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Strategien fiir die Entwicklung gegen RNA und RNA-Protein-Komplexe
gerichteter pharmakologischer Wirkstoffe

Thomas Hermann*

-

RNA-Molekiile spielen eine zentrale
Rolle bei vielen Schritten der Genre-
plikation und -expression. Sie sind
daher attraktive Ziele fiir pharmako-
logische Wirkstoffe. Die Funktion von
Nucleinséduren als Tréger der Erbinfor-
mation wird von der Nucleotidsequenz
bestimmt. Dagegen erfordern viele
zelluldre Prozesse eine definierte drei-
dimensionale Struktur der beteiligten
RNA-Molekiile, die, dhnlich wie Pro-
teine, komplexe Tertidrstrukturen ein-
nehmen konnen. Die Entwicklung spe-
zifisch auf RNA-Molekiile zielender
Wirkstoffe eroffnet vielversprechende
neue Wege, um das vorhandene Re-
pertoire gegen Proteine gerichteter
Therapeutika bedeutend zu erweitern.
Fiir die meisten Funktionen von RNA-
Molekiilen sind Wechselwirkungen mit

RNA-bindenden Proteinen erforder-
lich. Gegen RNA gerichtete Wirkstof-
fe konnen die funktionale dreidimen-
sionale Struktur der Nucleinsdure ver-
dndern und damit deren Wechsel-
wirkung mit Proteinen verhindern
oder verstarken. Alternativ kann die
Bildung von funktionsfihigen RNA-
Protein-Komplexen durch Inhibitoren,
die an der Kontaktfliche binden, di-
rekt verhindert werden. Fiir die Ent-
wicklung von gegen Nucleinsiduren ge-
richteten Wirkstoffen kdonnen diesel-
ben theoretischen Werkzeuge ver-
wendet werden, die auch fiir die Ent-
wicklung von auf Proteine abzielenden
Therapeutika zum FEinsatz kommen.
Die unterschiedlichen Beitrage der
molekularen Wechselwirkungen in
den dreidimensionalen Strukturen

von Proteinen und RNA-Molekiilen
erfordern jedoch neuartige Strategien
der Wirkstoffentwicklung. Der vorlie-
gende Ubersichtsartikel fasst zusam-
men, wie die rasch zunehmende
Kenntnis der dreidimensionalen Struk-
tur und Funktion von RNA-Molekiilen
die Grundlage fiir rationale Anséitze
zur Entwicklung von RNA-bindenden
Wirkstoffen bildet. Neben der Bespre-
chung von RNA-Molekiilen, die als
Ziele von Therapeutika geeignet sind,
werden Fortschritte im Versténdnis der
Wechselwirkungen von RNA mit nie-
dermolekularen Verbindungen und
Proteinen diskutiert.

Stichworter: Aminoglycoside - Anti-
biotika - RNA-Erkennung - RNA-
Strukturen - Wirkstoff-Forschung
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1. Einleitung

RNA-Molekiile sind an einer Vielzahl von Prozessen der
Genreplikation und -expression beteiligt. Dies konnte ein
Hinweis auf den Ursprung der heutigen Organismen in einer
prébiotischen ,,RNA-Welt“ sein, in der sowohl die Speiche-
rung der genetischen Information als auch deren Vervielfilti-
gung von RNA-Molekiilen, ohne Beteiligung von Proteinen,
durchgefiihrt wurden.!’ Die Frage, ob eine solche von
Nucleinsduren gepréagte Welt tatsdchlich existiert hat, ist
gegenwirtig nicht zu beantworten. Die gro3e Zahl der heute
bekannten RNA-Strukturen rechtfertigt jedoch den Begriff
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einer ,,Welt von RNA- Molekiilen*. Trotz ihrer Schliisselrolle
bei vielen biochemischen Prozessen wird RNA erst seit
kurzem als Zielort von pharmakologischen Wirkstoffen
erwogen.?l Neben ihrer funktionellen Bedeutung machen
weitere Faktoren die RNA zu einem attraktiven Ziel fiir
Wirkstoffe, z.B. die Abwesenheit von RNA-Reparaturme-
chanismen in der Zelle, die Diversitit der dreidimensionalen
StrukturenP von RNA-Molekiilen und deren Zuginglichkeit
in Ribonucleoprotein-Komplexen. Technische Fortschritte
bei der Synthese und dreidimensionalen Strukturanalyse
von RNA ermoglichen die Erforschung von Struktur-Funk-
tions-Beziehungen und bilden die Grundlage fiir die rationale
Entwicklung von spezifisch gegen RNA gerichteten Wirk-
stoffen.

Der gegenwirtige Stand der Entwicklung solcher Wirk-
stoffe und zukiinftige Perspektiven sollen im vorliegenden
Ubersichtsartikel zusammengefasst werden. In Abschnitt 2
soll ein Uberblick iiber einige der biologischen Vorginge
gegeben werden, bei denen RNA-Molekiile eine wichtige
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Rolle spielen. Dabei werden vor allem
solche RNA-Molekiile besprochen, die
wegen ihrer Rolle bei pathologischen Pro-
zessen als Ziel von Therapeutika in Frage
kommen. Die molekularen Erkennungs-
prozesse, die fiir die spezifischen Wechsel-
wirkungen zwischen RNA-Molekiilen und
Peptiden oder Proteinen verantwortlich
sind, werden in Abschnitt 3 beschrieben.
Im letzten Teil des Aufsatzes (Abschnitt 4)
wird diskutiert, wie das gegenwirtige
Wissen um die Prozesse, auf denen die
Erkennung von RNA-Molekiilen durch
niedermolekulare Verbindungen beruht,
fir die Entwicklung von Therapeutika
anhand bekannter Strukturen genutzt wer-
den kann.

Replikation

Transkription

Prozessierung

Translation

2. Die Rollen von RNA-Molekiilen
bei biologischen Prozessen

Die Replikation von Nucleinsduren und
die Expression von Genen sind vermutlich
die evolutionsgeschichtlich éltesten zellu-
laren Vorginge, an denen zahlreiche ver-
schiedene RNA-Molekiile beteiligt sind
(Abbildung 1). In den folgenden Abschnitten werden, dem
Fluss der genetischen Information von der DNA iiber
»Boten“-RNA (messenger RNA, mRNA) zu Proteinen fol-
gend, die Rollen von RNA-Molekiilen bei Replikations- und
Expressionvorgéingen kurz beschrieben, die entweder unab-
dinglich fiir das Leben der Zelle sind, oder die spezifisch an
pathologische Prozesse gekoppelt sind. Das gegenwartig
rasch expandierende und hochinteressante Gebiet epigeneti-
scher Mechanismen der Genregulation,*! bei der RNA-
Molekiile an der Abschaltung von Genen und an der
Chromatinmodifikation beteiligt sind, wird an dieser Stelle
aus Platzgriinden nicht besprochen. Ohne Vollstiandigkeit
anstreben zu wollen, wurden von den zelluldren Vorgingen,
an denen RNA-Molekiile beteiligt sind, einige besonders
herausragende ausgewéhlt.

siche Text.

Telomerase (Erhalt der Telomeren-DNA-Enden)
tRNA-Primer (reverse Transkription retroviraler Genome)

DNA virale RNA

RNA-regulatorische Elemente (Transkriptionsaktivierung,
-antitermination, -termination)

Priméartranskript-RNA

RNase P (Schneiden der 5'-Enden von tRNA-Vorstufen)
snRNA (SpleiBen, Reifung, Transport von mRNA)
virale RNA (EinfluB auf snRNA-Funktion)
selbstspleiBende Introns

gRNA (mRNA-Editieren in Trypanosomen)
mRNA

RNA, rRNA

RNA-regulatorische Elemente (Translationsregulation,
Recodierung)

Protein

Abbildung 1. Schematische Ubersicht einiger wichtiger Prozesse der Genreplikation und
-expression, an denen RNA-Molekiile beteiligt sind. Zwischen normalen und pathologischen
Vorginge wurde nicht unterschieden. Fiir weitere Einzelheiten und Erkliarung der Abkiirzungen

2.1. Replikation

Die Enden eukaryotischer Chromosomen enthalten Spe-
zies-spezifische Wiederholungseinheiten von DNA-Sequen-
zen, die bei der Replikation des Genoms fiir die Erhaltung der
Chromosomenlinge verantwortlich sind.’! Diese als Telome-
re bezeichneten DNA-Abschnitte werden von dem Enzym
Telomerase synthetisiert. Als Matrize fiir die Telomeren-
Synthese dient ein RNA-Molekiil, das ein fester Bestandteil
des Telomerase-Ribonucleoprotein-Komplexes ist.[! Telome-
rase ist in Keimzellen und im frithen Embryonalstadium von
Wirbeltieren aktiv, jedoch nicht mehr in somatischen Kor-
perzellen. Wegen der bei den meisten Krebsarten des
Menschen gefundenen verstiarkten Telomerase-Aktivitit, ei-
ner moglichen Ursache der Immortalisierung von Krebs-
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zellen, wurden Telomerase-Inhibitoren als potentielle Krebs-
therapeutika vorgeschlagen.”! Die etwa 450 Nucleotide (nt)
umfassende RNA-Komponente der Telomerase des Men-
schen wurde als Ziel von RNA-schneidenden Ribozymenl®!
und Antisense-Nucleinsiduren untersucht.’) Um die begrenzte
Wirksamkeit von Ribozymen und Antisense-Nucleinsduren
in der Therapie zu verbessern, wurde die Verwendung von
chemisch modifizierten Nucleinsduren™ oder selektiven
niedermolekularen Inhibitoren, die spezifisch an den Telo-
merase-RNA-Protein-Komplex binden,!'!  vorgeschlagen.
Wegen der erhohten Telomerase-Aktivitdt in bestimmten
Kinetoplastid-Protozoen, wie Trypanosoma und Leishmania,
wird der Einsatz von Telomerase-Inhibitoren als Therapeuti-
ka auch bei parasitidren Erkrankungen erwogen.['l

Wihrend der Infektion mit Retroviren iibertragt das vom
Pathogen stammende Enzym Reverse Transkriptase (RT) das
virale, einzelstrangige RNA-Genom in eine doppelstringige
DNA-Kopie, die in das Wirtschromosom integriert wird.["’!
Die reverse Transkription geht von einer zelluldren Transfer-
RNA (tRNA) aus, die zunéchst mit der Primer-Bindungsstelle
(primer binding site, PBS) der Virus-RNA hybridisiert.l'] Bei
einigen Retroviren wie dem menschlichen Immundefizienz-
virus vom Typ 1 (human immunodeficiency virus type 1, HIV-
1) erhohen zusitzliche Wechselwirkungen zwischen der als
Primer fungierenden tRNA und der viralen genomischen
RNA die Sperzifitit der Initiation der reversen Transkrip-
tion.[¥] Daten aus Mutagenesestudien und chemischen Mo-
difikationsexperimenten wurden verwendet, um ein Modell
des Initiationskomplexes aus Primer-tRNA;Ys, HIV-1-RNA
und RT zu konstruieren.'] Das resultierende dreidimensio-
nale Modell ist eine mogliche Ausgangsbasis fiir die Entwick-
lung von Wirkstoffen, die die Bildung des Initiationskom-
plexes inhibieren. Molekulare Details der Wechselwirkungen
zwischen Nucleinsduren und der HIV-1-RT im Transkrip-
tionskomplex sind dariiber hinaus aus einer Reihe von
Kristallstrukturanalysen ersichtlich.['”]

FEine weitere wichtige intermolekulare RNA-RNA-Wech-
selwirkung bei der HIV-1-Infektion ist die Dimerisierung von
zwei Exemplaren des Virusgenoms.'®! Die Dimerisierung
geht von einer als ,,RNA-Loop-Loop-Kissing” bezeichne-
ten Wechselwirkung"! aus, die sowohl fiir die effiziente
Replikation als auch fiir die Einkapselung des Virus mit
Hiillproteinen notwendig ist.?”! Fiir den Dimer-Initiations-
komplex in Losung?! und den reifen Komplex in Losung
und im Kristall® liegen dreidimensionale Strukturmodelle
Vor.

