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Abb. 1.
Watson (links) und
Crick an einem Mo-
dell der DNA-Dop-
pelhelix, wie sie es
in den 50er Jahren

verwendeten.
(Photo: SPL/

Agentur Focus)

50 Jahre DNA-Doppelhelix

und Miller-Experiment

Das Thema Replikation verbindet Molekularbiologie und priibiotische Chemie. Die Suche

nach den chemischen Wurzeln dieser Verbindung liefert eine Reihe von plausiblen Model-

len, aber noch keine endgiiltigen Losungen fiir Darwins Weltrdtsel. Eine Zukunftsperspek-

tive ist die Zusammenfiihrung von Replikation und Nanotechnologie — die in der DNA

codierten Informationen sichern nicht nur die getreue Wiedergabe des Erbmaterials,

sondern machen im Kontext der supramolekularen Chemie auch Komplexitdt bezahlbar.

@ Im Jahr der Chemie feiern wir
den 50. Geburtstag zweier Ent-
deckungen, die heute in fast jedem
Lehrbuch der Molekularbiologie ste-
hen. Es waren aber auch Chemiker,
die zur Beantwortung der Frage
»Wie funktioniert Leben?“ wichtige
Beitrage geleistet haben. Bei der Fra-
ge ,Wie entstand Leben?* steht die
Chemie zwar vor einer ihr nicht zu-
ganglichen historischen Dimension,

J

tragt aber dazu bei, die Plausibilitat
moglicher Szenarien der Lebensent-
stehung auszuloten. Dartiber hinaus
gelingt es der Chemie, elementare
Prinzipien des Lebens, wie das der
Selbstreplikation, in einen artifiziel-
len Kontext zu setzen. Letzteres gilt
auch fur das Erbmolekil DNA
selbst. So lassen sich zum Beispiel
kunstlich verzweigte DNA-Molektile
als Bausteine fur eine nichtkovalen-

te, programmierte Synthese dreidi-
mensional definierter Molekiilgerts-
te einsetzen. Diese Geruste konnten
in Zukunft zur Erzeugung hoch-
komplexer Multifunktionsmateria-
lien fithren, deren Replikation eine
pragmatische Annéherung an die Vi-
sion von selbstreplizierenden Nano-
robotern bedeuten wiirde.

Ein Puzzle wird gelost

@ Am Freitag den 27. Februar 1953
wartete James D. Watson ungeduldig
auf Basenmodelle aus der Werkstatt
des Cavendish Laboratoriums in
Cambridge. Um sich die Zeit zu ver-
ktirzen, schnitt er die Umrisse der
Nucleobasen Adenin (A), Thymin
(T), Cytosin (C) und Guanin (G)
aus Pappe aus und begann damit, die
Teile Die
Kombinationen A+T und G+C fuhr-
ten zu Paaren gleicher Grofle. Nach

zusammenzuschieben.

einer schlaflosen Nacht traf er sich
am Samstagmorgen mit Francis
Crick, um ein Puzzle zu diskutieren,
dessen Losung sowohl das Prinzip
der komplementaren Basenpaarung
als auch die Einsicht hervorbrachte,
dass sich die Basenpaare wie die Stu-
fen einer doppelhelikal gewundenen

Leiter anordnen mussen. Ein Puzzle,
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das gleichermaflen die Regeln von
Erwin Chargaff zur DNA-Zusam-
mensetzung als auch die Rontgen-
beugungsaufnahmen von Rosalind
Franklin und Maurice Wilkins deu-
tete sowie Linus Paulings Hypothese
einer tripelhelikalen DNA-Struktur
obsolet machte. Uberdies ein Puzzle,
das zwanglos die Selbstreplikation
des genetischen Materials erklarte."”
Am Abend des 28. Februar verkun-
dete Crick im Eagle-Pub, Cam-
bridge, ,We have found the secret of
life. Etwas ahnlich Erfreuliches,
wenngleich weniger Bedeutsames
wird auch mein Vater an diesem
haben.
Denn der Zufall will es, dass ich an

Samstagabend  verkundet
besagtem Freitag auf die Welt ge-
kommen war.

50 Jahre Doppelhelix-Struktur:
die Rolle der Synthesechemie

@ Vielleicht ist es kein reiner Zufall,
dass das Jahr der Chemie mit dem
50. Geburtstag der DNA-Doppelhe-
In Anbetracht
dieser Koinzidenz fragt man sich al-

lix zusammenfallt.

