
Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 1/2 � WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998 0044-8249/98/11001-0117 $ 17.50+.50/0 117

ZUSCHRIFTEN

RNA-Aminoglycosid-Wechselwirkungen:
Design und Synthese von ¹Amino-amino-
glycosidenª und deren Bindung an RNA**
Hai Wang und Yitzhak Tor*

An vorderster Front der RNA-Chemie und -Biologie liegt
das weitgehend unerforschte Gebiet der RNA-Erkennung.
Obwohl die RNA eine zentrale Rolle in zahlreichen bio-
logischen Prozessen spielt, ist über die Wechselwirkungen
zwischen kleinen organischen Molekülen und RNA wenig
bekannt.[1, 2] Die Entdeckung, daû Aminoglycosid-Antibiotica
spezifisch mit diversen RNA-Molekülen wie beispielsweise
der ribosomalen 16S-RNA,[3, 4] den Introns der Gruppe-I[5]

und den Hammerhead-Ribozymen[6] wechselwirken sowie die
Bindung des Rev-Proteins[7] und des Tat-Peptids[8] an ihre
virale Ziel-RNA blockieren, hat beträchtliches Interesse
geweckt. Es wurden Versuche unternommen, die Elemente
zu identifizieren, die an diesen Erkennungsphänomenen
beteiligt sind.[9, 10] Die Erarbeitung allgemeingültiger ¹Erken-
nungsregelnª für die Wechselwirkungen zwischen RNA und
Liganden ist von entscheidender Bedeutung für die Entwick-
lung von kleinen RNA-bindenden Molekülen, die auf be-
sonders wichtige RNA-Positionen von Bakterien und Viren
gerichtet sind.

Da Aminoglycoside hochfunktionalisierte polykationische
Oligosaccharide sind, liegt es nahe, daû zwischen ihren
polaren Gruppen (Amino- und Hydroxygruppen) und dem
RNA-Rückgrat und/oder den heterocyclischen Basen Wech-
selwirkungen stattfinden.[11] Weil die Aminogruppen bei
pH 7.0 weitgehend protoniert vorliegen,[12] ist die Gesamtla-
dungsdichte der Aminoglycoside mit groûer Wahrscheinlich-
keit für eine Bindung an die RNA von Bedeutung. Die bisher
beschriebenen Struktur-Aktivitäts-Beziehungen der natürli-
chen Aminoglycoside stützen diese allgemeine Ansicht. So
weisen Aminoglycoside mit vier Aminogruppen eine sehr
geringe Bindungsaffinität für RNA auf, während die aktivsten
Derivate fünf oder sechs Aminogruppen tragen.[5±8] Da diese
Betrachtungsweise nur sehr allgemein ist, kann sie nicht die
ausgeprägten Unterschiede erklären, die bei der RNA-Bin-
dung von verwandten Aminoglycosid-Antibiotica auftre-
ten.[5, 7]

In diesem Beitrag richten wir unser Augenmerk auf die
elektrostatischen Wechselwirkungen bei der Bindung zwi-
schen RNA und Aminoglycosiden und widmen uns den
folgenden Fragen: 1. Läût sich die RNA-Bindungsfähigkeit
von schlecht an RNA bindenden Molekülen (wie beispiels-
weise Kanamycin A) dadurch verbessern, daû man eine
zusätzliche Aminogruppe in ihre Strukturen einführt? 2.
Kann man die RNA-Bindungsfähigkeit der am besten an

RNA bindenden Antibiotica (Tobramycin und Neomycin B)
noch steigern, indem weitere Aminogruppen eingebaut
werden? 3. Läût sich ein gemeinsames Bindungsmuster
identifizieren? Wir berichten hier über neuartige ¹Amino-
aminoglycosideª, die sich von Kanamycin A, Tobramycin und
Neomycin B ableiten: ihr Design, die Synthese und die
inhibitorische Wirkung auf ein Hammerhead-Ribozym. Wir
liefern experimentelle Beweise für die entscheidende Rolle
der Gesamtladung von Aminoglycosiden bei der RNA-
Bindung und schlagen ein allgemeingültiges Erkennungsmo-
dell vor, bei dem die stereochemische Anordnung der
geladenen Ammoniumgruppen besonders wichtig ist.

