Kurzaufsdtze

Chemie der Systeme

DOI: 10.1002/ange.200702552

Der Weg zu nichtenzymatischen molekularen
Netzwerken
Zehavit Dadon, Nathaniel Wagner und Gonen Ashkenasy*

Chemie der Systeme - Minimale Selbstreplikation -
Selbstorganisierte Netzwerke -
Templatunterstiitzte Katalyse

Dieser Kurzaufsatz gibt einen Uberblick iiber aktuelle Fortschritte
auf dem Gebiet der Konstruktion und der Analyse von chemischen
Systemen, die templatgelenkte autokatalytische und kreuzkatalytische
Vorginge als Mittel zum Verkniipfen dynamisch wechselwirkender
Molekiile einsetzen. Dabei werden synthetische Netzwerke aus zwei
bis neun replizierenden Einheiten erortert, und es wird gezeigt, dass
bei grofieren Systemen mehr katalytische Wege beeinflusst werden
miissen, um die Gesamttopologie des Netzwerks und die Funktiona-
litdt der einzelnen Einheiten oder Unternetzwerke zu beherrschen. Die
Zellbiochemie ist ein Beispiel fiir ein natiirliches funktionales mole-
kulares Netzwerk. Synthetische selbstorganisierte Netzwerke konnen

rung von zelluldren Netzwerken wer-
den gegenwirtig in den Berichten tiber

zusdtzliche Modelle fiir komplexere Systeme bereitstellen.

1. Einfiihrung

Viele Systeme sind aus Netzwerken miteinander verbun-
dener Einheiten aufgebaut. Solche Netzwerke mit sehr un-
terschiedlichen Grofen, MaBstiben und Funktionalititen
(beispielsweise biochemische, 6kologische und 6konomische
Netzwerke oder auch Geriistkonstruktionen) haben viele
Organisationsmerkmale gemeinsam.!! Biochemische Netz-
werke, die das Zellverhalten steuern, konnen als Denkmo-
delle fiir die Entwicklung von funktionalen molekularen
Netzwerken dienen. Deren Verhalten folgt aus einem kom-
plizierten Geflecht von Wechselwirkungen zwischen zahlrei-
chen Bestandteilen, z.B. DNA, RNA, Proteinen und nieder-
molekularen Verbindungen. Zellen setzen Signalwege und
Regelmechanismen ein, um mannigfaltige Vorginge zu ko-
ordinieren und die Anpassung an eine sich stidndig dndernde
Umgebung zu erméglichen. Die gro3e Zahl der Bestandteile,
die gegenseitige Abhingigkeit und die komplizierte Steue-
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integrierte Genom- und Proteomana-
lysen offenkundig.

Chemiker und Molekularbiologen
haben in den vergangenen Jahren ver-
sucht, einfache dynamische molekula-
re Netzwerke aufzubauen und zu ana-
lysieren. Dabei erwies sich die Zellbiochemie als ein natiirli-
ches Beispiel fiir funktionale Netzwerke. Rational entworfe-
ne selbstorganisierte synthetische Netzwerke stellen zusétz-
lich niitzliche Modelle bereit, um das Verhalten komplexer
Systeme zu studieren. Die intermolekularen Wechselwir-
kungen und dynamischen Vorgénge in synthetischen Netz-
werken konnen einfacher gesteuert und beeinflusst werden
als jene der robusten zelluldren Netzwerke. Netzwerke aus
nichtnatiirlichen Spezies konnen neue Verhaltensmuster zei-
gen, die in natiirlichen Systemen nicht beobachtet werden.
Dariiber hinaus konnen synthetische Netzwerke — in Theorie
und Praxis — gleichzeitig mehrere Aufgaben ausfithren, wie
etwa die templatunterstiitzte Katalyse oder Reizaufnahme.

Der Kurzaufsatz behandelt die Rolle der templatgelenk-
ten intermolekularen Autokatalyse und Kreuzkatalyse beim
Aufbau von Netzwerken dynamisch wechselwirkender Mo-
lekiile. Synthetische Netzwerke, die durch Replikation von
Molekiilen (oder Molekiilteilen) wirken, haben im Zusam-
menhang mit frithen molekularen Evolutionsstadien und der
Entstehung des Lebens beachtliche Aufmerksamkeit gefun-
den. Die Entwicklung und Analyse von minimalen autoka-
talytischen Systemen ist in mehreren Aufsidtzen beschrieben
worden.”! Diese Forschungsarbeiten werden wir nur in der
Einleitung kurz anreiflen, um die funktionalen chemischen
Einheiten von Netzwerken vorzustellen und die kinetischen
Parameter aufzuzeigen, die fiir verschiedene Gesichtspunkte

S IWILEY
< (TR,

) InterScience’

6221



Kurzaufsdtze

6222

der Netzwerkfunktionalitédt wichtig sind. Danach werden die
Fortschritte auf dem Gebiet nicht chronologisch, sondern mit
Bezug auf die Komplexitit von nichtenzymatischen katalyti-
schen Netzwerken hervorgehoben, um zu zeigen, wie die Zahl
an katalytischen Wegen mit zunehmender Systemgrofie an-
steigt. Diese Wege miissen gesteuert werden, um eine spezi-
fische Funktionalitit der Gesamttopologie des Netzwerks,
der Beziehungen von Unternetzwerken und der einzelnen
katalytischen Wege zu erzielen.

1.1. Minimale selbstreplizierende Systeme

Die Selbstreplikation von synthetischen Molekiilen kann
als vereinfachte Version des komplizierten, vielstufigen Vor-
gangs angesehen werden, der identische Kopien von Makro-
molekiilen in Zellen hervorbringt. Es sind bereits minimale
selbstreplizierende Systeme untersucht worden, die Nuclein-
sauren (DNAPF! und RNA™), Peptide,” Protein-Nucleinsiu-
re-Kombinationen® und niedermolekulare organische Ver-
bindungen betreffen.”>” In jedem Zyklus des Selbstreplika-
tionsvorgangs bindet das replizierende Molekiil (T) die kiir-
zeren Molekiile A und B, die zugleich seine eigenen Frag-
mente sind, unter Bildung des terndren Komplexes A-B-T,
bringt ihre reaktiven Enden in Nachbarschaft zueinander und
ermoglicht so die kovalenten Verkniipfung (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Ein autokatalytischer Zyklus. Autokatalyse wurde mit
DNA, RNA, Peptiden und abiotischen Verbindungen nachgewiesen.
Die Leistungsfihigkeit des Systems hingt von der Neigung des Temp-
lats T und seiner Fragmente, den Komplex A-B-T zu bilden, und von
der Dissoziationsgeschwindigkeit des Katalysator-Produkt-Dimers T-T
ab. Die vier angefiihrten Verbindungsklassen sind verwendet worden,
um binidre oder groflere Netzwerke aufzubauen.

