al ist. Dabei wurde mit EPL Phos-
phonomethylenphenylalanin (Pmp,
Abbildung 4) als nichthydrolysier-
bares Analogon von Phosphotyrosin
in die Protein-Tyrosin-Phosphatase
LMW-PTP an den zwei bekannten
Phosphorylierungsstellen inkorpo-
riert. Die biochemische Charakteri-
sierung der semisynthetischen Pro-
teine ergab, entgegen urspring-
lichen Annahmen, dass die Phos-
phorylierung an diesen Positionen
zu einer Herabregulation der enzy-
matischen Aktivitat fithre.'”

Neben der Phosphorylierung
kommen auch Acetylierung und Me-
thylierung als PTMs von Histonen
vor. Diese DNA-bindenden Proteine
spielen eine grofSe Rolle bei der Re-
gulation der Genaktivitit. Die defi-
nierte Darstellung modifizierter His-
tone in homogener Form durch Pro-
teinsemisynthese gewinnt fur die
Entschliisselung dieser Regulation
immer groRere Bedeutung.'”

Methoden zur Darstellung syn-
thetischer und semisynthetischer
Proteine sind zur Klarung vieler

Dirk Schwarzer (Jahr-
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Chemie in Marburg.
2002 schloss er die
Promotion in der Ar-
beitsgruppe von Mo-
hamed Marahiel ab.
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beitsgruppe von Philip Cole an der Johns
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Sein Forschungsinteresse gilt der Nut-
zung von Proteinchemie zur Klarung bio-
logischer Fragestellungen
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dete er 2003 eine Emmy-Noether-For-
schungsgruppe in Marburg. Seit 2006 ist
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Universitat Dortmund und arbeitet an
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Proteinen.

Fragen rund um die Proteinfunk-
tion auf molekularer Ebene unent-
behrlich. Es steht zu erwarten, dass
ihre Anwendung durch technische
Weiterentwicklungen sowie durch
neue Erkenntnisse und Aufgaben
der Proteomforschung weiter zu-
nehmen wird.
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RNA - Struktur und
Funktion

Das Hammerhead-Ribozym

@ Ribonucleinsauren tiben wichtige
Funktionen in biologischen Syste-
men aus, unter anderem die Katalyse
chemischer Reaktionen. RNAs mit
derartigen Eigenschaften werden als
Ribozyme bezeichnet. Unter ihnen
ist das bekannteste und wohl am in-
tensivste untersuchte das ,,Hammer-
head“-Ribozym, welches die positi-
onsspezifische Spaltung seines Phos-
phorsaureesterriickgrats durch eine
Transesterifizierung katalysiert. Eine
neue Kristallstruktur hat nun dazu
beigetragen, die langjahrige Debatte
uber den katalytischen Mechanis-
mus zu entscheiden.”

Das katalytisch aktive minimale
Motiv des Hammerhead-Ribozyms
ist seit den neunziger Jahren be-
kannt und umfasst elf konservierte
Nucleotide, die von drei Doppelheli-
ces flankiert werden (Abbildung 1a).
Erst in Anwesenheit von Magnesium-
ionen in millimolarer Konzentration
wird die aktive Konformation einge-
nommen, in der die 2'-OH Gruppe
des Cytidins in Position 17 den zu
spaltenden 5',3'-Phosphorsauredie-
ester angreift. Dabei entstehen zwei
Spaltungsprodukte: ein Strang mit
einem 2'3'-Cyclophosphat und ein
Strang mit einem freien 5'-OH-Ter-
minus.

