HIGHLIGHTS

RNA und die Welt der kleinen Molekiile

Yitzhak Tor*

Unser Verstdndnis vom FluB3 der biochemischen Informa-
tion, ausgehend von Desoxyribonucleinsdure (DNA) iiber
Ribonucleinsdure (RNA) zu Proteinen, hat sich in den letzten
Jahrzehnten gewaltig entwickelt.> 2 Wihrend der Transkrip-
tion im Zellkern werden DNA-Sequenzen, die spezifische
Gene codieren, in heterogene nucledire RNAs tiberfiihrt.
Diese Primértranskripte werden zu reifer Boten-RNA (Mes-
senger-RNA, mRNA) prozessiert, die dann in das Cytoplas-
ma transportiert wird, wo die Translation, d.h. die Protein-
synthese, an den Ribosomen stattfindet. Der Transport, die
Stabilitit, die zelluldre Lokalisation und Translationseffizienz
von individuellen mRNA-Molekiilen sind alle streng regu-
liert. Diese Regulation auf vielen Ebenen, vermittelt durch
zahlreiche RNA-bindende Proteine und Ribonucleoprotein-
Komplexe, steuert schlieflich die Genexpression und deren
funktionelle Festschreibung.’! RNA wird deshalb nicht linger
als passiver Trdager von genetischer Information angesehen.
Eher wird sie als strukturell und funktionell komplexes
Biomolekiil betrachtet, das stark in zelluldre Schliisselprozes-
se eingebunden ist. Als solches wird es zunehmend zu einem
zentralen Ziel fiir das Wirkstoff-Design.[* ] Es ist lehrreich zu
betrachten, wie RNA diese zentrale Rolle in der modernen
bioorganischen Chemie eingenommen hat.[!

Experimentelle Beweise dafiir, da3 RNA und Proteinsyn-
these zusammenhédngen, wurden in den spéten dreifliger
Jahren in den Laboratorien von Caspersson und Brachet
erarbeitet. In einer Veroffentlichung in Nature stellten
Caspersson und Schultz 1939 fest: ,, The presence of pentose
nucleotides in high concentrations in rapidly dividing tissues is
probably thus a general phenomenon“.!] Ungefihr zur
gleichen Zeit wurden kleine, RNA-reiche Partikel, die zu-
néchst Mikrosomen und spiter Ribosomen genannt wurden,
von Claude entdeckt.’! 1946 (auf dem ersten groBen bio-
logischen Symposium, das sich mit Nucleinsduren beschéftig-
te) stellte Brachet die Hypothese auf, daB diese Teilchen fiir
die Biosynthese von Proteinen verantwortlich seien.”! Klas-
sische Untersuchungen mit Elektronenmikroskopie durch
Paladel™ und Pulsmarkierungsexperimente von Zamecnik
et al.'l lieferten fast ein Jahrzehnt spéter die nétige experi-
mentelle Unterstiitzung fiir diese Hypothese.!'?
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Beim Zusammenfassen einer Veroffentlichung von Boivin
und Vendrely in Experientia aus dem Jahr 1947 folgerte ein
anonymer Redakteur: ,, Through catalytic actions the macro-
molecular desoxyribonucleic acids govern the building of
macromolecular ribonucleic acids, and, in turn, these control
the production of cytoplasmic enzymes“.['®] Diese Aussage,
obwohl in ihr das Grundprinzip des biologischen Informa-
tionsflusses formuliert ist, macht keine genauen Angaben
iiber die tatsdchlich beteiligten Komponenten und Mecha-
nismen. Nach der Aufkliarung der Doppelhelixstruktur der
DNA durch Watson und Crick im Jahr 195304 richtete sich
das Interesse auf die Rolle der RNA bei der Genexpression.
Nach der Vorstellung, die man in den spéten fiinfziger Jahren
hatte, kontrollierte jedes Gen die Synthese eines einzelnen,
spezialisierten Ribosoms, das wiederum die Synthese eines
bestimmten Proteins steuerte. In diesem Schema, das als Ein-
Gen-ein-Ribosom-ein-Protein-Hypothese bekannt wurde,
wurde postuliert, dafl ribosomale RNA die Matrize fiir die
Proteinsynthese ist. Die mit diesem Modell verbundenen
Schwierigkeiten veranlaBBten Jacob und Monod zur Hypothe-
se, daB} die Information in Form kurzlebiger RNA-Molekiile
transportiert werde und daB3 die Ribosomen keine speziali-
sierten Strukturen seien."” Thre Vorhersage von 1961 wurde
bald durch die Entdeckung der Messenger-RNA (mRNA),
eines labilen Templats, das schnell umgesetzt wird, besté-
tigt.') Die Grundlagen der Translation wurden aufgeklirt, als
gezeigt wurde, dall eine 16sliche RNA, die als Transfer-RNA
(tRNA) bezeichnet wurde, an der Proteinsynthese beteiligt
ist, indem sie eine aktivierte Aminoséure transportiert;!'? 8l
dieser Befund unterstiitzte die Adapter-Hypothese von
Crick."” 1966 wurde der genetische Code entziffert — ein
Algorithmus, der zwischen Nucleotid-Tripletts in Genen und
bestimmten Aminosduren in Proteinen einen Bezug her-
stellt.?0