Die Kontrolle der Kopienzahl von Plasmiden wird in vielen
Eubakterien durch eine &dhnliche ,,Kissing“-Wechselwirkung
zwischen zwei RNA-Molekiilen vermittelt. Plasmide sind
zwar nicht von lebenswichtiger Bedeutung fiir Bakterien,
enthalten aber oft die genetische Information fiir medizinisch
relevante Figenschaften wie Antibiotikaresistenz und Erre-
gerinfektiositdt.?! Bei der Antisense-kontrollierten Plasmid-
replikation bilden zwei Plasmid-codierte, komplementire
RNA-Molekiile einen anfidnglichen Kontakt iiber einen
Schleifen-Schleifen-Komplex,?! der als Ziel von niedermole-
kularen Wirkstoffen dienen konnte. Fiir die Antisense-
Hybridisierung bei der Kopienzahlkontrolle einiger eubakte-
rieller Plasmide wie Escherichia coli ColEl ist ferner ein
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RNA-bindendes Protein (Rop im Falle von ColE1) erforder-
lich.?’]

Die Replikation des 1700 nt umfassenden RNA-Genoms
des Hepatitis-Delta-Virus (HDV), eines pathogenen RNA-
Satellitenvirus des Hepatitis-B-Virus, erfolgt in einem ,,Rol-
ling-Circle“-Mechanismus, der zunéchst multimere Kopien
des Genoms liefert. Die HDV-Ribozyme, katalytische RNA-
Motive, die sowohl in der genomischen als auch der anti-
genomischen RNA vorkommen, zerschneiden die Multimere
in einzelne, lineare Kopien des viralen Genoms.??) HDV-
Ribozyme werden durch Aminoglycosid-Antibiotika inhi-
biert,?”l die spezifisch an dreidimensionale Strukturmotive
der RNA binden. Wihrend die Molekiilstruktur eines HDV-
Ribozyms durch eine Rontgenstrukturanalyse bestimmt wur-
de,?® ist die genaue Bindungsstelle der Aminoglycoside
bisher unbekannt. Aminoglycoside inhibieren auch die
Schneidereaktionen der ,,Hammerhead“-Ribozyme,*- 3" die
als katalytische RNA-Molekiile an der Replikation pathoge-
ner Pflanzen-Viroide beteiligt sind.P] Das Selbstschneiden
der HDV- und Hammerhead-Ribozyme verlduft in beiden
Fillen nach Metallionen-abhéngigen Mechanismen.?? Die
Verdriangung katalytischer Metallionen durch elektrostatisch
komplementdre kationische Molekiile wurde als das allge-
meine Wirkprinzip der Aminoglycoside bei der Inhibierung
der Aktivitit dieser Ribozyme vorgeschlagen.? 34

2.2. Transkription

Wihrend der Transkription, dem ersten Schritt der Gen-
expression, synthetisiert die RNA-Polymerase eine RNA-
Kopie der DNA-Matrize. Initiation, Elongation und Termina-
tion des Transkripts sind prézise kontrollierte Vorgénge in
Eubakterien? und Eukaryoten.! RNA-Molekiile stehen in
Zentrum einer Reihe regulatorischer Mechanismen,?’l wie
der Transkriptionstermination durch das eubakterielle
mRNA-bindende Rho-Protein,*® der tRNA-abhiingigen
Transkriptionsantitermination in Eubakterien™! und der
trans-Aktivierung der Transkription viraler Genome bei
HIV und verwandten Retroviren.[*

Die trans-aktivierende Region (TAR) in der Nihe des 5'-
Endes der HIV-mRNA liegt im Bereich einer Haarnadel-
schleife, an die das virale Tat-Protein bindet. Die Wechselwir-
kung von Tat mit zelluldren Cyclin-abhidngigen Kinasen fiihrt
zur Phosphorylierung der C-terminalen Doméne der RNA-
Polymerase II. Dies hat eine Steigerung sowohl der Initia-
tionsfrequenz als auch der Prozessivitit der viralen mRNA-
Synthese zur Folge.*] Nachdem die Tat-TAR-Wechselwir-
kung eine unabdingbare Voraussetzung fiir die virale Repli-
kation ist, konzentrieren sich zahlreiche Ansidtze der Suche
nach Anti-HIV-Therapeutika auf die Identifizierung und
Entwicklung von Verbindungen, die die Bildung und Funk-
tion dieses Protein-RNA-Komplexes verhindern.*>>% Nieder-
molekulare Inhibitoren der Tat-TAR-Wechselwirkung wur-
den durch rationales Design anhand bekannter Strukturen, !
kombinatorische ~ Synthese, !  Hochdurchsatz-Screening
(high-throughput screening, HTS)#* 4l und mit einer Kom-
bination dieser Techniken®! gefunden. Fiir die auf der
Struktur beruhende Entwicklung von TAR-spezifischen Li-
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ganden!* > werden die mittlerweile verfiigbaren dreidimen-
sionalen Strukturen der freien RNA ! der RNA im Komplex
mit Argininamid®? und mit Peptid-Fragmenten!>! des Tat-
Proteins hilfreich sein.

In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von Inter-
esse, dass die trans-Aktivierung der Transkription im ,,Red
Clover Necrotic Mosaic“(RCNMV)-Pflanzenvirus nicht
durch ein Protein, sondern durch ein RNA-Molekiil verur-
sacht wird, das an ein TAR-dhnliches Element in der Virus-
RNA bindet.” Wihrend bislang ungeklirt ist, ob #hnliche
Systeme in anderen Organismen vorkommen, ist die RNA-
vermittelte trans-Aktivierung der Transkription im RCNMV
ein weiteres Beispiel dafiir, dass ein RNA-Molekiil die Rolle
eines Proteins iibernehmen kann.

Seit kurzem ist die Beteiligung der HIV-TAR-Struktur an
einem weiteren Schliisselprozess des viralen Replikations-
zyklus bekannt,’>) der Einkapselung des RNA-Genoms in
virale Hiillproteine.’® Dieser Vorgang erfordert die Wech-
selwirkung der TAR mit einem bislang unbekannten Protein.
Wihrend der Einkapselung kommt es zur Bildung eines
weiteren Protein-RNA-Komplexes, der sich aus dem viralen
Nucleocapsid-Protein (NC) und der aus drei viralen mRNA-
Haarnadelsschleifen bestehenden 1-Signalsequenz zusam-
mensetzt.”” Das auf der Struktur beruhende Design von
Inhibitoren der NC-RNA-Wechselwirkung konnte durch die
bekannte dreidimensionale Struktur des HIV-1-NC, das an
die SL3-Haarnadelschleife der y-RNA gebunden ist, er-
leichtert werden.P®!

2.3. Prozessierung, Transport und Lokalisation

RNA-Primértranskripte durchlaufen eine Reihe verschie-
dener Prozessierungs- und Lokalisationsvorgénge, die von der
Art der RNA (mRNA, rRNA, tRNA usw.) und vom Ur-
sprungsorganismus abhidngen. Funktionale tRNA-Molekiile
werden in allen Organismen von dem Ribonucleoprotein-
Enzym RNase P gebildet, das langere RNA-Vorstufen am 5'-
Ende prozessiert.’”! RNase P enthilt eine (Eucarya) oder
mehrere Proteinuntereinheiten (Eucarya und Archaea) und
eine RNA-Komponente von 300-400 nt, die in allen Orga-
nismen das katalytisch aktive Zentrum des Enzyms enthilt.
Wihrend die RNA-Komponente der eubakteriellen RNase P
die Schneidereaktion in Abwesenheit der Proteinunterein-
heiten katalysieren kann, bendtigen die eukaryotischen und
archaebakteriellen Enzyme die Proteinbestandteile fiir ihre
Aktivitat. Die Enzyme aus Eubakterien und Eukaryoten sind
demnach hinreichend verschieden von der eubakteriellen
RNase P, so dass eine Entwicklung von Verbindungen denk-
bar ist, die speziell das eubakterielle Enzym beeinflussen. Die
RNase-P-Enzyme von Escherichia colil®® und dem Wimper-
tierchen Tetrahymena thermophilal® werden spezifisch durch
Aminoglycoside und das Nucleosid-Derivat Puromycin inhi-
biert, die an die RNA-Komponente binden. Vitamin-A-
Analoga (Retinoide) sind Inhibitoren der RNase P von
Dictyostelium discoideum, wobei die Bindungsstelle der
Verbindungen im Ribonucleoprotein-Komplex jedoch unbe-
kannt ist.[”] Dreidimensionale Strukturmodelle der RNA-
Komponente der eubakteriellen RNase P wurden anhand
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vergleichender phylogenetischer Analysen und biochemi-
scher Daten konstruiert.[%?!

Im Plasma des Zellkerns werden die fiir den Export in das
Cytoplasma bestimmten mRNA-Molekiile unter Beteiligung
kleiner, im Zellkern lokalisierter Ribonucleoproteine (small
nuclear ribonucleoproteins, snRNPs) gebildet. Die RNA-
Bestandteile des Ribosoms (ribosomale RNA, rRNA) hin-
gegen werden von den als snoRNPs (small nucleolar ribonu-
cleoproteins) bezeichneten Partikeln im Nucleolus prozes-
siert.*) Wirbeltierzellen enthalten etwa 200 verschiedene
snRNPs, die sich jeweils aus einer oder mehreren Proteinun-
tereinheiten und einer RNA-Komponente (small nuclear
RNA, snRNA) von 60-300 nt zusammensetzen. Die wich-
tigste Funktion der snRNPs ist das Spleilen der Primértrans-
kripte. Wihrend dieses Vorgangs, der in einem als SpleiBosom
bezeichneten Komplex aus vielen snRNA-Molekiilen ablauft,
entsteht die codierende mRNA durch Entfernen von Intron-
sequenzen.”! Bislang ist noch nicht genau aufgeklirt, in
welchem Umfang snRNA-Molekiile, die zahlreiche spezifi-
sche Protein-RNA- und RNA-RNA-Wechselwirkungen ein-
gehen miissen, an der Katalyse der Prozessierung beteiligt
sind. Wirkstoffe, die spezifisch gegen den Spleilapparat von
Parasiten gerichtet sind, wurden als potentielle Therapeutika
bei Pilz- und Trypanosomen-Infektionen!®”! beschrieben.
Seit kurzem wird versucht, mit Rontgenkristallographie und
NMR-Spektroskopie die dreidimensionalen Strukturen von
snRNP-Proteinen und Protein-RNA-Komplexen aufzukla-
ren, um die molekularen Grundlagen der Protein-RNA-
Wechselwirkungen in den snRNP-Partikeln im Detail analy-
sieren zu konnen. ]

Die Genome einer Reihe von Viren codieren fiir kleine
RNA-Molekiile, die zusammen mit snRNP-Proteinen der
Wirtszelle virale snRNP-Komplexe bilden, ) deren Aufgabe
im Infektionszyklus der Viren moglicherweise eine Manipula-
tion des RNA-Prozessierungsapparates des Wirtes ist. Solche
viralen RNA-Molekiile finden sich unter anderem bei In-
fektionen menschlicher B-Lymphozyten mit dem Epstein-
Barr-Virus (EBV),[®! bei Infektionen von Tumor- und Lym-
phomzellen mit dem Kaposi-Sarkom-assoziierten Herpesvi-
rus (KSHV)™ und als Bestandteile des viralen Replikations-
komplexes des ,Simian Hemorrhagic Fever Virus®
(SHFV).