Beim Design von Amino-aminoglycosiden müssen drei
wesentliche Einfluûfaktoren berücksichtigt werden: 1. die
Position der Modifikation, 2. der Substitutionsgrad des Amins
und seine Basizität und 3. die synthetische Zugänglichkeit.
Wir haben in jüngster Zeit eine Reihe systematisch des-
oxygenierter Analoga von Tobramycin synthetisiert und
untersucht. Wie erste Ergebnisse erkennen lieûen, ist die
Affinität des 6''-Desoxytobramycins zum Hammerhead-Ri-
bozym nur etwas geringer als die von Tobramycin.[13] Diese
Beobachtung legt den Schluû nahe, daû die 6''-OH-Gruppe
zwar für die RNA-Bindung nicht notwendig, jedoch mit
groûer Wahrscheinlichkeit am Kontakt mit der RNA beteiligt
ist. Was die Basizität der Aminogruppen betrifft, so wurde
beobachtet, daû die primären Aminomethyl-Gruppen
(-CH2NH2) zahlreicher Aminoglycoside basischer sind (pKa

8.6 ± 9.0) als andere primäre Amine (pKa 6.2 ± 8.1).[12] Weil
sich zudem die primären Alkohole einfach derivatisieren
lassen, haben wir die Positionen 6'' von Kanamycin A und
Tobramycin sowie die Position 5'' von Neomycin B für die
Modifikation ausgewählt.

Bei den untersuchten Verbindungen (Abb. 1) Kanamycin
A 1 und 6''-Amino-6''-desoxykanamycin A 2, Kanamycin B 3,
Tobramycin 4 und 6''-Amino-6''-desoxytobramycin 5 sowie
Neomycin B 6 und 5''-Amino-5''-Desoxyneomycin B 7 han-
delt es sich um Aminoglycoside und ihre Derivate, bei denen
eine einzelne primäre Hydroxygruppe durch eine primäre
Aminofunktion ersetzt wurde, während alle übrigen funk-
tionellen Gruppen unverändert blieben. Eine repräsentative
Synthese gibt das Schema 1 für 6''-Amino-6''-desoxytobra-
mycin 5 wieder. Tobramycin 4 wurde zunächst als Cbz-
Derivat 8 geschützt. Anschlieûend wurde die primäre 6''-
Hydroxygruppe tosyliert; das voll Cbz-geschützte Monotosy-
lat 9 wurde mit Natriumazid in 10 überführt, und das Azid 10
anschlieûend mit Triphenylphosphan und wäûrigem Natrium-
hydroxid zum Amin 11 reduziert. Die katalytische Hydrie-
rung lieferte schlieûlich 6''-Amino-6''-desoxytobramycin 5.
¾hnliche Umsetzungen wurden bei der Synthese von 6''-
Amino-6''-desoxykanamycin A,[14] und 5''-Amino-5''-desoxy-
neomycin B[15] angewendet.

Die Aminoglycoside und ihre Aminoderivate wurden auf
ihre Fähigkeit getestet, das Hammerhead-Ribozym ± ein gut
untersuchtes kleines RNA-Enzym[6, 16] ± zu inhibieren. Dazu
wurde gemessen, welchen Einfluû die Aminoglycosid-De-
rivate auf die Spaltungsgeschwindigkeit des Hammerhead-
Ribozyms haben. Diese Untersuchungen wurden bei pH 7.3
unter Single-turnover-Bedingungen bei Mg2�- und Ribozym-
Konzentrationen unterhalb der Sättigung durchgeführt. Ab-
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Schema 1. Synthese von 6''-Amino-6''-desoxytobramycin 5. Reagentien
und Bedingungen: a) PhCH2OCOCl, H2O, Na2CO3 (90% Ausbeute);
b) TosCl, Pyridin, 4 8C (52%); c) NaN3, DMF (80%); d) Ph3P, THF,
NaOH-H2O, e) H2, Pd/C, AcOH (60% für beide Schritte).

bildung 2 gibt die Ergebnisse eines typischen Experiments
wieder; Tabelle 1 faût die Geschwindigkeitskonstanten der
Reaktionen pseudo-erster Ordnung für verschiedene Amino-
glycosid-Konzentrationen zusammen.