Die zentrale Maschinerie der Proteinbiosynthese, an der
sowohl die Decodierung als auch der Peptidyltransfer statt-
finden, ist das Ribosom: ein Komplex aus ribosomaler RNA
(rRNA) und zahlreichen Proteinen.?'! Diese groBe und bisher
nicht aufgeklarte Struktur enthélt 85% der gesamten zellu-
laren RNA. Die Ergebnisse interessanter Experimente von
Noller und Mitarbeitern fiithrten 1992 zu dem Vorschlag, daf3
proteinfreie TRNA selbst eine Peptidyltransferase-Aktivitit
aufweist.[?? Diese faszinierenden Befunde, die der rRNA eine
eigene katalytische Aktivitdt zuschreiben, wurden kiirzlich
von Watanabe et al. bestitigt, die zeigten, dafl die sechs
Doménen der 23S-rRNA aus E. coli, die zuvor in Abwesen-
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heit von ribosomalen Proteinen zusammengefiigt wurden, die
Kniipfung von Peptidbindungen stimulierten.”?! Zusammen
mit den gut charakterisierten RNA-Enzymen (Ribozymen)?
ist RNA ein weiteres Mal als eines der wichtigsten funk-
tionellen Biomolekiile im Mittelpunkt des Interesses.]

Die funktionelle Diversitidt von RNA kann den komplexen
dreidimensionalen Faltungsmustern zugeschrieben werden,
die sie iliber eine groe Zahl von Sekundirstrukturen und
Wechselwirkungen innerhalb der Tertidrstruktur einnehmen
kann.?®l Diese Strukturvielfalt ermdglicht zusammen mit der
rdumlichen Anordnung funktioneller Gruppen und dem
elektrostatischen Feld, die durch die RNA-Faltung hervor-
gerufen werden, die Bildung von Bindungstaschen fiir Ionen,
kleine Molekiile und Proteine.’”! TIdealerweise sollte man
diese vielversprechenden Erkennungsmoglichkeiten nutzen
konnen, indem man héufig vorkommende Bindungsmotive
identifiziert und diese fiir das Design neuer RNA-bindender
Molekiile als Modulatoren zelluldrer Funktionen verwen-
det.!