Das Spleien und der Transport der HIV-mRNA wird
durch eine Wechselwirkung zwischen dem viralen Rev-Pro-
tein und dem auf Rev ansprechenden Element (Rev-respon-
sive element, RRE) kontrolliert.”” RRE bildet eine interne
Schleifenstruktur in der RNA des env-Gens von HIV. Die
genaue Rolle der Rev-RRE-Wechselwirkung ist bislang noch
unklar, jedoch scheint sie fiir den Export von ungespleifiter
und partiell gespleifiter viraler mRNA aus dem Zellkern
verantwortlich zu sein. Diese mRNA-Varianten codieren fiir
die Strukturporteine des Virus. Ahnliche Kontrollmechanis-
men des Spleilens finden sich in anderen Retroviren ein-
schlieBlich des ,,Human T-Cell Leukemia Virus“ (HTLV).[I
Obwohl sich die Sequenzen des regulatorischen Rex-Proteins
und des entsprechenden RXRE-RNA-Elements aus HTLV
von Rev/RRE aus HIV unterscheiden, sind die Wirkungsme-
chanismen verwandt.Y Die Beobachtung, dass Aminoglyco-
sid-Antibiotika wie Neomycin B selektiv an RRE-RNA

Angew. Chem. 2000, 112, 1962-1979



Design gegen RNA gerichteter Wirkstoffe

AUFSATZE

binden und in vivo die Rev-RRE-Wechselwirkung verhindern
konnen,[> 79 16ste eine intensive Suche nach RRE-bindenden
Verbindungen aus.”* Die Entwicklung von spezifischen
Inhibitoren der Rev-RRE-Wechselwirkung wird von Daten
aus der Bestimmung dreidimensionaler Strukturen profitie-
ren, die inzwischen fiir Komplexe der RNA-bindenden
Domine von Rev mit RREPY und mit RNA-Aptameren!®
vorliegen.

Ein Sonderfall der mRNA-Prozessierung ist das RNA-
katalysierte, vom zelluldren Spleiapparat unabhéngige Aus-
schneiden bestimmter Intronsequenzen; zu dieser Familie
katalytischer RNAs gehoren auch die selbstspleienden
Introns der Gruppe L Da diese Intronsequenzen in wich-
tigen Genen pathogener Mikroorganismen, nicht aber in
Sdugetierzellen vorkommen, sind sie potentielle Ziele fiir
pharmakologische Wirkstoffe.#5% Gruppe-I-Introns bilden
grof3e RNA-Strukturen mit einer konservierten Kerndomine,
in der sich die Spleilstelle und die Bindungstasche des
Guanosin-Cofaktors befinden.’! Modelle der dreidimensio-
nalen Struktur von Gruppe-I-Introns wurden anhand phylo-
genetischer Daten konstruiert.®! Mittlerweile sind Kristall-
strukturen von Fragmenten der Kerndomine verfiigbar.[*]
Das Selsbtspleilen der Gruppe-I-Introns wird durch Amino-
glycoside,® * Peptid-Antibiotika der Tuberactinomycin-Fa-
milie®] und L-Arginin-Derivatel®! inhibiert. Auf der Suche
nach weiteren Inhibitoren wurden HTS-Tests durchge-
fithrt.[8 %21

Das Editieren von mRNA in Mitochondrien von Trypano-
somen durch Uridin(U)-Insertion oder -Deletion ist ein
weiterer, seltener posttranskriptionaler Modifikationspro-
zess.[”] Die Stellen der U-Insertionen und -Deletionen in
der mRNA werden spezifisch durch kurze, als ,,Guide“-RNA
(gRNA) bezeichnete Molekiile bestimmt, die in der Nihe des
Editierbereichs hybridisieren und Strukturelemente enthal-
ten, die von den Proteinen des Editierapparates erkannt
werden.™ Nachdem vergleichbare Prozesse in menschlichen
Zellen nicht vorkommen, ist das mitochondriale mRNA-
Editieren eine attraktive Ansatzstelle fiir gegen RNA ge-
richtete Wirkstoffe bei der Therapie von Erkrankungen, die
von Trypanosomen verursacht werden.

Sowohl die spezifische Translation von mRNA-Molekiilen
in bestimmten Kompartimenten des Cytoplasmas als auch die
Kontrolle der mRNA-Stabilitdt in Eukaryoten wird durch
spezifische Protein-RNA-Wechselwirkungen vermittelt.: %l
Erst seit kurzem ist bekannt, dass eine grofe Zahl von
mRNA-Molekiilen in der Zelle durch RNA-bindende Mikro-
tubuli- und Actin-assoziierte Proteine am Cytoskelett veran-
kert sind.”® Die Lokalisierung von mRNA erfiillt zwei
komplementédre Aufgaben: Einerseits konnen hohe lokale
Konzentrationen des von der mRNA codierten Proteins
erzielt werden, andererseits wird verhindert, dass das betref-
fende Protein iiberall in der Zelle exprimiert wird. Die
Bindung zwischen einem internen, im selben Molekiil wir-
kenden (cis-acting) RNA-Element, das sich gewohnlich in der
nicht translatierten Region am 3'-Ende (3’ untranslated
region, 3-UTR) der mRNA befindet, an ein von auBen
wirkendes (frans-acting) Protein ist ein weitverbreiteter
Mechanismus der mRNA-Lokalisation. Da zunehmend Pro-
tein-RNA-Wechselwirkungen bekannt werden, die an der
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Kontrolle von mRNA-Lokalisation und -Stabilitdt bei ent-
wicklungsbiologischen und pathologischen Vorgidngen betei-
ligt sind, lasst sich schlie3en, dass ein breites Spektrum solcher
Mechanismen existiert, von denen hier nur ein kleiner Teil
angesprochen werden kann.

Defekte bei der Erkennung von regulatorischen Elementen
in mRNA-Molekiilen durch Proteine sind vermutlich urséch-
lich an der Entstehung einer Reihe von Krankheiten beteiligt,
zu denen die menschliche Autoimmunerkrankung paraneo-
plastische opsoklonische-myoklonische Ataxie (POMA) und
das Syndrom des fragilen X-Chromosoms (fragile X mental
retardation syndrome, FMR), die hiufigste Form erblicher
mentaler Retardationen, gehéren. POMA ist eine mit Brust-
krebs und motorischer Dysfunktion verbundene Erkrankung,
bei der die spezifische Bindung des neuronalen Proteins
Nova-1 an RNAs, darunter die fiir Nova-1 codierende mRNA
selbst und die mRNA des inhibitorischen Glycin-Rezeptors
alpha?2 (GlyRa2),”) durch Antikérper verhindert wird.[!] Die
Kristallstruktur der RNA-bindenden K-Homologie(KH)-Do-
ménen von Nova-1! weist Ahnlichkeiten mit den Strukturen
der RNA-bindenden Dominen von FMR1 auf['% einem
mRNA-erkennenden Protein, das an der Entstehung von
FMR beteiligt ist.!'!

Kontrollfaktoren, die die Lokalisation und Stabilitit steu-
ern, binden an als ,Postleitzahlen“-RNA (zipcode RNA)
bezeichnete, cis-wirkende Sequenzmotive in den 3'-UTRs von
mRNA-Molekiilen.'?l Die Lokalisation der mRNA des §-
Actins an der Zellperipherie von Fibroblasten wird durch die
Wechselwirkung zwischen einem konservierten 54-nt-Motiv
in der 3-UTR und einem Zipcode-Motive bindenden Protein
(ZBP) gesteuert.' ZBP-1 hat Sequenzihnlichkeit mit an-
deren Proteinen wie 1) dem allgemeinen mRNA-Lokalisa-
tionsfaktor Vera aus Xenopus, 2) dem ,Coding Region
Determinant-Binding Protein“ (CRD-BP) der Maus, ' 3)
einem in menschlichen Krebszellen tiberexprimierten KH-
Doménen-Protein (KOC)!'"! und 4) dem ,,p62 Consensus
Sequence RNA-Binding Domain Protein“ (CS-RBD) aus
menschlichen hepatozelluldren Carcinomzellen (HCC-Zel-
len).'®l Vera, ein konserviertes Protein des mRNA-Lokalisa-
tionsapparates, bindet spezifisch an ein RNA-Motiv in der 3'-
UTR der Vgl-mRNA (Vg =vegetal).l'’]l Das KH-Doménen-
Protein CRD-BP ist ein Stabilitédtsfaktor, der durch Bindung
an die codierende Region die Lebensdauer der mRNA des
Onkogens c-myc erhoht, indem er endonucleolytischen Ab-
bau (Abbau durch Endonucleasen) verhindert.[']

Ahnliche Mechanismen der mRNA-Stabilisierung wurden
fir die mRNA des Urokinase-Rezeptors (uPAR), des ,,Vas-
cular Endothelial Growth Factor* (VEGF) und der Tumor-
spezifischen Genprodukte c-Fos und MYCN gefunden.
uPAR-mRNA bindet ein stabilitédtsverringerndes Protein.['%®]
Die 3-UTR der VEGF-mRNA bindet das heterogene
nucledre Ribonucleoprotein L (hnRNP L).['l Die 3-UTRs
der mRNA von c-Fos und MYCN enthalten Bindungsstellen
fir regulatorische Proteine, die als malignitdtsfordernde
Faktoren diskutiert werden.["!"!

Die Expression des menschlichen GLUTI1-Transporters,
der den Transport von Glucose iiber die Blut-Hirn-Schranke
vermittelt, wird von einem 10 nt umfassenden RNA-Element
in der 3'-UTR reguliert, das die Stabilitit der GLUT1-mRNA
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erhoht. "'l Wihrend das Protein, das mit dem Stabilitidtsmotiv
wechselwirkt, noch unbekannt ist, wurde gezeigt, dass aus
dem Hirn stammende Peptide einen stabilisierenden Effekt
ausiiben, der durch die Bindung der Peptide an die mRNA
vermittelt sein konnte.''? Eine RNA-kontrollierte Regula-
tion der mRNA-Stabilitdt wurde auch in Verbindung mit der
Uberproduktion von Cytokinen und Amyloid-Vorl4uferpro-
tein (amyloid precursor protein, APP) bei Krebsarten und der
Alzheimer-Erkrankung beobachtet.'” Die Uberproduktion
von APP konnte durch die Ansammlung von APP-mRNA
verursacht sein, deren Halbwertszeit in der Zelle durch 3'-
UTR-bindende Proteine verldngert wird. Als eine spezifische
Erkennungsstelle fiir verschiedene cytoplasmatische RNA-
bindende Proteine wurde ein 29 nt langes AU-reiches RNA-
Motiv in der 3-UTR der APP-mRNA identifiziert.'S] Zu
diesen Stabilitidtsfaktoren zéhlt das heterogene nucledre
Ribonucleoprotein C (hnRNP C).[''4 1151 Andere, bislang un-
bekannte Faktoren konnten vielleicht dasselbe 29-nt-Motiv
erkennen und moglicherweise den Abbau der APP-mRNA in
normalen Zellen beschleunigen. Dafiir spricht, dass Mutanten
der mRNA, in denen das Motiv deletiert wurde, in vitro und
in Abwesenheit stabilisiernder Proteine langlebiger sind als
intakte Wildtyp-Sequenzen.[t”]

