Protein-Nuclein-
saure-Interaktionen

RNA-Protein-Interaktionen

¢ RNA-Interferenz (RNAi) ist ein
konservierter Mechanismus zum
Abbau langkettiger RNAs, welcher
mit Virusresistenz, der Bildung von
Heterochromatin und entwicklungs-
biologischen  Steuerungsprozessen
assoziiert ist. Da dieser Mechanis-
mus sich zum gezielten Abbau von
spezifischen mRNA-Sequenzen eig-
net, ist die Anwendung von RNAi
bald nach ihrer Entdeckung zur
Standardmethode der ,reversen Ge-
netik® in Entwicklungsbiologie und
Molekularbiologie avanciert.

Die RNAi-Antwort wird durch
doppelstrangige RNA hervorgeru-
fen, deren Einfuhrung in die Zelle
den spezifischen Abbau aller RNAs
derselben Sequenz in kleine Frag-
mente, die siRNAs, bewirkt. Diese
ysmall interfering RNAs sind 19-
bis 23-mer-Duplexe mit zwei Nu-
cleotide langen Uberhangen an bei-
den 3'-Enden. Wahrend in einigen
Organismen doppelstrangige RNA
grofSerer Lange zur Programmierung
der RNAi-Antwort dienen kann, in-
duziert deren Verwendung in Sau-
gerzellen einen interferongekoppel-
ten, nichtspezifischen Abbau von
RNA.

Ein Befund von extremer Wich-
tigkeit war daher, dass 21-mer-Du-
plex-RNAs sich fir die RNA-Interfe-
renz in Sdugerzellen eignen, ohne
diese Interferonantwort zu provozie-
ren. Diese Erkenntnis hat die Bedeu-
tung von RNAi in Molekularbiolo-
gie, Biotechnologie und zuletzt auch
in der Medizin noch einmal erheb-
lich gesteigert. Eine erfolgreiche An-
wendung von RNAi im Tiermodell
wurde kitrzlich beschrieben."” RNAi
hat somit in kiirzester Zeit andere
anti-mRNA-Strategien zur manipu-
lativen Genregulation tberflugelt.

Fur alle Anwendungen von siRNA
gilt es, wichtige Eigenschaften zu
optimieren. Kritisch dabei sind die
optimale Sequenz, die optimale Lan-
ge, das Design der 3'-uiberhangenden

Nucleotide sowie erlaubte che-
mische Modifikationen, um die Le-
bensdauer der RNAi in vivo zu erho-
hen. Widerspriichliche Daten zur
chemisch optimalen Gestaltung rith-
ren vermutlich von gegenlaufigen
Einflussen verschiedener beteiligter
molekularer Partner her.

Die Strukturbiologie von Protei-
nen, die mit siRNAs wechselwirken,
liefert wichtige Beitrdge zum Ver-
standnis dieser Einflusse. Mehrere
hochinteressante Arbeiten illustrie-
ren, wie Proteine die mit der mole-
kularen Erkennung von siRNA ver-
bundenen Anforderungen erfiillen.

Zwei konkurrierende Publikatio-
nen aus dem Jahr 2003*® beschrei-
ben Kristallstrukturen des viralen
Proteins p19, welches typische siRNA
sequenzunspezifisch bindet. Das ho-
modimere Protein bindet einen
21-mer(19bp)-siRNA-Duplex  mit
einem zwei Nucleotide langen
3'-Uberhang. Der GrofSteil der Bin-
dungsflache zur RNA besteht aus ei-

¥ m-Stacking
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ner sattelartigen B-Faltblattstruktur,
welche dort, wo sie mit der groflen
Furche der RNA wechselwirkt, elek-
trostatisch positiv geladen ist. Zwei
symmetrische o-Helices,
uber tertiare Wechselwirkungen mit
den B-Faltblattern des Kerns ver-
ankert sind, ragen aus diesem hervor

welche

und funktionieren als ,Lesekopfe®,
um die Lange der gebundenen Nu-
cleinsaure zu kontrollieren. Dabei
binden die aromatischen Seitenket-
ten von jeweils zwei Tryptophanres-
ten wie ein weiteres Basenpaar durch
n-Stacking auf dem letzten Basen-
paar der RNA-Helix (Abbildung 1).
Das Protein als Ganzes wirkt somit
als molekulares Lineal; die Flexibili-
tat der Verbindungssegmente zu den
Lesekopfen ermoglicht die Bindung
von RNA-Duplexen mit Lingen von
19 bis 21 Basenpaaren. Isosequen-
tielle DNA-Duplexe werden nicht
gebunden. Die 3'-uberhangenden
Nucleotide sind in der Elektronen-
dichtekarte nicht zu erkennen,z) was

Bindungstaschen
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Abb. 1.

