Funktionale
Nukleinsdauren

@ Funktionale Nukleinsauren spie-
len zunachst eine zentrale Rolle in
biologischen Prozessen rund um Re-
plikation,  Transkription  sowie
Translation und werden auch als
Therapeutika studiert. Neben diesen
originar biologischen Funktionen
gewinnt zunehmend die syntheti-
sche Funktionalisierung der Nukle-
insduren, also die Modifizierung mit
reaktiven Gruppen oder Sonden, das
Interesse der Forscher. Chemische
Modifizierungen verleihen RNA wie
DNA potenziell neue oder bioanaly-
tisch lesbare Eigenschaften und er-
lauben es den Forschern, biologi-
sche Prozesse detaillierter zu studie-
ren oder chemische Prozesse wie die
Katalyse mit Nukleinsduren neu zu
entwickeln.

RNA-Faltung
mit biogenen Aminen

@ Besonderes Augenmerk bei funk-
tioneller RNA verdienen Faltungs-
gleichgewichte und Ligandbin-
dungsstellen (Aptamere). Biogene
Polyamine sind wichtig fur die
Struktur, Dynamik und Funktion:

Ihre mehrfachen, miteinander ver-

bundenen positiven Ladungen agie-
ren wie ein flexibler Klebstoff, der
die intramolekulare AbstofSung von
RNA-Ruckgrat
durch Abschirmung mindert. Typi-

Phosphaten  im

scherweise gehen Polyamine dabei
jedoch kaum langerfristige raumlich
definierte Bindungen ein, wie sie et-
wa von Aminoglycosiden bekannt
sind. Besonders interessant sind Po-
lyamine aus hyperthermophilen Or-
ganismen, die in der Néhe des Siede-
punkts von Wasser leben. Thnen
wird ein wesentlicher Anteil daran
zugeschrieben, dass Nukleinsdure-
strukturen bei diesen Temperaturen
offensichtlich in der lebenden Zelle
nicht dehybridisieren. Eine verglei-
chende Untersuchung der Wirkung
der beiden isomeren Pentamine Taa
und Cdp (Abbildung 1) auf eine
tRNA-Struktur ther-
mische Stabilisierung von bis zu

zeigte eine

20K bereits bei mikromolaren Kon-
zentrationen an Polyaminen.l) Dabei
stabilisiert das quaternire Taa die
tRNA-Struktur deutlich starker als
sein lineares Isomer. Begleitende en-
zymkinetische Untersuchungen und
Experimente mit Struktursonden er-
gaben Hinweise, dass die Bindung
von Taa an RNA im Vergleich zum
Cdp strukturspezifischer ist. Dies
lasst sich auf die kompaktere Struk-
tur und die permanente positive La-
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Abb. 1. Zwei biogene isomere Polyamine aus thermophi-
len Archeae: Tetrakis(3-aminopropyl)-ammonium (Taa,

oben) und Caldopentamin (Cdp, unten).”

dung des quaternaren Stickstoffs zu-
rickfuhren. Die Ergebnisse bringen
neue Impulse in die Entwicklung
von Polykationen, deren Wechsel-
wirkung mit Nukleinsauren, wie sie
z.B. in polykationischen Transfekti-
onsagentien gegeben sind, bisher ty-
pischerweise als unspezifisch galten.

RNA-Strukturcharakterisierung
mit NMR-Spektroskopie

@ Fur die Charakterisierung der dy-
namischen Struktur funktioneller
RNA ist die NMR-Spektroskopie be-
sonders gut geeignet, da RNA-Stran-
ge oft mehrere Konformationen
gleichzeitig aufweisen. Die struktu-
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rellen Wechsel zwischen alternati-
ven Konformationen stehen im Zen-
trum der biochemischen Mechanis-
men der Riboschalter und RNA-
Thermometer. Ein grundlegendes
Anliegen ist es herauszufinden, wie
aussagekraftig In-vitro-Experimente
zur Strukturaufkldrung von RNA in
Bezug auf die Frage sind, ob die Er-
gebnisse auf die zelluldre Umgebung
ubertragbar sind. Tatsachlich konn-
ten strukturelle Wechsel, die durch
Ligandbindung in Riboschaltern
ausgelost werden, in der Zelle durch
Ionen und Polyamine, wie eben be-
schrieben, aber auch durch RNA-
Chaperon-Proteine und Ahnliches
beeinflusst werden. Die Arbeitsgrup-
pen Dotsch und Schwalbe zeigten,
dass RNA in lebenden Xenopus-lae-
vis-Eimutterzellen durch In-Cell-
NMR studiert werden konnen, und
dass bereits geringe Einfliisse die
Stabilitat der RNA verandern.” Die
NMR-Spektroskopie scheint daher
zur idealen nichtinvasiven Technik
zu werden, um funktionell wichtige
Strukturanderungen der RNA nicht
nur in vitro sondern auch in vivo zu

