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Agrip Hamarshausribdsimid er RNA-sameind sem hvatar rof & annarri RNA-sameind. Vid héfum upp-

malmjonir, vid fosfédiestera 5’-megin vid A9 og U4. Logaritmi hvarfhradans vid A9-hvarfstédina sem
fall af syrustigi synir beina linu upp ad pH 8,3, sem er i samreaemi vio hvarfgang par sem sinkhydroxid
hvatar rofi® med pvi ad taka protonu fra 2'-hydroxylh6pnum a G8. Samband hvarfhrada og syrustigs
fyrir U4-hvarfstddina er mjog olikt A9-hvarfstodinni og bendir til pess ad l6gun ribésimsins breytist
fyrir ofan pH 8,0. Olikt A9-hvarfstédinni par sem ymsar tvigildar malmjénir hvétudu RNA rofid, pa var
sink eina méalmjonin sem hvatadi hvarfid vid U4-hvarfstddina. betta er fyrsta deemi um RNA rof, hvatad
af tvigildum malmjonum, sem & sér einungis stad i navist einnar tegundar malmjona.

Inngangur og préteina par sem RNA inniheldur erféafreedileg-
i ar upplysingar og getur einnig hvatad efnahvorf.
Arid 1989 fengu Dr. Thomas Cech og Dr. SidneyA seinni hluta pessa timaskeids lifsins komu fram
Altman Nobelsverdlaunin i efnafreedi fyrir uppgotv- peptid og prétein sem myndad gatu starfhaefa komp-
un sem peir geréu samtimis sjo arum adur. Pejexa med RNA, eins og t.d. rib6sémid. Sidan hafa
syndu svo ekki vard um villst a8 RNA getur hvatadprétein smam saman tekid ad sér hlutverk hvata,
efnahvorf an adstodar préteina og sénnudu par meshda eru pau betur til pess fallin en RNA vegna
ad protein eru ekki einu ’sameindirnar sem hvatgslda virkninépa. A8 lokum kom DNA fram & sjon-
efnahvorf i lifverum [1,2]. A sl. 20 arum hefur fjoldi arsviais sem hent hefur betur til geymslu erfdaupp-
slikra RNA-hvata, sem kalladir eru ribdsim, fundistiysinga [5].

vida i natttrunni og uppi hafa verid getgatur um ad  Hamarshaussrib6simid (mynd 1) er RNA-
mikilveeg hvérf innan heilkjornungsfruma séu hvot-sameind sem leikur lykilhlutverk i afritunarferli

ud af rib6simum. Til deemis hefur.verié c_ieilt um paagenamengis margra pléntuvirusa [6]. Nafn sitt dreg-
lengi hvort hvort RNA- eda protein-hluti ribésoms- y ribssimia af tvividdarlégun sinni eins han var
ins, sem er stor komplex RNA og proteina seMeng; vel teiknud, en mynd 1 er tvividdarbygging
sér um smidi préteina, hvati myndun peptidtengjaem Iysir prividdarldgun ribésimsins skv. kristal-
i proteinsmidinni. begar kristalbygging steerri h'“'fagreiningu. Vi3 afritun & hringlaga genum virusanna
rll'bc':sémsin_s var Ie.yst fyrir_um fjorum arum kom imyndast langur RNA-pattur sem sidan er klipptur
lj6s ad engin prétein-sameind var naleegt hvarfstéd-smeerri bata fyrir tilstilli hamarshaussribésimsins
inni og syndi pvi greinilega ad rib6sémid er ribosimsem er hiuti af basaréd genamengisins. Hvarfid sem
[3]- ribosimid hvatar hefur mikid verid rannsakad og
Tilvist rib6sima hefur m.a. varpad nyju ljosi & hefur verid synt fram a ad hvarfgangurinn byggist
kenningar um upphaf lifsins og adhyllast ni marga aras hydroxylhopsins i 2’-stédunni & adleegt fos-
ir pa4 kenningu ad RNA hafi gegnt lykilhlutverki fodiestertengi (mynd 2). Afleiding pessarrar fosfou-
i préun lifsins. Kenningin um RNA-heim visar til mestrunar er rof RNA-sameindarinnar og myndun
peirrar tilgatu ad samspil DNA, RNA og préteina 2’,3"-hringlaga fosfodiesters & 6drum endanum og
eins og vid pekkjum i dag hafi proast frd heimi5-hydroxylhéps a hinum endanum.
par sem RNA rédi rikjum [4]. | peim heimi hafa Synt hefur verid fram a mikilvaegi tvigildra
RNA-sameindirnar getad gegnt hlutverki baedi DNAmalmjéna i hvarfgangi hamarshaussribésimsins, sér
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A A a eiginleikum pessarar hvarfstodvar stédu yfir, upp-
A G 3' gotvudum vid sink-hvatad rof a fosfoédiesternum a
G—C C’\ ' milli C3 og U4 [10]. U4-hvarfstddin hefur mjog