Struktur des
p19-Homodimer-
siRNA-Komplexes.
Die p-Stacking-
Wechselwirkungen
zwischen den Tryp-
tophanresten des
Proteins und den
abschliefienden
Basenpaaren der
Helix sind hervor-

gehoben.

Abb. 2

Struktur des PAZ-
RNA-Komplexes.
Die Bindungs-
taschen des Pro-
teins fiir die zwei
liberhdngenden
Nucleotide des
3’-Endes der RNA
sind hervor-

gehoben.
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Abb. 3.
Dpo4-DNA-Poly-
merase mit einer
G-T-Fehlpaarung

am Primer-Termi-
nus. Die Fehlpaa-
rung fiihrt dazu,
dass das 3'-OH-En-
de des Primerstran-
ges eine ungiinstige
Konformation fiir
den nucleophilen
Angriff auf die
a-Phosphatgruppe
des eintretenden
Triphosphats ein-

nimmt.

Abb. 4.
A) In humaner
DNA-Polymerase 1
(hPol:) paart ein co-
dierendes Adenin
liber eine syn-Kon-
formation mit
einem eintretenden
Thymin. Ein codie-
rendes Thymidin
geht allerdings den
,hormalen“ Paa-
rungsmodus mit
einem eintretenden
Adenin ein (siehe B)
aus einer Struktur
der zur hPol: homo-
logen Dpo4-DNA-

Polymerase).

darauf hindeutet, dass sie als charak-
teristische Eigenschaft von siRNAs
nicht vom p19-Protein erkannt wer-
den. Damit tibereinstimmend zeigen
In-vitro-Experimente, dass p19 auch
RNA-Duplexe 3'-Uberhang
bindet.

Die ,PAZ-Domine* ist ein wichti-

ohne

ges RNA-bindendes Proteinmodul,
welches u. a. in den Schlisselkom-
ponenten der molekularen RNAi-
Maschinerie wie ,Dicer” und , Argo-
naute“ vorkommt. Die PAZ-Doméane
ist in ihren Bindungseigenschaften
komplementar zum p19-Protein. Als
wichtiges RNA-bindendes Modul im
molekularen
RNAi wurde die Struktur einer
RNA-freien PAZ-Domine als Teil
von Argonaute aufgeklart.” Die mit

Mechanismus  von

einer Auflosung von 2,6A bestimm-
te Kristallstruktur von PAZ, komple-
xiert mit dem Homoduplex einer
9-mer-RNA, welcher die siRNA-ty-
pischen 3'-Uberhange von zwei Nu-
cleotiden Lange aufweist,” zeigt ei-
ne neuartige spezielle Bindungs-
tasche (Abbildung 2), deren moleku-
lare Erkennung der beiden Nucleoti-
de des 3'-Uberhangs die Affinitat des
Proteins fiir die siRNA um mehr als
drei GrofSenordnungen verbessert.
Die Sequenz des Uberhangs hat ver-
nachlassigbaren Einfluf§ auf die Bin-
dungskonstante, was sich mit der
Abwesenheit von Wasserstoffbrii-
cken zwischen Protein und der Wat-
son-Crick- oder der Hoogsteen-Kan-
te der 3'-uberhangenden Basen er-

klaren lasst. Die beiden 3'-Nucleoti-

de werden vielmehr uber Wasser-
stoffbriicken zu den Phosphatresten
und den 2'-OH-Gruppen
durch das m-Stacking der aromati-
schen Seitenkette eines Phenylala-
nins auf die Base des 3'-terminalen

sowie

Uridins erkannt. Damit kompatibel
ist der experimentelle Befund einer
um zwei Groflenordnungen ver-
schlechterten Bindungskonstanten
einer Nucleinsdure mit zwei Desoxy-
thymidinen im 3'-Uberhang. Die
Bindungstasche ist grofs genug, um
eine 2'-O-Methylgruppe zu tolerie-
ren, diskriminiert jedoch deutlich

Al

gegen grofiere Modifikationen wie
Propandiol, Fluorescein oder Puro-
mycin am 3'-Ende.