lerdings unwillkurlich, was denn
DNA mit Chemie im engeren Sinne
zu tun hat, steht doch die DNA-Dop-
pelhelix primar als Tkone der moder-
nen Biologie (Abbildung 1). Blickt
man auf diese 50 Jahre zurtuck, so er-
kennt man allerdings immer wieder,
dass der rasche Fortschritt in der
Molekularbiologie letztlich auf der
Entwicklung chemischer Werkzeuge
und insbesondere der chemischen
Synthese von Nucleinsauren basiert.
Nachdem Lord Alexander Todd (No-
belpreis fur Chemie 1957)” die
Grundlagen fur eine synthetische
Nucleotidchemie erarbeitet hatte,
gelang es Gobind Khorana in den
spaten 50er Jahren mit seinem Phos-
phodiesterverfahren, definierte Tri-
merblocke und davon abgeleitete
kurze repetitive DNA-Sequenzen zu
zu synthetisieren. Ohne sie ware die
Entzifferung des genetischen Codes
nicht moglich gewesen. Khoranas
Kombination aus chemischen und
enzymatischen  Syntheseverfahren
fuhrte spater sogar zur ersten Total-
eines

synthese funktionsfahigen

Gens. Khorana, der ursprunglich

aus der organischen Chemie kam,
wurde fiir seinen synthetischen Bei-
trag bei der Aufklarung des geneti-
schen Codes 1968 mit dem Nobel-
preis fir Medizin ausgezeichnet”
(zusammen mit Roberrt W. Holley
und Marshall W. Nirenberg). Heute
hat Khoranas Phosphodiesterverfah-
ren allerdings nur noch historischen
Wert. Meilensteine in der Weiterent-
wicklung der chemischen Synthese
von DNA und RNA sind das Phos-
photriesterverfahren,4) das Chlor-
phosphitverfahren und die Entwick-
lung einer DNA-Festphasensynthese
durch Robert Letsinger,”die Einfiih-
rung der heute allgemein gebrauch-
lichen  Phosphoramiditbausteine
durch Marvin H. Caruthers,msowie
die von Steven Fodor Anfang der
90er Jahre beschriebene photolitho-
graphische Parallelsynthese von Oli-
gonucleotidarrays (DNA-Chips) 7
Der riesige Bedarf fur Oligo-
nucleotide in Biologie und Medizin
wird heute durch zahlreiche mittel-
standische Biotechnologieunterneh-
men gedeckt. Er rithrt in erster Linie
auf einer Reihe von Erfindungen mit
genuin chemischen Charakter her.
Fred Sanger aus Cambridge, der
1958 fur die Aufklarung der Insulin-
struktur mit dem Chemie-Nobel-
preis ausgezeichnet worden war,
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entwickelte das nach ihm benannte
Verfahren zur Sequenzierung von
DNA. Es basiert auf Oligonucleotid-
Primern und synthetischen Nucleo-
tidbausteinen (Didesoxynucleosid-
Triphosphaten). Sanger erhielt dafir
1980 seinen zweiten Nobelpreis fiir
Chemie.* (Die andere Halfte ging an
Walter Gilbert, der ein alternatives —
heute nicht mehr gebriuchliches —
Sequenzierverfahren auf der Grund-
lage basenselektiver chemischer Re-
aktionen eingefthrt hatte.)9)1993
wurde der Preis fur zwei weitere
eminent wichtige Arbeiten verlie-
hen, die im Kontext mit syntheti-
schen Oligonucleotiden stehen. Kary
B. Mullis hatte 1987 die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) beschrieben,
das heutige Standardverfahren zur re-
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Abb. 3. Allgemeines Schema fiir ein selbstreplizierendes chemisches Minimalsystem. Zwei

Bausteine A und B, die zur molekularen Erkennung befihigt sind, reagieren zu einem

selbstkomplementdren Templat C. Es handelt sich um eine templatgesteuerte Autokataly-

se, da das Reaktionsprodukt C seine Bausteine zu einem termolekularen Komplex ABC zu-

sammenfiihrt. In diesem Komplex sind die reaktionsbeteiligten Enden der Bausteine un-

mittelbar benachbart, was ihre chemische Verkniipfung erleichtert. Infolge seiner geringe-

ren Molekularitit ist der Produktduplex C2 in der Regel thermodynamisch stabiler als der

termolekulare Komplex ABC, so dass Produktinhibition auftritt. Autokatalyse, die unter

gleichzeitiger Produktinhibition stattfindet, liefert ein Konzentrationswachstum, das wir

als parabolisch bezeichnet haben. Parabolisches Wachtum ist weniger ,,explosiv* als expo-

nentielles, aber ,,explosiver” als lineares Wachstum.

Nachrichten aus der Chemie | 51 | Juni 2003 | www.gdch.de

A

Abb. 2.

Miller mit seiner
Umlaufapparatur
zur Simulation ei-
ner ,,Ursuppe“; Auf-
nahme von 1997.
(Photo: Kevin
Walsh. UCSD)
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plikativen ~ Vervielfaltigung ~ von
DNA.'” Auf Michael Smith gehen Ar-
beiten zurtick, bei denen synthetische
Oligonucleotide durch rekombinante
Techniken zur gezielten Mutagenese

. 1)
von Proteinen verwendet werden.