2.4. Translation

Das Ribosom, die zelluldre Synthesemaschine fiir die auf
den mRNA-Molekiilen codierten Proteine, ist der Wirkungs-
ort der Aminoglycosid-Antibiotika, die spezifisch die riboso-
male 16S-RNA-Komponente (rRNA) der Eubakterien er-
kennen.["®! Aminoglycoside binden an die ,,A-Stelle der
Decodierungsregion der rRNA! und verursachen ein feh-
lerhaftes Ablesen der mRNA wihrend der Translation.[!'®]
Die Aminoglycosid-rRNA-Wechselwirkung weist eine be-
merkenswerte Spezifitdt auf. Dadurch konnen die Amino-
glycoside gezielt an die eubakterielle A-Stelle binden, die sich
im Wesentlichen durch einen einzigen Basenaustausch von
der eukaryotischen A-Stelle unterscheidet (an Position 1408
befindet sich in allen Eukaryoten ein Guanin, in Eubakterien
jedoch ein Adeninl"*!). Einen weiteren Bewesis fiir die hohe
Spezifitdt der Aminoglycoside liefert eine erbliche Punktmu-
tation in der mitochondrialen TRNA des Menschen, die zu
einer erhohten Affinitdt zu Aminoglycosiden und dadurch zu
einer toxischen Hypersensitivitdt gegeniiber diesen Wirkstof-
fen fiihrt.'?% Die Aufkldrung der molekularen Ursachen der
Bindungsspezifitit von Aminoglycosiden war Gegenstand
zahlreicher Studien, bei denen biochemischel'?l und bio-
physikalische Untersuchungsmethoden!'?>'?7] eingesetzt wur-
den. Die dreidimensionalen Strukturen einer 27 nt umfassen-
den Modell-RNA, die der eubakteriellen A-Stelle entspricht,
im Komplex mit den Aminoglycosiden Paromomycin oder
Gentamicin wurden durch NMR-Spektroskopie aufge-
kldrt.'?2125] Um die Stellen zu untersuchen, iiber die ver-
schiedene Aminoglycoside mit Modellen der A-Stellen-
rRNA wechselwirken, wurde eine vielversprechende neue
Technik eingesetzt, die auf der Analyse der massenspektro-
metrischen Fragmentierungsmuster von Aminoglycosid-
RNA-Komplexen beruht.'?] Synthetische Analogal'*®l und
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Mimetikal'?2l der Aminoglycoside wurden auf ihre Fihig-
keit hin getestet, die ribosomale Decodierungsregion zu
erkennen. Ferner wurde ein HTS-Screening entwickelt, das
es ermoglicht, Molekiile mit hoher Affinitidt fiir die 16S-
rRNA-A-Stelle zu identifizieren.!'*!

Von einigen Antibiotika, deren inhibierende Wirkung auf
die Peptidyltransferase-Reaktion des Ribosoms bekannt ist,
wurden die Bindungsstellen auf der 23S-rRNA untersucht.[!34
Ein besonders bemerkenswerter Inhibierungssmechanismus
wurde fiir Thiostrepton aufgedeckt, ein Thiazol enthaltendes
zyklisches Peptid, das an das konservierte 58 nt umfassende
GTPase-Zentrum eubakterieller 23S-rRNA bindet.l*] Diese
Wechselwirkung fithrt zur Stabilisierung einer tertidren
Wechselwirkung in der rRNAM und verhindert dadurch
vermutlich eine Konformationsinderung im ribosomalen
L11-Protein.’” Die seit kurzem bekannte Kristallstruktur
des Komplexes zwischen dem L11-Protein und einer RNA,
die die L11-Bindungsstelle enthilt,*¥! ermoglicht die Unter-
suchung der molekularen Ursachen der Wirkung von Thio-
strepton auf die Funktion des Ribosoms.

Weitere spezifische Bindungsstellen fiir Thiostrepton wur-
den in der 28S-rRNA gefunden, die auf extrachromosomaler
DNA in Plastid-dhnlichen Organellen von Plasmodium
falciparum codiert ist.!'* 141 Ahnlich wie bei der Wirkung
auf die 23S-rRNA stabilisiert Thiostrepton eine tertidre
Wechselwirkung in der Plastid-rRNA,! was letztlich zur
Inhibierung des Parasitenwachstums fiihrt.[4]

Licosamide, die zu den Pyrrolidin-Saccharid-Antibiotika
gehoren, wirken vermutlich durch einen ungewohnlichen
Mechanismus von Substratnachahmung am Peptidyltransfe-
rase-Zentrum der rRNA. Das Licosamin Clindamycin kann
durch seine dreidimensionale Struktur das erste Adenin der
tRNA einschlieBlich eines daran gebundenen L-Prolin-Me-
thionin-Dipeptids nachahmen.['#2]

Das Pyrrolidin-Antibiotikum Anisomycin ist ein eindrucks-
volles Beispiel fiir eine niedermolekulare Verbindung, die
durch spezifische Bindung an RNA einen komplexen Vor-
gang auslost. Die Wechselwirkung des Antibiotikums mit der
28S-rRNA eukaryotischer Ribosomen aktiviert, vermutlich
durch eine induzierte Konformationsidnderung in der rRNA,
die Proteinkinase JNK1.l}l Die gegenwirtigen Fortschritte
bei der Aufklarung der dreidimensionalen Struktur des
Ribosoms werden in Zukunft bedeutend zu mechanistischen
Studien von Verbindungen beitragen, die gezielt gegen rRNA
gerichtet sind und so die Ribosomenfunktion beeinflus-
Sen.[l44' 145]

Strukturelemente der mRNA spielen eine wichtige Rolle
bei einer Reihe von Recodierungsmechanismen, deren Ziel
die alternative Decodierung der mRNA wihrend der Trans-
lation ist."] Ein herausragendes Beispiel ist die program-
mierte Leserahmenverschiebung bei der Synthese des retro-
viralen Gag-Pol-Polyproteins. Dabei ermoglichen drei kon-
servierte RNA-Elemente — eine Verschiebungssequenz, ein
Abstandshalter und ein stromabwirts (downstream) liegen-
des Verstirkerelement (Enhancer) — dem Ribosom, ein Stop-
Codon zu iiberlesen.'*’! Das Verstirkerelement besteht aus
einer stabilen RNA-Struktur, die ein Pausieren des Ribosoms
wihrend der Elongation verursacht, so dass kinetisch ungiin-
stigere alternative Decodierungsschritte bevorzugt werden. In

Angew. Chem. 2000, 112, 1962-1979



Design gegen RNA gerichteter Wirkstoffe

AUFSATZE

der RNA einiger Retroviren bildet das Verstirkerelement
einen Pseudoknoten,!'*8! wihrend HIV ein stabiles Haarna-
delmotiv enthilt.l'* Nachdem die retrovirale Replikation von
einem ausgewogenen Verhiltnis bei der Synthese von Gag-
Protein und Gag-Pol-Polyprotein abhéngt, sind sowohl kiinst-
liche Stabilisierung als auch Destabilisierung des Verschie-
bungsmotivs als Strategien fiir eine RNA-gerichtete Therapie
retroviraler Infektionen moglich. Die dreidimensionalen
Strukturen von RNA-Peudoknoten, die den Leserahmen
verschieben, sind aus NMR-Untersuchungen und kristallo-
graphischen Studien verfiigbar.['*”! RNA-Pseudoknoten ent-
halten spezifische Bindungstellen fiir niedermolekulare Ver-
bindungen wie das Peptid-Antibiotikum Viomyecin™' und
Biotin.['%2]

Ein besonderes Leserahmen-Verschiebungssignal, das
nicht von einem stromabwdérts liegenden Verstirkerelement
abhingig ist, wurde in der mRNA einer Thymidin-Kinase in
einer Herpesvirus-Mutante gefunden.l'¥] Die G-reiche Se-
quenz dieses Verschiebungssignals bildet moglicherweise eine
charakeristische dreidimensionale Struktur, die entweder
vom Ribosom selbst oder von einem zusétzlichen Faktor
erkannt wird.

Die alternative Decodierung eines Stop-Codons tritt im
cotranslationalen Einbau von Selenocystein bei der Synthese
von Selenoproteinen auf.' In Eukaryoten wird der Reco-
dierungsmechanismus durch die Selenocystein-Insertionsse-
quenz (SECIS), ein konserviertes Strukturmotiv in der 3'-
UTR von Selenoprotein-mRNA-Molekiilen, ausgelost.['>]
Das SECIS-Element enthilt die Bindungsstelle fiir SECIS-
bindende Proteine (SBP),>] die als Elongationsfaktoren eine
alternative Decodierung steuern. Analysen viraler Genome
weisen darauf hin, dass SECIS-Elemente in verschiedenen
pathogenen Viren vorkommen.[>]

Die Expression einiger fiir den Transport und die Resorp-
tion von Eisen verantwortlicher Proteine wird auf Transla-
tionsebene durch Wechselwirkung eines auf Eisen anspre-
chenden Elements (iron-responsive element, IRE), das in der
3-UTR der mRNA-Molekiile enthalten ist, mit Eisenregula-
tions-Proteinen (iron regulatory proteins, IRPs) kontrol-
liert.”) Die IREs — eine Familie konservierter, etwa 30 nt
umfassender RNA-Haarnadelmotive mit definierter dreidi-
mensionaler Strukturl*®! — sind Erkennungsstellen fiir ver-
schiedene IRPs. Die IRE-IRP-Wechselwirkungen ermogli-
chen fein abgestimmte Reaktionen der Zelle in Abhingigkeit
von der externen FEisenkonzentration.'”] Mutationen in
einem IRP, die sich moglicherweise auf das RNA-Bindungs-
vermogen des Proteins auswirken, werden als Ursache der
abnormalen Verteilung von Eisen im Hirn von Alzheimer-
Patienten vermutet.['*]

Die Translation der menschlichen Thymidylat-Synthase
(TS),%! eines wichtigen Zielmolekiils in der Krebsthera-
pie, ' unterliegt einer autoregulatorischen Kontrolle, bei der
das Protein an seine eigene mRNA bindet. TS bindet
ebenfalls spezifisch an andere zellulire mRNA-Molekiile,
die fiir das Onkogen c-Myc,['¥! Interferon-induzierte Pro-
teinel'® und den Tumorsuppressor p53['®l codieren. Die
Erkennung der TS durch die TS-mRNA erfordert zwei
verschiedene Dominen, von denen eine in der 5-UTR und
eine innerhalb der codierenden Region liegt.! Die Bin-
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dungsstelle in der 5'-UTR bildet vermutlich eine Haarnadel-
struktur, die — als isoliertes RNA-Fragment — ebenfalls
spezifisch an Aminoglycosid-Antibiotika bindet.'*”] Ausge-
hend von diesen Beobachtungen wurde eine potentielle
Krebstherapie vorgeschlagen, bei der niedermolekulare Ver-
bindungen an die TS-Erkennungsstelle in der 5-UTR der
mRNA binden und so die Translation der TS verhindern.!'¢7]

3. Molekulare Erkennung von RNA-Molekiilen
durch Peptide und Proteine

Die Bildung von Protein-RNA-Komplexen ist eine Vo-
raussetzung fiir die meisten Funktionen von RNA. Die
Untersuchung von Protein-RNA-Komplexen liefert Informa-
tionen iber intermolekulare Wechselwirkungen, die auch
zum Verstdndnis der Erkennungsprozesse niedermolekularer
Verbindungen wertvoll sind. Die Strategien der RNA-Bin-
dung von Proteinen dhneln denen kleiner Molekiile. Aufler-
dem sind Protein-Bindungsstellen der RNA potentielle An-
griffsorte fiir Therapeutika. Ein eindrucksvolles Beispiel fiir
ein RNA-Strukturelement, das sowohl von einem Protein als
auch von einer niedermolekularen Verbindung erkannt wird,
ist ein nichtkanonisches G - G-Basenpaar in der HIV-RRE-
RNA. Das virale Rev-Protein und das Aminoglycosid Neo-
mycin B binden gleichermaB3en spezifisch an dieses Ele-
ment. 75 168]

An dieser Stelle sollen RNA-Erkennungsstrategien von
Peptiden und Proteinen nur kurz angesprochen werden,
nachdem einige ausgezeichnete aktuelle Ubersichtsartikel
zu diesem Thema erschienen sind.'®-13l Eine rasante Zu-
nahme der Information iiber Protein-RNA-Wechselwirkun-
gen ist in naher Zukunft von Strukturanalysen des Ribosoms
zu erwarten. Gegenwirtig verfiigbare Elektronendichtedaten
mit einer Auflosung von etwa 8 A fiir das komplette
Ribosom("*l und etwa 5 A fiir die separaten Untereinhei-
ten'#] diirften bald zu hoheren Aufldsungen hin vefeinert und
zuginglich sein.