Die Kupplung von A und B ergibt eine weitere Kopie von T.
AnschlieBend trennt sich der Templat-Produkt-Komplex T-T
in zwei Kopien von T, die in den néchsten Replikationszyklus
eintreten konnen.

Abbildung 2a zeigt den Reaktionsmechanismus der
Selbstreplikation. Dieses Modell gentigt im Allgemeinen fiir
die Beschreibung der autokatalytischen Selbstreplikation.”!
Es ist aber auch ein vollstdndiges kinetisches Modell entwi-
ckelt worden, um weite Bereiche des Verhaltens unter ver-
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schiedenen Bedingungen zu erkliren.”! Abbildung2b zeigt
die kinetischen Profile fiir zwei Extremfille, ndmlich die pa-
rabolische und die exponentielle Replikation. Fiir die Her-
stellung eines leistungsfihigen autokatalytischen Systems
miissen mehrere Parameter optimiert werden. Zunéchst
sollte das Templat T eng und selektiv an die Substrate Aund B
binden, um eine wesentliche Population des Intermediats A-
B-T zu ergeben. Zweitens sollte der Verkniipfungsschritt, der
den Komplex A-B-T in den Komplex T-T umwandelt, von
dem Templat im Vergleich zu der templatfreien Reaktion
gefordert werden. Und drittens sollte das Produkt bereitwillig
freigesetzt werden, um Katalysatormolekiile fiir die nachfol-
genden Zyklen zu liefern.

Die Leistungsfiahigkeit der Replikation wird iiblicher-
weise durch zwei kinetische Parameter beschrieben:-¥ ¢,
das Verhiltnis zwischen der templatunterstiitzten und der
templatfreien Verkniipfungsreaktion, und den Ordnungspa-
rameter p, der die Produktbildungsrate mit der (gesamten)
Produktkonzentration hoch p in Beziehung stellt. Der Para-
meter p wird aus einer logarithmischen Auftragung der An-
fangsreaktionsgeschwindigkeit gegen die Anfangskonzentra-
tion des Templats experimentell bestimmt (Abbildung 2c¢).
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Abbildung 2. a) Ein einfacher Reaktionsmechanismus fiir einen autoka-
talytischen Vorgang.®! b) Kinetische Profile des parabolischen und ex-
ponentiellen Wachstums selbstreplizierender Molekiile. Die beiden
Kurven wurden durch Simulation mit Parametern aus Peptidreplika-
tionsexperimenten, einschlielich einer langsamen templatfreien Bil-
dung von T und Impfmengen von 0.1 Mol-%, erhalten. Das gewiinsch-
te exponentielle Wachstum wird tiblicherweise bei einer schnellen Dis-
soziation von T-T beobachtet. Die beiden Vorgange wurden mit einem
tausendfachen Unterschied des Dissoziationsparameters k, simuliert.
c) Eine doppeltlogarithmische Auftragung der Anfangsproduktbil-
dungsgechwindigkeit gegen den Zusatz an Templat T als Ergebnis ei-
ner Simulation mit den unter (b) beschriebenen Parametern. Wie bei
der Analyse der experimentellen Ergebnisse entsprechen die Anstiege
p-Werten um 0.5 und 1 fiir parabolisches bzw. exponentielles Wachs-
tum.

Der grofStmogliche Wert, p =1, entspricht einer schnellen
Trennung von T-T, die eine exponentielle autokatalytische
Verstiarkung ermoglicht, wihrend p=0.5 einer langsamen,
geschwindigkeitsbestimmenden Trennung des Komplexes T-
T entspricht, also einer Produkthemmung, was zu einem pa-
rabolischen Wachstum fiihrt.”! In einer theoretischen Arbeit
iiber minimale Replikatoren erlduterte von Kiedrowski ver-
schiedene Fille von schwachem und starkem exponentiellem
Wachstum, die von den Systembedingungen und den Ge-
schwindigkeitskonstanten abhingen.®! Die meisten unter-
suchten Systeme replizierten sich parabolisch, einige speziell
entworfene!'” oder ausgewihlte!'!! Systeme waren aber stark
autokatalytisch und replizierten sich mit einer hohen Ver-
starkung und einem Parameter p nahe 1.

Fiir alle vier in Abbildung 1 gezeigten Verbindungsklas-
sen wurden bindre oder groflere Systeme abgeleitet, die sich
aufler durch Autokatalyse auch durch kreuzkatalytische
Vorgénge replizieren konnen, wobei das Templat die Ent-
stehung anderer Molekiile — iiblicherweise von eigenen Mu-
tanten — fordert. Die katalytische Leistungsfahigkeit und die
Art der Replikation spielen eine zentrale Rolle beim Entwurf
und bei der Steuerung von konkurrierenden Wegen innerhalb
der Netzwerke, wie in den folgenden Abschnitten ausfiihrlich
erortert wird.
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2. Einfache Netzwerke mit Autokatalyse und
Kreuzkatalyse