50 Jahre Miller-Experimente:
die Entwicklung der
prabiotischen Chemie

@ Zufall ist sicherlich, dass wir im
Jahr der Chemie einen weiteren be-
deutsamen 50. Geburtstag feiern
konnen, bei dem die Verbindung zur
Chemie allerdings unstrittig ist. Am
15. Mai 1953 erschien in Science die
Arbeit eines zu diesem Zeitpunkt
vollig unbekannten jungen Studen-
ten, der im Labor von Harold C.
Urey (Chemie-Nobelpreis 1934) an
der University of Chicago arbeite-
te.!” Stanley Miller hatte nachgewie-

IWMQV

Trannung (4]

sen, dass Aminosauren entstehen,
wenn man in einer Umlaufapparatur
die Komponenten der damals ver-
muteten reduzierenden Uratmo-
sphare unseres Planeten, Methan,
Wasserstoff, Ammoniak und Was-
serdampf, einer elektrischen Fun-
kenentladung aussetzt. Millers Ap-
parat (Abbildung 2) wurde zur Tko-
ne der prabiotischen Chemie, einer
Forschungsrichtung, die sich be-
muht, die Entstehung des Lebens
schrittweise im Labor nachzuvoll-
ziehen. Das programmatische Ziel
war zundchst die Identifizierung
prabiotisch plausibler Entstehungs-
wege fur die Bausteine unserer Bio-
polymere. In Millers Experiment
werden durch radikalische Prozesse
in der Gasphase Blausdure, Form-
aldehyd und weitere Aldehyde als
Primérprodukte gebildet. Amino-
sauren entstehen als Sekundarpro-

-
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(2] Hybridislarung

{3} Verknipfung

dukte durch Strecker-Synthese in
der wassrigen Phase.

Wihrend Aminosauren die un-
mittelbaren Bausteine fiir Proteine
sind, setzen sich die Bausteine der
Nucleinsiuren aus zwei organischen
Komponenten zusammen, Zuckern
vom Ribosetyp und Nucleobasen
vom Purin- oder Pyrimidintyp. Ein
potentiell  prabiotischer  Entste-
hungsweg fur Zucker ist seit ldnge-
rem bekannt. Butlerow hatte um
1860 entdeckt, dass verdiinnte wass-
rige Losungen von Formaldehyd, ei-
nem der Primarprodukte im Miller-
Experiment, in Gegenwart von Kalk-
lauge nach einiger Zeit einen sif$-
lichen Geschmack hervorbringen.
Aber erst Decker konnte um 1980
zeigen, welche Vielfalt an Zuckern
bei der Formose-Reaktion ent-
steht.”” Ribose ist in diesem Pro-
duktspektrum nur in Spuren nach-
weisbar. Heute weil$ man, dass sich
hinter der Formose-Reaktion ein
komplexes autokatalytisches Reakti-
onsnetz verbirgt, dessen ,Steue-
rung® interessante Perspektiven er-
offnet. Geoffrey Zubay konnte z. B.
nachweisen, dass der Ersatz von
Kalklauge oder Calciumacetat durch
Magnesiumoxid, welches durch
Bleiacetat dotiert wurde, in einem
weitaus hoheren MafSe Ribose ent-
stehen lasst."”

Nach prabiotischen Entstehungs-
wegen fur Nucleobasen suchte man
bereits in den 50er Jahren. 1961
zeigte Juan Oro in einem aufsehen-
erregenden Experiment, dass Ade-
nin durch — wie Albert Eschenmoser
spater treffend formulierte — Selbst-
konstituierung aus Blausaure ent-
steht.”™” Aus Adenin und ein-
fachen Ribosederivaten liefS sich
spater durch simples Eindampfen in
Gegenwart von Magnesiumsalzen
u. a. Adenosin erzeugen.'” Das Nu-

Abb. 4. Allgemeines Schema des Spreap-Verfahrens (,,Surface Promoted Replication and Expo- cleosid Adenosin ergibt beim Ein-

nential Amplification of DNA analogues*). Ein Templat wird kovalent immobilisiert (1). Das dampfen in Gegenwart von anorga-
immobilisierte Templat lagert Fragmente an (2), die durch chemische Reaktionen verkniipft nischen Phosphaten und Harnstoff
werden (3). Unter denaturierenden Bedingungen wird die Kopie vom Original getrennt (4)und  neben anderen Verbindungen das
auf eine Trigeroberfliche gespiilt, was unter diesen Bedingungen erneut zur Inmobilisierung ~ Nucleotid Adenosin-5'-phosphat.
fiihrt (1). Aus einem Strang sind nun zwei geworden, und der Zyklus ist geschlossen. In paten- Nucleotide sind die eigentlichen
tierten Varianten des Spreap-Verfahrens finden die einzelnen Schritte zwischen zwei planparal- ~ Grundbausteine der Nucleinsauren.

lel angeordneten Elektroden statt, die zwei Permeationsschichten zugeordnet sind. Fiir die bei- Wenngleich diese und spatere
den Strangarten kommen orthogonale Immobilisierungsmethoden zum Einsatz. Der Transport ~ Ergebnisse der prabiotischen Che-

der Produktstriinge erfolgt durch Elektrophorese. mie dazu beigetragen haben, dass
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die Entstehung des Lebens als che-
mischer Evolutionsprozess vorstell-
bar wurde, ist man von einem kohé-
renten Bild des Lebensursprungs bis
heute immer noch weit entfernt.
Vielleicht bedarf es hier eines neuen
Ansatzes, der uber den hinter mehr
oder minder bedeutsamen Einzel-
experimenten stehenden reduktio-
nistischen Ansatz hinausgeht.

