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Wie in vitro selektierte RNA-Aptamere funktionieren —
die raumlichen Strukturen von Substrat-RNA-Aptamer-Komplexen**

Martin Egli*

Der Entwicklung neuer Medikamente geht heutzutage oft die
Aufklarung der rdumlichen Struktur eines Rezeptors, auf den
man einwirken mochte, voraus. Handelt es sich dabei um ein
Protein, ist die Kenntnis der rdumlichen Gestalt der Bindungs-
tasche und der Anordnung der mit dem Substrat wechselwir-
kenden Gruppen eine wertvolle Grundlage fiir zahlreiche metho-
dische Ansitze zur Ermittlung des besten Inhibitors, darunter
rechnergestiitzte Verfahren, organische Synthesen und die kom-
binatorische Chemie. Dieses von der Struktur des Rezeptors
ausgehende Design trug wesentlich zur Entwicklung der HIV-
Protease-Inhibitoren bei, die groe Fortschritte bei der Behand-
lung von AIDS erwarten lassen. Wenn auch diese Vorgehens-
weise noch weit davon entfernt ist, zur Routine zu werden, so ist
doch der umgekehrte Weg, d.h. die Herstellung eines maBge-
schneiderten Rezeptors fiir ein chemisch und strukturell gut
charakterisiertes Molekiil, eine noch grolere Herausforderung.
Vor allem die groBe Zahl kleiner Energiebeitrige von Wasser-
stoffbriickenbindungen und hydrophoben Wechselwirkungen
in wiBrigem Milieu richtig zu beriicksichtigen ist sehr schwierig.
Das Aufkommen der In-vitro-Selektion, das durch Hilfsmittel
wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und die reverse
Transkription beschleunigt wurde, ermdglichte schlielich die
Isolierung von aus Ribonucleinsduren bestehenden Rezeptoren
mit bestimmten erwiinschten Féhigkeiten, die von der spezifi-
schen Erkennung eines vorgegebenen Substrats bis zur Katalyse
einer speziellen chemischen Reaktion reichen.!! ~3!
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Ausgehend von Zufallsgemischen aus 10'° bis 10'5 Mole-
kiilen wurden RNA- und DNA-Spezies erhalten, die einfache
Farbstoffmolekiile, wichtige biologische Cofaktoren, Amino-
sduren oder Antibiotika erkennen.[*! Die Liste der selektierten
Nucleinsduremolekille mit katalytischer Aktivitat umfafit unter
anderem RNA mit Polynucleotidkinase-Aktivitit,[®! ein selbst-
alkylierendes Ribozym,'® RNA- und DNA-Molekiile mit Liga-
se-Aktivitit!” ~°T und sowohl RNA- als auch DNA-Molekiile,
die eine durch Metallionen vermittelte autolytische Spaltung
eingehen.l'®”'2! Die RNA-Aptamere — selektierte und opti-
mierte RNA-Spezies, die mit Dissoziationskonstanten im mM-
bis nM-Bereich kleine organische Molekiile an sich zu binden
vermdgen — sind ziemlich kompakt gebaut und etwa 40 Nucleo-
tide lang. Thre aus den Nucleotidsequenzen abgeleiteten Se-
kundirstrukturen weisen einige gemeinsame Merkmale auf,
unter denen vor allem asymmetrische innere Schleifen zu erwéih-
nen sind (siche Abb. 1). Chemische Untersuchungsmethoden
eignen sich zwar sehr gut zur Bestimmung der fiir die Substrat-
erkennung essentiellen Bereiche einer substratbindenden RNA,
nicht jedoch fiir eine detaillierte Aufklarung der Faltung der
Kette und der rdumlichen Gestalt der Bindungstasche. Einen
plastischen Eindruck von den Modglichkeiten der RNA-Sub-
strat-Bindung haben jetzt vier NMR-Untersuchungen entspre-
chender Komplexe in Lésung vermittelt. Drei davon wurden an
Bindungspartnern wichtiger biologischer Cofaktoren — Adeno-
sintriphosphat (ATP; Abb.1a; zwei unabhingige Arbei-
ten!!3- 141y und Flavin-Mononucleotid (FMN)!!5! - vorgenom-
men, die zuvor in den Arbeitsgruppen von Jack Szostak!'®1 bzw.
Michael Famulok!'”! selektiert worden waren. Die vierte galt
RNA-Aptameren fiir die Aminosiuren Citrullin und Argi-
nin!*# und stammt von der gleichen Arbeitsgruppe, der auch die
Selektion der Aptamere gelungen warl!'®1 (Abb. 1b).