Ein Molekiilgemisch kann im weiten Sinn als ,,Netzwerk*
angesehen werden, wenn alle Komponenten an einer Art von
Wechselwirkung mit anderen Molekiilen teilnehmen, seien es
nun physikalische Wechselwirkungen (d.h. kovalente oder
nichtkovalente Bindungen) oder funktionale Wechselwir-
kungen wie ein Beitrag zu bestimmten katalytischen Vor-
giangen. Das einfachste Netzwerk besteht aus zwei Molekii-
len, die produktiv oder nichtproduktiv (konkurrierend)
wechselwirken. Die templatunterstiitzten Verkniipfungsre-
aktionen (Kupplungen) bei der Selbstreplikation konnen als
Funktionseinheiten angesehen werden, die zwei Einheiten
eines katalytischen Netzwerks miteinander verbinden. Bei
einem solchen Vorgang kann das Templat T seine eigene
Bildung katalysieren, aber auch die Bildung eines anderen
Molekiils (T"), das seinerseits als Templat fiir eine Reaktion in
dem Netzwerk dienen kann. In isolierten Systemen, also nicht
innerhalb eines katalytischen Netzwerks, sind selektive
kreuzkatalytische Vorgdnge mit Peptiden gefunden wor-
den.l" Solche Untersuchungen sind als Teil einer Arbeit iiber
ein kleines Netzwerk mit DNAI ausgefiihrt worden (siche
Abschnitt 3). Wie bei den meisten autokatalytischen Syste-
men ist eine leistungsstarke Kreuzkatalyse oft von einer
starken Substrathemmung begleitet, die von der Struktur-
paarung, die zur Bildung des neuen Produkts erforderlich ist,
verursacht wird.

Das Einbeziehen von Autokatalyse und Kreuzkatalyse in
bindre Systeme kann auf verschiedene Weise erfolgen und
hiangt von den Eigenschaften der beiden Molekiile ab (Ab-
bildung 3). Fiir eine stimmige Beschreibung von binédren und
grofleren Netzwerken verwenden wir Schemata dhnlich den
Darstellungen in der Systembiologie: Die Netzwerke werden
durch Graphen von ,,zusammengefassten Knoten* (,,collec-
ted nodes*) und ,gerichteten Kanten* (,,directed edges*)
dargestellt. DefinitionsgeméfB stehen die Knoten fiir Templat-
oder Produktmolekiile, wihrend die Kanten katalytische
Vorgénge anzeigen, die von den Templaten zu deren Pro-
dukten verlaufen. Abbildung 3 zeigt ein Schema mit fiinf
moglichen intermolekularen Beziehungen in einem binédren
System. Die ,,vollstdndige“ Situation, in der jedes Molekiil
autokatalytisch wirkt und auch die Bildung des anderen ka-
talysieren kann, wird ausfiihrlich beschrieben, und auch die
Gleichwertigkeit der beiden Darstellungen des Netzwerks
wird erklédrt (Abbildung 3a). Die beiden Extremfille, in de-
nen die Template entweder nur als Autokatalysatoren oder
nur iiber Kreuzkatalyse wirken, sind in den Abbildungen 3b
und c dargestellt. Die Abbildungen 3d und e zeigen schlie3-
lich nichtsymmetrische Netzwerke, bei denen der kreuzka-
talytische Weg nur in einer Richtung verlduft oder in einer
Richtung stiarker ausgeprégt ist. Solche Beziehungen sind in
bindren Netzwerken oder in Unternetzwerken von grofleren
Systemen experimentell verwirklicht und mathematisch si-
muliert worden.
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Abbildung 3. Graphen von bindren molekularen Netzwerken. Die Kno-
ten stellen Molekiilspezies dar, die Kanten stehen fuir katalytische Vor-
ginge. Die Knoten an ,Pfeilenden verstirken die Bildung der Knoten
an ,Pfeilspitzen“. Kreisfsrmige Pfeile stellen autokatalytische Vorginge
dar, gestrichelte Pfeile schwache Vorginge. Die ,vollstindige“ Situati-
on, bei der jedes Molekiil ein Autokatalysator ist, aber auch die Bil-
dung des anderen Molekiils katalysiert, ist in (a) zusammen mit seiner
graphenanalytischen Darstellung wiedergegeben.

-~

.K_,

2.1. Reziproke Katalyse in bindren Systemen

Bindre molekulare Systeme, die sich durch reziproke
Katalyse replizieren, umfassen zwei Templat/Produkt-Mole-
kiile T, und T,, die aus zwei Sdtzen von Fragmenten — A,, B,
bzw. A,, B, — gebildet werden (Abbildung3a). T; und T,
konnen dimere Strukturen bilden, wihrend die Selbstdime-
risierung durch strukturelle oder elektronische Effekte mi-
nimiert ist. Als Folge kann jedes Templat selektiv an die
Fragmente binden, die zur Bildung des anderen Templats
fiihren und so deren Kondensation beschleunigen [siche
Abbildung 3¢ und GI. (1) und (2)].

A +B +T, - T + T, 1)
A +B, +T —- T, + T, 2)
Die reziproke Kreuzkatalyse ist schon friih als eine zweite
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Organisationsebene der Autokatalyse erortert worden, und
sie wurde als Modell fiir die Replikation von Doppelstrang-
DNA betrachtet.'¥ Die experimentelle Analyse des rezipro-
ken Verhaltens der beiden Molekiile ist einfach, wenn sie
isoliert erfolgen kann. Solche Untersuchungen sollten erge-
ben, dass T, beim Zusatz von T, in stirkerem Ausmal} aus A,
und B, gebildet wird als ohne T,-Zugabe oder beim Zusatz
von T,. Entsprechendes gilt fiir die Bildung von T, aus A, und
B,.

Bei Systemen, in denen eine vergleichbare chemische
Reaktion zur Entstehung von T, und T, fiihrt, konnen auch
Kreuzkupplungen von A; + B, und A, + B, auftreten, so-
dass T, bzw. T,; entstehen (beispielsweise bei dem RNA-
System in Lit. [15]). Auch wenn solche Vorginge nur als
nichtkatalysierte Reaktionen stattfinden, entsteht als Ergeb-
nis ein Netzwerk aus vier Einheiten (Abschnitt 3.1), und die
kinetische Analyse wird entsprechend kompliziert.