Insgesamt illustrieren diese bei-
den Beispiele komplementire Er-
kennungsstrategien typischer Eigen-
schaften von siRNAs durch zwei
sehr unterschiedliche Proteine. P19
erkennt das 5'-Ende, jedoch nicht
das 3'-Ende und kann die Linge der
RNA-Duplexe diskriminieren, wah-
rend PAZ nur das uberhidngende
3'-Ende erkennt und das 5'-Ende so-
wie die Lange der RNA im Wesentli-
chen ignoriert. Gemaf$ dem univer-
sellen Mechanismus von RNAI zeigt
keines der Proteine sequenzspezi-
fische Bindung.

Protein-DNA-Interaktionen

@ Die gesamte biologische DNA-
Synthese in der DNA-Reparatur,
-Rekombination und -Replikation
hingt von der Fahigkeit der DNA-
Polymerasen ab, das Templat richtig
zu erkennen und komplementire
Nucleotide selektiv zu inkorporie-
ren. Dabei paart immer ein Guanin
mit einem Cytosin und ein Adenin
mit einem Thymin. Hoch selektive
DNA-Polymerasen weichen von die-
ser Regel nur ungefahr einmal pro
100000 bis 1000000 synthetisierte
Phosphorsaurediester-Bindungen ab.
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Gemafs einem aktuellen Modell
beruht diese Selektivitat auf der Aus-
wahl des Nucleobasenpaars anhand
der richigen Grofle und Geometrie.
Dieses Modell stiitzen Kristallstruk-
turanalysen von DNA-Polymerasen,
welche die Bildung von Nucleotid-
Bindungstaschen vermuten lassen,
die ausschliefflich nach Watson-
Crick gepaarte Nucleotide akzeptie-
ren.

Wie kommt es jedoch zu Fehlern
wahrend der enzymatischen DNA-
Synthese? Bis erste Kristallstruktu-
ren von DNA-Polymerasen mit fehl-
gepaarten DNA-Substraten vorlagen,
war dieses Problem auf molekularer
Ebene nur wenig verstanden. Beese
und Mitarbeiter fanden, dass einzel-
ne Fehlpaarungen, die sich im dop-
pelstrangigen DNA-Substrat befin-
den, zu signifikanten Konformati-
onsanderungen im Enzym-Substrat-
Komplex fuhren, z. B. der Verlange-
rung des Templatstranges, Storung
der Templat- und Primerstriange und
Verdrangung der DNA vom katalyti-
schen Zentrum.® Uberraschend war,
dass sogar dann starke Konforma-
tionsanderungen im katalytischen
Zentrum auftraten, wenn sich ein-
zelne Fehlpaarungen bis zu vier Nu-
cleotide-Paare entfernt vom katalyti-
schen Zentrum befanden. Aufgrund
der durch Fehlpaarungen hervor-
gerufenen Stérungen werden wenig
produktive Komplexe gebildet. Dies
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setzt die Effizienz des Einbaus im
vergleich zu kanonisch gepaarten
DNA-Substraten herab und erhoht
so die Genauigkeit der DNA-Poly-
merasen.

Ahnliches gilt fur Dpo4, eine
DNA-Polymerase der Y-Familie von
Solfolobus solfatarius.7) Dieses En-
zym verlangert Guanin-Thymin-
Fehlpaarungen am Primerende mit
iberraschend geringer Effizienz im
Vergleich zu kanonischen Adenin-
Thymin-Primerenden. Eine Kristall-
strukturanalyse zeigte, dass das Pro-
tein eine ,Reverse-wobble“-Paarung
zwischen Guanin und Thymin stabi-
lisiert, was dazu fithrt, dass die
3'-OH-Gruppe am Primerende vom
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eintretenden Nucleosid-Triphosphat
weg zeigt (Abbildung 3).