Frihe Experimente belegten, dass
die Konfiguration am analogen
C17/N1.1-thiophosphatmodifizierten
Ribozym invertiert wird. Wahrend der
Spaltung durchléuft die RNA einen tri-
gonal-bipyramidalen,  pentakoordi-
nierten Ubergangszustand.z) Der Sy2-
Ubergangszustand bedingt die Anord-
nung der 2'-Hydroxygruppe von
Cytidin 17 und der benachbarten
P-O5'-Gruppierung (Nucleotid C1.1)
auf einer Geraden (,In-line“-Angriff).
Erste Kristallstrukturen des ,,Hammer-
head“-Ribozyms aus dem Jahr 1998
zeigten allerdings eine starke Abwei-
chung von dieser Struktur, obwohl die
Spaltung im Kristall durch Einwir-
kung von zweiwertigen Metall-
ionen gelang.” -
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Abb. 1.
Das ,,Hammer-

head’-Ribozym.

a) Sekundédirstruktur
des Minimalmotivs.
Konservierte Nu-
cleoside sind durch
Fettdruck hervor-
gehoben; b) Kris-
tallstruktur des ge-
samten Ribozyms
und Sekundcirstruk-
turschema; c) Nu-
cleotide des kataly-
tischen Zentrums
und postulierter
Ubergangszustand
nach Lit.”
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Einen wesentlichen Hinweis fur

eine notwendige Konformations-
anderung lieferten unter anderem
Metallbindung,sstudien,4> die auf ei-
ne Verbrickung des zu spaltenden
Phosphorsauredieesters mit dem
Sauerstoff aus dem Phosphat des
Adenosins in Position 9 tber ein
zweiwertiges Metallion schliefSen
lieen. In der urspringlichen Kris-
tallstruktur befinden sich die beiden
Atomgruppen allerdings mehr als
20 A voneinander entfernt.

Die Grundlage zur Losung dieser

Kontroverse wurde bereits 2003 ge-

legt, als biochemische Studien nach-
wiesen, dass das bis dahin untersuch-
te minimale Ribozymmotiv eine ent-
scheidende periphere Interaktion ver-
nachléssigte.s) Das komplette Ham-
merhead-Ribozym erlaubt eine Ter-
tidrinteraktion zwischen der Schleife
L1 (Stamm @) und der Ausstilpung
B2 (Stamm 11). Sie ist sowohl fiir eine
signifikante (50- bis 500-fache) Steige-
rung der Aktivitdt verantwortlich als
auch fur die Aktvitat bei physiologi-
schen, submillimolaren Mg**-Kon-
zentrationen und fiir eine ausgeprag-

te reverse Reaktivitdt (Ligation).

Die nun von Scott und Mitarbei-
tern veroffentlichte Kristallstruktur
des kompletten natiirlichen Ribo-
zymmotivs aus S. Mansoni charakte-
risiert in 2,2 A Auflosung die neu er-
kannte Tertiarinteraktion und zeigt
im Vergleich zur Struktur des mini-
malen Ribozyms eine deutlich unter-
schiedliche Konformation des kata-
(Abbildung
1b)." Das 2'-Sauerstoffatom von Cy-
tosin C17 liegt als 2'-O-Methylderi-
vat im Kristallkonstrukt vor und

lytischen  Zentrums

lasst daher keine Spaltung zu. Tat-
sachlich nimmt es nun eine ideale
,In-line“~-Geometrie mit der benach-
Phosphor-5'-Sauerstoffbin-
dung ein. Dies wird durch eine Reihe

barten

neuer Strukturmerkmale im kataly-
tischen Zentrum plausibel. Dazu
zéhlen ein Watson-Crick-Basenpaar
von Guanosin G8 mit Cytidin C3
(anstelle des nicht-kanonischen Ba-
senpaars G8:Al3
Hammerhead-Ribozym) und die
raumliche Nihe der Nucleotide A9
und C17. Der auf 4 A verringerte Ab-

stand der Phosphatreste dieser Nu-

im minimalen

cleotide und die erwiahnten Metall-
bindungsstudien implizieren eine
Metallbin-
dungsstelle, die in der Kristallstruk-

transiente  spezifische
tur jedoch nicht detektiert werden
konnte.