O\ 5 ovenjulega eiginleika. Til deemis er petta er eina
11 G—C (/O\ (& pekkta RNA-hvarfstddin par sem rof & sér einung-
C—G G A is stad i vidurvist sinkjona.
C—G o\, 7 N
G—Ay: o\ & Nidurstodur og umreeda
A----G, :0 Q\\{?O | Stadsetning sink-hvarfstodva
A----Uj V/IC; { Notad var pekkt hamarshaussribdsim sem nefnt er
A----U- Q, HH16 [11] vegna pess ad armar | og 1l sem mynd-
C—G GU4\ ast vio tengingu RNA-hvarfefnisins vid rib6simio
G—C eru samanlagt 16 basapara langir (mynd 1). RNA-
U—A hvarfefnid sem notad var innihélt 2’-deoxykirni i
U—A stodu 17 svo ad RNA-hvarfefnid mundi ekki rofna
11} i athugunum okkar & hvarfstédvum i ribésiminu
C—G sjalfu. Hamarshaussrib6simié var leyst upp i hvarf-
C—G lausnum sem innihéldu mismunandi styrk sinkjona.
C—G Mynd 3 synir edlissviptandi poélyakrylamidhlaup
3! 5! eftir rafdratt synanna. Tvé meginmyndefni sjast

Mynd 1. Tvividdarbygging HH16 hamarshaussribésims-
ins tengdu hvarfefni (feitletrad) sem ekki getur hvarfast
vegna tilvistar 2'-deoxykirnis i stodu 17. Heilu érvarnar
syna sinkhvarfstddvarnar tveer sem lyst er i pessari grei

greinilega. Stadsetning hvarfstédvanna var akvord-
ud med samanburdi vio RNA "stigann", sem feest
med pvi ad hita hamarshaussrib6simid um stutta

stund i basiskri lausn, og syni sem hvorfud voru vié

Brotna 6rin synir hvar hvarfefnid er rofid pegar ribokirni RNasa T1 sem I.(I)'/fur BNA_\'Samemdir vié G I.(irni.
er i stodu 17. Rémverskar tolur tilgreina arma ribésimsOnnur hvarfstédin er & milli G8 og A9 og hin er

a milli C3 og U4. Vid 50uM sinkstyrk myndast
einungis A9-myndefnid og mest myndast af U4-
myndefninu vid 50QuM sinkstyrk. Vid heerri styrk
sinkjéna minnka heimtur U4- og A9-myndefnanna
vegna pess ad allir fosfodiesterar ribosimsins taka
ad rofna.

Til pess ad fa nanari vitneskju um ahrif prividd-
arbyggingar ribosimsins a sinkhvatad rof pess var
ofangreind tilraun framkvaemd i vidurvist (mynd 3,

haegri hluti) eda an (mynd 3, vinstri hluti) RNA-
hvarfefnisins. Ljost er ad hvarf milli C3 og U4 & sér
ekki stad nema ribdsimid sé tengt RNA-hvarfefninu.

Mynd 2. Hvarfgangur fyrir rof RNA-hvarfefnis hvot-  Aftur & moéti hefur RNA-hvarfefnid ekki ahrif &
udu af hamarshaussrib6siminu. Sink-hvétudum hvérfurfyndun A9.

i stédu U4 og A9 & ribGsiminu er einnig unnt ad lysa med

pessum hvarfgangi.