Unter diesen Bedingungen spaltet das Ribozym sein
Substrat mit einer Geschwindigkeitskonstante von
0.075 minÿ1. Bei einer Konzentration von 100 mm bremst
Kanamycin A 1 das Ribozym auf 75% seiner Geschwindig-
keit ab, während bei einer Konzentration von 10 mm Kana-
mycin A 1 das Ribozym überhaupt nicht inhibiert. 6''-Amino-
6''-desoxykanamycin A 2 senkt bei einer Konzentration von
100 mm die Spaltungsgeschwindigkeit auf ein Fünftel, ver-
gleichbar dem Effekt, den Kanamycin B 3 bewirkt. Diese

Beobachtung macht deutlich, daû ein Molekül, das nur
schwach an RNA bindet, durch eine zusätzliche Aminogrup-
pe in ein recht stark bindendes Molekül umgewandelt werden
kann. Modifiziert man ein stärker RNA-bindendes Molekül
wie Tobramycin, so läût sich seine Affinität zu RNA noch
weiter steigern. So vermindert 6''-Amino-6''-desoxytobramy-
cin 5 bei einer Konzentration von 10 mm die Spaltungsge-
schwindigkeit des Ribozyms fünfmal effektiver als Tobramy-
cin 4.

Neomycin B 6 ist einer der stärksten RNA-Binder. Bei
einer Konzentration von 10 mm zeigt es eine inhibierende
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Abb. 1. Die Strukturformeln natürlicher
Aminoglycoside und der in dieser Arbeit
untersuchten Derivate.

Abb. 2. Links: Autoradiogramme eines 20%igen Polyacrylamidgels, mit dessen Hilfe die Produkte der zeitabhängigen Spaltungsreaktionen des
Hammerhead-Ribozyms in Abwesenheit (Kontrolle) und Gegenwart von Neomycin B 6 sowie 5''-Amino-5''-desoxyneomycin B 7 getrennt wurden. Rechts:
Kinetische Analyse des quantitativ ausgewerteten Gels. Kontrolle (.), 1 mm Neomycin B 6 (&), und 1 mm 5''-Amino-5''-desoxyneomycin B 7 (~).

Tabelle 1. Inhibierung des Hammerhead-Ribozyms durch Aminoglycosid-
Derivate.[a]

k2[minÿ1]
Derivat 100 mm 10 mm 1 mm

keines (Kontrolle) 0.075
Kanamycin A 1 0.058 ± [b] ± [b]

6''-Amino-6''-desoxykanamycin A 2 0.018 0.050 ± [b]

Kanamycin B 3 0.018 0.060 ± [b]

Tobramycin 4 0.012 0.051 ± [b]

6''-Amino-6''-desoxytobramycin 5 ± [c] 0.011 ± [b]

Neomycin B 6 ± [c] 0.018 0.062
5''-Amino-5''-desoxyneomycin B 7 ± [c] 0.003 0.030

[a] Bedingungen siehe Experimentelles. Die angegebenen Werte sind der
Mittelwert von drei unabhängigen Experimenten. Der Fehler wird auf 10%
geschätzt. [b] Bei dieser Konzentration wird keine Inhibierung beobach-
tet. [c] Unter diesen Bedingungen sind die Derivate zu aktiv, so daû eine
komplette Inhibierung stattfindet.
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Wirkung, die etwa so stark ist wie die von 6''-Amino-6''-
desoxykanamycin A bei 100 mm. Ersetzt man die primäre OH-
Gruppe in der Position 5'' durch eine primäre NH2-Gruppe,
erhält man das neuartige Aminoglycosid-Derivat 7, das sieben
Aminogruppen enthält. Bei 10 mm ist 7 ein auûergewöhnlich
guter Inhibitor, der das Ribozym um den Faktor 25 inhibiert.
Bei 1 mm bremst es das Hammerhead-Ribozym doppelt so
stark wie die Ausgangsverbindung Neomycin B. Diese Beob-
achtungen deuten darauf hin, daû selbst bei den aktivsten
Aminoglycosiden die Fähigkeit zur RNA-Bindung durch eine
Erhöhung der Gesamtladung noch weiter gesteigert werden
kann.