Ein plausibler katalytischer Me-
chanismus lasst sich anhand der Po-
sitionierung des Guanosin G12 pos-
tulieren, dessen Stickstoffatom N1
in Wasserstoffbriickendistanz zum
angreifenden 2'-OH von Cytosin
C17 liegt und fur Protonentransfer-
reaktionen zur Verfugung steht. Im
deprotonierten Zustand kann N1
das 2'-O-Proton aufnehmen und als
Base wirken (Abbildung 1c). Die
Rolle der Saure tubernimmt die
2'-OH-Gruppe des Nucleosids G8.

Guanosin G8 zeigt ein ausgeprag-
tes Bestreben, iiber Wechselwirkun-
gen mit dem benachbarten Nucleo-
tid C1.1 Basenstapel zu bilden. C1.1
und seine Hydroxygruppe befinden
sich in einer Position, die eine Pro-
toneniibertragung auf die 5'-O-Ab-
gangsgruppe erlaubt, vorausgesetzt
eine Reduktion des pK,-Werts der
Guanosin-G8-2'-OH-Gruppe ist ge-

wihrleistet. Dies kann prinzipiell
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durch die Anwesenheit von Metall-
ionen erreicht werden.

liefert  die
Hammerhead-Ribozymstruk-

Zusammenfassend
neue
tur entscheidende Aufschlusse tber
die bisher kontrovers interpretierten
biochemischen und kristallographi-
schen Analysen. Sie bildet dartiber
hinaus eine entscheidende Grund-
lage zum Verstandnis des katalyti-
schen Mechanismus, dessen Details
— vor allem bezuglich der Rolle von
Metallionen und der Rolle der
2'-OH-Gruppe des Guanosins G8 —
mit Spannung erwartet werden.

Riboschalter und
Riboschalter-Ribozyme

@ Erst in den letzen Jahren wurde
die funktionelle Vielfalt und weitrei-
chende Bedeutung von RNA bei der
Genregulation und in zellularen
Adaptions- und Differenzierungs-
prozessen erkannt. Die Vergabe des
Nobelpreises 2006 fiur Medizin an
Fire und Mello fur die Entdeckung
der RNA-Interferenz (RNAi)é) — der
Genregulation mit doppelstrangiger
RNA — war die gebithrende Aner-
kennung dafir. Vor allem tber eine
Klasse ~ von  nicht-kodierenden
RNAs, die 2002 von Breaker ent-
deckten RNA-Schalter (,Riboswit-
ches)"? wurden im vergangenen
Jahr wesentliche Erkenntnisse ge-
wonnen.

Riboschalter kommen tberwie-
gend in Bakterien, aber auch in eini-
gen Eukaryonten vor. Es handelt
sich dabei um RNA-Elemente, die in
den 5'- oder 3'-UTR-Regionen von
mRNAs lokalisiert sind und aus zwei
Dominen, einer Metabolit-binden-
den Aptamerdomane und einer
uberlappenden ,Expressionsplatt-
form“ bestehen. In Abhangigkeit
von der Konzentration eines Meta-
boliten schalten Riboschalter die
Genexpression an oder aus. Die mo-
lekulare Basis dafur kann auf tran-
skriptionaler oder auf translationa-
ler Ebene liegen und wird strukturell
durch die Bindung des Metaboliten
und die dadurch induzierte Ande-
rung der Struktur der Expressions-
plattform erreicht. Sie fuhrt in vielen
Féllen zur Bildung bzw. Auflosung

einer Terminator- oder Repressor-
stamm-Sekundarstruktureinheit der
mRNA.

Immer haufiger werden auch
komplexere  Riboschaltersysteme
identifiziert, die aus zwei Aptamer-
domanen bestehen und spezifisch
unterschiedliche Metaboliten bin-
dafir

Bacillus clausii metE-mRNA, die ein

den. Ein Beispiel liefert
zusammengesetztes Genkontrollsys-
tem bildet, das auf S-Adenosylmethio-
nin und Coenzym B, reagiert und
nach Boolescher Logik als NICHT-
ODER(NOR)-Schalter agiert.”