Die Losungs-NMR-spektroskopischen Daten des Komplexes
zwischen dem ATP-Aptamer und Adenosinmonophosphat
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Abb. 1. Basensequenzen, Numerierungen und Sekundirstruktur-Vorschlige (letztere wurden nun durch NMR-Experi-
mente in Lésung im wesentlichen bestitigt) der RNA-Aptamere von ATP (a) sowie von Arginin und Citrullin (b) und
Strukturen der in den NMR-Experimenten eingesetzten Substrate. Die Basen eines Stranges sind fett gedruckt, um das
Verfolgen der gefalteten Ketten in den Abbildungen 2 und 3 zu erleichtern. Die gestrichelten Linien zeigen die Bildung
nichtkanonischer Homo-Purinbasenpaare an (G-G und G-A; diese Basen sind unterstrichen). Im ATP-Aptamer (a)
bilden die eingekreisten Nucleotide zusammen mit dem Substrat AMP eine GNRA-Schleife. In (b) sind die drei verdnder-
lichen, fiir die Arginin- bzw. Citrullin-Spezifitit ausschlaggebenden Nucleotide von Quadraten umrahmt, und die Zif-

fern 1-3 unter dem Rezeptor kennzeichnen die Stammbereiche der Schieife.

Abb. 2. Schematische Darstellung der Substratbindungsstelle des ATP-Aptamers
mit dem gebundenen AMP-Molekiil (in der Mitte). Die Riickgratstringe sind durch
Binder dargestellt, die den Abschnitten von G6 bis U18 (dunkelgraues Band)
bzw. von A33 bis C35 (hellgraues Band) entsprechen. Die Faltung des groBeren
Teils der asymmetrischen Schleife zu zwei benachbarten Haarnadelschleifen ist
deutlich zu erkennen. Die Substratbindungsstelie befindet sich am Ubergang zwi-
schen ihnen, und das AMP-Molekiil ist in eine stabile Schleife G8-A9-A10-A(MP)
integriert (dunkelgrau dargestellte Basen). Die G-G-Basenpaare, die die beiden
Haarnadelschieifen abschlieBen und das Substrat umgeben, sind hellgrau wieder-
gegeben.

(AMP) als Substrat lassen sich mit einer L-formigen Gestalt des
RNA-Molekiils erkliren (Abb. 2). Die innere Schleife ist zu
zwei dichtgepackten Haarnadelschleifen gefaltet, die jeweils
durch ein nichtkanonisches G-G-Basenpaar geschlossen wer-
den; einer der Guaninreste ist hierbei das ausgelenkte G34
(Abb. 1a). Die Substratbindungstasche befindet sich am Uber-
gang zwischen den beiden Haarnadelschleifen und wird durch
den Rest A10 auf der einen und die Reste G7 und G11 auf der
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gestapelt, der gleichzeitig mit G17
ein Basenpaar vom Hoogsteen-
Typ bildet und dabei eine syn-
Konformation einnimmt. Neben
diesen spezifischen H-Briicken
zur Substratbase tragen mehrere
Stapelwechselwirkungen  dazu
bei, das AMP-Molekiil in der
Bindungstasche zu halten. Fine Besonderheit dieses Aptamer-
Komplexes besteht darin, daB die RNA das Substrat in eine
thermodynamisch stabile GNRA-Schleife (N = beliebige Base,
R = Purinbase) einbindet, die G8, A9, A10 und den Adeninrest
des AMP-Molekiils umfafit (Abb. 1a und 2). Auf raffinierte
Weise stabilisiert hier die RNA die Substratbindung, indem sie
das Substrat selbst fiir die Formung zumindest eines Teils seiner
Bindungstasche sorgen 148t.