Kim und Joyce haben ein RNA-Ligase/Ribozym-System
zur selektiven kreuzkatalytischen RNA-unterstiitzten Ver-
kniipfung entwickelt.™™ Dieses System verwendet die kata-
lytische Einheit der R3C-Ligase, die den Angriff der 3'-Hy-
droxygruppe an ein RNA-Substrat des 5'-Phosphodiesters
katalysiert; diese Einheit ist auBerdem zur Selbstreplikation
befihigt.) Die Symmetrie der urspriinglichen selbstreplizie-
renden Ligaseribozyme wurde gebrochen, sodass die Autoren
ein Gemisch der vier entsprechenden Oligonucleotide her-
stellen und so verfolgen konnten, wie jedes Ribozym die
Bildung des anderen verstirkte. Um die katalytische Aktivi-
tit der Ribozyme zu bewahren, wurde die Symmetrie durch
Mutationen in der Néhe der 5'- und 3'-Enden der Ribozyme
gebrochen, ohne die katalytische Einheit zu veréndern.

Rebek und Mitarbeiter beobachteten einen reziproken
Templateffekt in einem System mit abiotischen Arenen als
Produkten und Bisadeninderivaten als Templaten.'®! Erst
kiirzlich wurde von Kassianidis und Philp ein System mit zwei
komplementdren Templaten aus abiotischen organischen
Verbindungen beschrieben, die sich durch Diels-Alder-Re-
aktionen replizieren (Abbildung 4).'”! Ahnlich wie bei dem
urspriinglichen selbstreplizierenden Molekiil in dem einfa-
cheren System!™ konnen von jedem der beiden Template
zwei Diastereomere gebildet werden, ndmlich die endo-und
exo-Isomere von T, und die cis- und trans-Isomere von T.
Daher konnte die Informationsiibertragung zwischen den
Templaten aus dem Unterschied der Diastereoselektivitét der
templatfreien bimolekularen und der templatgelenkten Re-
aktion bestimmt werden. Die Autoren vermuteten nach
Rechnungen zur elektronischen Struktur — und konnten an-
schlieBend auch experimentell belegen —, dass ein Templat
eine maBgebliche Komplementaritit fiir den Ubergangszu-
stand aufweist, sodass nur ein Diastereomer des Partners
entsteht (Abbildung 4).

Bei einer Untersuchung der gegenseitigen Replikation
von zwei DNA-Molekiilen mit RNA-Spaltungsaktivitét
wihlten Levy und Ellington einen anderen Ansatz.""! In ih-
rem System kann jedes Molekiil in einer aktiven linearen
Form (L4, Lg) und einer inaktiven zirkularen Form (C,, Cg)
vorliegen (Abbildung 5). Die linearen DNA-Molekiile spal-
teten die zirkulare Form des jeweils anderen Molekiils an
einer spezifischen Stelle und erzeugten so eine neue aktive
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Abbildung 4. Reziproke Replikation durch zwei komplementare Temp-
late."”! Das System ist so aufgebaut, dass das exo-T;-Isomer im We-
sentlichen komplementir mit dem Ubergangszustand ist, wodurch das
trans-T,-Isomer erhalten wird, und umgekehrt. Daher wird die Bildung
dieser Diastereomere zu Lasten der anderen Diastereomere — endo-T,
und cis-T, — verstérkt und zur Informationsiibertragung verwendet.
Durch Hintergrundreaktionen gebildetes endo-T, und cis-T, sind kataly-
tisch inaktiv (oder weniger aktiv), tragen aber zum beobachteten Ge-
samtverhalten bei.

Abbildung 5. Reziproke Replikation von DNA-Molekiilen in einem Spal-
tungszyklus.'"! Die Spaltung von inaktivem Cg durch aktives L, erzeugt
aktives Lg, das seinerseits inaktives C, zu aktivem L, spaltet.

Spezies, die wiederum eine weitere katalytisch aktive Spezies
der ersten Verbindung bildet. Nach dem Spaltungsschritt
wurde das Produkt leicht freigegeben. Durch Zusatz der li-
nearen Katalysatoren wurde eine wesentliche Verstarkung
erreicht, und fiir das System wurden eine Reaktionsordnung
von 1.0 und eine katalytische Leistung iiber 10° berechnet.

2.2. Gleichzeitige Autokatalyse und Kreuzkatalyse in bindiren
Systemen

Ein kleines Netzwerk aus zwei Molekiilen, die sich jeweils
sowohl iiber autokatalytische als auch iiber reziproke kreuz-
katalytische Wege replizieren (Abbildung 3a), wurde mit
zwei Coiled-Coil-Peptiden verwirklicht.'®! Die Peptide be-
ruhten auf zwei urspriinglich selbstreplizierenden Molekiilen,
die sich voneinander durch die Hydrophobiemuster ihrer
Erkennungsflichen unterschieden. Durch den Umstand, dass
ein Coiled-Coil-Verband verschiedene Reste in seinem hy-
drophoben Kern aufnehmen kann,!'” kénnen gemischte Oli-
gomere entstehen, und tatséchlich wurde die Bildung jedes
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Peptids auch in Gegenwart des anderen katalysiert. Ghadiri
und Mitarbeiter schlugen daher vor, dass zwei solche Mole-
kiile ein Unternetzwerk in groBeren Systemen bilden und
durch gegenseitige Replikation besser um verfiigbare Quel-
len konkurrieren kénnen. Ein solches Verhalten konnte spé-
ter durch die Analyse von grof3eren molekularen Netzwerken
iiberpriift werden (Abschnitt 3).