3.1. Aligemeine Prinzipien von Protein-RNA -
Wechselwirkungen

Im Vergleich zu DNA-bindenden Proteinen, deren Nu-
cleinsdurebindungsvermogen hauptsichlich auf die Erken-
nung helicaler doppelstrangiger DNA ausgerichtet ist, spie-
geln die Strukturen RNA-bindender Proteine die Komplexi-
tat der dreidimensionalen Strukturen von RNA-Molekiilen
wider, die der von Proteinen vergleichbar ist. Das Vorliegen
der meisten RNA-Molekiile als einzelstrangige, zumindest
teilweise gefaltete Strukturen ist ein Indiz dafiir, dass RNA als
wichtiger funktioneller Partner an zelluliren Vorgéngen
beteiligt ist und nicht nur als Zwischenspeicher der geneti-
schen Information dient. Doppelstringige RNA in der Form
reguldrer A-Helices ist wenig geeignet fiir spezifische inter-
molekulare Wechselwirkungen. Die diskriminatorischen Sei-
ten der Basen sind in einer engen und tiefen Furche (major
groove) verborgen.'’¥ Die zugéngliche flache Furche (minor
groove) enthidlt wenig Strukturinformation fiir molekulare
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Erkennung. Dennoch sind groB3e Teile von RNA-Strukturen
in doppelstrangigen Regionen angeordnet, die Paarungen
zwischen den Basen aufweisen. Verdnderungen der reguldren
A-Konformation durch nichtkanonische Basenpaare, einzel-
ne ungepaarte Basen und Plattformen von aufeinanderfol-
genden Nucleotiden konnen die tiefe Furche aufweiten und
dadurch Basen zuginglich machen.['’t 17211 Solche Verin-
derungen der RNA-Struktur kénnen von Proteinen erkannt
und verstirkt werden. Ein hédufiges Wechselwirkungsmotiv in
Protein-RNA-Komplexen ist die Insertion einer a-Helix
(Abbildung 2A) oder einer flexiblen Schleifenstruktur in

Abbildung 2. Strategien der molekularen Erkennung von RNA-Molekii-
len durch Proteine, illustriert an den Beispielen eines Komplexes aus einem
Rev-Peptid und RRE-RNA (links)® und eines UlA-Protein-RNA-
Komplexes (rechts).?'®) Die RNA ist jeweils dunkelgrau, das Protein
hellgrau gezeichnet. In der rechten Abbildung ist nur das RNA-Riickgrat
in Schlauchdarstellung gezeigt. A: Die Aufweitung der tiefen Furche der
RNA durch ungepaarte Basen, nichtkanonische Basenpaare oder Basen-
tripel ermoglicht die Insertion einer a-Helix. Seitenketten von Aminosdu-
ren der a-Helix konnen Wechselwirkungen mit Basenpaaren und dem
Zucker-Phosphat-Riickgrat der RNA eingehen. B: Aromatische Seiten-
ketten an der Oberfliche von S-Faltblittern sind fiir Stapelwechselwir-
kungen mit ungepaarten Basen in RNA-Schleifen zugénglich. C: Flexible
Proteinschleifen konnen tiefer in RNA-Strukturen eindringen und
H-Briicken und ionische Wechselwirkungen, bevorzugt mit dem RNA-
Riickgrat, eingehen. Die Abbildungen wurden anhand von Atomkoordi-
naten aus der Protein Data Bank (PDB), Brookhaven, angefertigt (PDB-
Codes: 1ETF, links; 1URN, rechts).

die aufgeweitete tiefe Furche der RNA.[2 173 Ungepaarte
RNA-Regionen konnen mit zuginglichen S-Faltblittern in
Proteinen wechselwirken, wobei einzelne Basen mit den
aromatischen Seitenketten von Aminosduren Stapelwechsel-
wirkungen eingehen (Abbildung 2 B).' 17! Flexible Protein-
schleifen gehen Wechselwirkungen hauptsidchlich mit dem
Riickgrat von RNA-Molekiilen ein (Abbildung 2 C), was die
Mobilitét dieser Schleifen verringert.l7: 1731

Ein Vergleich von RNA-Komplexen kleiner Peptide mit
solchen groBerer Proteine zeigt bemerkenswerte Unterschie-
de.['’2 176, 1771 Tn Peptiden werden hiufig adaptive Konforma-
tionsdnderungen beobachtet, wihrend sich die Struktur der
gebundene RNA wenig dndert. Im Unterschied dazu passen
sich RNA-Molekiile an ihre Bindungsstellen in grolen Pro-
teinen an, die dabei selbst weitgehend unverdndert blei-
ben.
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3.2. Molekulare Details von Protein-RNA -
Wechselwirkungen

An den intermolekularen Wechselwirkungen in Protein-
RNA-Komplexen sind vor allem die Proteinseitenketten
beteiligt (ca. 90 % der Wechselwirkungen in allen Komplexen
bekannter Struktur'’®!), die hauptsichlich als H-Briicken-
Donoren fungieren. Die wichtigsten H-Briicken-Acceptoren
in RNA sind die negativ geladenen Phosphatgruppen des
Zucker-Phosphat-Riickgrats. An etwa 20 % der intermoleku-
laren Wechselwirkungen in Protein-RNA-Komplexen sind 2'-
OH-Gruppen der RNA beteiligt, ungefihr genauso oft als
H-Briicken-Donor wie als -Acceptor.l'”® An den Molekiil-
oberflichen von RNA-bindenden Peptiden und Proteinen
finden sich hdufig basische Aminosduren, wie Arginin und
Lysin, die an etwa 60 % der intermolekularen H-Briicken in
Protein-RNA-Komplexen beteiligt sind.['’*! Aminosiduren mit
sauren Seitenketten sind entsprechend selten an der Kon-
taktfliche zwischen Proteinen und RNA zu finden. Die
wichtige Rolle der Aminosdure Arginin bei Protein-RNA-
Wechselwirkungen beruht sowohl auf ihrem vielseitigen
H-Briicken-Bindungspotential als auch auf ihrer planaren
Guanidinium-Seitenkette, die zusitzliche Stapelwechselwir-
kungen mit Basen der RNA eingehen kann.

Intermolekulare Stapelwechselwirkungen konnen in Pro-
tein-RNA-Komplexen stark ausgeprigt sein, wobei eine enge
wechselseitige Verzahnungl”? von Basen der RNA und
Aminosduren des Proteins auftreten kann. Hydrophobe Teile
der RNA-Basen, die in Tripeln, Plattformen und nichtkano-
nischen Basenpaaren zugénglich werden, stehen als Ober-
flachen fiir die Bindung unpolarer Proteinseitenketten be-
reit.l'”” Die Watson-Crick-Seiten der RNA-Basen sind wich-
tige Kontaktstellen fiir H-Briicken.['”> ] Hierfiir geeignet
sind speziell die Positionen 6 und 7 der Purinbasen und die
Position 4 der Pyrimidinbasen, die sich in der tiefen Furche
helicaler RNA befinden.

Fiir die molekulare Erkennung von RNA durch ein in der
flachen Furche bindendes Peptid ist bisher nur ein einziger
Fall bekannt. Dabei bindet ein zehn Aminosduren langes
Peptid an eine RNA-Helix, wenn diese ein zentrales G- U-
Basenpaar enthilt, nicht aber wenn ein G - C-Paar vorliegt.['7’]
Dieses Beispiel demonstriert die bemerkenswerte Spezifitét
von Protein-RNA-Wechselwirkungen, die es Proteinen er-
moglicht, kleinste Strukturmerkmale der RNA, wie die
exponierte Aminogruppe eines einzelnen G-U-Paars, zu
erkennen.

Nichtkanonische Basenpaare sind generell hervorragend
geeignete Erkennungsstellen fiir Proteine in RNA-Molekii-
len.['””] Beispiele sind gescherte (sheared) G - A-Paare, deren
in Molekiildynamik(MD)-Simulationen beobachtete charak-
teristische ,,In-Plane-Breathing“-Dynamik!') die Wechsel-
wirkung funktioneller Gruppen der Basen mit Proteinseiten-
ketten erleichtert.

SchlieBlich spielen Ionen und Wasser als feste Bestandteile
der dreidimensionalen Struktur von RNA-Molekiilen!'$!! eine
wichtig Rolle bei Protein-RNA-Wechselwirkungen. Orien-
tierte Wassermolekiile finden sich héufig an den Kontaktfli-
chen von Protein-Nucleinsdure-Komplexen, wo sie durch
Auffiillen von Hohlrdumen zu einem verbesserten Oberflé-
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chenkontakt beitragen.'’®! RNA-Molekiile sind ihrem Cha-
rakter als Polyanionen enstprechend von einer grof3eren Zahl
positiv geladener Gegenionen umgeben, die mit Proteinen
um Bindungsstellen konkurrieren.['®? Proteine binden unter
Bedingungen niedriger Ionenstirke an RNA durch die
entropisch vorteilhafte Verdriangung von Kationen aus elek-
tronegativen Taschen der Nucleinsdure. Bei hohen Salzkon-
zentrationen kehrt sich dieser Prozess um, da polare inter-
molekulare H-Briicken durch die Salzionen destabilisiert
werden und eine Konkurrenz zwischen den Hydratations-
gleichgewichten der geladenen Gruppen und der freien Ionen
auftritt.M3]

4. RNA-Erkennung durch niedermolekulare
Verbindungen

Techniken fiir die Einbringung groBer, oft hoch geladener
Molekiile in Zellen und sichere virale Vektoren fiir die
Gentherapie werden in Zukunft voraussichtlich Therapiean-
sdtze ermoglichen, die den Einsatz komplexer Biomolekiile
wie Antisense- und Ribozym-RNA erfordern. Gegenwirtig
jedoch konzentriert sich die Entwicklung von Leitstrukturen
fir Therapeutika nach wie vor auf niedermolekulare syn-
thetische Verbindungen und Naturstoffe. Die folgende Dis-
kussion wird sich auf die Erkennungsprinzipien konzentrie-
ren, die den Wechselwirkungen zwischen natiirlich vorkom-
menden RNA-Molekiilen und niedermolekularen
Verbindungen zugrunde liegen. Aptamere — Nucleinsédure-
molekiile, die durch In-Vitro-Selektion (SELEX) aus Zufalls-
sequenzen erhalten wurden und Substratmolekiile mit hoher
Spezifitit und Affinitdt binden —, werden nur in einigen
wenigen Fillen besprochen. Die Beobachtung, dass in vitro
selektierte Aptamer-RNA ihre Liganden auch in vivo erken-
nen,!'® weist darauf hin, dass die Prinzipien der adaptiven
molekularen Erkennung in Aptamerkomplexen’! fiir Stra-
tegien der rationalen Entwicklung von Wirkstoffen gegen
natiirlich vorkommende RNA-Molekiile niitzlich sein konn-
ten. Aktuelle Ubersichtsartikel geben einen umfassenden
Einblick in die Selektion von Aptameren,'®! deren drei-
dimensionale Strukturenl!”” 18187 und Nutzung als Diagnos-
tika, Therapeutikal’®®! und bei der Wirkstoffentwicklung.['s”]

4.1. Prinzipien der gezielten molekularen Erkennung von
RNA-Molekiilen

Bei der Untersuchung und Beschreibung der Wechselwir-
kungen zwischen niedermolekularen Verbindungen und RNA
wurden anfangs iiberwiegend Konzepte verwendet, die be-
reits frither anhand von DNA-Komplexen entwickelt worden
waren. Daher waren Intercalatoren und Molekiile, die in den
Furchen doppelhelicaler Strukturen binden, unter den ersten
systematisch auf ihr Nucleinsdurebindungsvermogen geteste-
ten Verbindungen.!'””! Die weitgehenden Unterschiede in den
dreidimensionalen Strukturen von RNA-Molekiilen,?! die im
Vergleich zu DNA nicht auf regulire Doppelhelices be-
schrinkt sind, schrinken jedoch die Ubertragbarkeit von
DNA-Erkennungsstrategien auf RNA ein. Reguldre RNA-
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Doppelhelices sind wegen ihrer Struktureigenschaften unge-
eignet als spezifische Bindungsstellen fiir Wirkstoffe. Sieht
man vom Zusammenhang zwischen Sequenz und dreidimen-
sionaler Struktur ab, ist demnach das Konzept der Sequenz-
spezifitdt keine gute Leitlinie fiir die Suche nach Therapeu-
tika, die gegen RNA gerichtet sind.