Aptamere

@ Aptamere sind einzelstrangige
Nukleinsiuren, die aufgrund ihrer
3D-Struktur mit hoher Affinitat und
Spezifitit an Zielmolekule binden.
Aptamere lassen sich durch einen als
SELEX (systematic evolution of li-
gands by exponential enrichment)
bezeichneten Prozess in vitro gewin-
nen. Thre geringe Immunogenitat,
ihre postselektive Modifizierbarkeit
und die damit verbundene Adaptati-
on an definierte Applikationen, ver-
helfen Aptameren zu einer immer
wichtigeren Rolle bei der Entwick-
lung neuer therapeutischer Strate-
gien.” Ihr Einsatz als molekulare
Transporter zum Ansteuern malig-
ner Zellen ist ein Gebiet, dass sich
dementsprechend rasch entwickelt.
Die Arbeitsgruppen Mayer und Fa-
mulok etablierten eine neue Selekti-
onsstrategie, mit der sich Aptamere
isolieren lassen, die Tumorzellen se-
lektiv binden. Hierzu implementier-
ten sie die Fluorescence-activated-
cell-sorting(Facs)-Technik in den
Selektionsprozess. Dies ermoglicht

Subpopulationen in  komplexen
Zellgemischen durch In-vitro-Selek-
tion.” Das Facs-SELEX-Verfahren er-
laubt es zudem, gleichzeitig unge-
wunschte Zellsubpopulationen wah-
rend des Selektionsprozesses zu eli-
minieren und zellspezifische Apta-
mere effizient anzureichern.

Neben den genannten Anwendun-
gen wurde kirzlich ein weiteres Ein-
satzgebiet von Aptameren als Antidot
erschlossen. Die Arbeitsgruppe May-
er entwickelte ein Aptamer, welches
das Medikament Xigris (rekombinant
hergestelltes Activated Protein C
(APQC)) bindet.” Xigris wird wegen
seiner zellschiitzenden und entztn-
dungshemmenden Wirkung zur Be-
handlung der schweren Sepsis einge-
setzt. Aufgrund seiner antikoagulato-
rischen Wirkung kann es aber verein-
zelt bei Patienten massive Blutungen
verursachen. Diese Nebenwirkung
blockiert das Aptamer selektiv, alle
anderen Funktionen des Medika-
ments bleiben erhalten (Abbildung
2). In Anbetracht der steigenden Zahl
makromolekularer Therapeutika sind
Aptamere als Antidot eine vielver-

untersuchen. die Adressierung definierter Zell- sprechende neue Applikation.
GAC FVa
PAR-1- T
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C
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Abb. 2. Das Aptamer (in griin dargestellt) bindet an aktiviertes Protein C (APC, blau) und inhibiert die Inaktivierung der Blutgerinnungsfak-

toren Faktor Va und Faktor Vllla (die antikoagulatorische Funktion von APC), jedoch nicht die Aktivierung des PAR-1 Rezeptors (Proteinase

activated receptor 1) auf Endothelzellen (die zytoprotektive Funktion von APC).”
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Ribozyme

@ Der Mechanismus der ribosoma-
len Katalyse ist biologisch von
grundlegendem Interesse. Die Auf-
klarung der Kristallstruktur des Ri-
bosoms hat das Verstandnis der Pro-
teinbiosynthese revolutioniert.”®
Da ribosomale RNA die konstitutio-
nelle Grundlage fur die beiden fun-
damentalen Prozesse der Decodie-
rung und der Peptidbindungskniip-
fung darstellt, wurde der Satz ,Das
Ribosom ist ein Ribozym“ gepragt.
Durch Herstellung von funktionel-
len, positionsspezifisch modifizier-
ten Ribosomen gelang es, die ent-
scheidende funktionelle Gruppe der
23S-rRNA im Peptidyltransferase-
zentrum zu identifizieren und ihre
Funktion mit einem experimentell
fundierten Modell zu erklaren (Ab-
bildung 3).9) Demnach bildet sich ei-
ne Wasserstoffbrucke von der
2'-OH-Gruppe des ribosomalen Ade-
nosins an der Position 2451 zur
2'-OH-Gruppe des terminalen Ade-
nosins der tRNA (A76) in der P-Stel-
le des Ribosoms. Dies hat zweierlei
Konsequenzen: Zum einen wird die
A76-Riboseeinheit in der C2'-endo-
Konformation fixiert; dies ist eine
raumliche Notwendigkeit fiir den ef-
fizienten Protonentransfer (der zum
Kollaps des tetraedrischen Oxyani-
on-Intermediats und folglich zum
Amidprodukt fihrt). Zum anderen
wird die intramolekulare Peptidyl-
transesterifizierung von der 3'-O-
zur 2'-O-Position der A76-Ribose-
einheit unterbunden. Letztere Ver-
knipfung ist mit einem effizienten
Protonentransfer raumlich unver-
einbar.