2.3. Asymmetrische Beziehungen zwischen Templaten in bindren
Systemen

Man kann sich eine Situation vorstellen, in der zwei Mo-
lekiile in einem Netzwerk verschiedene autokatalytische oder
kreuzkatalytische Eigenschaften aufweisen. Solche Unter-
schiede bedingen grof3e Konformations- und Topologierdume
und stellen daher zentrale Gesichtspunkte beim Entwurf von
Systemen mit komplexen Funktionen dar. Die Abbildun-
gen 3d und e beschreiben Szenarien, bei denen ein Molekiil
als Katalysator fiir die Bildung eines anderen Molekiils des
Netzwerks dient, wihrend der umgekehrte Vorgang nicht
stattfindet oder weniger wirkungsvoll ist. Im Zusammenhang
der im vorigen Abschnitt beschriebenen Systeme mit gegen-
seitiger Replikation ist gezeigt worden, dass die beiden re-
plizierenden Molekiile in ihren autokatalytischen Eigen-
schaften und ihrer Fahigkeit, die Bildung des jeweils anderen
zu katalysieren, abweichen.® Diese Unterschiede wurden
dem Umstand zugeschrieben, dass die katalytische Leis-
tungsfihigkeit des templatunterstiitzten Verkniipfungsvor-
gangs auf Peptidbasis direkt mit der Stabilitdt der Coiled-
Coil-Konformation korreliert, entweder jener der Zwischen-
stufe T-A-B oder der des Produkt-Katalysator-Komplexes T-
T'. Spater wurde vorgeschlagen, dass in diese und &hnliche
Systeme eine Asymmetrie eingefiihrt worden sein konnte, da
Homodimerkomplexe und nicht monomere Helices als
Template dienten.*”?!] Nichtsymmetrische Beziehungen zwi-
schen Knoten von nichtenzymatischen Netzwerken wurden
auch im Zusammenhang der Unternetzwerke von groBeren
Systemen untersucht (siche Abbildung 8, 9 und 11).

2.4. Terndire Systeme

Die Topologie von Netzwerken mit drei Komponenten
kann verschiedene Funktionsmotive aufweisen. In den letzten
Jahren sind solche Motive im Zusammenhang mit regulato-
rischen Netzwerken intensiv untersucht worden.!'*??! Ternire
Netzwerke umfassen einen viel breiteren Bereich von inter-
molekularen Wechselwirkungen als bindre Systeme. Der
Hauptunterschied liegt darin, dass die Funktionalitét eines
bestimmten Molekiils in einem terndren Netzwerk von den
beiden anderen Molekiilen, die unabhéngig oder auch ge-
meinsam wirken konnen, verstdarkt oder gehemmt werden
kann.

Ein Beispiel eines ternédren replizierenden Netzwerks auf
Peptidbasis wurde aus einem urspriinglichen Replikator und
zwei Mutanten mit jeweils einer einzelnen Leu— Ala-Muta-
tion im hydrophoben Kern hergestellt.””! Da die Seitenkette
von Ala kleiner ist als diejenige von Leu, sind die Coiled-Coil-
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Verbiande mit den Ala-Mutanten weniger dicht gepackt und
weniger stabil. Daher ist zu erwarten, dass die templatunter-
stiitzten Verkniipfungsvorgdnge mit den Ala-Mutanten als
Templaten oder Substraten weniger wirkungsvoll sind. In
mehreren Experimenten wurde das System mit jeder der drei
Komponenten geimpft, und man kam zu dem Schluss, dass
sich die urspriingliche Sequenz — also die Leu-Mutante —
selbst replizieren kann, nicht aber die Bildung ihrer Mutanten
katalysiert. Andererseits replizieren sich die Ala-Mutanten
nicht, wihrend jede davon die Bildung der urspriinglichen
Sequenz verstirkt. Es ist faszinierend, dass die intermoleku-
laren Beziehungen in einem so einfachen chemischen System
(Abbildung 6a) zu einem Szenario fiihren, das einer evolu-
tiondren Fehlerkorrektur dhnelt, wie sie nach der Zunahme
von Mutationen einer produktiven Spezies in der Zelle ab-

lauft.
a) b)

Abbildung 6. Organisationsmotive in terniren Peptidnetzwerken.

a) Ternéres System als Modell von dynamischen Fehlerkorrekturvor-
gangen. Das Netzwerk besteht aus einem leistungsstarken Autokataly-
sator (T;) und zwei seiner Mutanten (T, und T;), die durch Austausch
von Leu gegen Ala gebildet wurden. Die beiden Mutanten sind wenig
wirkungsvolle Autokatalysatoren, sie katalysieren aber die Bildung von
T, b) Terndres Netzwerk zur Herstellung des Peptids T; mit einer
logischen OR-Operation unter Einbeziehung der beiden anderen Kom-
ponenten des Netzwerks. Das System verwendet nichtsymmetrische
kreuzkatalytische Vorginge, um konkurrierende Wege des Netzwerks
»abzuschalten“ (graue Pfeile).”!

Bei der Suche nach logischen Operationen in solchen
Netzwerken wurde einige Jahre spéter ein weiteres ternéres
Netzwerk mit einer dhnlichen Topologie beschrieben.?"! Das
in Abbildung 6b gezeigte terndre System ermoglicht die
Herstellung eines Molekiils (T;) durch ein logisches OR-
Operationsmotiv von zwei anderen Molekiilen. Der Aufbau
des Systems verwendet nichtsymmetrische templatunter-
stiitzte Verkniipfungsvorgidnge. Dabei wurde experimentell
gefunden, dass das Motiv nur im chemischen Gemisch des
gesamten Netzwerks aktiv ist, nicht jedoch, wenn die Kom-
ponenten einzeln eingesetzt werden, um die Wege isoliert zu
betrachten. Dieses ,,Netzwerkverhalten“, das mehrere kata-
lytische Wege abschaltet (z.B. die autokatalytische Bildung
von Tj, die bei der isolierten Untersuchung beobachtet wur-
de), wurde der Vorherrschaft von bestimmten Wegen iiber
andere ,latente* Wege zugeschrieben, die in Abbildung 6b
als inaktiv dargestellt sind.