Die spezifische Erkennung von RNA ist prinzipiell der
Erkennung von Proteinen verwandter als der von DNA.
Andererseits sind die verschiedenen Energiebeitrige zur
Bindung von Effektormolekiilen bei RNA anders zu gewich-
ten als bei Proteinen. Diese Beitrdge setzen sich zusammen
aus elektrostatischen Kriften, H-Briicken und verschiedenen
nichtkovalenten Wechselwirkungen, wie van-der-Waals-, Sta-
pel- und hydrophoben Wechselwirkungen, die durch Kom-
plementaritit von Molekiiloberflichen maximiert werden. In
den folgenden Abschnitten wird diskutiert, wie diese Krifte
die Bindung niedermolekularer Verbindungen an RNA-
Molekiile beeinflussen und wie die Entwicklung von gegen
RNA gerichteten Wirkstoffen vom gegenwirtigen Verstdnd-
nis dieser Wechselwirkungen in RNA-Komplexen profitieren
kann.

4.2. Elektrostatische Wechselwirkungen und
Metallionenbindung

Wegen des polyanionischen Charakters von RNA spielen
elektrostatische Krifte eine bedeutende Rolle fiir die inter-
molekularen Wechselwirkungen in RNA-Komplexen. Mehre-
re positiv geladene Gruppen finden sich in den meisten RNA-
bindenden Molekiilen (Abbildung 3), darunter Naturstoffe
wie die Aminoglycosid-""! und Tuberactinomycin-Antibio-
tikal! und synthetische Verbindungen, wie Aminoglycosid-
Derivate und -Mimetika,[0 4% 7% 128-132. 1921 Diphenylfurane,l’’)
Cyclophane,*” %1 Makrocyclen,® Polyamin-Acridin-Konju-
gate ™! Arginin-Derivatel* #] und Peptoid/Peptid-Oligome-
re. Die Bindungsaffinitit in RNA-Komplexen beruht ver-
starkt auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen dem
negativ geladenen RNA-Riickgrat und kationischen Grup-
pen. Welche Rolle aber spielen elektrostatische Kréfte fiir die
Vermittlung von Bindungsspezifitdt? Der Mangel an rdum-
licher Richtungsorientierung dieser Krifte ldsst sie in der
Regel als Beitrdge zur unspezifischen Bindung erscheinen.
Wie Untersuchungen der Wechselwirkung zwischen Amino-
glycosiden mit verschiedenen RNA-Molekiilen gezeigt ha-
ben, 130 34.128.129.192] ksnnen elektrostatische Krifte dennoch
die spezifische Erkennung von konformativ festgelegten
polykationischen Molekiilen an RNA-Strukturen vermitteln.
In quantitativen Experimenten mit der Oberflichenplasmon-
resonanz-Spektroskopie wurde beobachtet, dass eine zuneh-
mende Konkurrenz von ionischen Wechselwirkungen durch
Zugabe von Salz zu RNA-Aminoglycosid-Komplexen die
spezifische wie auch die unspezifische Komponente der
Bindungsaffinitdt im etwa gleichen AusmaB reduziert.'>®!
Anders ausgedriickt trdgt der elektrostatische Anteil der
Bindungsenergie erwartungsgemif zur unspezifischen Bin-
dung, aber in bemerkenswertem Umfang auch zur spezifi-
schen Bindung bei. Der spezifische Anteil elektrostatischer
Wechselwirkungen kann durch zwei Mechanismen vermittelt
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HaN* HaN+ HoN in denen negative Ladung fokussiert ist.['%!
HO 0 Hoﬁo Heﬁo Die rdumliche Verteilung der negativ ge-
HO e 1 HoN Forr o HO=T1 HN ladenen Taschen in einer RNA-Struktur
HO— Oom’NHs" ° HMNH\; HO— o o(;m’NH 5 kann fiir die spezifische Bindung von elek-
OH 5 orPH 3 OH trostatisch komplementiren Verbindungen

Yoy (NHa* HO T OH ~Obn genutzt werden.B 3% 0
ﬁ&/ 3 HN Dieses Prinzip der spezifischen Bindung
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Abbildung 3. Auswahl einiger RNA-bindender Molekiile, die verschiedene RNA-Strukturen
spezifisch erkennen (weitere Einzelheiten siche Text): natiirlich vorkommende Aminoglycosid-
Antibiotika (Neomycin B 1, Tobramycin 2);"!! vereinfachte semisynthetische Aminoglycosid-
Mimetika (3 und 4);** ¥ ein Aminol-Aminoglycosid-Surrogat (5);*!! natiirliche Tuberactino-
mycin-Antibiotika (6; R! und/oder R? sind gewdhnlich kationische Substituenten);*!! In-PRiNts
(7);®! lichtaktivierbare, RNA-schneidende Flavinderivate (8);2* ein Chinoxalin-2,3-dion (9);4]
ein 2,4-Diaminochinazolin (10);! substituierte Diphenylfurane (11);7”! Piperazinyl-Polyazacy-
clophane (12).47) Die meisten dieser Verbindungen sind bei physiologischem pH-Wert positiv
geladen. Die protonierte Form ist hier nur fiir die natiirlichen Aminoglycoside gezeigt, deren

exakte pK,-Werte bekannt sind.l?"”]

werden. Zum einen sind an den elektrostatische Wechselwir-
kungen mit RNA oft polare H-Briicken zwischen anionischen
Sauerstoffatomen als Acceptoren und positiv geladenen
H-Donor-Gruppen in den Liganden beteiligt (Abbil-
dung 4 A). Wihrend die elektrostatischen Krifte zwischen
den geladenen Atomen zur Bindungsenergie beitragen, ver-
mittelt die gerichtete Natur von H-Briicken eine rdumliche
Direktionalitdt der Wechselwirkung. Beispiele fiir solche
polaren H-Briicken sind die Kontakte zwischen Phosphat-
Sauerstoffatomen der RNA und Ammoniumgruppen der
Aminoglycoside, wie sie in den dreidimensionalen Struktu-
ren von RNA-Aminoglycosid-Komplexen gefunden wur-
den.[?2.125. 194, 195] Weiterhin erzeugt die dreidimensionale Fal-
tung der RNA-Kette in eine Anordnung von riumlich
orientierten anionischen Gruppen elektronegative Taschen,
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Messung der katalytischen Aktivitidt neben
c der Bindungsaffinitdt auch die Spezifitit
| einer Substanz bestimmt werden kann.
0 Aufbauend auf dem Befund, dass Neomy-
cin B (1 in Abbildung 3) die Selbstspal-
tungsaktivitdt des Hammerhead-Ribozyms
inhibiert, indem es mit der RNA um die

NH, NH, Bindung von katalytischen Metallionen
N konkurriert,?! wurde gezeigt, dass in Lo-
A sung Konformere von Aminoglycosiden

N NH

konformativ festgelegte Anordnungen kat-
10 ionischer Ammoniumgruppen enthalten,
die in einer geeigneten rdumlichen Orien-
tierung vorliegen, um gleichzeitig mehrere
Mg!-Tonen von ihren Bindungsstellen in
den elektronegativen Taschen der Ham-
merhead-Struktur zu verdringen (Abbil-
dung 4 C).*¥! Ergebnisse aus MD-Simula-
tionen von Hammerhead-Aminoglycosid-
Komplexen weisen darauf hin, dass die
Ammoniumgruppen der Aminoglycoside
die Wechselwirkung der Mg'-Ionen mit
der RNA bis in atomare Details nachahmen
konnen (Abbildung 5 A, B).

Experimentelle  Untersuchungen an
Hammerhead-Komplexen mit Aminogly-
cosid-Derivaten, in denen die Zahl, die
Basizitdt oder die Flexibilitdt der Ammo-
niumgruppen systematisch moduliert wur-
den,128.192] stiitzen das Modell der strukturellen elektrosta-
tischen Komplementaritit.?*! Die inhibitorische Aktivitit ist
verstdrkt, wenn entweder die Zahl oder die Ladungsdichte
der Ammoniumgruppen in den Aminoglycosiden erhoht
wurde. P03 1921 Die Bindungsspezifitdt der Aminoglycoside
ist vermindert, wenn die konformative Fixierung der Mole-
kiilstruktur durch Ersatz eines der Ringe durch eine flexiblere
aliphatische Seitenkette mit einer oder mehreren Amino-
gruppen verringert wurde (Verbindungen 3 und 4 in Abbil-
dung 3).01281

Das Konzept der elektrostatischen Komplementaritdt wur-
de erfolgreich zur Erkldarung der strukturellen Grundlagen
der Inhibition der selbstspleiBenden Gruppe-I-Introns durch
Aminoglycoside verwendet.”” Fiir die Katalyse benétigte
Mg!-Ionen konnen aus dem katalytisch aktiven Zentrum
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Abbildung 4. Einige Prinzipien der molekularen Erkennung von RNA
durch niedermolekulare Verbindungen, illustriert anhand schematischer
Darstellungen eines Komplexes aus 16S-A-Stellen-RNA und Paromomy-
cin (links oben und rechts)!'"” und eines Hammerhead-RNA-Neomycin-
Komplexes (unten links).*l Die RNA ist dunkel gezeichnet und in den
linken Abbildungen als Schlauch dargestellt. Der Ligand ist hellgrau
gezeichnet, in den linken Abbildungen in Stabdarstellung, rechts als
raumfiillendes Oberflichenmodell. A: Zwischen polaren Donor- und
Acceptor-Gruppen im Liganden und der RNA konnen sich H-Briicken
bilden. Héufig sind negativ geladene Phosphatgruppen des RNA-Riick-
grats als Acceptoren in H-Briicken mit kationischen Substituenten (hier:
Ammoniumgruppe) der niedermolekularen Verbindung beteiligt. B:
Flache, aber nicht notwendigerweise ideal planare hydrophobe Molekiil-
fragmente, wie der hier gezeigte Zuckerring, stehen fiir Stapelwechselwir-
kungen mit Basen der RNA zur Verfligung. C: Niedermolekulare
Verbindungen konnen aufgrund struktureller elektrostatischer Komple-
mentaritdt kationische Gruppen in eine prizise rdumliche Orientierung
bringen, die der Anordnung der Metallionen-Bindungstaschen in RNA-
Strukturen entspricht. In der vorliegenden Abbildung wurde eine Kon-
formation von Neomycin in Losung so an die Kristallstruktur der
Hammerhead-RNA angedockt, dass die positiv geladenen Ammonium-
gruppen des Antibiotikums in Richtung der kristallographisch bestimmten
Mg!-Bindungsstellen (Kugeln) weisen (Pfeile). D: Die Komplementaritit
zwischen den Kontaktflichen der niedermolekularen Verbindung und der
RNA maximiert die intermolekularen van-der-Waals-Wechselwirkungen
und trédgt zur Spezifitit der Bindung bei. Die Teilabbildungen links oben
und rechts wurden mit Koordinaten aus der Brookhaven Protein Data
Bank angefertigt (PDB-Code 1A3M). Die Abbildung links unten wurde
aus Lit. [33] mit Verdnderungen iibernommen.

eines Gruppe-I-Introns durch Andocken von Losungskon-
formeren von Neomycin B verdriangt werden.