?OH ?OH

wAr ann

Myndun A9- og U4-hvarfefna sem fall af tima

A9-myndefnid var alltaf til stadar pegar hvarf
i lagi magnesiumjona [7]. P6 ad nokkrar tvigildarvard vid U4 og pvi var moégulegt ad U4-
malmjoénir hafi fundist i kristalbyggingu rib6simsinsmyndefnid myndadist einungist eftir rof vid A9.
er ekki enn fyllilega ljést hvert hlutverk peirraer [8]. Til pess ad rannsaka petta nanar var ribésim-
Su mélmbindist6d sem er best pekkt i hamarshauskvarfefniskomplexinn hvarfadur i vidurvist sinkjona
ribésiminu er vid A9/G10.1, par sem malmjéninog heimtur U4- og A9-myndefnanna ékvardadar
binst N7 atémi G10.1 ogro-Rp surefni A9 fos- sem fall af tima (mynd 4) Athyglisvert var ad U4-
fatsins. Vio synum hér ad pegar sinkmalmjoén binstnyndefnid jokst jafnt og pétt en A9-myndefnid nadi
i pessa stddu, pa hvatar hin rof & fosfodiestertengamarki eftir 10 kist. og minnkadi sidan eftir pvi
inu sem er a milli G8 og A9 [9]. Medan rannsoknir sem & hvarfid leid. Einnig er ljést ad U4-myndefnid
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byrjar ekki ad myndast fyrr en u. p. b. 40% af
ribosiminu hafdi hvarfast (eftir 5 kist. hvarftima).
Pessar nidurstédur benda til pess ad U4-myndefni

myndast ar A9-hvarfefninu i stad pess ad mynd-

ast Ur 6klofnu ribésiminu. Einnig méa nefna til frek-
ari studnings ad ekkert af greinanlegu U4-myndefn

sast pegar ribdsim sem inniheldur 2’-OMe hép i

stad 2'-OH hops & G8 (sem gerir pad ad verkum a
ekkert myndast af A9-myndefninu) var hvarfad vid
sbmu adstaedur.
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Mynd 3. Greining sink-hvatadra hvarfa i hamarshauss-

rib6siminu med edlissviptandi polyakrylamid hlaupi.
Ribosim sem inniheldur 5*2P-merki var leyst upp i
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?/Iynd 4. Heimtur sink-hvatads hvarfs hamarshaussri-

bésimsins vid 37C og syrustig 8,6 sem fall af tima vid

A9 (hringir) eda U4 (prihyrningar).

a moti hafoi U4-hvarfstddin mjog 6venjulegt sam-
band milli hrada hvarfsins og syrustigs; ekkert U4-
myndefni myndast ef syrustig lausnarinnar er fyrir
nedan 7,7 (mynd 5). pad er ekki fyrr en syrustigio
er ordid 7,9 ad U4-myndefnid sést og sidan aukast
heimtur pess ort par til hamarki er nad vid syrustig-
i0 8,5. Ein hugsanleg skyring a pessu Ovenjulega
sambandi syrustigs og hvarfhrada er st ad ribosimid
breyti um l16gun vid haerra syrustig. bessi skyring er
ekki élikleg pegar haft er i huga ad breyting a ldgun
ribosimsins hefur sést med kristalgreiningu [13]. S
breyting atti sér einnig stad vid syrustigid 8,5. Engin
tvigild malmjon hefur sést nalaegt U4-hvarfstddinni

i peim kristalmyndum sem til eru af hamarshauss-
rib6siminu og pvi er ekki oliklegt ad 16gun pess
purfi ad breytast til pess ad geta bundid malmjén(ir).
Frekari sénnun fyrir breytingu a légun ribdsimsins
er su ad fyrst verour hvarfid vid A9-hvarfstodina
ao eiga sér stad. bad skal samt bent & pad ad ekki
er haegt ad tengja nidurstddurnar um breytingu &

hvarflausn sem innihélt sinkasetat og latid standa i 24 k|sprivi_Qdarldg,un l’{f kristalgreipingunni vid okkar nid-
Vid 37 °C og syrustig 8,6 an (vinstri hluti) og med (haegri Urstodur pvi ad i okkar tilfelli verdur A9 ad hvarfast

hluti) ékljufanlegu hvarfefni. Sinkasetat styrkurinn var 0,
1, 10, 50, 100, 200, 500 og 10@M, fra vinsti til haegri i
hvorri tilraun fyrir sig. “OH~" gefur til kynna takmarkad
vatnsrof fyrir 532P-merkta rib6simid (vatnsrof & einum

fyrst. bratt fyrir pad er rofid vid U4 tengt prividdar-
byggingu ribésimsins par sem ribésimio verdur ad
vera bundid RNA-hvarfefninu til pess ad ribésimio
klofni vid U4 (mynd 3).

hvert prep i stiganum samsvarar einum fosfodiester).“T1”
gefur til kynna samskonar stiga sem feest med hvarfi vid
T1 RNasa sem klyfur vid G-kirnin.