Die Suche nach kleinen Molekiilen, die an RNA binden,
wurde durch frithe Befunde inspiriert, denen zufolge Anti-
biotika die Proteinbiosynthese beeintrichtigen konnen.?! In
einer bahnbrechenden Verdffentlichung von 1987 zeigten
Noller und Moazed, dafl mehrere Klassen von Antibiotika,
darunter Aminoglycoside, mit funktionellen Stellen von 16S-
rRNA wechselwirken.””! Diese Entdeckung, die auf eine
direkte Bindung von Wirkstoffen mit niedrigem Molekular-
gewicht an TRNA schlieBen lieBen, 16ste ein erneutes Inter-
esse an der RNA-Ligand-Erkennung aus. Seitdem wurde
bestitigt, da3 Aminoglycosid-Antibiotika mit einer Vielzahl
von funktionellen RNA-Molekiilen wechselwirken, wozu
auch Gruppe-I-Introns,?” Hammerhead-Ribozymel®!! und
die humanen Hepatitis-Delta-Virus-Ribozyme gehoren.l
Ihre Bindung an ein Analogon der A-Stelle von 16S-TRNA
wurde nachgewiesen,®3 und ihre Wechselwirkungen mit
tRNA wurden im Detail untersucht.*! Aminoglycosid-spezi-
fische RNA-Aptamere wurden in vitro selektiert,’”) und
durch NMR-spektroskopische Untersuchungen wurden ihre
Strukturen im Komplex mit den jeweils zugehorigen Amino-
glycosiden aufgeklirt.?® Fiir einige Aminoglycosid-Antibio-
tika und synthetische Liganden wurde gezeigt, dal sie die
Bindung von Proteinen an RNA verhindern.***1 Die Spezifi-
tiat der RNA-Ligand-Wechselwirkung*! und der Mechanis-
mus sowie die Dynamik des Bindungsvorgangs wurden
kiirzlich untersucht.>#1 Obwohl die Herausforderungen
noch immer enorm sind, ist RNA zu einem vielversprechen-
den und fruchtbaren Ziel fiir das Design von Liganden
geworden.l!

Werstuck und Green fiihrten kiirzlich eine aufregende neue
Dimension in dieses schnell wachsende Gebiet der RNA-
Erkennung ein. Sie zeigten, daB die Genexpression in
lebenden Zellen durch spezifische Wechselwirkungen zwi-
schen RNA und kleinen Molekiilen kontrolliert werden
kann.[*! Durch den Einbau einzigartiger RNA-Sequenzen in
mRNA aus Bakterien und Sdugern konnen lebenswichtige
zelluldare Funktionen iiber die Zugabe niedermolekularer,
membrangéngiger Verbindungen vermittelt werden. Obwohl
sie kiinstlich konstruiert wurden, erbrachten die dort be-
schriebenen Systeme den Beweis eines Prinzips und zeigten
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zum ersten Mal, daf3 kleine Molekiile als zellulire Regula-
toren auf mRNA-Ebene fungieren.

Als Zielstellen haben Werstuck und Green RNA-Aptame-
re gewidhlt, kurze RNA-Sequenzen, die in vitro danach
selektiert werden, kleine Molekiile mit hoher Affinitdt und
Selektivitdt zu binden. Anfanglich wurden Aptamere ein-
gesetzt, die Tobramycin und Kanamycin, zwei Aminoglyco-
sid-Antibiotika, erkennen (Abbildung 1). Plasmide, die diese
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Abbildung 1. Aminoglycosid-Antibiotika und deren entsprechende RNA-
Aptamere.[*]

RNA-Aptamere codieren, wurden durch Klonieren der ent-
sprechenden DNA-Sequenzen in einen Expressionsvektor
konstruiert, dessen Transkription von T7-RNA-Polymerase
abhiéngig ist. Dann wurde ein Escherichia-coli-Stamm, der
eine induzierbare T7-RNA-Polymerase enthélt, mit diesen
Plasmiden transformiert. Um die Funktion dieser RNA-
Sequenzen in vivo zu testen, suchten Werstuck und Green
nach einem wirkstoffresistenten Phénotyp. So konnten Bak-
terien, die Kanamycin-bindende Aptamere exprimieren, in
Anwesenheit von Kanamycin A, dem zugehorigen bakterizi-
den Antibiotikum, wachsen. Im Gegensatz dazu war das
Wachstum von nichttransformierten Bakterien und einem
Stamm, der Tobramycin-bindende Aptamere bildet, vernach-
lassigbar gering. In dhnlicher Weise konnten Bakterien mit
Tobramycin-erkennenden Aptameren in Gegenwart von
Tobramycin, dem zugehorigen Antibiotikum, wachsen, wih-
rend ihr Wachstum durch Kanamycin A, das nicht-zugehorige
kleine Molekiil, signifikant unterdriickt wurde.[ !