Wihrend die direkte Beteiligung von Metallionen an der
Funktion von RNA auf Ribozyme beschriankt sein mag, bietet
die Rolle von Kationen bei der Stabilisierung der dreidimen-
sionalen Struktur vermutlich aller RNA-Molekiile eine all-
gemeine Strategie, um niedermolekulare Verbindungen durch
positiv geladenene Gruppen in Metallionen-Bindungstaschen
der RNA spezifisch zu verankern. Ein hierarchisches Ver-
fahren zur theoretischen Untersuchung von RNA-Wirkstoff-
Wechselwirkungen wurde entwickelt, mit dem zunéchst die
elektronegativen Taschen einer RNA-Struktur berechnet!!]
und dann, auf der Grundlage von struktureller elektrostati-
scher Komplementaritdt, Andockstellen fiir kationische Ver-
bindungen vorhergesagt werden konnen. 1! Diese Vorher-
sagemethode wurde zur Konstruktion von Komplexen zwi-
schen HIV-1-TAR-RNA und Aminoglycosiden verwendet,
mit denen der experimentell gesicherte allosterische Mecha-
nismus, iiber den Neomycin die Dissoziation von Tat-TAR-
Komplexen bewirkt,*! auf molekularer Ebene erklirt wer-
den konnte.P%
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Abbildung 5. Im Hammerhead-Ribozym kénnen Mg'"-Ionen von ihren in
der Kristallstruktur®®l bestimmten Bindungspositionen (A) durch Ammo-
niumgruppen von Aminoglycosiden verdrangt werden, deren Wechselwir-
kungen mit der RNA den Wechselwirkungen der Metallionen bis in
atomare Details gleichen (B).[*¥l Wassermolekiile (schwarze Kugel-Stab-
Modelle) vermitteln eine gewisse Plastizitit der Bindung. C: Eine
vorgeschlagene wasservermittelte Wechselwirkung zwischen einer Hydro-
xygruppe des Liganden (Stabdarstellung) und dem N7-Atom eines
Adenins der RNA (Schlauchdarstellung) in der dreidimensionalen Struk-
tur eines Komplexes aus Tobramycin und Aptamer-RNA in Losung.!']
Die Abbildungen A und B wurden mit Verdnderungen aus Lit.[33]
tibernommen. Die Abbildung C wurde anhand von Koordinaten angefer-
tigt, die freundlicherweise von D. J. Patel zur Verfiigung gestellt wurden.

4.3. H-Briicken und wasservermittelte Wechselwirkungen

Die Untersuchung des H-Briicken-Bildungsvermégens ein-
zelner Atome in Protein-RNA-Komplexen (siche Ab-
schnitt 3.2) gelten entsprechend fiir Komplexe aus RNA und
niedermolekularen Verbindungen. Wie schon angedeutet
konnen polare H-Briicken vor allem zwischen Phosphatgrup-
pen des RNA-Riickgrats als Acceptoren und Wasserstoff-
atomen der niedermolekularen Verbindung bedeutend zur
Bindung zwischen RNA und Wirkstoffen beitragen. Ein
GroBteil der vorhandenen Daten iiber H-Briicken-Bildung
in RNA-Wirkstoff-Komplexen stammt aus Untersuchungen
von RNA-Aminoglycosid-Komplexen,?®! darunter NMR-
Studien von  Aminoglycosiden, die an Aptamer-
RNAI94 195,201l ynd an Oligonucleotide, die aus der eubakte-
riellen rRNA-A-Stelle abgeleitet wurden,['?> 1241251 gebunden
sind.

Experimentell bestimmte dreidimensionale Strukturen von
RNA-Aminoglycosid-Komplexen zeigen, dass sowohl die
Ammonium- wie auch die Hydroxygruppen der Wirkstoffe
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als H-Briicken-Donoren iiberwiegend mit Sauerstoffatomen
der RNA-Phosphatgruppen (Abbildung 4 A) und mit den N7-
und O4-Atomen von Purinen bzw. Uridin in Wechselwirkung
treten.[122 124,125, 194,195, 2011 Ahpliche Wechselwirkungen wur-
den in Modellkomplexen aus dem Andocken von Aminogly-
cosiden an RNA-Molekiile beobachtet.? 221

Die sterochemische Vielfalt der Substitutionsstellen fiir
Ammonium- und Hydroxygruppen in Aminoglycosiden und
deren beschrdnkte konformativer Flexibilitdt bieten vielfalti-
ge Moglichkeiten, um H-Briicken-Donoren rdaumlich so zu
orientieren, dass ein enges Netz von H-Briicken zur spezi-
fischen Erkennung von RNA-Strukturen entsteht. Die spe-
zielle Eignung der Aminoglycoside fiir die Erkennung von
RNA-Molekiilen spiegelt sich in dem breiten Spektrum von
RNA-Zielstrukturen wider, die jeweils spezifisch einzelne
Aminoglycosid-Derivate mit hoher Affinitdt binden. Daher
wurde vorgeschlagen, die grundlegenden Zuckerbausteine
der Aminoglycoside als Synthone fiir die Entwicklung von
gegen RNA gerichteten Wirkstoffen zu verwenden.?! Die
Aminoglycosid-Bausteine wurden sowohl durch konventio-
nellel'? 1291311 3]s auch durch kombinatorischel” 3% Synthe-
semethoden vereinfacht, um synthetisch leicht zugidngliche
Kohlenhydratmimetika zu erhalten (3 und 4 in Abbil-
dung 3).1132.203]

Die Bildung von H-Briicken mit der 2-Aminogruppe eines
Guanins ist vermutlich fiir die Erkennung von G - U-,,Wob-
bel“-Basenpaaren in der flachen Furche durch ein kurzes
Peptid verantwortlich.!””l In einer dhnlichen Wechselwirkung
vermittelt eine H-Briicke zwischen der 2-Aminogruppe eines
Guanins und einer Carbonylgruppe eines Isoalloxazinrests
die spezifische Erkennung eines G-U-Paars in der flachen
Furche von RNA durch lichtaktivierbare, RNA-spaltende
Flavinderivate (8 in Abbildung 3).[204 203

Wassermolekiile kénnen an der H-Briicken-Bildung in
Komplexen niedermolekularer Verbindungen mit RNA be-
teiligt sein, wie im Falle eines RNA-Aptamer-Tobramycin-
Komplexes, in dem eine wasservermittelte H-Briicke zwi-
schen einer Hydroxygruppe des Aminoglycosids und einem
N7-Atom eines Adenins moglich ist (Abbildung 5C).1%
Auch in MD-Simulationen von Hammerhead-RNA-Amino-
glycosid-Komplexen wurden solche wasservermittelten
Wechselwirkungen zwischen niedermolekularen Verbindun-
gen und RNA, bevorzugt zu Phosphatgruppen und zu N7-
Atomen von Purinen beobachtet (Abbildung 5B).[*!

4.4. Stapelung und Intercalation

Die Basen von RNA-Molekiilen stehen als Oberflédchen fiir
Stapelwechselwirkungen zur Verfiigung, deren Grundlage
hydrophobe Effekte, wie der Ausschluss von polaren Lo-
sungsmittelmokekiilen aus der unpolaren Umgebung der
Oberflachen, van-der-Waals-Wechselwirkungen und Wech-
selwirkungen zwischen aromatischen m-Elektronensystemen
sind.?%! Das ganze Spektrum dieser Wechselwirkungen trigt
zur klassischen Intercalation planarer aromatischer Reste
zwischen die Basenpaare von Nucleinsduren bei. Eine Reihe
von Antibiotika und Tumortherapeutika binden durch diesen
Mechanismus an doppelstringige DNA.?Y Verschiedene
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Klassen von DNA-Intercalatoren wurden auf ihr RNA-
Bindungsvermogen hin untersucht,?®®! wobei sich zeigte, dass
die meisten der an DNA bindenden Molekiile auch in
A-Form-RNA-Duplexe intercalieren.' Die Wechselwirkun-
gen sowohl von klassischen Intercalatoren wie EthidiumP*!
als auch von Molekiilen, die partiell in einzelstringige
Basenstapel intercalieren (,,bookmarking*) wie Kupfer-Phen-
anthrolin,?'% wurden in modellierten Komplexen von HIV-
TAR und tRNA untersucht.

Die klassische Intercalation ist aufgrund der physikalischen
Natur der beteiligten Wechselwirkungskriifte relativ unspezi-
fisch. In einem Ansatz zur rationalen Wirkstoffentwicklung
gegen den HIV-Tat-TAR-Komplex wurden die In-PRiNts
(inhibitor of protein-ribonucleotide sequences;*! 7 in Abbil-
dung 3) entwickelt, in denen ein aromatischer Acridinrest, der
Stapelwechselwirkungen vermitteln soll, und eine flexible
polykationische Seitenkette, die elektrostatische Wechselwir-
kungen eingehen kann, iiber eine aliphatische Briicke ver-
bunden sind. Obwohl dieser Ansatz eine Reihe vielverspre-
chender Tat-TAR-Inhibitoren lieferte, zeigten sich grof3e
Aktivititsunterschiede zwischen verschiedenen Verbindun-
gen, die nicht aufgrund einfacher Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen erklirt werden konnten.[*! Dies deutet darauf hin,
dass zusétzliche Randbedingungen, wie eine festgelegte kon-
formative Flexibilitdt die Inhibitorspezifitdat erhhen konnten.
Fiir die Klasse der In-PRiNts wurde eine Stapelwechselwir-
kung mit der RNA vorgeschlagen, die sich von klassischer
Intercalation dadurch unterscheidet, dass zusitzliche H-Briik-
ken zwischen dem substituierten Acridinrest und RNA-
Basenpaaren gebildet werden.[*] Nichtklassische Intercala-
tion wurde auch als Bindungsmodus synthetischer Diphenyl-
furan-Kationen (11 in Abbildung 3) diskutiert, die selektiv die
Bindung des HIV-Rev-Proteins and die RRE-RNA inhibie-
ren.[”!

Vor kurzem wurde iiber die spezifische Inhibition der HIV-
Tat-TAR-Wechselwirkung durch Derivate von Chinoxalin-
2,3-dion und 2,3-Diaminochinazolin (9 bzw. 10 in Abbil-
dung 3) berichtet, die einen internen ungepaarten Basenbe-
reich bzw. eine Haarnadelschleife der TAR-RNA erken-
nen.*l Obwohl detaillierte Strukturmodelle der Komplexe
zwischen TAR und diesen Verbindungen nicht verfiigbar sind,
ist es wahrscheinlich, dass Stapelwechselwirkungen zur RNA-
Affinitdt beitragen, da beide Molekiile flache aromatische
Gruppen enthalten. Ferner spielt vermutlich die Bildung
zusitzlicher H-Briicken in der Intercalationsebene, dhnlich
wie bei den In-PRiNts, eine Rolle fiir die RNA-Bindung, da in
den Chinoxalindionen und Diaminochinazolinen einige po-
tentielle H-Briicken-Donor- und -Acceptorgruppen vorlie-
gen. Kombinierte Wechselwirkungen, wie in den In-PRiNts,
Diphenylfuranen, Chinoxalindionen und Diaminochinazoli-
nen, erhohen die Spezifitdt der Intercalation, wie die haufige
Kombination von Stapel- und H-Briicken-Wechselwirkungen
als Grundlage der spezifischen Ligandenerkennung in RNA-
Aptamer-Komplexen beweist.[”’]

Hinreichend planare unpolare Molekiilfragmente konnen
iiber klassische Intercalation hinaus an einer allgemeineren
Art der Stapelwechselwirkung beteiligt sein, die durch van-
der-Waals- und hydrophobe Effekte stabilisiert wird. Spekta-
kuldre Beispiele dafiir finden sich in den dreidimensionalen
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Strukturen der Komplexe von Paromomycin und Gentamicin
mit einem A-Stellen-Oligonucleotid,?> >l und von Tobra-
mycin mit einer Aptamer-RNA, [ in denen Stapelwechsel-
wirkungen zwischen der weniger polaren Seite eines Zucker-
Sechsrings der Aminoglycoside und einer Purinbase bestehen
(Abbildung 4B). Die umgekehrte — vermutlich weniger
stabile — Situation eines flachen aromatischen Molekiils, das
Stapelwechselwirkungen mit dem Zuckerring einer Ribose in
RNA eingeht, kommt im Modell eines Komplexes zwischen
einem lichtaktivierbaren Flavinderivat (8 in Abbildung 3) und
einer RNA-Helix vor.?®! Die Stapelung des Isoalloxazinrests
mit einer Ribose orientiert das Flavinmolekiil so, dass eine
Carbonylgruppe des Liganden eine H-Briicke mit der freien
2-Aminogruppe eines Guanins in einem G-U-Paar bilden
kann.