Replikation als Thema der
prabiotischen Chemie

@ Zwischen der Watson-Crick-
Doppelhelix und Millers Apparat
liegt irgendwo das Thema ,Ur-
sprung der Selbstreplikation“ in der
Luft. Es ist bemerkenswert, dass die-
ses Thema bereits drei Jahre nach
der Entdeckung der Doppelhelix als
Perspektive einer zukunftigen orga-
nischen Chemie gesehen wurde. Der
eingangs erwahnte Lord Alexander
Todd schrieb 1956: ,The use of one
molecule as a template to guide and
facilitate the synthesis of another ...
has not hitherto been attempted in
laboratory synthesis, although it
seems probable that it is common in
living systems. It represents a chal-
lenge which must, and surely can, be
met by organic chemistry“.w)

Im gleichen Jahr hatte Crick sein
zentrales Dogma aufgestellt, nach
dem die Information in der DNA
iber damals noch nicht bekannte
Mechanismen in Proteine tubersetzt
wird. Crick erkannte aber, dass an
diesem Ubersetzungsprozess min-
destens zwei Arten von RNA-Mole-
kulen beteiligt sein mussten.”” Die
von Crick postulierten Adaptormo-
lekiile wurden wenig spater von Paul
Zamecnik und Mahlon Hoagland
entdeckt und als Transfer-RNA be-
schrieben.”" 1961 folgte der zweite
Typ, der nach seiner Entdeckung
durch Sidney Brenner (Medizin-No-
belpreis 2002) als Messenger-RNA

) Diese Zwi-

bezeichnet wurde.”
schenstellung von RNA zwischen
DNA und Proteinen deutete auf et-
was Ursprungliches hin. Vermutlich
war der Ubersetzungsprozess eine
spate Erfindung der Evolution.
Wenn es eine Evolution aber bereits

vor der instruierten Synthese von
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Proteinen gegeben hatte, dann
musste in RNA nicht nur das Poten-
tial von DNA zur Weitergabe von
Erbinformation stecken, sondern
auch das katalytische Potential von
Proteinen. Es blieb Tom Cech und
Sidney Altman (Chemie-Nobelpreis
1989) vorbehalten, dieses katalyti-
sche Potential der RNA zwei Jahr-
zehnte spiter zu entdecken.”*" Vor
allem die von Cech beschriebenen
SelbstspleifSungsreaktionen, die Um-
esterungen am Phosphodieester-
Ruickgrat der RNA beinhalten, wa-
ren ein direktes Indiz dafiir, dass es
eine ,RNA-Welt“ (der Begriff wurde
Mitte der 80er Jahre von Walter Gil-
bert gepragt) gegeben haben muss,
in der RNA in Abwesenheit von Pro-
teinen die eigene Replikation kataly-
sierte.

Das Postulat einer primordialen
enzymfireien Selbstreplikation von
Nucleinsauren existierte indessen in
den Kopfen der beteiligten Wissen-
schaftler schon lange Zeit zuvor. An
Ursprungsfragen war man namlich
bereits im ,RNA tie club® interes-
siert, der 1954 von George Gamow,
dem Vater der Urknallhypothese, ge-
grindet worden war. Gamow war
von der Doppelhelix fasziniert und
hatte eine Idee, wie sich das geneti-
sche 4-Buchstaben-Alphabet mit ei-
nem Triplett-Code auf die 20 Ami-
nosauren abbilden liefS. Die Club-
mitglieder, von denen es genau 24
gab (20 reguldre Mitglieder fur die
20 Aminosauren sowie 4 Ehrenmit-
glieder fur die 4 Basen), trugen
Wollkrawatten, in denen die Wat-
son-Crick-Doppelhelix als Emblem
eingestrickt war. Zu ihnen gehorte
neben Watson und Crick auch Leslie
der Mitarbeiter
Longuet-Higgins an der Entwick-

Orgel, als von
lung der Ligandenfeldtheorie betei-
ligt war und mit seinen ,Orgel-Dia-
grammen® frithe wissenschaftliche
Anerkennung erlangt hatte. Auf die
Diskussionen innerhalb des ,RNA
tie clubs“ ist es zurtuckzuftihren,
dass Leslie Orgel auf seinen Sprung
aus der theoretischen anorganischen
Chemie in die prabiotische Chemie
vorbereitet wurde.