Der L-Arginin-Rezeptor wurde aus einem RNA-Pool selek-
tiert, der auf L-Citrullin voreingestellt worden war. Das RNA-
Molekiil erwarb die Spezifitit fiir L-Arginin durch Mutationen
an drei Nucleotid-Positionen, von denen sich eine im lingeren
Teil der inneren Schleife befindet (U31 — G31) und die anderen
diese Schleife zum angrenzenden Stammbereich 3 abschlieBen
(G29-U13 -A29-C13; Abb. 1b). In beiden Komplexen weisen
die Watson-Crick- und die Hoogsteen-Seiten von Basen aus die-
ser Schleife zur kleinen Furche hin, die sich nahezu durch-
gehend iiber die coaxial gestapelten Stammbereiche 2 und 3 er-
streckt (Abb. 1b und 3), und bilden so eine Tasche fiir das
Substrat. Die Nucleotide G9 (in Abb. 3 nicht gezeigt), G12 und
G35 bilden die Decke des Hohlraumes, G14 und G(U)31 fiigen
sich unterhalb davon ein, C(U)13 und A33 bilden die Seiten-
winde, und G30 deckt die Riickseite ab.

Von den Basen, die in den beiden Aptameren unterschiedlich
sind, stehen zwei — C(U)13 und G(U)31 — in direktem Kontakt
mit der Guanidinio- oder Harnstoffgruppe der Substrate Argi-
nin bzw. Citrullin. Allerdings unterscheiden sich die Orientie-
rungen dieser Substratgruppen relativ zur kleinen Furche deut-
lich: Die Arginin-Guanidiniogruppe ist nahezu coplanar zur
Ebene der Base C13 im Stammbereich 3, wihrend die Citrullin-
Harnstoffgruppe etwa 90° gedreht und somit nahezu senkrecht
zur Ebene der Base U13 orientiert ist. Das Nucleotid 13 ist also
direkt an der spezifischen Erkennung des Substrats beteiligt,
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G31

Abb. 3. Schematische Darstellung der Substratbindungsstelle des Arginin-Apta-
mers mit dem gebundenen Argininmolekiil (in der Mitte). Die Riickgratstringe sind
durch Bénder dargestellt, die den Abschnitten von A27 bis A40 (dunkelgraues
Band) bzw. von US bis U15 (hellgraues Band) entsprechen. Der links im Vorder-
grund sichtbare groBere Abschnitt der asymmetrischen inneren Schleife befindet
sich gegeniiber der kleinen Furche, die von den Stammbereichen 2 und 3 gebildet
wird. Die drei verdnderlichen Reste 13, 29 und 31 sind dunkelgrau wiedergegeben;
die tibrigen die Bindungstasche begrenzenden Reste, darunter das die innere Schleife
abschlieBende G-G-Paar, sind heligrau dargestelit.

und die Base C13 des Arginin-Aptamers bindet iiber ihre Atome
02 und N3 an das N.- bzw. N, -Proton. Im Citrullinkomplex ist
U13 das passende Gegenstiick zur verdnderten Anordnung von
Wasserstoftbriicken-Donoren und -Acceptoren im Substrat und
tritt Gber seine Atome O2 und N3 in Kontakt zum N_-Atom
bzw. zum Carbonyl-Sauerstoffatom von Citrullin. Das Nucleo-
tid 13 wird seinerseits durch eine Wasserstoffbriickenbindung
zu dem — zusammen mit ihm verdnderlichen — Nucleotid 29 in
seiner Position fixiert. Obwohl die Guanidinio- und Harnstoff-
gruppen in den Bindungstaschen der beiden Komplexe relativ
zueinander verdreht sind, sind die Ebenen der Basen G31 und
U31 in beiden dhnlich ausgerichtet. Das spricht dafiir, daB die
unterschiedlichen Geriiste von Guanin und Uracil auf diese Art
jeweils eine gute Uberlappung zwischen den freien Elektronen-
paaren ihrer Carbonyl-Sauerstoffatome und den n*-Orbitalen
der Guanidinio- bzw. Harnstoffgruppe erméglichen, die in den
beiden Aptamer-Komplexen dhnlich zur Stabilisierung beitragt.
Diese Strukturen zeigen deutlich, wie RNA-Molekiile hochsta-
bile Komplexe mit kleinen Ligand-Molekiilen bilden kénnen,
und sie ermdglichen einen Blick auf die strukturellen Urspriinge
der molekularen Erkennung, indem sie eine direkte Beziehung
zwischen Positionen verdnderlicher Nucleotide und substratspe-
zifischen Wechselwirkungen iiber Wasserstoftbriickenbindun-
gen sowie stereoelektronische Effekte aufzeigen.

