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Abb. 8.

Docking von
SOD1-Stabilisato-
ren in die Bindungs-
tasche von SOD1.
(Genhmigter Nach-
druck aus Lit. 10),
Copyright National
Academy of
Sciences, USA)

Interdisziplindre = Zusammenarbeit
ist daher gefragt.

In den USA sind Infrastrukturen
entstanden, die Zugang dazu bieten.
Die National Institutes of Health ha-
ben mit ihrer Roadmap die Suche
nach niedermolekularen Liganden
far alle humanen Proteine ausgeru-
fen und fordern mit der ,Molecular
Library Initiative“ den Aufbau einer
entsprechenden Substanzbank.

In Europa zeigen sich erste An-
satze. Das ChemBioNet versucht ein
Netzwerk aus Chemikern und Biolo-
gen fur die akademische Forschung
in Deutschland aufzubauen (www.
chembionet.de). RF
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Peptidnukleinsduren
in der Biomedizin

@ Ende der achtziger Jahre loste die
Entwicklung des Antisense-Kon-
zepts, das auf der selektiven Hem-
mung der Expression einzelner Gene
durch sequenzspezifische Bindung an
zelluldre Nukleinsauren beruht, eine
fieberhafte Suche nach metabolisch
stabilen Nukleinsauremimetika aus.
Die 1991 von Nielsen und Mitarbei-
tern entdeckten Peptid- oder Poly-
amidnukleinsauren (PNA) sind Nu-
kleinsaureanaloga, bei denen das Ri-
bosephosphatriickgrat durch eine Po-
lyamidstruktur ersetzt ist. Sie haben
eine Reihe von Eigenschaften, die sie
fur den Einsatz als Antisense-Thera-
peutika geeignet erscheinen lassen:”
Sie sind nicht nur chemisch und me-
tabolisch tiberaus stabil, sondern sind
in ihren Bindungseigenschaften de-
nen nattrlicher RNA oder DNA tiber-
legen. PNA hybridisieren mit kom-
plementarer DNA oder RNA in Ein-
klang mit den Watson-Crick-Regeln
der Basenpaarung (Abbildung .
Da es sich bei PNA um ungeladene
Molekiile handelt, entfallt jedoch ei-
ne abstoflende Wechselwirkung mit
dem Phosphodiesterruckgrat der Nu-
kleinsduren und ein PNA-DNA-Du-
plex weist, im Vergleich zu einem
DNA-DNA-Duplex, eine um ca. 1K
pro Base erhohte Schmelztemperatur
auf. Eine Einzelbasenfehlpaarung in
einem PNA-DNA-Duplex erniedrigt
aber die Schmelztemperatur um 8 bis
20K. Dieser Wert ist damit fast dop-
pelt so hoch wie der fur eine Einzel-
basenfehlpaarung in einem entspre-
chenden DNA-DNA-Duplex. Vor al-
lem geringe Zellgangigkeit, schlechte
Wasserloslichkeit und die aufgrund
des hydrophoben Charakters relativ
stark ausgepragte
(Selbst-)Aggregation,  verhinderten
bisher jedoch den Einsatz der PNA
als Antisense-Wirkstoffe.

Neigung zur

PNA in der Bioanalytik

@Im Gegensatz zur Nutzung in der
Antisense-Therapie konnte die PNA
in der Bioanalytik einen wahren Sie-
geszug antreten: Fluoreszenzmar-
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kierte PNA-Oligomere mit einem
terminalen Desoxynukleotid werden
von DNA-Polymerasen erkannt und
finden bereits seit einiger Zeit breite
Anwendung u. a. als Primer fur die
Real-Time-PCR.

Ein vielversprechender Ansatz
zur homogenen DNA-Analyse sind
beispielsweise PNA-Oligomere, die
ein uber einen flexiblen Linker ge-
bundenes Thiazolorange(TO)-Mole-
kul tragen.3) Derartige, als ,light-up
probes“  bezeichnete Konjugate,
fluoreszieren nur nach Hybridisie-
rung mit einer Nukleinsaure zu ei-
nem Doppelstrang, da TO ein Inter-
calator ist, der nur im intercalierten
(Abbildung

2A). Bei Temperaturen wenig unter-

Zustand  fluoresziert

halb der Schmelztemperatur der
komplementiaren PNA-DNA-Dupli-
ces konnen solche PNA-TO-Proben
auch zum Nachweis von Einzel-
basenmutationen dienen.