1962 konnte Gerhard Schramm

aus Tubingen erstmalig nachweisen,
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Abb. 5. Sequenzadressiertes, d.h. programmiertes Self-Assembly eines tetraedrischen Nano-

geriistes. Ausgangsbausteine sind synthetische 3’-Trisoligonucleotide, d. h. Verbindungen,

bei denen die 3’-Strangenden dreier Oligonucleotidsequenzen durch ein Linkerkonstrukt

(kleine Kugel) verkniipft sind. Durch Paarung komplementdrer Sequenzen entstehen nicht-

kovalente ,,Bindungen; die die Kanten des Tetraeders definieren. Komplementdre Sequen-

zen sind in gleicher Farbe, aber unterschiedlicher Farbsdttigung wiedergegeben.

dass es die von Todd postulierten
Matrizeneffekte in nichtenzymati-
schen Reaktionen mit RNA als Ma-
trize tatsachlich gibt.*” Der Nach-
weis hatte allerdings sehr indirekten
Charakter, da die Reaktionsproduk-
te nicht aufgeklart wurden. Vier Jah-
re spéter beschrieben Naylor und

Gilham ein erstes Beispiel einer che-
mischen Ligation, d.h. einer enzym-
freien, matrizengesteuerten Ver-
knipfung von kurzen DNA-Stu-
cken.”” In Gegenwart eines wasser-
loslichen Carbodiimides gelang es,
zwei Molekule Hexathymidylsau-
re-5'-phosphat zu Dodekathymidyl-

A }M

Abb. 6. Chemisches Kopieren von Konnektivitdtsinformation (CCC) als Basis fiir die Replika-
tion von Nanogeriisten. Ein 3'-Trisoligo-Templat wird mit drei komplementdren Sequenzen
komplexiert. Ihre 5’-Enden werden im Zentrum zusammengefiihrt und kénnen so mit ei-
nem geeigneten Trislinker (Sechseck) kovalent verkniipft werden. Nach Ablésung der Kopie
(5"-Trisoligo) kann das Templat weiterverwendet werden. Eine Replikation erfordert, dass
das erzeugte 5'-Trisoligo als Templat fiir die 3’-seitige Verkniipfung dreier Oligonucleotid-
strdnge verwendet werden kann. Die Demonstration dieses zweiten Zyklus und eine Kopp-

lung mit dem Spreap-Verfahren steht noch aus.

saure-5'-phosphat zu verknupfen,
wenn als komplementire Matrize
Polyadenylsaure (Poly-(A)) anwe-
send war.

Zu diesem Zeitpunkt hatten Or-
gel und Crick gerade ihre Laborato-
rien am neu errichteten Salk Institu-
te for Biological Studies in La Jolla,
Kalifornien, eingerichtet. Einen
FufSweg entfernt arbeitete Stanley
Miller im neuen Chemiegebaude auf
dem Campus der University of Cali-
fornia at San Diego. Zwischen Miller,
Orgel und Crick begann ein lang-
wiahrender fruchtbarer Ideenaus-
tausch.”®*” Mit Millers Pionier-
arbeiten zur prabiotischen Synthese
der Lebensbausteine und Orgels Ar-
beiten zur enzymfreien matrizen-
gesteuerten Polymerisation von Ribo-
nucleosid—5’—phosphoimidazoliden3°)
entwickelte sich La Jolla zu einem
Attraktor fir die chemische Erfor-
schung des Lebensursprungs. Der
Funke sprang spater auch auf das
Scripps-Institut tiber, das heute viele
der am Ursprung der Selbstreplikati-
on interessierten Gruppen behei-
matet. Die Anwerbungen von Man-
fred Eigen, Albert Eschenmoser, Re-
za Ghadiri, Gerald Joyce und Julius
Rebek sind ein Beleg dafiir, dass der
Name La Jolla bis heute als das welt-
weit wichtigste Zentrum fur diese
Forschungsrichtung steht.

Autokatalyse und chemische
Selbstreplikation

@ Unser Beitrag zum Thema ,,che-
mische Selbstreplikation“ bestand
im wesentlichen aus der Idee, dass
man Orgels Systeme vereinfachen
misse, um zu einer autokatalyti-
schen Templatsynthese zu gelan-
gen. Das denkbar einfachste Reakti-
onsschema fir ein selbstreplizie-
rendes System war A+B+C @ ABC
— C, 2 2C (Abbildung 3). Hierin
ist das Templat C zwangslaufig
selbstkomplementar. Papier und
Bleistift reichten aus, um abzulei-
ten, dass das autokatalytische
Wachstum wegen der Produktinhi-
bition vermutlich nicht exponen-
tiell, sondern — wie wir es spater be-
zeichneten — parabolisch verlaufen
wurde. Ein selbstreplizierendes
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Hexadesoxynucleotid“ und spatere
Systeme — auch auf der Basis kreuz-
katalytischer Varianten - zeigten
dann, dass die Vermutung richtig
war.’" Das hinter dem Reaktions-
schema stehende allgemeine Rezept
fiir eine minimale Selbstreplikation
erschien indessen einfach genug,
um auch mit anderen Zutaten reali-
siert werden zu konnen. Dennoch
machte jeder, der in dieses Thema
einstieg, die Erfahrung, dass seine
Umsetzung, die kinetische Analyse
und mechanistische Interpretation
solcher Systeme keineswegs trivial
ist. Mit ,A self-replicating system*®
von Julius Rebek wurden kleine or-
ganische Replikatoren Anfang der
90er Jahre zum Gegenstand der su-
pramolekularen Chemie.’” Rebeks
Interpretation der Autokatalyse als
Templateffekt blieb indessen nur
kurze Zeit von Kritik verschont.
Fred Menger behauptete, die beob-
achtete Autokatalyse sei auf die
Wirkung der Amideinheit im Tem-
plat zuriickzufithren.”” Beide Auto-
ren verstrickten sich in eine wissen-
schaftliche Kontroverse, die in der
supramolekularen Chemie als Pen-
dant fuar die klassische Winstein-
Brown-Kontroverse in der physika-
lisch-organischen Chemie steht
und letztere in den Lehrbuchern ir-
gendwann ablosen konnte. Es war
David Reinhoudt, der Mitte der
90er Jahre dann zeigen konnte, dass
beide Autoren Recht haben, Letzt-
lich entscheidet in Rebeks System
die Templat-Konzentration dartiber,
wann Templat- und wann Amid-
Autokatalyse eintritt.”¥ Besondere
Aufmerksamkeit erlangte 1996
Ghadiris ,self-replicating pepti-
de“,ss) wurden doch mit diesen Ex-
perimenten die unter prabiotischen
Bedingungen notorisch schwierig
zuganglichen Nucleinsauren in ih-
rer Rolle als primordiale Informati-
onstrager auf dem ersten Blick ent-
thront. Die sich hinter der RNA-
Welt versammelnde Community
der Ribozym- und Aptamerforscher
brachte aber wenig spater wichtige
Argumente hervor, die einer Verall-
gemeinerung und Deutung von
Ghadiris Experimenten im Sinne ei-
ner , Peptid-Welt“ im Wege stehen.