Diese Serie von Experimenten bestétigte, dafl ein wirk-
stoffresistenter Bakterienstamm durch die Expression eines
wirkstoffbindenden RNA-Molekiils hergestellt werden kann.
Diese in vivo gebildeten RNA-Aptamere fangen eine Ver-
bindung ab, die sonst fiir die Zelle toxisch wire. In gewisser
Weise erinnert dieser Ansatz von Werstuck und Green an
tatsdchlich in Bakterien vorkommende Resistenzmechanis-
men. Der bekannteste Mechanismus fiir die erworbene
mikrobielle Resistenz gegeniiber Aminoglycosiden ist die
Inaktivierung dieser Antibiotika durch Plasmid-codierte
Enzyme.[®! Es sind zahlreiche Enzyme identifiziert worden,
die Aminoglycoside phosphorylieren, adenylieren oder ace-
tylieren. Es ist erwdhnenswert, dal diese Aminoglycosid-
modifizierenden Enzyme den klinischen Nutzen von Amino-
glycosid-Antibiotika stark eingeschridnkt haben.

Um die Verwendbarkeit von kleinen Molekiilen als Modu-
latoren der eukaryotischen Genexpression zu demonstrieren,
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konzentrierten sich Werstuck und Green auf die Regulierung
der Initiation des Translationsvorgangs.[**! Die Matrize fiir
diesen Prozef3, eukaryotische mRNA, ist gewohnlich am 5'-
Ende durch ein an der N7-Position methyliertes Guanosinnu-
cleotid, das als ,,Kappe* (cap) fungiert, posttranskriptionell
modifiziert. Der Translation geht typischerweise ein Abtast-
Vorgang (,,scanning®) entlang des am 5'-Ende nichttransla-
tierten Bereichs (untranslated region, UTR) voraus — das ist
die mRNA-Sequenz zwischen der 5'-Kappe und einem Start-
Codon (Abbildung 2). Bei diesem Schliisselvorgang wandert
ein Priinitiationskomplex, der sich aus einer ribosomalen
Untereinheit, Initiationsfaktoren und einer beladenen Initia-
tor-tRNAMet zusammensetzt, an der 5-UTR entlang, bis er
auf ein Start-Codon, normalerweise das AUG-Triplett, trifft.
Die Regulierung der Translation iiber die 5-UTR kann
deshalb durch mehrere Mechanismen vermittelt werden, zu
denen die Modifizierung der Kappenstruktur (Abbil-
dung 2a), die Einfithrung von stabilen Sekundirstrukturele-
menten in die UTR (Abbildung 2b) oder die Protein-RNA-
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Abbildung 3. Struktur der von Hoechst hergestellten Farbstoffe H33258
und H33342. H33258 wurde zur Herstellung von RNA-Aptameren
verwendet, H33342, ein besser l6sliches Derivat, wurde zur Regulation
der Genexpression in lebenden Zellen eingesetzt, die das entsprechende
Aptamer exprimieren.[*]

UTR nicht beeinfluBt wurde. Im Unterschied dazu nahm die
pB-Galactosidaseaktivitit in Gegenwart steigender Konzentra-
tionen von H33342 (einem eng verwandten, besser 16slichen
Hoechst-Farbstoff; Abbildung 3) stark ab,
ohne daf gleichzeitig ein Effekt bei der zur
Kontrolle mitgemessenen Luciferaseaktivi-

tit festzustellen war.!
Diese Experimente verdeutlichen, wie
kleine organische Molekiile prinzipiell dazu
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UG {UAA]}
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> 3 >
5-UTR offenes Leseraster 3-UTR

verwendet werden konnen, die Genexpres-
sion in lebenden Zellen zu kontrollieren. Die
Fahigkeit, die Translation von exogenen

Abbildung 2. Schematische Darstellung funktioneller Elemente und deren Organisation in
eukaryotischer mRNA. Die translationale Regulation an der 5-UTR kann gesteuert werden
durch a) die Modifikation der Struktur der Kappe, b) eine stabile Sekundérstruktur, c) RNA-
Protein-Wechselwirkungen und, gemif3 der Hypothese von Werstuck und Green, d) Wechsel-
wirkungen zwischen RNA und kleinen Molekiilen. Man beachte, daB zusitzliche regulatorische

Elemente in der 3'-UTR nicht gezeigt sind.*]

Bindung innerhalb der UTR (Abbildung 2¢) zéhlen.>
Werstuck und Green stellten die Hypothese auf, daf} der
Einbau eines stabilen Komplexes aus einem kleinen Molekiil
und einem Aptamer in die 5-UTR den Initiationsapparat
durch Blockierung des Scanning-Prozesses oder der Bindung
der mRNA an das Ribosom behindern kann (Abbildung 2 d).