Als noch wesentlich vielseitiger
konnte sich ein kurzlich von der Ar-
beitsgruppe Seitz vorgestelltes Kon-
zept erweisen: Statt tber einen Lin-
ker am N- oder C-Terminus ist TO
innerhalb des PNA-Stranges ange-
bracht, so dass es als universelles Ba-

4) Im

sensurrogat fungieren kann.
Falle einer Hybridisierung mit ei-
nem komplementiren DNA-Strang
kommt es zu einer erzwungenen In-
tercalation, die mit einem Fluores-
zenzanstieg verbunden ist (Abbil-
dung 2B). Sollte es zu einer Hybri-
disierung mit einer mutierten DNA
kommen, in unmittelbarer
Nachbarschaft des TO-Restes zu un-

gepaarten Basen fithren wirde, so

was

falle die Intensitdt der Fluoreszenz
deutlich geringer aus (Abbildung
2C). Auf diese Weise entsteht eine
zusatzliche Ebene der Sequenzdis-
kriminierung, die eine Unterschei-
dung zwischen einer Wildtyp-DNA
und einer spezifischen Einzelbasen-
mutante ermoglicht — auch deutlich
unterhalb der Schmelztemperatur
von PNA-DNA-Oligomeren,
Beispiel bei Korpertemperatur.

zum

Zur Fruherkennung einer Reihe
von Krebsarten ist es wiinschens-
wert, geringste Mengen mutierter
DNA in Anwesenheit von Wildtyp-
DNA nachweisen zu konnen. Als
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derzeit sensitivste Methode zum  Arbeit wird ein an PNA gebundener  Abb. 1.

Nachweis von Einzelbasenmutatio-
nen gilt der ,oligonucleotide liga-
tion assay* (OLA).” Diese Analysen-
methode basiert auf der enzymati-
schen Ligation von zwei DNA-Frag-
menten an einer definierten komple-
mentiren DNA-Matrize. Ungepaarte
Basen in Nachbarschaft der Liga-
tionsstelle toleriert die Ligase kaum,
und die Ligation verlauft bis zu
3000fach langsamer.

Eine aktuelle, der OLA zumin-
dest ebenbiirtige, PNA-basierte Me-
thode nutzt eine der native chemical
ligation analoge chemische Liga-
tion.” Die zu verkntpfenden PNA-
Strange werden in sehr geringen
Konzentrationen eingesetzt. Durch
Bindung an ein DNA-Templat er-
hoht sich die effektive Molaritéit der
reaktiven Gruppen, und die Ge-
schwindigkeit der Reaktion wird
stark erhoht. So verlauft die Ligation
an einem komplementiren DNA-
Templat ca. 3500-mal schneller als
an einer entsprechenden DNA mit
einer Einzelbasenmutation. Mit die-
ser Methode konnte ein mutiertes
ras-Gen-Segment noch bei einem
500fachen Uberschuss an Wildtyp-
DNA zuverlassig mit MAaLpI-TOF
nachgewiesen werden.

Nur 10 fmol DNA-Templat benoti-
gen Boll et al.,, um Einzelbasenfehl-
paarungen aufzuspﬁren.n In dieser
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Cu2+—Komplex so in die Nihe eines
PNA-gebundenen N-Methyl-2-imi-
dazolylesters gebracht, dass dieser an
das koordinativ ungesattigte Kupfer-
ion bindet. Dadurch wird die Hydro-
lyse des Esters um einen Faktor von
etwa 500 schneller. Die kinetische
Diskriminierung gegentiber DNA-
Templaten, die sich in einer einzigen
Base unterscheiden, belauft sich auf
einen Faktor von tiber 200 und ist da-
mit zumindest ebenso gut wie die
Diskriminierung durch T4 Ligase.

PNA-Peptid-Konjugate fiir
Antisense-Anwendungen

@In jungster Zeit ist das Interesse
am Einsatz von PNA als Antisense-
Molekule wieder gestiegen: So gilt
mittlerweile generell die geringe
Zellgangigkeit von Antisense- und
siRNA-Molekiillen als das grofste
Problem, das einer breiteren Anwen-
dung der Antisense-Technologie
und verwandter Methoden fiir medi-
zinische Zwecke im Wege steht.

Die kovalente Anbindung von
Nukleinsduren und ihren Derivaten
an zellpenetrierende Peptide (,cell
penetrating peptides“, CPP), welche
die Uberwindung der Plasmamem-
bran gewahrleisten sollen, scheint
ein prinzipieller Losungsansatz zu

sein. Die Herstellung derartiger

Bindung von PNA
an komplementdre
DNA in der bevor-
zugten antiparalle-

len Orientierung.
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Abb. 2.
A) TO-PNA-Kon-
Jjugat. Die Hybri-
disierung mit (kom-
plementdrer) DNA
fiihrt zur Intercala-
tion des flexibel
gebundenen TO-
Restes und zu ei-
nem Anstieg
der Fluoreszenz-
emission.
B) Bei Verwendung
eines TO-Restes als
Basensurrogat
kommt es durch die
Hybridisierung mit
DNA zu einer
erzwungenen Inter-
calation und dem
damit verbundenen
Anstieg der Fluores-
zenzemission.
C) Wenn die dem
TO-Rest benachbar-
ten Basen nicht nach
den Watson-Crick-
Regeln gepaart sind,
entsteht nur ein
abgeschwiichtes

Fluoreszenzsignal.