2.5. Analytische Berechnung von einfachen nichtenzymatischen
Netzwerken

Minimale selbstreplizierende Systeme sowie autokataly-
tische und kreuzkatalytische Netzwerke mit monomeren und
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dimeren Katalysatoren sind mathematisch behandelt und
numerisch berechnet worden. Zur Beschreibung der Kon-
zentrations-Zeit-Profile von minimalen Selbstreplikatoren
wurde schon frith ein empirisches Geschwindigkeitsgesetz
verwendet.® Die Differentialgleichung wurde analytisch (mit
bestimmten Nédherungen) und numerisch gelost, um parabo-
lische und exponentielle Wachstumskurven sowie Oberfla-
chenkonturen der Reaktionsordnung p als Funktion der
Gleichgewichtskonstanten des Systems zu erhalten. Systeme
mit Nucleotiden®® und Peptiden!" wurden modelliert, und
die entsprechenden Differentialgleichungen wurden iiber ei-
ne Taylor-Reihen-Niherung gelost.”™ Durch Abgleich mit
den experimentellen Daten fiir dieses Systeme wurden
praktische Geschwindigkeitskonstanten erhalten. Reinhoudt
et al’! haben Systeme aus organischen Verbindungen mo-
delliert und numerische Rechnungen auf der Grundlage von
experimentellen Gleichgewichtskonstanten ausgefiihrt. Die
gute Ubereinstimmung zwischen den Vorhersagen und ihren
Experimenten bestétigte ein umfassendes kinetisches Modell,
das die Ergebnisse von Experimenten unter verschiedenen
Bedingungen erklirte.*

Wills et al. konnten ausfiihrliche kinetische Ausdriicke fiir
Einzeltemplat- und Mehrtemplat-Autokatalyse und Kreuz-
katalyse unter Annahme stationdrer Bedingungen analytisch
losen, wobei die Grenze zwischen Koexistenz und Konkur-
renz in Systemen mit mehreren Templaten untersucht wur-
de.”™ Dieser Ansatz wurde in der Folge auf Replikations-
reaktionen hoherer Ordnung angewendet (in denen Dimere
als Katalysator wirken). Dabei wurden Fixpunkte, Gabelun-
gen und ,,Hyperzyklen“ beobachtet.*”!

Experimentelle Ergebnisse von autokatalytischen und
kreuzkatalytischen Replikationen in Nucteotid-Netzwerken
sind mit dem Programm SimFit kinetisch modelliert und
durch Anpassung von Parametern numerisch berechnet
worden.!® Fiir ein Modell eines experimentellen chiroselek-
tiven Peptidnetzwerks (sieche Abschnitt 3.1)! wurden die
entsprechenden Differentialgleichungen numerisch gelost,
um den heterochiralen® und den homochiralen®"! Fall zu
beleuchten.” Erst kiirzlich haben Peacock-Lopez et al. die
Reaktionskinetik von autokatalytischen und kreuzkatalyti-
schen Selbstreplikationssystemen mit einem Satz von di-
mensionslosen Differentialgleichungen modelliert.”” Die
numerische Losung der Gleichungen fiihrte zu zeitlichen und
rdaumlichen Mustern mit Gabelungen und Oszillationen.

3. Netzwerke mit mehreren katalytischen Wegen

Die Erzeugung molekularer Systeme mit mehr als zwei
oder drei Komponenten und einer vorgegebenen Funktion
stellt eine Herausforderung dar. Die Hauptschwierigkeit liegt
im Steuern der zahlreichen Vorgénge, die gleichzeitig statt-
finden, wobei die Molekiile an mehr als einem Gleichgewicht
beteiligt sind. Die Untersuchung solcher Systeme ermoglicht
es aber, Vorgédnge zu analysieren, wie sie iiblicherweise nur in
weitaus komplizierteren Systemen gefunden werden (z.B. in
Zellen). In den folgenden Abschnitten beschreiben wir syn-
thetische molekulare Systeme aus vier oder mehr Verbin-
dungen, die ein ,,Netzwerkverhalten“ zeigen. Dieser Begriff
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bezieht sich auf Vorginge, die nur in solchen Gemischen
auftreten und die gesamte Netzwerktopologie betreffen oder
einzelne Wege iiber mehrfache Vorgaben steuern.
Abbildung 7 zeigt alle katalytischen Vorgénge, die in ei-
nem postulierten Netzwerk moglich sind. Jedes Molekiil kann
in dem Netzwerk prinzipiell auf vier verschiedene Weisen

Ar I
B, = Ar B Tk
A\ . __ =
— —
Tij Tij Tij

Abbildung 7. Allgemeine Darstellung der aktiven katalytischen Wege in
Netzwerken. Wenn die Indices ki gleich ij sind, beschreibt die Glei-
chung einen autokatalytischen Vorgang, andernfalls beschreibt sie alle
méglichen kreuzkatalytischen Vorginge. In ihrer Gesamtheit be-
schreibt die Darstellung die gréRtmogliche Zahl von n? katalytischen
Wegen in einem Netzwerk aus n Molekiilspezies.

wirken: autokatalytisch, kreuzkatalytisch, sowohl autokatal-
yisch als auch kreuzkatalytisch sowie nichtkatalytisch. Auch
die unterschiedlich starke Wirkung fiir die einzelnen Vor-
géinge spielt eine wichtige Rolle. Aulerdem sollten Molekiile,
die nicht an katalytischen Wegen teilnehmen (weder als
Templat noch als Produkt), aber mit anderen Molekiilen um
Ausgangsmaterialien konkurrieren, ebenfalls als Teil des
Netzwerks angesehen werden.

Ein Beispiel eines Netzwerks mit sechs katalytischen
Wegen wurde von Achilles und von Kiedrowski untersucht.
Sie analysierten ein selbstreplizierendes System, das von den
drei Bausteinen A, B und C ausgeht (Abbildung 8).*! In dem

AC’

F ey
— QDD

[ A

Abbildung 8. Netzwerk der DNA-Selbstreplikation mit den drei Bauein-
heiten A, B und C (Tri-, Di- bzw. Mononucleotide).”"! Kondensations-
prozesse sind als graue Pfeile gezeigt, templatunterstiitzte Reaktionen,
die die Bildung eines Produkts durch ein anderes verstirken, als
schwarze Pfeile. Gestrichelte Pfeile bezeichnen vergleichsweise schwa-
che katalytische Wege.

Netzwerk wurde ein autokatalytisches Hexanucleotid (ABC)
gebildet, das ein Kondensationsprodukt aller drei Fragmente
darstellt. AuBerdem wurden vier kleinere Spezies aus jeweils
zwei Fragmenten gebildet, von denen drei an autokatalyti-
schen oder kreuzkatalytischen Vorgidngen beteiligt waren.
Durch Zusatz zuvor hergestellten Analoga der einzelnen
Produkte zum System konnten die Autoren alle katalytischen
Wege aufdecken und die Mindestlinge von DNA-Molekiile
ermitteln, die als Templat wirken.
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3.1. Quaterndire Systeme

Synthetische Netzwerke mit vier Templat/Produkt-Mole-
kiilen sind gemiB Gleichung (3) aus zwei Molekiilsdtzen
hergestellt worden.