Die Translation kleiner Peptide
am Ribosom kann dieses resistent
gegen Macrolidantibiotika machen.
Zur Aufklarung dieses Phanomens
sind stabile RNA-Peptid-Konjugate,
die Peptidyl-tRNA imitieren, wiin-
schenswert, besonders ftir die struk-
turbiologische Untersuchung von
Ribosomen. Eine neue flexible Fest-
phasensynthesestrategie macht diese
Konjugate in effizienter Weise zu-
ganglich, ohne Beschrinkungen be-
zuglich der RNA- und Peptidse-

10
quenz. )

Neben biologisch wichtigen Re-
aktionen wie der Peptidbiosynthese
werden auch kunstliche Ribozyme,
z.B. als Katalysator fur die Diels-Al-
der-Reaktion, besser verstanden. Die
Arbeitskreise Schwalbe und Jaschke
berichteten tber stationére und zeit-
aufgeloste NMR-Spektroskopie zur
Charakterisierung der strukturellen
Anderungen des Diels-Alder-Ribo-
zyms, die von Liganden induziert
wird.'" Auffallend war, dass die effi-
zientesten RNA-Katalysatoren im
Apozustand konformationell homo-
gen waren, wihrend eine gering-
fugig weniger aktive Punktmutante
unterschiedliche  Grundzustands-
strukturen bevolkert, zwischen de-
nen hohe Barrieren liegen. Die Er-
gebnisse von Manoharan et al. legen
nahe, dass die schnelle Faltung in
die katalytisch aktive Konformation
ein wichtiges evolutionires Kriteri-
um ist, nach dem im SELEX-Prozess
selektioniert wird.
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Hybridkatalyse

@ In der Hybridkatalyse dienen
Biomolektle (Proteine oder Nukle-
insauren) als chirale Gertuste in
ibergangsmetallkatalysierten Reak-
tionen, um die (Stereo-)Selektivitat
der katalysierten Reaktionen zu be-
' Die Aufgabe ist
schwierig:  Diese  Katalysatoren

. 12
einflussen.

mussen bei Raumtemperatur, nied-
riger Katalysatorkonzentration, in
wassriger Losung sowie in Gegen-
wart der vielen funktionellen Grup-
pen des Biopolymers aktiv sein. Im
letzten Jahr wurden mehrere neue
Beispiele solcher Hybridkatalysato-
ren auf der Basis von Nukleinsiu-
re-' oder Peptidgerusten'” publi-
ziert, namlich fur kupferkatalysier-
te  Friedel-Crafts-Alkylierungen
und Diels-Alder-Reaktionen. Ein
originelles katalytisches System un-
ter Verwendung von Iridium(I)-
Dien-Komplexen entwickelte die

P-site
A76

Abb. 3. Mechanismus der ribosomalen Peptidsynthese.g)
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Abb. 4. DNA-Ir(l)-katalysierte allylische Aminierung zur Racematspaltung im Wﬁssrigen.ls)

Arbeitsgruppe Jaschke (Abbildung
4):" Um Iridiumionen ortsspezi-
fisch an DNA zu positionieren, wur-
den Dienliganden derivatisiert, ko-
valent an Oligonukleotide gekop-
pelt, und anschliefSend die Metall-
komplexe gebildet. Diese Hybridka-
talysatoren zeigten hohe Aktivitat
in der Ir(I)-katalysierten allylischen
Aminierung im Wissrigen. Zudem

waren sie mit bis zu 4600 Turnovers
aufergewohnlich robust. Die DNA-
basierten Katalysatoren wirkten in
der kinetischen Racematspaltung
von allylischen Acetaten stereo-
selektiv; die Stereoselektivitat lief
sich durch Verdnderung des Kom-
plementarstrangs, der mit dem
dientragenden Oligonukleotid hy-
bridisiert war, einstellen. Dem-

v v
AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

Abb. 5. Doppelt spinmarkierte Quadruplex-DNA.

19)

zufolge beeinflusst die Struktur der
Nukleinsaure das stereochemische
Resultat der Reaktion. Dies ist die
erste Anwendung der DNA-Hybrid-
katalyse in der metallorganischen
Chemie sowie die erste Verwen-
dung der Ir(I)-Dien-Chemie in
Kombination mit Biomolekilen.
Die niachste Aufgabe wird die Ent-
wicklung von Selektionstechniken
fir Hybridkatalysatoren aus kom-
binatorischen Nukleinsaurebiblio-
theken sein, um hohere Aktivititen
und Selektivitdten zu erzielen.

