere Gruppe I-Introns
aus verschiedenen Mikroorganismen sowie
eine ebenso beachtliche Menge an Gruppe II-
Introns (aus mitochondrialen Genen von
Pflanzen, Pilzen und Hefen), denen ein ande-
rer Mechanismus der RNA-Spaltung zugrun-
de liegt. AuBerdem gibt es Virus- oder Viro-
id-Ribozyme wie das Hammerhead Ribozym
(aus Pflanzenviroiden), das Hepatitis Delta
Virus-Ribozym (HDV), das Hairpin Ribozym
(aus Tabak-Virus-Ringspot Satellit) und das
Neurospora Varkud Satellit Ribozym. Das wohl
eindrucksvollste Beispiel der Ribozymkata-
lyse ist das zu 1/3 aus Protein- und zu 2/3
aus rRNA-Anteilen bestehende Ribosom, fiir
das kristallographische und mechanistische
Untersuchungen eine maBgebliche Rolle der
RNA fiir die Peptidyltransferaseaktivitdt nahe
legenl®!,

Artifizielle Ribozyme

Die relativ bescheidene Reaktionsvielfalt der
natiirlichen Ribozyme warf Fragen auf, die
sowohl fiir Erforschung noch unbekannter
RNA-Funktionen als auch im Kontext der
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~RNA-Welt“-Hypothese zum Ursprung des
Lebens von groBer Bedeutung sind: Ist RNA
auch in der Lage, weitere, potentiell metabo-
lisch relevante Reaktionen zu katalysieren?
Kann Sie - wie Proteinenzyme - Reaktionen
zwischen kleinen organischen Substratmo-
lekiilen selektiv beschleunigen? Welche struk-
turellen Voraussetzungen miissen hierfiir
gegeben sein? Zur Beantwortung dieser Fra-
gen erwiesen sich Techniken der in vitro
Selektion und Evolution als hilfreich. Hierbei
handelt es sich um kombinatorische Strate-
gien, die aus groBen synthetischen Nuklein-
saurebibliotheken iterativ bestimmten Selek-
tionskriterien (z.B. Beschleunigung einer
Reaktion) geniigende Subbibliotheken anrei-
chern und dann vervielfiltigen. In den letzten
15 Jahren konnte auf diese Weise eine groBe
Anzahl solcher kiinstlichen Ribozyme se-
lektiert werden, darunter Katalysatoren fiir

C-C-, C-0O-, C-N- und C-S-Bindungskniipfun-
gen oder -Spaltungen sowie fiir Redoxreak-
tionen. Allerdings ist unser Verstandnis der
Funktionsweise dieser (Bio)Katalysatoren und
der zugrunde liegenden strukturellen Prin-
zipien bisher noch auBerordentlich gering.

Diels-Alderasen

Die Diels-Alder-Reaktion ist eine der leis-
tungsfahigsten Reaktionen in der organischen
Chemie zur Kniipfung von Kohlenstoff-Koh-
lenstoff-Bindungen. Dieser Reaktionstyp einer
[4+2]-Cycloaddition zwischen einem (elektro-
nenreichen) Dien und einem (elektronenar-
men) Olefin, dem Dienophil, ermdglicht den
Aufbau von bis zu vier Stereozentren in einem
Reaktionsschritt (Abb. 1A). Trotz ihrer Viel-
seitigkeit spielt diese Reaktion jedoch im
Reaktionsrepertoire der Natur kaum eine Rol-
le. Zwar gibt es Anzeichen fiir die Wirkung
von Diels-Alderase-Enzymen in der Biosyn-
these von Sekundarmetaboliten, doch ist trotz
intensiver Suche bis heute kein Enzym
bekannt, welches bewiesenermalBen als Diels-
Alderase-Enzym bezeichnet werden kann.
Auch fiir das Enzym Makrophomatsyntha-
sel*) das als Diels-Alderase-Kandidat gilt,
legen molekiildynamische Simulationen
einen sequentiellen Michael-Aldol-Reak-
tionsmechanismus nahel.

Dass Biopolymere prinzipiell in der Lage
sind die Diels-Alder-Reaktion zu katalysie-
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A Abb. 1: A, Die Diels-Alder-Reaktion ist eine [4+2]-Cycloaddition zwischen einem Dien und
einem Dienophil, bei der aus drei C-C-nt-Bindungen eine C-C-n-Bindung und zwei C-C-6-Bindungen
neu formiert werden. B, In der Reaktion zwischen Anthracen- und Maleimidderivaten wird in der
unkatalysierten Reaktion ein racemisches Gemisch aus R, R-und S, S-Stereoisomeren gebildet
(Ry; R, = verschiedene Substituenten); in der ribozymkatalysierten Reaktion wird enantioselektiv
eines der beiden méglichen Stereoisomere gebildet!?].
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A Abb. 2: A, Tertidrstruktur des Diels-
Alderase-Ribozyms in schematischer Dar-
stellung. B, Dreidimensionale Topologie in
der Kristallstruktur des Diels-Alderase-Ribo-
zym-Produkt-Komplexes. Helix | (blau), Helix
Il (gelb), Helix Ill (griin), in Sekundarstruktur
formal ungepaarte Bereiche (rot), Reaktions-
produkt (schwarz)!™l,

ren, konnte erstmals mit katalytischen Anti-
korpern demonstriert werden, die durch Ver-
wendung von Ubergangszustandsanaloga der
Diels-Alder-Reaktion als Haptene hergestellt
wurden!%l. Spiter konnten durch die oben
erwahnten in vitro-Selektionstechniken auch
Ribozyme isoliert werden, die Diels-Alder-
Reaktionen katalysieren!” 8. Fiir das in unse-
rer Arbeitsgruppe isolierte Ribozym konnte
demonstriert werden, dass RNA als echter
Katalysator eine bimolekulare Reaktion zwi-
schen kleinen organischen Molekiilen mit
mehrfachem Turnover beschleunigen kann.
Das Ribozym setzt Antracen-Diene mit Malei-
mid-Dienophilen um (Abb. 1B), zeigt Michae-
lis-Menten-Kinetik, katalysiert hochgradig
stereoselektiv und besitzt damit wesentliche
enzymcharakteristische Eigenschaften!®].
Kiirzlich konnte die Kristallstruktur dieses
49-mer Diels-Alderase-Ribozyms sowohl
allein als auch im Komplex mit dem Reak-
tionsprodukt gelost werden!'l. Damit ist erst-
mals ein detaillierter Einblick in die Wir-