A+ A +B +B, = Ty + Ty + Ty + Ty 3)

Die Ausgangsverbindungen wurden so gewahlt, dass sich
Molekiile der Art A (z.B. Elektrophile) nur mit Molekiilen
der Art B (z.B. Nucleophile) umsetzen. Solche Netzwerke
konnen bis zu 16 verschiedene katalytische Wege enthalten,
wenn beriicksichtigt wird, dass T als monomeres Templat fiir
seine eigene Bildung oder als Katalysator fiir die Bildung
eines anderen Molekiils dienen kann.

Ein quaternéres System auf der Grundlage von Hexades-
oxynucleotid-Analoga wurde von Sievers und von Kiedrow-
ski untersucht. Sie wiesen anhand dieses System nach, dass in
templatgelenkten Reaktionssystemen eine kreuzkatalytische
Replikation beobachtet werden kann, wenn die reziproken
Templatwirkungen dhnlich wirksam sind und das System
nicht von der autokatalytischen Synthese selbstkomplemen-
tirer Produkte, die zugleich auftritt, bestimmt wird.">*? In
diesem System kann die Nucleotidsequenz CCG als 1 be-
zeichnet werden, und die Sequenz CGG als 2. Diese Se-
quenzen konnen sich zu vier Templat/Produkt-Molekiilen
umsetzen: CCGCCG (Ty;), CCGCGG (T},), CGGCCG (T,)
und CGGCGG (T,,). Ohne Templat wurden alle vier Hexa-
nucleotide dhnlich schnell gebildet. Die Kupplungen wurden
in Gegenwart eines der Hexadesoxynucleotidtemplate ver-
folgt, und es konnte gezeigt werden, dass jedes Templat die
Bildung der komplementiren Sequenz als Reaktionsprodukt
fordert. Dabei wirkte ein einzelnes nicht-selbstkomplemen-
tiren Templat, also T,; oder T,,, stirker als ein einzelnes
selbstkomplementéres Templat.

Die Fahigkeit eines Systems, die Produktion eines oder
mehrerer Molekiile selektiv zu verstdrken, ist ein wichtiges
Thema. Chmielewski und Mitarbeiter haben ein Netzwerk
aus vier Peptidkomponenten beschrieben, das zur Autokata-
lyse und zur Kreuzkatalyse fahig ist und die selektive Ver-
starkung der Produktbildung durch Anpassen der Reakti-
onsbedingungen ermoglicht (Abbildung 9).*! Das System
beruht auf Coiled-Coil-Fragmenten, die entweder Polylysin-
oder Polyglutaminreste in den e- oder g-Heptadenpositionen
an den Seiten des hydrophoben Kerns tragen, dhnlich wie bei
der urspriinglichen ,,ReiBverschluss“-Anordnung.”® Die ka-
talytischen Fihigkeiten der vier Produktpeptide wurden un-
ter Bedingungen untersucht, die die AbstoBung zwischen den
Coiled-Coil-Helices minimieren. Dabei bildeten sich die ge-
mischten Glu-Lys-Peptide (Tyg und Tgg, Abbildung 9) unter
physiologischen Bedingungen autokatalytisch, und Poly-Lys
(Txx) und Poly-Glu (Tgg) forderten die Bildung des jeweils
anderen Fragments. Autokatalytische Vorgédnge fiir Tk und
Tgg waren bei hohen Salzkonzentrationen bzw. bei niedrigen
pH-Werten verfiigbar. Mehrere Experimente zeigten, dass
der Zusatz eines einzigen Templatpeptids zum Gemisch nicht
die Produktion eines bestimmten Produkts forderte, sondern
dass stattdessen mehrere unerwartete templatunterstiitzte
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Vorginge verstirkt wurden (gestrichelte Pfeile in Abbil-
dung 9).

Die chiroselektive Replikation von Biopolymeren ist ein
interessanter Vorgang, der die Homochiralitét in der Natur

2M NaClOy
pH7.5

Abbildung 9. Ein quaternires molekulares Netzwerk, das unter ver-
schiedenen Bedingungen die Bildung von verschiedenen Molekiilen se-
lektiv verstarkt.? T, und T stellen Peptide mit Glu- und Lys-Resten
an ihrer Erkennungsfliche dar, Ty und Tee dagegen solche mit nur Lys
bzw. nur Glu. Die beste autokatalytische oder kreuzkatalytische Leis-
tungsfahigkeit wurde unter Bedingungen beobachtet, bei denen die
Abstoflung zwischen den Coiled-Coil-Helices des entsprechenden
Wegs minimiert ist (siehe Text).

erkldren konnte. In diesem Zusammenhang untersuchte die
Arbeitsgruppe von Ghadiri ein System, das iiber einen chi-
roselektiven autokatalytischen Zyklus die Homochiralitét
wirkungsvoll verstirkt (Abbildung 10).8! Dabei wurden ein
Elektrophil und ein Nucleophil aus L-Aminosiduren und ein
zweites Elektrophil-Nucleophil-Paar aus D-Aminosduren
hergestellt. Bei der Verwendung eines ,,racemischen* Ge-

Abbildung 10. Chiroselektive Verstirkung der Produktbildung in einem
quaternéren Netzwerk von zwei homochiralen (T, und Tp) und zwei
heterochiralen Peptiden (T, und Tp,).”
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mischs aus allen vier Fragmenten replizierten sich die beiden
homochiralen Template T;; und Ty, weitaus schneller als die
heterochiralen Produkte T, und Tp;. Die heterochiralen
Produkte entstanden templatunabhingig und hauptsachlich
durch nichtkatalysierte Reaktionen. Durch eine Analyse der
Auswirkungen von stereochemischen Mutationen einzelner
Aminosduren in sonst homochiralen Peptidfragmenten
konnte gezeigt werden, dass die Chiroselektivitdt bei der
Peptid-Selbstreplikation sehr robust ist und sogar Reaktanten
benachteiligt sind, in denen nur eine von 15 oder 32 Amino-
sduren stereochemisch abweicht.