Wie entsteht Evolvierbarkeit?

@ Die Diskussion tuber prabiotisch
plausible oder weniger plausible
Strukturklassen, mit sich denen sich
Selbstreplikation umsetzen lasst, ist
vielleicht weniger wichtig als das Er-
kennen verallgemeinerbarer dyna-
mischer Prinzipien, die tiber das Po-
tential chemischer Systeme zur mo-
lekularen Evolution im Sinne Dar-
wins entscheiden. Hier kommt nach
den Pionierarbeiten von Eigen und
Schuster’® insbesondere den Arbei-
ten von Eors Szathmary Bedeutung
zu. Szathmary hatte 1989 theo-
retisch gezeigt, dass eine Evolution
im Sinne Darwins nicht eintreten
kann, wenn Replikatoren, die um
gemeinsame Ressourcen konkurrie-
ren, unser ,Quadratwurzelgesetz®

erfallen.*”

Die Uberwindung der
Produktinhibition und der Ubergang
von parabolischem zu exponentiel-

lem Wachstum wurde in der Folge-
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zeit zu einem wichtigen Ziel in der
chemischen Replikationsforschung.
Aber erst 1997 gelang es Wang und
Sutherland, diesem Ziel endlich na-
her zu kommen. Der Wang-Suther-
land-Replikator lieferte ein auto-
katalytisches Wachtum, das auf hal-
ben Wege zwischen parabolisch und
exponentiell liegt.”® Er basierte auf
einer Diels-Alder-Reaktion und wur-
de nach der Emeritierung von Su-
therland Leitmotiv fur die Entwick-
lung nahezu exponentiell wachsen-
der Varianten, die unabhangig von
Douglas Philp in Manchester”” und

ob) . .
) in meiner Ar-

Maik Kindermann®
beitsgruppe untersucht wurden.
Aber auch in anderen Strukturklas-
sen ist man inzwischen recht nah am
Ziel. Jean Chmiliewski berichtete
kurzlich tiber einen Peptidreplikator,
der eine Templatautokatalyse mit
nahezu exponentieller Qualitat ent-
wickelt.*” Einen ahnlichen Erfolg

konnte vor kurzem der bereits er-

Nachrichten aus der Chemie | 51 | Juni 2003 | www.gdch.de

671




672  {Magazin> Selbstreplikation

gie bezeichnen konnte. Nadrian See-
man, der diese Richtung als Pionier
mafgeblich gepragt hat, hat kurz-
lich in der ,,50 years DNA“-Ausgabe
von Nature tiber ,DNA in einer Ma-

44
Y Unsere

terialwelt“ geschrieben.
Arbeiten basieren auf der vielleicht
zu simplen Sichtweise, einen Oligo-
nucleotid-Doppelstrang letztlich nur
als eine lange chemische Bindung zu
betrachten. Wahrend eine kovalente
Bindung auf der Paarung zweier
Elektronen mit antiparallelem Spin
basiert, wird eine nichtkovalente
(aber dennoch ausreichend stabile)
Bindung durch antiparallele Paarung
zweier ~ DNA-Einzelstrange  ge-
knupft. Das Ziel ist es, aus syntheti-
schen dreiarmigen Bausteinen, die
wir als , Trisoligos“ bezeichnen, Na-
nogeriste mit definierter und vor-
hersagbarer raumlicher Struktur zu
erzeugen, und zwar allein durch

nichtkovalente Synthese per self-as-
Abb. 7. Veranschaulichung des Tensegrity-Konzepts. Messingrohre stehen fiir Doppelstringe (steif), sembly.ﬁa’b) So entsteht beispielswei-
schwarze Kunststoff-Féden fiir Linkerelemente (flexibel). Die Fiden wurden durch die Messingrohre  se ein tetraedrisches Nanokonstrukt
hindurchgezogen und an den Enden verknotet. Ein Geriist mit kubischer Symmetrie (links oben) aus vier Trisoligos mit jeweils drei
bricht unter dem Einfluss der Schwerkraft zusammen (links unten), ein tetraedrisches Geriist steht verschiedenen Armen (Abbildung 5).