A Abb. 3: Vergleich der Katalytischen Zen-
tren von RNA und Proteinen. A, Katalyti-
sches Zentrum des Diels-Alderase-Ribo-
zyms, B, des Retro-Diels-Alderase katalyti-
schen Antikérpers 10F 110" und C, des
Diels-Alderase Antikérpers 1E9[12],

kungsweise eines kiinstlichen Ribozyms mog-
lich.

Diels-Alderase-Ribozym: Struktur und
Mechanismus

Die raumliche Struktur des Ribozyms dhnelt
dem griechischen Buchstaben Lambda A
(Abb. 2). Drei Helices (blau, gelb und griin
dargestellt) sind in einem verschrdankten
Pseudoknoten miteinander verkniipft, wobei
drei separate Sequenzbereiche (rot darge-
stellt) in komplexer Weise miteinander in-
teragieren, nadmlich die Nukleotide 1-4
unmittelbar am 5-Ende sowie die internen
Bereiche 23-27 und 40-45. Das 5’-terminale
Tetranukleotid paart mit beiden internen
Bereichen und zieht damit die interne Blase
reiBverschlussartig zusammen. Unter Aus-
bildung von Basentripeln, nichtkanonischen
Basenpaaren und ausgepragtem Stacking
wird eine duBerst kompakte Gesamtstruktur
erzeugt, in der sich klar das aktive Zentrum
erkennen ldsst (Abb. 2B). Es ist durch eine

hydrophobe Bindungstasche gekennzeichnet,
in der das co-kristallisierte Diels-Alder-Pro-
dukt passgenau gebunden ist. Diese prafor-
mierte Tasche wird durch das Watson-Crick-
Basenpaar A3-U45, das Reverse-Hoogsteen-
Paar U23¢A43 und das Basentripel
U42+(C25-G2) umrahmt. Dabei bilden die
Pyrimidinbase U45 und die Purinbasen A3
und G2 ideale Plattformen, um iiber Sta-
ckingwechselwirkungen das Anthracensub-
strat zu binden. Die Base C25 ist so im akti-
ven Zentrum positioniert, dass die Bindung
des 5-Ringes des Maleimids ausschlieBlich
die Bildung eines der beiden Produktisome-
re ermoglicht (Abb. 3A). Diese Strukturin-
formationen sowie biochemische Daten deu-
ten darauf hin, dass fiir die Katalyse der Reak-
tion zwei Effekte von wesentlicher Bedeutung
sind: die Erhohung der lokalen Konzentra-
tion und prazise Positionierung der Substra-
te im aktiven Zentrum einerseits und die Sta-
bilisierung des Ubergangszustandes gegen-
iiber den Edukten durch eine exakt form-
komplementare Tasche.

Besonders interessant ist nun der Vergleich
mit bekannten Strukturen der katalytischen
Antikorper fiir die Diels-Alder-Reaktion
(Abb. 3B, C)!!'l: 121 Auch hier zeigen die Struk-
turen préaformierte hydrophobe Bindungsta-
schen mit hoher Formkomplementaritat zu
den Ubergangszustinden. Erstaunlicherweise
weist der katalytische Antikorper 10F11 einer
Retro-Diels-Alder-Reaktion, der ebenso ein
Anthracenderivat als Substrat hat, auch im
Detail eine grofe Ahnlichkeit zum Diels-
Alderase-Ribozym auf (Abb. 3B)!!!I, Hier liegt
ein Tryptophanrest in identischer Position
wie das A3 des Ribozyms und ist ebenso ent-
scheidend fiir die Bindung des Anthracens
(Vergleich Abb. 3A, B). Fiir das Maleimid-
substrat ldsst sich aus der Kristallstruktur
des Ribozyms eine Wasserstoffbriickenbin-
dung im aktiven Zentrum ableiten, die einen
elektronenziehenden und damit reaktions-
beschleunigenden Einfluss auf die Reaktion
austiben konnte. Einen solchen Mechanismus
zur Beschleunigung der Reaktion beobachtet
man fiir den Diels-Alderase Antikorper 1E9 in
einer dhnlichen Position (Abb. 3A, C)['2]. Die-
se starken strukturellen Analogien zwischen
katalytischen Antikorpern und Ribozym las-
sen vermuten, dass der Katalyse auch sehr
ahnliche Reaktionsmechanismen zugrunde
liegen. Obwohl RNA verglichen mit Proteinen
ein geringeres Arsenal an funktionellen Grup-
pen besitzt, kann sie offenbar Strukturen auf-
bauen, die die Kniipfung von Kohlenstoff-Koh-
lenstoff-Bindungen mit vergleichbarer Effi-
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zienz und Selektivitat wie Proteine beschleu-
nigen. Aktuelle Forschungsprojekte untersu-
chen daher, ob sich unter den zahlreichen
nichtcodierenden RNAs mit unbekannter
Funktion auch solche befinden, die ahnliche
Aufgaben in einem biologisch relevanten Kon-
text erfiillen. |
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