Die Strukturen der ATP- und Aminosiduren-Aptamere veran-
schaulichen zwei grundlegend verschiedene Weisen, wie RNA-
Molekiile eines der gingigen Elemente ihrer Sekundéirstruk-
turen — eine asymmetrische innere Schleife — nutzen, um eine
spezielle Fahigkeit zu erlangen, namlich kleine, geladene organi-
sche Molekiile mit Hilfe hydrophiler und hydrophober Wechsel-
wirkungen zu erkennen. Beide inneren Schleifen sind reich an
Purinbasen, von denen viele bei den nach mehreren Selektions-
cyclen isolierten Molekiilen iibereinstimmten. Die Schleife des
ATP-Aptamers ist linger als die des Arginin-Aptamers, was eine
kompliziertere Faltung erméglicht. Die tatsichlich nachgewie-
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sene doppelte Haarnadelfaltung ist jedoch etwas Unerwartetes,
und es wire vollig unmdglich gewesen, die Entstehung dieses
markanten Strukturmerkmals nur anhand des GAA-Abschnitts
und des Substrats vorherzusagen.

Die Struktur des FMN-Aptamers verrdt noch eine weitere
Moglichkeit zur Einlagerung eines Substrats: das SchlieBen
einer inneren Schleife zu einem nichtkanonischen Duplex.[*3- 17!
Hierbei bewirkt die Bildung eines Abschnitts aus nichtkano-
nischen Purin-Purin-Basenpaaren eine Aufweitung der groflen
Furche unter Beibehaltung der Basenstapelung, wodurch eine
Intercalationsstelle fiir den FMN-Chromophor entsteht. Das
aromatische Isoalloxazinsystem wird von einem Basentripel
und einem G- G-Basenpaar flankiert, so dafl umfangreiche Sta-
pelwechselwirkungen zwischen Substrat und RNA auftreten.
Eine zusitzliche Stabilisierung des Liganden wird durch Was-
serstoffbriickenbindung an einen gegeniiberliegenden Adenin-
rest gewidhrleistet, so daBl der FMN-Chromophor den Platz
einer Uracyl-Base einnimmt. Homo-Purinbasenpaare mit einer
wichtigen Funktion, besonders solche aus Guaninresten, sind in
allen hier genannten Aptamer-Komplexen anzutreffen. Ein ge-
meinsames Merkmal der ATP-, Arginin- und Citrullin-spezifi-
schen Aptamere ist das Heranziehen des dem groBen Teil der
Schleife gegeniiberliegenden, ausgelenkten Guaninrests (Abb. 1)
fur die Bildung eines G-G-Paares, durch das die Schleife ab-
geschlossen und die Basenstapelung tliber die Stammbereiche
mit reguldrer Watson-Crick-Basenpaarung hinaus fortgesetzt
wird.