und behiilt seine Geometrie bei (rechts). Die insgesamt zwolf verschiedenen

wihnte Joyce, einer der drei Viter
der gerichteten In-vitro-Evolution
von RNA, mit seinem ,self-replica-
ting ligase ribozyme*“ fiir die RNA-
Welt verbuchen.*”

ses jungsten Ansturms auf exponen-

Ungeachtet die-

tielle Systeme darf man sich aller-
dings fragen, ob die verschiedenen,
vermutlich nicht verallgemeiner-
baren Kunstgriffe zur Ausschaltung
der Produktinhibition tuberhaupt
notwendig sind, um Evolvierbarkeit
in artifiziellen, enzymfreien Replika-
tionssystemen zu generieren. Hier
nehme ich auch unser 1998 be-
schriebenes SprREAD-Verfahren nicht
aus, bei dem die Replikation schritt-
weise durchgefithrt wird und daher
nicht mehr als autonomer Prozess
ablauft (Abbildung 4).*  Uber-
raschend war jedenfalls das Ergebnis
einer dynamischen Simulation, nach

dem auch produktinhibierte autono-
me Systeme evolvieren konnen,
wenn die Replikation an einer Fest-
stoffoberflache stattfindet und sozu-
sagen mit einer Chromatographie
verkoppelt ist. Eine chromatogra-
phische Situation ware prébiotisch
mit dem Durch- oder Uberflieen
mineralischer Schichten etwa in Hy-
drothermalquellen oder in Flissen
gegeben und keineswegs unplausi-
bel. Ob dieser theoretische Befund,
der von Szathmary methodisch un-
abhiangig bestitigt werden konnte
und den wir gemeinsam in einem
neugegrundeten Journal ,versteckt®
haben,m experimentelle Relevanz
hat, wird erst die Zukunft zeigen.

Replikation und Nanotechnologie

@ Einer Zukunftsperspektive ist
auch der letzte Teil dieser Ubersicht
gewidmet. Die DNA-Doppelhelix
steht darin als Symbol fir eine eine
neue Materialwissenschaft, die man
als programmierbare Nanotechnolo-

Sequenzen sind dabei so gewihlt,
dass durch komplementire Paarung
sechs doppelstrangige Bindungen
entstehen, die die Kanten des Tetra-
eders definieren. Die Synthese nicht-
kovalenter Nanogertste aus kova-
lenten 3-Arm-Bausteinen entspricht
einer ,reversen“ Seeman-Strategie.
Revers, da Seeman von nichtkova-
lenten, aus jeweils drei linearen Oli-
gonucleotiden zusammengesetzten
3-Arm-Verbindern ausging, deren
wsticky ends“ dann durch enzymati-
sche Ligationsschritte kovalent ver-
kntipft wurden. Auf diese Weise ge-
lang zum Beispiel die Synthese eines
wurfelformigen DNA-Geriists, das
infolge der Nichtkovalenz in den
Verbindungselementen topologisch
einem Multicatenan entspricht. "
Im Gegensatz zu Seemans DNA-
Wirfel ist unser DNA-Tetraeder
Lnur® ein supramolekulares Objekt.
Letzteres hat aber auch einen prinzi-
piellen Vorteil. Supramolekulare Ob-
jekte sollten namlich im Gegensatz
zu kovalenten und topologisch ge-
schlossenen Objekten replizierbar
sein. Wie wie vor kurzem demons-
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triert haben, gelingt dies durch che-
misches Kopieren der in den 3-Arm-
Bausteinen befindlichen Konnektivi-
tatsinformation (Abbildung 6). %9
Diese bestimmt, an welcher Stelle
sich ein Baustein in den supramole-
kularen Verband integrieren soll.
Wenn man in Zukunft durch Repli-
kation alle Bausteine eines Nano-
konstrukts  vervielfaltigen  kann,
dann lassen sich damit automatisch
auch die Nanokonstrukte selbst re-
plizieren, da letztere ja aus den Bau-
steinen spontan durch programmier-
tes Self-Assembly hervorgehen. Fur
diese Art von kiinstlicher Replikation,
die nicht mehr auf einem naturli-
chen Vorbild basiert, ist das SPREAD-

Verfahren

inclusive einer paten-
tierten Variante™" geradezu prades-
tiniert. Zwischen einem tetraedri-
schen und einem kubischen DNA-
Gertst besteht tibrigens ein wichti-
ger Unterschied. Programmierbar ist
immer nur die Konnektivitat. Im
Falle eines Tetraeders erzwingt diese
die Geometrie des Objekts, im Falle
des Wirfels nicht. Letzteres basiert
auf einem Prinzip, das aus der Archi-
tektur geodidtischer Dome stammt,
von Buckminster Fuller als , Tense-
grity“ bezeichnet wurde und von
dem wir annehmen, dass es auch
noch im Nanometerraum gultig ist.
(Abbildung 7).