In jungster Zeit wurde eine Viel-
zahl neuer humaner DNA-Poly-
merasen entdeckt. Es sind mittler-
weile tiber ein Dutzend humane
DNA-Polymerasen bekannt, die er-
staunliche und zunachst unerwarte-
te Eigenschaften aufweisen, wie zum
Teil hohe Fehlerraten und die Fahig-
keit, auch geschadigte DNA-Strénge
zu kopieren.

Ein herausragendes Beispiel fur
eine DNA-Polymerase mit hohen
Fehlerraten ist die humane DNA-Po-
lymerase 1 (hPolt). Erstaunlicher-
weise folgt der von hPolt katalysierte
Einbau eines Nucleotids gegeniiber
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Abb. 5.

Bindung von 8oxoG
(rot) im Vergleich zu
kanonischem Thy-
midin (griin) in
einer selektiven

DNA-Polymerase.
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Thymin im Templatstrang nicht der
Watson-Crick-Basenpaarung. hPolt
baut Guanin gegeniiber Thymin im
Templatstrang effizienter ein als
Adenin. Eine weitere interessante Ei-
genschaft dieses Enzyms ist die Nei-
gung, das korrekte Nucleotid gegen-
iber Adenin im Templatstrang mit
bis zu mehr als tausendfach hoherer
Effizienz im Vergleich zum korrek-
ten Nucleotid gegentiber Thymin im
Templatstrang einzubauen. Einbli-
cke in die strukturellen Ursachen
dieser Phanomene gab eine Kristall-
strukturanalyse von hPolt im terna-
ren Komplex mit dem DNA-Substrat
und dem eintretenden Nucleotid.”
Die Struktur zeigt, dass ein codieren-
des Adenin tiber eine syn-Konforma-
tion mit einem eintretenden Thymin
iber einen Modus, der als Hoogs-
teen-Paarung bezeichnet wird, paart
(Abbildung 4). Dies ist das erste Bei-
spiel fur ein solches Paarungsverhal-
ten bei unmodifizierten Nucleotiden
im aktiven Zentrum. Das Enzym
scheint diese Konformation zu stabi-
lisieren und somit auf Hoogsteen-
Paarung spezialisiert zu sein. Dieses
Verhalten bildet die Basis fur die un-
terschiedlichen Selektivititen und
Effizienzen bei der Nucleotid-Inkor-
poration. Gegentiber Adenin in der
syn-Konformation im codierenden
Strang kann nur ein Thymin tber
zwei Wasserstoffbriickenbindungen
paaren und den sterischen Anspri-
chen des aktiven Zentrums gentigen.
Da Thymin keine Hoogsteen-Seite
aufweist, existieren jedoch gegen-
tber Thymin in der syn-Konformati-
on im codierenden Strang nur weni-
ge Moglichkeiten zur Bildung von
Wasserstoffbriicken mit einem ein-
tretenden Nucleotid. Dies konnte
die Ursache fur die erhohte Fehler-
neigung und geringere Synthese-Ef-
fizienz in diesem Fall sein.

Das Erbgut unterliegt standig
Einflissen, die es in einer Weise
schadigen konnen, dass erhohte Mu-
tationsraten auftreten. So entstehen
bei der Atmung reaktive Sauerstoff-
spezies, die Guaninreste schadigen
konnen und zur Entstehung von
8-Oxoguanin  (8oxoG)  fuhren.
8ox0G ist die haufigste im Genom
auftretende Schiadigung. Sie fithrt

durch enzymatischen Einbau von ei-
nem Adenin gegentiber 8oxoG zu ei-
nem Anstieg von Guanin-zu-Thy-
min-Transversions-Mutationen.
Kurzlich gelang es, Kristallstruk-
turen von hochselektiven DNA-Po-
lymerasen zu erhalten, die eine kor-
rekte Replikation von 8oxoG (Ein-
bau eines Cytosins) und eine muta-
gene Replikation von 8oxoG (Ein-
bau eines Adenins) aufweisen.”'” Es
zeigte sich eine Umkehr der Mecha-
nismen, mit denen DNA-Polymera-
sen sonst Fehler wihrend der Syn-
these von DNA vermeiden. Der
Komplex 8oxoG-Adenin verhilt sich
wie ein richtiges Nucleobasenpaar,
wahrend 8oxoG-Cytosin sich wie
ein fehlerhaftes Nucleobasenpaar
verhalt (Abbildung 5). Diese Beob-
achtungen konnten die Ausgangsba-
sis fur Erklarungen der erhohten
Fehlerraten bei der Replikation ent-
lang von 8oxoG-Einheiten sein.