Es besteht, was kaum {iberrascht, kein Kontakt zwischen der
RNA und den Bereichen der Substratmolekiile, die sich in der
Nihe von Positionen befinden, iiber die diese Molekiile wih-
rend der Selektion auf der Sdule immobilisiert waren. Somit sind
die Atome N7 und C8 des AMP-Molekiils dem Losungsmittel
zugewandt, und die a-Aminogruppen von Arginin und Citrullin
werden nur lose gebunden. Bemerkenswerterweise besteht kein
Kontakt zwischen dem Aptamer und der AMP-Phosphatgrup-
pe. Man koénnte vermuten, daB der tatsichliche Wechselwir-
kungsmodus von der bei den Selektionsexperimenten vorliegen-
den Metallionen-Konzentration abhdngt und daf3 die Phosphat-
gruppen des gefalteten RNA-Riickgrats womdglich keine Einla-
gerung der Phosphatgruppe des Substrats in eine Bindungsta-
sche zulassen. Die Stapelung einer Phosphatgruppe iiber eine
benachbarte Base im stabilen ,,U-turn“-Motiv von tRNA-
Molekiilen und im Hammerhead-Ribozym demonstriert jedoch
iiberzeugend, daBl RN A-Molekiile auch mit einer solchen Situa-
tion klar kommen. Ferner werden geringe Abstidnde zwischen
Phosphatgruppen in alternativen Nucleinsdurestrukturen tole-
riert, wenn dafiir ein Ausgleich durch eine Reihe von stabilisie-
renden Faktoren erfolgt.'?%! Ein weiteres Merkmal des Arginin-
Aptamer-Komplexes ist das Fehlen einer Wechselwirkung zwi-
schen der Guanidiniogruppe des Substrats und einem Phos-
phatrest. Ganz anders verhdlt es sich bei Protein-DNA-Komple-
xen, in denen solche Wechselwirkungen hiufig vorkommen und
zur Ausrichtung einer Vielzahl von sequenzerkennenden Pro-
teinfaltungsmotiven relativ zur groBen und zur kleinen DNA-
Furche beitragen. Auch der gleichzeitige Kontakt mehrerer Ba-
sen zur Guanidiniogruppe im RNA-Aptamer-Komplex steht im
Gegensatz zur gingigeren 1:1-Wechselwirkung zwischen Argi-
nin und der Hoogsteen-Seite von Guanin in Protein-DNA-
Komplexen. Hier zeigt sich ein fundamentaler Unterschied zwi-
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schen Protein-DNA- und Protein-RNA-Wechselwirkungen:
Statt lediglich die Sequenz zu ,,analysieren, konnen Proteine
RNA-Molekiile auch an bestimmten rdumlichen Strukturele-
menten erkennen.

Was kénnen wir aus diesen Strukturen lernen? Scheinbar
dhnliche Elemente der RNA-Sekundérstruktur konnen zu un-
terschiedlichen Tertidr- und Quartérstrukturen fithren. Die
Riickgrate innerer Schleifen konnen sich gleichférmig um einen
Stammbereich winden, in Teilbereiche gegliedert sein oder einen
durch nichtkanonische Basenpaare zusammengehaltenen Dop-
pelstrang bilden. Ebenso wie die Kleeblatt-Darstellung der
tRNA nur wenig Ahnlichkeit mit der wirklichen rdumlichen
Gestalt des Molekiils hat, kénnen Schleifen unterschiedlich
scharfe Knicke und damit eine Vielzahl von Topologien erzeu-
gen. Trotz der geringen Zahl bekannter rdumlicher Strukturen
von RNA-Molekiilen kennt man einige wiederholt auftretende
Strukturelemente, z.B. die GNRA-Schleife und Homo-Purinba-
senpaare an Positionen, die in funktioneller Hinsicht wichtig
sind. So wie man es vielleicht erwartet hat, nutzt die RNA zur
Substraterkennung und -bindung die gleichen Werkzeuge wie
Proteine. Die Bildung der GAAA-Schleife erfordert das Andok-
ken des Substrats und stellt daher eine induzierte Anpassung
(,,induced fit*) dar. Eine weitere Ahnlichkeit besteht in der Ver-
wendung des gleichen, vielleicht geringfiigig variierten Struktur-
elements in vollig unterschiedlichen Funktionszusammenhén-

gen. Nochist die Vielseitigkeit der RNA hinsichtlich ihrer rium-
lichen Konformation weitgehend unerforscht. Die Tiir ist ge-
rade einen Spaltbreit gedffnet; stoBen wir sie weit auf!

Stichworte: Molekulare Erkennung + RNA-Aptamere - Wasser-
stoffbriickén
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