Auch der glmS-Riboschalter, der
die Produktion von Glucosamin-
6-phosphat (GlcN6P) tber die be-
reitgestellte Menge an GIcN6P- Syn-
thetase reguliert, ist eine Variation
vom urspringlichen Riboschalter-
konzept. In seinem Falle aktiviert
die Bindung des Liganden das Ribo-
zym und die mRNA wird gespalten.
Der Ligand Glucosamin-6-phosphat
(GIcN6P) tibernimmt die Rolle eines
Cofaktors fur die Spaltungsreak-
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tion.'® Ein detailierteres mechanisti-
sche Bild konnte nun dank einer
Studie

Klein und Ferré-D’Amaré entwickelt
11)

kristallographischen von
werden.

Sie kristallisierten den glmS-
Ribozym-Riboschalter aus Thermo-
anaerobacter tengcongensis in ver-
schiedenen Formen, die Ligand-Mi-
metica enthielten (Abbildung 2a),
aber auch das gespaltene Produkt.
Das Ribozym positioniert den zu
schneidenden Phoshorsaurediester
in einer fur Losungsmittel zugang-

lichen Bindungstasche fir den Li-

Abb. 2.

Das glms-Ribo-
schalter-Ribozym.
a) Kristallstruktur
nach Lit. ™ in Car-
toonprisentation
mit gebundenem
GlcP6; die Nucleosi-
de am zu spalten-
den Phosphorsdure-
diester sind in roter
(G) und oranger
Farbe (dA) hervor-
gehoben; b) Postu-
lierter Mechanis-
mus unter Beriick-
sichtigung von
GIcN6P als Cofaktor
und zweier gebun-
dener Wassermole-

kiile.

Abb. 3.

Struktur des bakte-
riellen Ribosoms in
2,8A Auflésung. Ein
Mg”*-lon koor-
diniert an die Phos-
phatgruppe des
mRNA-Knicks zwi-
schen A-Stelle und
p-stelle (Abbildung
nach Lit. *%).
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Kanonische Translationsinitiation

Initiator tRNA

Abb. 4.

Die Rolle des Anti-
biotikums Kasagua-
mycin (Ksg) als
mRNA-Mimeticum
und Hemmer der
Translationsinitiati-
on (Abbildung mo-
difiziert nach
Lit.?Y).

ganden. Funktionelle Gruppen des

GIcN6Ps sind so angeordnet, dass
sie fir die Katalyse in Frage kom-
men. Dies bestatigt die Funktion des
Liganden als Cofaktor (Abbildung
2b). Ein interessanter Aspekt beruht
auf der Tatsache, dass der glmS Ribo-
schalter auch in pathogenen Bakte-
rien zu finden ist. Die vorliegende
Struktur liefert daher Information
fir das Wirkstoff-Design.

2006 wurden noch weitere Erfol-
ge in der Strukturbiologie von Ribo-
schaltern erzielt. Mit Kristallstruk-
turanalysen klarten die Arbeitsgrup-
pen von Patel, Ban, Ferré-D’Amaré
und Batey die Architektur der Apta-
merdoménen des Thiaminpyrophos-
phat (TPP)-"'" und des S-Adeno-
sylmethionin(SAM)-Riboschalters.15)
Weiterhin wurden die Faltungspro-
zesse von TPP-'” und von Adenin-
Riboschaltern'""® durchleuchtet.

Ribozyme im humanen Genom

@ Dass Ribozyme auch im humanen
Genom auftreten, fanden Szostak
und Mitarbeiter.'” Sie entwarfen ein
In-vitro-Selektionsschema in Anleh-
nung an RNA-Replikonsysteme und
konstruierten eine Genombibliothek
aus cyclischer, doppelhelicaler DNA
mit ca. 150 Basenpaaren grofSen hu-
manen DNA-Fragmenten und einer
Promotersequenz. ,Rolling circle“-Re-
plikation generierte RNAs mit den
entsprechenden  Sequenzwiederho-
lungen. Ein kleiner Teil der transkri-
bierten RNAs spaltete sich in gleich
grofSe RNA-Abschnitte und wurde
amplifiziert und charakterisiert.