Aminoglycosid-Antibiotika sind bei physiologischen pH-
Werten hochgeladen und schlecht membrangéngig, und sie
storen die Translation. Werstuck und Green haben deshalb
RNA-Aptamere gewdhlt, die spezifisch den Benzimidazol-
Farbstoff H33258 (Hoechst) binden, von dem bekannt ist, daf3
er in der kleinen Furche der DNA bindet (Abbildung 3). Zwei
Aptamere wurden in die 5'-UTR eines Expressionsplasmids
eingefiihrt, das Siuger-f-Galactosidase codiert, und Eier-
stockzellen von chinesischen Hamstern wurden mit diesem
konstruierten Vektor und einem Luciferase-Reportergen
cotransfiziert. Um die Funktion dieser RNA-Aptamere in
vivo zu testen, haben Werstuck und Green die $-Galactosi-
dase- und Luciferaseaktivititen nach erfolgter Translation
gemessen und so einen Hinweis auf die erfolgreiche Expres-
sion dieser Gene erhalten. Ohne den Hoechst-Farbstoff
beeinflufliten die eingebauten Aptamere die Genexpression
nicht; dies bedeutet, dal der Translationsapparat durch die
Gegenwart dieser ,fremden* Konstrukte innerhalb der 5'-
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Genen durch kleine Molekiile regulieren zu
konnen, die als Schalter fungieren, eroffnet
aufregende Moglichkeiten. Dies konnte fiir
Anwendungen bei der Gentherapie hilfreich
sein, bei denen Gene mit einem eingebauten
Schalter eingefiihrt werden, deren Expres-
sion dann durch die zugehorigen kleinen
Molekiile kontrolliert wird. Die Methode kann auch zur
Manipulation spezifischer Gene eingesetzt werden, um so die
biologischen Folgen von deren Expression untersuchen zu
konnen.

Der elegante Einsatz von RNA-Aptameren zur Herstel-
lung steuerbarer Gene umgeht ein Hauptproblem der Spezi-
fitdat der RNA-Bindung. RNA-Aptamere, die unter hoch-
stringenten Bedingungen selektiert werden, haben typischer-
weise eine duflerst hohe Affinitdt und Spezifizitit gegeniiber
ihren zugehorigen Liganden. Das ist bei ,,natiirlich vorkom-
menden“ RNA-Sequenzen und den bekannten Liganden
hierfiir nicht der Fall. Aminoglycosid-Antibiotika beispiels-
weise binden eher unspezifisch an RNA. Sie binden an
zahlreiche RNA-Sequenzen mit dhnlicher Affinitat. Ihr
wahlloses Binden ist wahrscheinlich eine Folge davon, daf
sie dhnliche RNA-Faltungsmuster eher als deren Sequenzen
erkennen.’! In bestimmten Fillen wird das Binden der
Aminoglycoside von einem Wechsel der Konformation des
RNA-Wirtes begleitet.’> Diese Befunde, zusammen mit dem
sehr kleinen Anteil an mRNA im Vergleich zu dem von
rRNA und tRNA in der Zelle, machen das De-novo-Design
von Molekiilen, die hochselektiv an mRNA binden, zu einer
gewaltigen Aufgabe. Die Verwendung von kleinen Molekiilen
in vivo als Regulatoren der endogenen Genexpression bleibt
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eine groBe Herausforderung. Sie kann wahrscheinlich gelost
werden, da unser Wissen iiber Struktur, Faltung und Erken-
nung von RNA immer weiter voranschreitet.