A

C

Konjugate aus den in der Regel
mehrfach positiv geladenen Trans-
duktionspeptiden einerseits und den
polyanionischen Nukleinsduren an-
dererseits ist jedoch aufgrund un-
spezifischer Aggregation duferst
schwierig. Hier konnten wiederum
die speziellen Eigenschaften der PNA
den entscheidenden Vorteil auf dem
Weg zum breiten Einsatz von Anti-
sense-Therapeutika liefern: Konjuga-
te aus ungeladenen PNA und Pepti-
den sind mit Standard-Peptidsynthe-
semethoden einfach herstellbar. Folg-
lich wurde in jiingerer Zeit tiber eine
Reihe von Antisense-Experimenten
berichtet, die PNA-CCP-Konjugate
zur Hemmung der Genexpression
nutzen.® Offenbar werden die meis-
ten solcher PNA-CPP-Konjugate en-
dosomal, also durch Einstulpung und
Abschnurung von Lipidvesikeln aus
der Plasmamembran, aufgenommen.
Nach Aufnahme in die Zelle scheint
jedoch der weitaus grofSte Teil der
Konjugate innerhalb der Endosomen
festzusitzen und somit fur eine Inter-
aktion mit zelluldren Nukleinsauren
nicht zur Verfiigung zu stehen.
Kurzlich berichteten Nielsen et
al. tber eine signifikante Verbes-
serung des Antisense-Effektes von

—>111¥111
I I B
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—

PNA-CPP-Konjugaten durch gleich-
zeitige Gabe von Ca**-Tonen (bis zu
6mM).9) Mehrere Hinweise deuten
darauf hin, dass dieser Effekt durch
eine erhohte Freisetzungsrate der
Konjugate aus den Endosomen (,,en-
dosomal escape®) zustande kommt.

Unterdriickung der Genexpression
durch DNA-bindende PNA

@ Als moglicherweise grofSter Vorteil
von PNA-Oligomeren konnte sich
deren Fahigkeit erweisen, auch mit
doppelstrangiger DNA sequenzspe-
zifisch zu interagieren. Bei dem als
»Doppelstrang-Invasion“ bezeichne-
ten Vorgang wird eine Halfte eines
durch PNA
verdrangt. Lange Zeit glaubte man,

DNA-Doppelstranges

dass dieses Phanomen allein auf Ho-
mopurin- oder Homopyrimidin-Se-
quenzen beschrankt sei. Neuere Er-
gebnisse belegen jedoch, dass auch
PNA-Oligomere mit einer gemisch-
ten Nukleobasensequenz zur Dop-
pelstrang-Invasion fihig sind.'” Vo-
raussetzung ist allerdings, dass der
komplementare Bereich an einem
der beiden Enden des betreffenden
DNA-Doppelstrangs lokalisiert ist.
Eine erleichterte Stranginvasion

tritt auch bei DNA-Duplices ein, die
teilweise ungepaarte Basen aufwei-
sen. Eine derartige Situation findet
sich in der Zelle zum Beispiel am
,offenen Komplex“, der wihrend
der Initiation der RNA-Synthese an
der Stelle des Transkriptionsstarts
auftritt. Dabei wird die DNA-Dop-
pelhelix auf einem elf Basenpaare
langen Abschnitt entwunden. Dieser
Bereich entspricht den Basen —9 bis
+2 der zu synthetisierenden mRNA.

Die Gruppe um David R. Corey
zeigte kurzlich, dass gegen die Tran-
skriptionsstart-Sequenzen der hu-
manen Progesteron Rezeptoren A
und B gerichtete PNA-19mere die
Transkription der entsprechenden

mRNAs
11)

weitgehend  unterdri-
Da die PNA-Oligomere
nicht zu den mRNAs, sondern nur

cken.

zu den regulatorischen DNA-Se-
quenzen komplementar waren, ist
ein postranskriptionaler Mechanis-
mus durch Blockierung oder Degra-
dation der mRNA auszuschliefen.
In Abgrenzung zu herkommlichen
Antisense-Oligomeren werden diese
PNA als ,antigene Peptide Nucleic
Acids“ (agPNA) bezeichnet.

Die agPNA wurden durch Lipo-
transfektion zusammen mit partiell
komplementarer DNA in einer Kon-
zentration von 25 nM auf mensch-
liche Zellkulturen appliziert und
sind damit etwa genauso potent wie
PNA, die gegen die entsprechende
mRNA gerichtetet sind. Ob Kon-
jugate aus PNA mit zellpenetrieren-
den Peptiden ebenfalls in der Lage
sind, an die DNA des offenen Priini-
tiationskomplexes zu binden, wurde
bisher nicht untersucht. Es bleibt
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movierte er bei Atha-

nassios  Giannis in
Karlsruhe. Nach einem Postoc-Aufenthalt
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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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