Szostak und sein Team fanden
vier selbstschneidende Ribozymmo-
tive. Eines davon ist im ersten Intron
eines Gens lokalisiert, welches fir
ein cytoplasmatisches Polyadeny-
lierungselement-bindendes Protein
(CPEB3) kodiert. Das CPEB3-Ribo-
zym zeigt auffallende Ahnlichkeiten
zu Struktur und Mechanismus des
Hepatitis - Delta - Virus(HDV) - Ribo-
zyms. Die Vermutung liegt nahe,
dass die beiden Ribozyme evolutio-
nir verwandt sind, und dass sich das
HD-Virus aus dem humanen Tran-
skriptom entwickelt haben konnte.

Das bakterielle Ribosom

@ Auch in der chemischen Biologie
der Ribosomen gab es 2006 einige
neue FErkenntnisse. Ramakrishnan
und Mitarbeiter erzielten eine Auflo-
sung von 2.8 A bei der Kristallstruk-
turanalyse des bakteriellen 70S-Ri-
bosoms und machten damit erstmals
die atomaren Details der Interaktion
zwischen mRNA und tRNA sicht-
bar.”” So stabilisieren Metallionen
den konformativen Knick im
mRNA-Phosphatrickgrat zwischen
den beiden zu lesenden Codons in
der A- und P-Stelle (Abbildung 3).
Dieser Knick erschwert ein Verrut-
schen des Anticodons relativ zum
Codon und sorgt mit hoher Wahr-
scheinlichkeit fur das Einhalten des
Leserahmens. Metallionen sind auch
an der Grenzfliche der beiden Un-
sichtbar

und diirften fur die Stabilisierung ih-

tereinheiten zueinander

rer Interaktionen verantwortlich
sein. Mit der Kristallstruktur lassen

sich Unterschiede zwischen archae-
ellen und bakteriellen Ribosomen
analysieren und viele der schon vor-
handenen biochemischen und gene-
tischen Daten erklaren.

Weitere Highlights in der Struk-
turbiologie der Ribosomen sind die
Untersuchungen der Gruppen Yo-
koyama, Fucini und Cate-Doudna
zur Wirkungsweise von Kasaguamy-
cin. Dieses Antibiotikum wirkt als
mRNA-Mimetikum. Es destabilisiert
die tRNA-Bindung und inhibiert da-
durch die Initiation der Translation
(Abbildung 4).2122) Auch im Hin-
blick auf die Frage, wie die Peptid-
bindung geknupft wird, wurden we-
Die
2'-OH-Gruppe des Adenosins in Po-
sition 2451 der 23S rRNA konnte als
essentielle

sentliche Fortschritte erzielt.

funktionelle  Gruppe
identifiziert werden. Dies gelang mit
einer von Polacek entwickelten Me-
thode zur Rekonstitution von Ribo-
somen mit zirkular permutierter
23S-rRNA und kurzen chemisch

modifizierten Oligonucleotiden.””

Polymerasen und
nichtkodierende RNA

& Nichtkodierende RNA (ncRNA)
ist wichtig fur einen kuirzlich entdeck-
ten Mechanismus der Genregulation.
In Mausen kann die B2 RNA, die von
der Polymerase I1I transkribiert wird,
an die Polymerase II binden und so
die Transkription inhibieren.”*”” Den
Arbeitsgruppen von Famulok und
Cramer gelang es nun, die strukturel-