Daû 6''-Amino-6''-desoxykanamycin A 2 und Kanamy-
cin B 3 das Ribozym ähnlich stark inhibieren, ist wohl kein
Zufall. Beide Derivate haben fünf Amino-Gruppen ± wenn
auch in verschiedenen Positionen des Aminoglycosid-Gerü-
stes ±, und nehmen deshalb mit groûer Wahrscheinlichkeit bei
einem gegebenen pH-Wert eine ähnliche positive Gesamtla-
dung an. Wir postulieren, daû diese Aminoglycoside eine
ähnliche Verteilung der positiven Ladungen im Raum auf-
weisen. Dreht man nämlich 6''-Amino-6''-desoxykanamycin
A 2 um eine imaginäre pseudo-C2-Achse, die durch die
Positionen 2 und 5 des zentralen 2-Desoxystreptamin-Rings
verläuft, dann ¹überlappenª die zentralen Ringe dieser
beiden Aminoglycoside (Abb. 3). Die Aminogruppen 1 und
3 von 2 kommen mit den Aminogruppen 3 und 1 von 3 zur
Deckung. Die 3''-Aminogruppen von 2 nimmt die Position der
flexiblen 6'-NH2-Gruppe in Kanamycin B 3 und die neue 6''-
NH2-Gruppe in 2 die Position der 2'-NH2-Gruppe in 3 ein.
Darüber hinaus kann die 6'-NH2-Gruppe von 2 die Position
der 3''-NH2-Gruppe in Kanamycin B 3 ausfüllen.[17] Zieht man
weiterhin die Kugelform der Ammoniumgruppe und ihre
geometrische Entartung in Betracht, dann präsentieren beide
Derivate dem RNA-Gerüst eine ähnliche Verteilung der
Ammoniumgruppen und damit der Ladungsdichten (Abb. 3).

Wie frühere Untersuchungen gezeigt haben, wechselwirken
Aminoglycosid-Antibiotica vorzugsweise mit dem Enzym-

Abb. 3. Energieminimierte Konformationen (Programm Spartan) des voll
protonierten 6''-Amino-6''-desoxykanamycins A 2 und des gedrehten Ka-
namycins B 3 ; sie verdeutlichen, daû die Ammoniumgruppen ähnliche
Position im Raum einnehmen. C dunkelgrau, N hellgrau, O gepunktet.

Substrat-Komplex des Hammerhead-Ribozyms und inhibie-
ren den Spaltungsschritt.[6] Man hat vermutet, daû die positiv
geladenen Ammoniumgruppen die entscheidenden Mg2�-
Ionen ersetzen.[18] Unsere Ergebnisse stützen diese Ansicht
und zeigen eindeutig, daû die Gesamtzahl der Aminogruppen
im Aminoglycosid mit der inhibierenden Aktivität und der
RNA-Bindungsfähigkeit korreliert. Unser Modell der Ami-
noglycosid-RNA-Erkennung schlägt eine spezifische, gleich-
zeitig jedoch auch anpassungsfähige, dreidimensionale An-
ordnung der positiv geladenen Ammoniumgruppen gegen-
über den Acceptorgruppen der RNA-Bindungsstelle vor.
Diese Sichtweise läût sich mit den Ergebnissen jüngster
NMR-Untersuchungen[10] und MD-Simulationen[19] verein-
baren, die statt hochspezifischer Kontakte zwischen den
Aminoglycosid-Antibiotica und ihren RNA-Zielmolekülen
eher eine dreidimensionale elektrostatische Komplementari-
tät nahelegen.

Unsere Untersuchungen sind für das Design von RNA-
bindenden Molekülen wichtig.[20] RNA-Binder müssen aus-
reichend viele positive Ladungen tragen, damit sie elektro-
statisch an die RNA-Zielposition binden können. Eine Kon-
kurrenz mit gebundenen Mg2�-Ionen läût sich durch den
gezielten Einbau von Ammoniumgruppen erreichen, die
bestimmte N-N-Abstände und Raumpositionen einnehmen,
möglicherweise auch durch den Einbau von funktionellen
Gruppen, die Mg2�-Ionen koordinativ binden können. RNA-
Binder geringer Molekülmasse, die effizienter wirken und
weniger giftig sind als die Aminoglycosid-Antibiotica, könn-
ten eines Tages diese Medikamente in der klinischen An-
wendung ablösen und darüber hinaus neuartige Anwendun-
gen in der Virusbekämpfung eröffnen.

Experimentelles

Die Synthese der Aminoglycosid-Derivate beschreiben wir an anderer
Stelle.