G-Quadruplex-Strukturen

@ Unter der funktionalen DNA er-
hielten insbesondere G-Quadruplex-
Strukturen in jungster Zeit viel Auf-
merksamkeit, denn sie scheinen an
der Regulation genetischer Mecha-
nismen beteiligt zu sein [s. auch
Trendbericht Organische Chemie,
S. 287]. Niedermolekulare Verbin-
dungen, die an den Chromosomen-
enden (den Telomeren) Quadruple-
xe induzieren, wirken gegen Tumo-
ren. Vor diesem Hintergrund er-
scheint die Aufklarung der Struktur
der repetitiven, guanosinreichen Te-
lomere vielversprechend. Allerdings
konnen Quadruplexe, im Gegensatz
zu Duplexstrukturen, in vielfaltigen
Konformationen existieren, die sich
durch die Orientierung der Strange
sowie deren Verknipfung unter-
scheiden.'®'” Die von der Telomer-
sequenz unter physiologischen Be-
dingungen eingenommenen Struk-
turen (Abbildung 5) werden kontro-
vers diskutiert. So liegt ein Gleichge-
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wicht zweier Konformationen (eine
antiparallele und eine parallele Spe-
zies) vor. Die Analyse solcher Mi-
schungen gestaltet sich mit klassi-
schen Methoden wie etwa der CD-
Spektroskopie oder hochaufgeloster
Strukturbestimmung schwierig. Auf
der anderen Seite eignet sich die
EPR-Spektroskopie sehr gut, um Ab-
standsverteilungen in heterogenen
Systemen zu bestimmen.'® Zu die-
sem Zweck wurde doppelt spinmar-
kierte Quadruplex-DNA syntheti-
siert und untersucht.'” Die Schlei-
fen der Quadruplexe wurden mit Ni-
troxiden so modifiziert, dass eine
Abstandsmessung eine eindeutige
Zuordnung der fraglichen Topolo-
gien erlaubte. Die Messungen zeig-
ten eine hohe Flexibilitat der Spin-
markierungen in den Schleifen. Dies
erschwerte die Auswertung der
Elektronenresonanzdaten, da im Ge-
gensatz zu Messungen an Duplex-
strukturen breite Abstandsverteilun-
gen analysiert werden missen.'®
Dennoch gelang es, zwei koexistie-
rende Strukturen zu identifizieren,
namlich eine Korbstruktur mit anti-
paralleler sowie eine Propellerstruk-
tur mit paralleler Strangorientie-
rung."”
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mit Beitrdgen von:
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Kiinstliche Enzyme
fiir die Industrie

@ Die industrielle Biotechnik ge-
winnt in der chemischen Industrie
an Bedeutung, da sie biogene, nach-
wachsende Rohstoffe in Grund- und
Feinchemikalien umwandelt und
so hilft, den Anteil petrochemischer
Rohstoffe zu reduzieren.” Ob in fer-
mentativen Prozessen, die mehrstu-
fige Umwandlungen innerhalb eines
Mikroorganismus und damit inner-
halb eines Reaktionsschritts errei-
chen, oder beim Einsatz einzelner
isolierter Biokatalysatoren — immer
stehen Enzyme und enzymatische
Reaktionen im Mittelpunkt. Die be-
kannten, natarlichen Enzyme genu-
gen oft den Prozessanforderungen
oder neu geforderten chemischen
Reaktionen nicht. Damit steigt der
Bedarf an technischen Enzymen mit
neuen Eigenschaften.

Der Bedarf lasst sich durch das
Ausschopfen des natiirlichen Reser-
voirs mit immer effizienteren Me-
thoden zwar teilweise decken, z.B.
durch hochparallele Pyrosequenzie-
rung oder durch die Metagenomik.
Wichtiger noch ist jedoch die Mog-
lichkeit, Enzyme durch Design zu
verandern und so zu neuartigen,
kunstlichen Enzymen zu gelangen,
die einen breiten Einsatz biotech-
nischer Verfahren in der chemischen
Industrie erlauben. Die gerichtete
Evolution ist dabei das auch in
nachster Zukunft wichtigste Werk-
zeug im Enzymengineering. Die ver-
schiedensten molekularbiologischen
Methoden erzeugen hier zufillig
sehr viele Enzymvarianten und
uberprufen sie anschliefSend auf
Zieleigenschaften. Durch Wieder-
holung dieses Prozesses aus Varia-
tion und Selektion gelangt man in
der Regel schnell und effizient zu
optimierten technischen Enzymen.

Evolutives und rationales Design
wachsen zusammen

@ Die einzelnen Schritte in diesem
Prozess wurden und werden kon-
tinuierlich weiter verbessert. So un-
terstiitzen mit steigender Rechen-
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