Ronald Micura, Jahr-
gang 1970, studierte
Wirtschaftsingenieur-
wesen/Technische

Chemie an der Uni-
versitdt Linz (Oster-
reich), wo er 1995 bei
Karl Grubmayr promovierte. Nach einem
Postdocaufenthalt von 1996 bis 1998 bei
Albert Eschenmoser an der ETH Zirich

und am Scripps Research Institute, CA,
habilitierte er sich im Jahre 2002 an der
Universitat Innsbruck im Umfeld von
Bernhard Krautler in Organischer Che-
mie. Seit 2004 halt er eine Professur fiir
Organische Chemie an dieser Universitat
inne. Sein Forschungsgebiet ist die che-
mische Biologie von Nucleinsduren.
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Photochemisch aktivierbare Ribonucleinsaure(RNA)-derivate:
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len Voraussetzungen fiir diese Art der
Transkriptionskontrolle zu charakte-
risieren.”” Demnach verhindert die
B2 RNA ein Eintreten des DNA-Du-
plexes und des Templatstranges in die
Kluft der Polymerase und damit den
Start der Transkription. Im Falle einer
bereits transkribierenden Polymerase
wird der Elongationsprozess aller-
dings nicht inhibiert, da die gebunde-
ne DNA das Binden des RNA-Inhibi-
tors unmoglich macht.

Chemisch modifizierte RNA

@ Immer wichtiger fur die Unter-
suchung funktioneller Eigenschaf-
ten von RNA wird die Bereitstellung
chemisch modifizierter RNA-Deri-
vate (Abbildung 5). Hoch im Kurs
stehen photochemisch aktivierbare
Ribonucleinsauren. Derartige Deri-
vate kamen bei der Analyse der Ki-
netik von RNA-Sekundarstruktur-

Einzelstrang

Doppelstrang

19 NMR - Sekundarstrukturgleichgewicht 32

" der Modulation

der Tertiarstruktur von RNA am

Beispiel der P4/P6-Domane des Tetra-
)

2
umlagerungen,

hymena-Group-I-lntrons,28 in Un-
tersuchungen zum Strangbruch-
mechanismus von RNA durch aba-
sische Ribosestellen,zg) und bei der
Lichtregulation der RNA-Interfe-

30)
renz

zum Finsatz. Die zugrunde
liegenden, photochemisch abspalt-
baren Struktureinheiten sind in den
meisten der Fille 1-(2-Nitrophenyl)-

27,28,29b,30) In diesen

ethylgruppen.
Zusammenhang gehoren auch die
neu entwickelten, photolabilen
Schutzgruppen. Sie sind kovalent
mit einem Sensibilisator (z.B. Thio-
xanthon) verknupft und garantie-
ren durch das Prinzip der intramo-
lekularen Sensibilisierung eine sehr
effiziente Abspaltung.m

Weiterhin erwies sich mit Fluor
modifizierte RNA als geeignet zur

Charakterisierung von RNA-Sekun-
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&
2'-Methylseleno-RNA 36b)

1%F-NMR - Ligandidentifikation 3%

dérstrukturgleichgewichten,32)

Identifikation von RNA-bindenden,
niedermolekularen Ligandenm und

zur

zur
RNA,”" wobei in allen Beispielen
der ""F-NMR-Spektroskopie die tra-
gende Rolle der Analysemethode zu-

Strukturbestimmung ~ von

34)

kommt. Fluorierte Nucleobasen bie-
ten sich dartuber hinaus als geeignete
Modifikationen fir kurze interferie-
rende RNA (siRNA, small interfering
RNA) mit erhohter Nucleaseresis-
tenz im Serum an.””
Nicht zuletzt wurden selenmodi-
fizierte RNA — und allgemein selen-
modifizierte Nucleinsduren - als
wichtige Derivate in der RNA-Kris-
tallstrukturanalyse zur Losung des
Phasenproblems von Beugungsdaten
bestatigt.”®
Ronald Micura
Institut fiir Organische Chemie
Universitdt Innsbruck
Ronald.Micura@uibk.ac.at

Abb. 5.

Artifiziell modifi-
zierte Nucleinsdure-
derivate fiir die
Struktur- und Funk-
tionsanalyse von
RNA.
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