4.5. Molekulare Oberfléiichenkomplementaritiit und
konformative Anpassung

Eine der stdrksten Triebkréfte der Bildung biomolekularer
Komplexe ist die Komplementaritdt von Molekiiloberfldachen,
durch die hohe Bindungsaffinitdt und spezifische Liganden-
erkennung vermittelt werden. Die dreidimensionalen Struk-
turen von RNA-Aptamer-Komplexen belegen dies eindrucks-
voll.l'77.186. 1871 Fine Eigenschaft der Aptamere ist die fast
vollstindige FEinkapselung des Liganden im Inneren der
RNA. Beispielsweise werden in einem Tobramycin-Apta-
mer-Komplex 75 % der Oberflache des Aminoglycosids von
der RNA-Struktur umschlossen.["" Die Bindung von Ligan-
den an RNA-Aptamere ist normalerweise mit groBeren
Konformationsdanderungen in der Nucleinsdure verbunden,
die sich an das Substrat anpasst.['”% 187]

Die molekulare Oberflichenkomplementaritdt zwischen
der RNA und einem Wirkstoff ist im Falle natiirlicher RNA-
Molekiile vermutlich schwerer zu erreichen, da diese, im
Unterschied zu Aptameren, nicht evolutionidr auf die spezi-
fische Bindung an eine bestimmte niedermolekulare Verbin-
dung selektiert wurden. Es wurde beobachtet, dass in
Aminoglycosid-Komplexen natiirlicher RNA-Molekiile ein
erheblich geringerer Anteil der Molekiiloberfliche der Li-
ganden durch RNA umschlossen wird als in den entspre-
chenden Komplexen mit Aptameren.’”! Dennoch besteht in
Komplexen der eubakteriellen ribosomalen A-Stelle mit
Aminoglycosiden eine relativ gute Komplementaritit zwi-
schen den Oberflichen von RNA und Liganden (Abbil-
dung 4D).[122’ 125]

Oberflichenkomplementaritdt kann die Grundlage prizi-
ser Bindungsstellenselektion sein, wie im Falle eines lichtak-
tivierbaren RNA-spaltenden Phenanthrolin-Rhodium-Kom-
plexes, der selektiv an G - U-Paare in doppelstriangigen RNA-
Regionen bindet und diese schneidet.!!!

Die Bindung von Liganden an RNA kann geringfiigige
Konformationsdnderungen verursachen, wie in A-Stellen-
Oligonucleotiden,['”! oder solche groBeren AusmaRes, wie bei
der Wechselwirkung zwischen HIV-TAR-RNA und Arginin-
amid.®? Eine vielversprechende Strategie zur Entwicklung
von gegen RNA gerichteten Wirkstoffen ist die Suche nach
Effektoren, die durch die Bindung an eine RNA einen fiir die
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biologische Funktion der Nucleinsdure notwendige Konfor-
mationsdnderung verhindern. Das Thiazol enthaltende Pep-
tid-Antibiotikum Thiostrepton bindet an eine komplexe
Struktureinheit im konservierten GTPase-Zentrum eubakte-
rieller 23S-TRNA und stabilisiert dadurch einen tertidren
Kontakt, dessen Flexibilitét essentiell fiir die Wechselwirkung
der RNA mit dem ribosomalen L11-Protein ist.313] Die
rationale Entwicklung solcher Wirkstoffe, die auf die Flexi-
bilitdit von RNA-Molekiilen Einfluss nehmen, erfordert eine
detaillierte Kenntnis der dreidimensionalen Struktur und
Funktion des jeweiligen RNA-Zielmolekiils. Aufgrund um-
fangreicher Modellierungs- und Simulationsuntersuchungen
wurde vorgeschlagen, dass der allosterische Mechanismus,
durch den Neomycin B eine Dissoziation von HIV-Tat-TAR-
Komplexen verursacht,'”! auf einer konformativen Arretie-
rung beruht, bei der das Aminoglycosid die TAR-RNA in
einer Form stabilisiert, die eine niedrige Affinitit fiir Tat
aufweist.[?!

SchlieBlich wird eine weitgehende Oberflichenkomple-
mentaritdt in RNA-Liganden-Komplexen durch fest gebun-
dene Wassermolekiile ermdoglicht, wie sie auch hiufig in
Komplexen von Proteinen mit niedermolekularen Verbin-
dungen gefunden werden.?'?l Wassermolekiile ermdglichen
durch Umorientierung eine gewisse Plastizitdt der H-Briik-
ken-Bildung (siche Abschnitt 4.3) und fiillen Hohlrdume an
der Kontaktfliche des Komplexes auf. Um Informationen
iiber die Positionen fest gebundener Wassermolekiile fiir die
rationale Wirkstoffentwicklung zu nutzen, miissen bevorzugte
Wasserbindungsstellen durch Kristallstrukturanalyse,?'! spe-
zielle  NMR-Techniken?'¥! und MD-Simulationen®"! be-
stimmt werden.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die zunehmende Aufkldarung zahlreicher pathologischer
Prozesse, bei denen RNA-Molekiile Schliisselrollen spielen,
zeigt, dass RNA ein hervorragendes potentielles Ziel fiir
therapeutische Wirkstoffe ist. Niedermolekulare Verbindun-
gen konnen die Funktionen von RNA durch eine Reihe von
Mechanismen beeinflussen. Durch Bindung an ein RNA-
Strukturelement konnen Wirkstoffe die Konformation oder
Flexibilitdt der RNA verdndern und dadurch deren Wechsel-
wirkung mit Proteinen verhindern oder die Protein-RNA-
Bindung sogar noch verstirken. RNA-bindende Wirkstoffe
konnen also Prozesse auslosen, die entweder die Bildung oder
die Dissoziation von Protein-RNA-Komplexen erfordern.
Herausragende Beispiele dafiir liefern die Aminoglycosid-
Antibiotika und Thiostrepton, die auf die Funktion von
Protein-RNA-Komplexen Einfluss nehmen indem sie deren
Bildung verhindern (Aminoglycoside) oder die Konformation
der RNA-Komponente fixieren (Thiostrepton). Eine weitere
Klasse von gegen RNA gerichteten Wirkstoffen konnte als
Kontaktflichen-Inhibitoren die Bindung von Proteinen an
RNA direkt verhindern.

Aus der vollstindigen Sequenzierung des menschlichen
Genoms ist eine sprunghafte Zunahme der Zahl potentieller
Zielmolekiile fiir die pharmakologische Therapie zu erwar-
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ten, darunter RNA-Transkripte und deren verschieden pro-
zessierte aktive Formen. Die extrem grofle Zahl moglicher
RNA-Zielmolekiile erfordert wirkungsvolle neue Ansitze
des Hochdurchsatz-Screenings (HTS) zur Identifizierung
niedermolekularer Verbindungen, die RNA-Funktionen be-
einflussen konnen. Die Weiterentwicklung von Leitstruktu-
ren, die durch HTS gefunden wurden, in hochspezifisch an
RNA-Zielmolekiile bindende Wirkstoffe ist kaum vorstellbar
ohne ein detailliertes Verstidndnis der molekularen Erken-
nung dreidimensionaler RNA-Strukturen. Dieses Wissen
stammt aus Strukturuntersuchungen von RNA-Molekiilen
und deren Komplexen mit Proteinen und niedermolekularen
Verbindungen durch Kristallstrukturanalyse und NMR-Spek-
troskopie. Das sich gegenwirtig rasch vertiefende Verstandnis
der dreidimensionalen Struktur und Funktion von RNA aus
der Anwendung dieser Analysemethoden auf Nucleinséduren
und deren Komplexe bildet die Grundlage fiir die Entwick-
lung spezifischer gegen RNA gerichteter Wirkstoffe.

Auf der Struktur basierende Ansitze sind unabdingbar, um
durch HTS identifizierte Verbindungen weiter zu Wirkstoffen
zu entwickeln, insbesondere dann, wenn die selektive Wir-
kung dieser Verbindungen auf kleinsten Unterschieden
zwischen den RNA-Zielmolekiilen von Pathogenen und
denen des Menschen beruht.

Gegenwirtig mogen unsere Auffassungen der rationalen
Wirkstoffentwicklung noch von der Proteinwelt beherrscht
sein, was einige der Schwierigkeiten auf der Suche nach RNA-
bindenden Wirkstoffen erklidrt, nachdem Methoden zur
Untersuchung von Protein-Zielmolekiilen nur begrenzt auf
RNA iibertragbar sind. Genauso wie neue experimentelle
Werkzeuge zur Analyse von RNA entwickelt worden sind,
bediirfen auch theoretische Methoden fiir die Untersuchung
von RNA und ihrer Wechselwirkungen neuartiger Ansitze.
Anfingliche Erfolge zeigen sich bereits in der rationalen
Entwicklung und Synthese neuartiger gegen RNA gerichteter
Verbindungen.

Fiir die intermolekularen Wechselwirkungen von Proteinen
und RNA gelten dieselben physikalischen Gesetze. Das
Beispiel der elektrostatischen Kréfte zeigt jedoch, dass der
Beitrag einzelner energetischer Komponenten im Vergleich
zwischen Proteinen und RNA verschoben ist, was eine
prazisere theoretische Beschreibung erfordert. Die gegen-
wirtig entwickelten Neuerungen bei Rechenalgorithmen,
experimentellen Techniken zur Analyse von RNA-Komple-
xen durch Kristallographie oder NMR-Spektroskopie sowie
neue Ansitze des Molekiildesigns werden von auflerordent-
lichem Nutzen fiir die auf der Struktur beruhende Entwick-
lung von Wirkstoffen sein, unabhingig davon, ob die Zielmo-
lekiile RNA oder Proteine sind.

Obwohl versucht wurde, die bis September 1999 verfiigbare
Literatur zu beriicksichtigen, ist die Auswahl der Literatur-
zitate notwendigerweise subjektiv, und ich bitte um Nachsicht
fiir etwaige iibersehene Beitrige. Ich danke Dinshaw J. Patel
fiir seine Unterstiitzung und Diskussionsbereitschaft sowie Eric
Westhof, Eugene Skripkin und Seema Qamar fiir hilfreiche
Kommentare. Besonders bedanke ich mich bei meiner Frau
Tatjana Singer fiir die kritische Durchsicht des Manuskripts
und zahlreiche wertvolle Verbesserungsvorschlige. Eigene
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Forschungsarbeiten des Autors zum Thema dieses Aufsatzes
im Labor von D.J.P. werden von den NIH gefordert (GM-
54777).
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