Samband hvarfhrada og syrustigs

Synt hefur verid fram & linulegt samband milli l6ga-
ritma hvarfhrada hvarfefnis hamarshaussribosims-
ins og syrustigs & bilinu pH 6-8,3 [12]. Slikt sam-
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band bendir til pess a8 afpréténun eigi sér stad §i" 24 kist. hvarfvie 37°C.

hradatakmarkandi skrefi hvarfsins. Samskonar sam-
band kom i ljés fyrir A9-hvarfstédina [9] en aftur

8

Mynd 5. Samband syrustigs og heimta U4-myndefnisins
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Sérvirkni tvigildra malmjéna ir gloggt ad RNA geeti hafa notad slik styrilferli i

) . . RNA-heimi, snemma & préunarferli lifsins.
Til pess ad athuga hvort tvigildar malmjonir, adrar

en sink, hvotudu rof vid U4 og A9 var virkni 11 al- bakkaord

gengra tvigildra;t mélmjéna_;élkvdréué ('92'@’ Ca",  Hafundur pakkar samstarfsadilum sinum, Dr.
S '%ra2+’M” +,Co2+,N| J_erUH’Z”"JFv_CdH Frederic Godde, John Markley og Emily Borda
og Pl ). Fyrir A9-rannsoknina voru hvorfin fram- tyrir patt peirra i rannséknunum, Baldri Braga
kveemd vid frekar lagan styrk malmjona (2M) o9 sjgurassyni fyrir haldgédar abendingar vardandi rit-
heimturnar akvardadar eftir 24 kist. hvarftima. Fyrir greinarinnar og National Institutes of Health
A9 var orltil virkni i vidurvist magnesium (2%) 09 (GM56947) fyrir fjarhagslegan studning.

adeins meiri fyrir mangan (8%), kdbalt (11%),nikk—8ummary_ The hammerhead ribozyme is an RNA
el (14%), kadmium (8%) og bly (7%) en mestar ' . =
heimturnar fengust  sink-hvatada hvarfinu (58%). molecule that catalyzes g site-specific cleavage of an

. g o . . .. RNA substrate. We have discovered twd’Zrdependent
Fyrir U4-malmjonarannsoknina var byrjad & pvi

ad mynda A9-myndefnid vid lagan sinkstyrk (Zocleavage sites in the ribozyme itself. Clgavage.was ob-
uM) en vid pessar adsteedur myndast ekkert asferved at phosphates 5 to A9 and 94 in the ribozyme
U4-myndefninu. Sidan voru sinkjénirnar bundnarStrand of the nbo?yme' The 2i-mediated cleavage at
vid EDTA og lausnum sem innihéldu ofangreind-A9 shows a log-linear rate dependence up to pH 8.3,

L R . . which is consistent with a cleavage mechanism that in-
ar vigildar malmjonir beett i pannig ad IOkaStyrk-volves abstraction of a proton from the 2’-hydroxyl grou
ur malmjénanna var 20@M. Eftir 24 kist. voru P yeroxy! group

heimtur U4-myndefnisins akvardadar og kom i IjésOf G8 by zinc hydroxide. The pH-profile of U4 cleavage

ad U4 myndast einungis i vidurvist sinkjona (37%) Is very different and suggests that a pH-dependent con-

betta er mjdg ovenjulegt pvi ad allar sambzerile 'f_ormational change takes place above pH 8.0. In contrast
199 Juleg ,gto the metal ion dependence observed with the A9 cleav-

airl dha\l/ar;fgf%égﬁr INSkNIﬁ agrlez;ztaney(’gj:leﬂtznvzlr?aa ]};//rli-rage, Zri™ was the only divalent metal ion tested that was
9 jon. 9 able to catalyze cleavage at U4. This is the first example

h?'m V|rkn|_S|nkJon,a. ! fyrs..ta lagi er..smk hofé Lewis f an RNA cleavage catalyzed by divalent metal ions that
syra og binst pvi vel hérdum bdsum eins og . . .
Is specific for a single metal ion.
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