Andres Jdschke, Mark Helm
Institut fiir Pharmazie und
Molekulare Biotechnologie

Universitdt Heidelberg
Jjaeschke@uni-hd.de
mark.helm@urz.uni-heidelberg.de
Andreas Marx, Michael Strerath
Fachberich Chemie

Universitat Konstanz
Andreas.Marx@uni-konstanz.de
Michael.Strerath@web.de

1) J. Soutschek et al., Nature 2004, 432,
173-178.

2) K.Ye, L. Malinina, D. J. Patel, Nature 2003,
426, 874-878.

3) J.M.Vargason et al., Cell 2003, 115,
799-811.

4) J.J.Song et al., Science 2004, 305,
1434-1437.

5) J.B.Ma, K. Ye, D.J. Patel, Nature 2004,
429,318-322.

6) S.J.Johnson, L. S. Beese, Cell 2004, 116,
803-816.

7) J.Trincao, R. E. Johnson, W. T. Wolfe, C. R.
Escalante, S. Prakash, L. Prakash, A. K. Ag-
garwahl, Nature Struct. Mol. Biol. 2004,
11, 457-462.

8) D.T. Nair,R. E. Johnson, S. Pralash, L. Pra-
kash, A. K. Aggarwal, Nature 2004, 430,
377-380.

9) G.W.Hsu, M. Ober, T. Carell, L. S. Beese,
Nature 2004, 431, 217-221.

10) L. G. Brieba, B. . Eichmann, R. J. Kokosak,
S. Doublié, T. A. Kunkel, T. Ellenberger,
EMBO J. 2004, 23, 3452—3461.

Nachrichten aus der Chemie | 53 | Marz 2005 | www.gdch.de

Andres Jaschke (Jahr-
gang 1962) studierte
Chemie an der Hum-
boldt-Universitat zu
Berlin, wo er 1993 bei
Dieter Cech pro-
movierte. Nach ei-
nem Postdocaufenthalt am MIT (Alexan-
der Rich) habilitierte er sich im Jahre
2000 an der Freien Universitat Berlin.
Seit 2002 ist er C4-Professor flir Pharma-
zeutische Chemie an der Universitat Hei-
delberg. Sein Forschungsinteresse gilt
den katalytischen und regulatorischen
Eigenschaften von Nucleinsauren.

Mark Helm (Jahrgang
1969) studierte Che-
mie in Wiirzburg und
promovierte 1999 in
Molekularbiologie an
der Université Louis
Pasteur in Strasbourg.
Nach einem Postdocaufenthalt am Cal-
tech wechselte er 2001 an die FU Berlin.
Seit 2002 ist er am Institut fiir Pharmazie
und Molekulare Biotechnologie der Uni-
versitat Heidelberg, wo er in der Abteilung
Chemie eine Forschungsgruppe leitet, de-
ren Schwerpunkt auf dynamischen Vor-
gangen in Nucleinsduren liegt.

Andreas Marx (Jahr-
gang  1968)  pro-
movierte 1997  bei
Bernd Giese in Basel.
und war von 1997 bis
1999 Postdoktorand
bei Hisashi Yamamoto
in Nagoya. 2003 habilitierte er sich an der
Universitat Bonn im Umfeld von Michael
Famulok in Organischer Chemie und Bio-
chemie. Seit 2004 hat er eine Professur fiir
Organische Chemie/Zellulare Chemie am
Fachbereich Chemie der Universitat Kon-
stanz inne. Sein Forschungsgebiet ist die
chemische Biologie von Nucleinsauren.

Michael Strerath
(Jahrgang 1974) stu-
dierte Chemie an der
Universitat  Dussel-
dorf und fertigte im
Jahr 2001 bei Stefan
Kubik seine Diplomar-
beit an. 2001 wechselte er an die Univer-
sitat Bonn, wo er im Arbeitskreis von An-
dreas Marx mit seiner Doktorarbeit be-
gann. Darin beschaftigt sich mit che-
mischen und genetischen Ansatzen zur
Entwicklung von Methoden fiir die Ge-
nomanalyse. Anfang 2004 folgte er An-
dreas Marx an die Universitat Konstanz.