Das Gebiet der RNA-Erkennung durch kleine Molekiile
wichst stdndig, weil schnelle Screening-Methoden zur Be-
stimmung der Affinitdt und Spezifizitit von potentiell RNA-
bindenden Verbindungen entwickelt werden.P!l Untersuchun-
gen zur Struktur-Aktivitits-Beziehung von kombinatorischen
Bibliotheken, ergénzt durch die Entdeckung neuer, natiirlich
vorkommender Verbindungen, werden unser Verstdndnis der
Wechselwirkungen zwischen RNA und kleinen Molekiilen
erweitern. Gleichzeitig mit der Zunahme unseres Wissens
iiber RNA-Protein-Wechselwirkungen werden neue RNA-
Zielsequenzen identifiziert und daran bindende kleine Mole-
kiile hergestellt werden. Dabei werden wir wahrscheinlich
kleine Molekiile finden, die sehr gut und spezifisch an RNA
binden.

In den letzten beiden Jahrzehnten sind bakterielle und
virale Infektionen in den Mittelpunkt geriickt. Zahlreiche
neue Viren sind aufgetreten. Ihre Auswirkungen konnen
unsichtbar sein (z.B. Hepatitis G), in anderen Fillen konnen
sie verheerend sein (z.B. HIV).’? Gleichzeitig gab es ein
Wiederaufleben von schon bekannten, durch Viren und
Bakterien hervorgerufenen Krankheiten sowie ein Auftreten
von resistenten Mutanten gut untersuchter Krankheitserre-
ger.’l Diese Verdnderungen haben neue Ziele fiir die anti-
virale und antibakterielle Therapie hervorgebracht und
stellen eine groBe Herausforderung fiir die Wissenschaft
dar. Die spannenden Tage der Entdeckung der Antibiotika,
vor weniger als 60 Jahren, sind nun durch die tiefe Sorge um
die Zukunft und die Notwendigkeit der Entwicklung neuer
Ansitze fiir antivirale und antibakterielle Therapien ersetzt
worden. Da RNA-Molekiile eine Schliisselrolle bei der Pro-
teinsynthese, der transkriptionellen Regulation und der
viralen Replikation spielen, konnen neue antibiotische und
antivirale Wirkstoffe wahrscheinlich unter den kleinen Mo-
lekiilen gefunden werden, die an RNA-Sequenzen binden.
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Asymmetrische Phasentransferkatalyse

Adam Nelson*

Die selektive Erkennung enantiomerer Ionen und die
effiziente Ubertragung stereochemischer Information bei
der Wechselwirkung zwischen Ionen bleiben wichtige Ziele
fiir viele Chemiker.'3] So kann der molekulare Sensorl!l 1

» Oﬂ:ﬂ@ \

1,X= 2O~ OO
‘z’/o\/\o/\/o OO
2

zwischen den Enantiomeren des primdren Ammoniumions 2
unterscheiden und zeigt dies durch eine wahrnehmbare
Farbdnderung an; (15)-Campher-10-sulfonat kann die selek-
tive Faltung eines protonierten Polyguanin-Polynucleotids zu
Helices mit einem deutlich bevorzugten Windungssinn be-
wirken.?!

Phasentransferkatalysatoren (PTCs) konnen wertvolle
Reagentien sein, um Reaktionen zu beschleunigen™ und
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deren Regiochemie zu beeinflussen.’! Einzelne Beispiele
hochenantioselektiver phasentransferkatalysierter Reaktio-
nen sind zwar seit vielen Jahren bekannt,[®l aber in einigen
Fillen sind die von den Pionieren auf diesem Gebiet
beanspruchten ,,guten“ Enantioselektivitdten auf Spurenver-
unreinigungen mit hohen optischen Drehwerten zuriickzu-
fiithren.["! Kiirzlich wurden jedoch die strukturellen Voraus-
setzungen bei Cinchonidinium- (3) und Cinchoniniumsalzen
(4), die zu einer wirkungsvollen asymmetrischen Phasen-
transferkatalyse fithren, aufgeklart.F!

o><o
Ho>\\\\\\\—s<0H

a;R'=Ph,R?=H; X=Cl
b; R! = Anthracen-9-yl; R? = Allyl; X = Br
c; R! = Anthracen-9-yl, R? = H; X = Cl
d; R = p-CF3CgH4, R2 = H; X = Br

Ph,,,, OH HOIPh
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