Nanoroboter?

@ Wozu ist das Ganze denn tuber-
haupt niitzlich, wo es doch um eine
Zukunftsperspektive geht? Es ist zu-
nichst bemerkenswert, dass man
heute in der Lage ist, auf der Basis
des ,Informationsmaterials DNA
und einem Mix aus kovalenter und
nichtkovalenter Synthese riesige, et-
wa 5-10 Nanometer grofSe Gebilde
zusammenzusetzen, bei denen jedes
Atom und jedes Stereozentrum defi-
niert und selbst die raumliche Positi-
on dieser Atome grob vorhersagbar
ist. DNA ist dabei nur ein Prototyp
fur ein Informationsmaterial. Albert
Eschenmosers pRNA,**® Peter Niel-
sens PNA,*” Piet Herdewijns HNA
und ANA* und viele andere kunst-
liche DNA-Mimetika sind wegen je-
weils spezifischer Vorteile pradesti-

niert, hier Anwendung zu finden.
Das reine Konstruieren mit Informa-
tionsmaterialien hatte indessen nur
akademischen Wert, wenn es bei
nackten Gerusten bliebe. Die inte-
ressante Perspektive besteht darin,
raumlich definierte Geruste fir die
Synthese hochkomplexer, multi-
modularer und zudem chemisch re-
plizierbarer Nanokonstrukte ein-
zusetzen. Ein tetraedrisches Gerust
sollte z. B. mit vertretbarem Auf-
wand mit zwolf verschiedenen
Funktionsmodulen beladen werden
konnen. Die Funktionsmodule kon-
nen organischer (z. B. Farbstoffe,
Fluoreszenzfarbstoffe, Peptide, Oli-
gosaccharide, Dendrimere, Photoaf-
finitatslabel), anorganischer (z. B.
Nanocluster) oder biologischer Na-
tur (z. B. Rezeptoren, Antikorper,
Enzyme, Aptamere, Ribozyme) sein
und hangen letztlich von der Ziel-
anwendung ab. Wie Christof Nie-
meyer kirzlich gezeigt hat, kann
man z. B. mit zwei Enzymen, die an
Oligonucleotide konjugiert sind, ei-
nen funktionellen Bienzymkomplex
zusammensetzen. Mit tetraedrischen
Gerusten sollten analog synthetische
Multienzymkomplexe  oder  all-
gemeiner Multifunktionskonstrukte
generiert werden konnen. Ein An-
wendungsfeld fur solche Konstrukte
ware die Suche nach ,Nanoepito-
pen® auf der Oberflache von biologi-
schen Zellen. Es ist ndmlich durch-
aus wahrscheinlich, dass die Anord-
nung von Proteinen auf der Zell-
oberflache (z. B. Lectine, Integrine,

Selbstreplikation {Magazin>

Ionenkanale, G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren) nicht immer statistisch
ist, sondern zumindestens teilweise
durch das Cytoskelett gepragt wird.
Wenn diese Hypothese stimmt, dann
sollte es Muster auf der Zelloberfla-
che geben, die durch ein Andocken
geometrisch komplementéirer multi-
modularer Nanokonstrukte —auf-
gespurt werden konnten. Diese Mus-
ter sollten mit dem Zyklus und dem
Differenzierungszustand einer Zelle
in Verbindung stehen. Selbst die
Moglichkeit einer ,Fernsteuerung®
solcher Konstrukte wire gegeben.
Kim Hamad-Schifferli hat im vergan-
genen Jahr gezeigt," dass Goldclus-
ter als nanodimensionale ,Anten-
nen* fir den Empfang der magneti-
schen Komponente von elektromag-
netischen Wellen im Gigahertz-Be-
reich (Handy-Frequenz) eingesetzt
werden konnen. Per Induktionshei-
zung gelang es, selektiv das an den
Goldcluster gebundenen (Bio)-Mo-
lekal zu erwdrmen und damit
gleichsam ferngesteuert® dessen
Konformation zu dndern. Das Pro-
blem der mangelnden Thermostabi-
litat der Goldcluster-Label hat Mat-
thias Pankau in meinem Labor mit
der Entwicklung mafSgeschneiderter
multidentater Monoliganden auf
Thioetherbasis**” inzwischen ge-
lost.

Philip Ball sieht replizierbare
komplexe Nanokonstrukte als Pro-
totypen von ,Nanorobotern® an.””
Wie man solche Konstrukte auch
immer bezeichnen mag, sie sind
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letztlich Produkte einer chemischen
Synthese. Replikation ist darin ein
integraler Bestandteil, und zwar al-
lein und nur deswegen, weil das aus
der Watson-Crick-Doppelhelix ent-
springende Prinzip Replikation hilft,
Komplexitat bezahlen zu konnen.
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