Als Hammerhead-Ribozym wurde HH16 eingesetzt. Es enthält das Enzym
E16 sowie das 32P-5'-markierte Substrat S16.[6] Sowohl E16 als auch S16
wurden durch In-vitro-Transkriptionen der entsprechenden synthetischen
DNA-Stränge unter Einsatz von T7-RNA-Polymerase hergestellt. Die
Bedingungen für die Reaktion des Ribozyms: 20 nm E16, Spuren von 32P-
5'-markiertem S16 (� 1 nm), 7.5 mm MgCl2, 50 mm Tris-HCl, pH 7.3, mit
variierenden Konzentrationen an Aminoglycosiden. Die Reaktionen
wurden gestartet, indem gleiche Volumina von zuvor inkubierten Lösun-
gen des Enzyms E16 und des markierten Substrats S16 gemischt wurden.
Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben gezogen. Die Reaktion wurde in
diesen Proben durch Zugabe überschüssiger Stop-Lösung/Auftragspuffer
(8 m Harnstoff, 50 mm Na2-EDTA, pH 7.3, Bromphenolblau und Xylolcya-
nol) zum Stillstand gebracht. Substrat und Produkt wurden auf 20%igen
Polyacrylamid/7 m-Harnstoff-Gelen getrennt. Welcher Anteil des Substrats
gespalten worden war, wurde mit einem Molecular-Dynamics-Phophor-
imager mit ImagQuant-Software quantifiziert. Bei Auftragung von
log(1-S/S0) gegen die Zeit erhält man eine Gerade mit der Steigung
ÿk2 (Abb. 2 rechts).

Eingegangen am 8. Juli 1997 [Z 10657]

Stichwörter: Aminoglycoside ´ Antibiotica ´ Elektrostati-
sche Wechselwirkungen ´ Ribozyme ´ RNA
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Kation-p-Elektronen-Wechselwirkungen spielen eine wich-
tige Rolle bei der Erkennung positiv geladener Gäste durch
elektronenreiche p-Systeme natürlicher [1] oder synthetischer
Wirte.[2] Geeignet funktionalisierte Calixarene [3] können in p-
basischen Hohlräumen organische Kationen in unpolaren
Lösungsmitteln selektiv einschlieûen.[4] Kürzlich konnten wir
zeigen, daû Kronenetherderivate von (1,3)-p-tert-Butyl-
calix[5]arenen in der Lage sind, zwischen Ammonium-Ionen
mit linearen und verzweigten Alkylsubstituenten anhand der
endo-Komplexierung zu unterscheiden.[5] Die niedrigen-
Assoziationskonstanten (Kass� 48 ± 86 mÿ1) für den selektiven
Einschluû von nBuNH�

3 hängen wahrscheinlich zum einen
von der Form des Hohlraums (Cs-Symmetrie) der Wirtmole-
küle ab, zum anderen aber auch von ihrer ausgeprägten
Tendenz, sich selbst zu ¹füllenª, indem die tert-Butylphenyl-
Gruppen nach innen ragen.[5]

Anstelle dieser Calixarene mit verzerrter cone-Konforma-
tion sollten stärker bindende Rezeptoren durch eine Ver-
besserung der Form und der Präorganisation der permanen-
ten Hohlräume zugänglich sein. Zwar kann die Form des
Calix[5]aren-Hohlraumes im Prinzip dadurch optimiert wer-
den, daû die Substituenten sowohl am oberen als auch am
unteren Rand durch solche mit anderer Raumbeanspruchung
ersetzt werden,[6] doch müssen am oberen Rand tert-Butyl-
Substituenten vorhanden sein, damit die cone-Konformation
der Moleküle beibehalten wird und der selektive Einschluû
der RNH�

3 -Ionen gewährleistet bleibt. Aus diesem Grund
wurden die weiteren strukturellen Veränderungen am unte-
ren Rand von p-tert-Butylcalix[5]aren 1 a vorgenommen. Die
Anknüpfung von langkettigen Gruppen (länger als Ethoxy-
ethoxy) [7] am unteren Rand von 1 a führte über eine
erschöpfende Alkylierung mit Elektrophilen zu den Deriva-
ten 1 b ± e mit regelmäûiger, C5v-symmetrischer cone-Kon-
formation. Diese Rezeptoren binden stärker und selektiver an
RNH�

3 -Ionen als die bisher bekannten neutralen syntheti-
schen Wirte.
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