3.2. Gréfiere Netzwerke

Ghadiri und Mitarbeiter haben auch vergleichsweise
grofe replizierende Netzwerke auf Peptidbasis untersucht.?”
Ein Feld mit 81 Sequenzen von Coiled-Coil-Peptiden wurde
rechnerisch nach leistungsfihigen templatunterstiitzten Re-
aktionen durchsucht. Bei den Berechnungen wurde die Bil-
dung eines selbstorganisierten Netzwerks aus 25 Molekiilen
und einem Wechselwirkungsgraphen mit einer &hnlichen
Topologie wie bei weitaus komplexeren Systemen vorherge-
sagt (Abbildung 11a). Die Giiltigkeit der Konstruktions-
prinzipien wurde anhand der Féhigkeit von neun Knoten ei-
nes Hauptsegments des Graphen, die vorhergesagten Netz-
werkverbindungen herzustellen, experimentell analysiert
(Abbildung 11b). Dabei wies das erhaltene selbstorganisierte
chemische Netzwerk in guter Ubereinstimmung mit Schét-
zungen der Graphenanalyse 25 gerichtete Kanten auf (ein-
schlieBlich drei autokatalytische Vorgénge). Das Netzwerk
wurde weiterhin unter verschiedenen Bedingungen unter-
sucht. Dabei zeigte sich, dass die Senkung des pH-Werts unter

T, (EA)\

Abbildung 11. a) Berechnete Graphenarchitektur eines selbstorganisier-
ten Peptidnetzwerks mit 25 Knoten, die durch 53 Vektorkanten verbun-
den sind. Grau dargestellte Knoten sind beziglich ihrer Fahigkeit, die-
sen Teil des Graphen zu bilden, experimentell gepriift worden. b) Die
experimentell bestimmte Netzwerkarchitektur.?” Es waren zwei Ver-
suchsreihen notwendig, um sowohl die starken als auch die latenten
katalytischen Wege aufzudecken, wobei die Ergebnisse gut mit dem
vorhergesagten Graphen tibereinstimmen.
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5 oder der Zusatz von Metallsalzen — zwei Vorgénge, die
unvermeidlich die Freie Energie der Ionenpaarwechselwir-
kungen und die Coiled-Coil-Stabilitit beeintrichtigen - zu
wesentlichen Anderungen des Verkniipfungsmusters fiihrten.
Das Netzwerk bildete andere Sétze von Verkniipfungen, die
neue Zentralknoten und funktionale Unternetzwerke erga-
ben.P”!

Es wurde ferner untersucht, ob ausgewéhlte Segmente
dieses einfachen Netzwerks zu einfachen logischen Opera-
tionen fahig sind (beispielsweise zu einer OR-Funktion, siche
Abbildung 6b).2Y Dabei wurde experimentell gefunden, dass
sich die Produktbildungsgeschwindigkeiten im Netzwerk
wesentlich von denjenigen bei isolierten Reaktionen unter-
scheiden, da die Menge von bestimmten Knoten von der
Konkurrenz zwischen den anderen Knoten und/oder der In-
tegration ihrer Vorgaben abhéngt. Ein Segment des Netz-
werks, dessen Graphenstruktur aus fiinf Knoten und fiinfzehn
gerichteten Kanten besteht, wurde fiir OR-, NOR- und NO-
TIF-Operationen verwendet. Dieses Verhalten dhnelt seinem
Konzept nach dem Weg, auf dem Zellen mehrere externe
Eingangssignale iiber komplexe Netzwerke von Biomole-
kiilwechselwirkungen und chemischen Umwandlungen
schnell und parallel verarbeiten.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Wir haben aktuelle Fortschritte bei der Umwandlung von
minimalen selbstreplizierenden Systemen zu kleinen Netz-
werken von dynamisch wechselwirkenden Molekiilen be-
schrieben. Solche Umwandlungen haben moglicherweise in
den frithen Stadien der molekularen Evolution stattgefunden
und konnten an der Entstehung lebender Systeme beteiligt
gewesen sein. Zur Beschreibung dieser Erscheinung sind
Begriffe vorgeschlagen worden wie ,,RNA-Welt“, , Hyper-
zyklen“ und ,,Chemie der Systeme*."™*! In jedem Fall lassen
die Ergebnisse der theoretischen und experimentellen Ar-
beiten vermuten, dass die synthetischen Systeme noch viel
wirkungsvoller, selektiver und vielseitiger gestaltet werden
konnen.

In Netzwerken mit immer leistungsfidhigeren templatge-
lenkten Vorgingen sollte die Differenzierung zwischen lang-
samen und schnellen Prozessen und folglich die Selektivitét
der Produktbildung verbessert sein. Die Ausweitung der
Netzwerke auf groflere topologische Riume und somit zu
neuen Funktionalititen kann mit den gegenwdrtig verwen-
deten Baueinheiten gelingen, wenn sie auf den Einsatz in
Reaktionen hoher Ordnung abgestimmt werden. Beispiels-
weise konnen sowohl DNA als auch Peptide so modifiziert
werden, dass Dimere oder Trimere anstelle von monomeren
Einheiten als Katalysatoren wirken. Die Netzwerktopologie
kann durch die Verwendung von mehr als einer Verbin-
dungsklasse (etwa in einem Netzwerk aus DNA- und Prote-
inmolekiilen) oder von Molekiilen mit dualen Merkmalen
(z.B. DNA-Protein-Konjugaten) ausgeweitet werden, wo-
durch Informationsiibertragung und Katalyse getrennt wiir-
den. Es sollte jedoch beachtet werden, dass eine Zunahme der
Netzwerkgroe nach neuen Analysetechniken verlangt, ins-
besondere wenn jeder Weg in dem Netzwerk verfolgt werden
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soll, wie es gegenwartig bei der Untersuchung kleiner Syste-
me verwirklicht wird. Die interessanteste Entwicklung liage
schlieBlich im Entwurf von Netzwerken, die eine komplexe
Funktion ausiiben, etwa harmonische Oszillationen bei der
Produktbildung.
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