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Vor einigen Wochen musste ich nach einem Heimflug von
London durch den Zoll. Der Beamte, der anscheinend mit
meiner Berufsbezeichnung , Professor” unzufrieden war,
fragte nach meinem Forschungsgebiet. Ich antwortete: ,,Mo-
lekularbiologie* und setzte dann noch ,,Ribonucleinsduren
hinzu, in der sicheren Annahme, dies wiirde ihn von meiner
Harmlosigkeit iiberzeugen.

Bei anderen Gelegenheiten beschreibe ich mich manch-
mal als Biochemiker, kaum jemals aber als einen ,,reinen®
Chemiker. Das mag durchaus merkwiirdig erscheinen, da ich
alle meine Abschliisse (B.A. am Grinnell-College und Pro-
motion an der UC Berkeley) in Chemie gemacht habe, meine
erste (und einzige) Berufung an ein Chemie-Department er-
folgte und ich Vorlesungen in allgemeiner Chemie halte.

Die Einladung, etwas zur Feier des 125. Jahres des Be-
stehens der Angewandten Chemie zu schreiben, hat mich dazu
veranlasst, einige Gedanken zum Stellenwert der Chemie in
meinen eigenen Forschungen sowie fiir die Forschung an der
RNA im allgemeinen darzulegen. Ich beginne mit einigen
Anmerkungen zu der Frage, was an der RNA so interessant
ist — auch fiir den Fall, dass der ein oder andere Zollbeamte
diesen Essay lesen sollte.

Ein kurzer Abriss der RNA-Forschung

In den 60er und dem groften Teil der 70er Jahre wussten
Studenten, dass es drei Sorten von RNA gibt: Boten-RNA
(messenger RNA, mRNA), die genetische Botschaften von
der DNA auf Proteine iibertridgt, sowie ribosomale RNA
(rRNA) und Transfer-RNA (tRNA), die am Auslesen und
Ubersetzen der mRNA in ein Protein beteiligt sind. In dem
MaBe, in dem weitere nichtcodierende RNAs entdeckt wur-
den, ddmmerte die Einsicht, dass die funktionellen Aufgaben
der RNA weit iiber die Proteinsynthese hinausreichen. Zu-
néchst einmal kann die RNA als biologischer Katalysator
wirken. Eine intronische RNA des Wimpertierchens Tetra-
hymena katalysiert ihre eigenen positionsspezifischen Spalt-
und SpleiBreaktionen!! und bindet dabei in spezifischer
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Weise einen niedermolekularen Liganden (Guanosin) und
nutzt ihn als Nucleophil.”) Die RNase P wirkt ebenfalls als
Katalysator, und zwar in der positionsspezifischen Hydrolyse
von tRNA-Vorliufermolekiilen.”! Kleine nuklesire RNA-
Protein-Komplexe (RNPs) binden spezifisch Konsensus-
sequenzen von Spleiistellen an mRNA-Vorldufermolekiilen
(pra-mRNAs) und nehmen unmittelbar am Spleivorgang
teil.’) Etwa zur gleichen Zeit wurde immer klarer, dass die
rRNA eine aktive Rolle bei der Proteinbiosynthese spielen
muss,® was spiter bis ins atomare Detail durch Rontgen-
kristallographie bestitigt wurde.”’ Evolutionsexperimente
»im Reagenzglas® zeigten, dass die RNA weitaus vielgestal-
tiger sein kann als in der Natur gefunden,®™ und dies stiitzte
die Vorstellung einer primordialen ,,RNA-Welt“, in der die
RNA sowohl als Erbsubstanz wie auch als Katalysator diente.

Der nichste Entdeckungsschub betraf die Rolle der RNA
als Regulator der Genexpression. Bis dahin hatte man ange-
nommen, dass die Hauptlast der Regulation durch Proteine
getragen wird, die entweder die Transkription eines Gens
(den Schritt DNA —RNA) reprimieren oder aktivieren, oder
aber die mRNA-Stabilitit wihrend der Translation (dem
Schritt RNA —Protein) regulieren. Es zeigte sich jedoch, dass
insbesondere bei den Gram-positiven Bakterien viele
mRNA-Molekiile eingebaute ,,RNA-Schalter” besitzen, die
niedermolekulare Metabolite binden und dadurch die Ex-
pression von Genen an- und abschalten.”] Diesem Befund
ging die Entdeckung des als Attenuation bezeichneten Me-
chanismus voraus, der ebenfalls auf einem , RNA-Kon-
formationsschalter” beruht.'”! In eukaryotischen Zellen re-
geln Mikro-RNAs ganze Gruppen von mRNAs gleichzeitig
herab, indem sie Basenpaare mit Sequenzen im 3’-untrans-
latierten Bereich (dem Abschnitt, der auf die Codon-Abfolge
des Molekiils folgt) bilden.""! Bei weiblichen Siugetieren
wird die Kondensation und damit die funktionelle Inaktivie-
rung eines der beiden X-Chromosomen durch lange, nicht-
codierende RNAs vermittelt,"” und lokalisiertere Beispiele
fiir die Repression einer Genexpression durch lange, nicht-
codierende RNAs (IncRNA) kennt man heute zu Tausen-
den.["?]

Die RNA-Forschung hat in den vergangenen zwei Jahr-
zehnten einen derartig explosiven Verlauf genommen, dass
dieser kurze Abriss leicht um viele weitere Beispiele ergénzt
werden kann. Zu nennen wiren die Telomerase, ein RNA-
Protein-Komplex, der an der Replikation von Chromosomen-
Enden beteiligt ist,'¥ kleine interferierende RNAs (small
interfering RNAs, siRNAs), IRES-RNAs (IRES =interne
ribosomale Eintrittsstelle), die die Translation in Abwesen-
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heit einer 5'-Kappe an der mRNA ermoglichen, Scan-RNAs,
die die DNA-Eliminierung wihrend der makronukledren
Entwicklung in Ciliaten (Wimpertierchen) vermitteln, CRI-
SPR-RNAs, die eine bakterielle Verteidigung gegen in die
Zelle eindringende Nucleinsduren darstellen, sowie RNAs,
die wihrend der Meiose die Assoziation homologer Chro-
mosomen vermitteln.

8
q
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Die Chemie trigt auf zweifache und sehr unterschiedliche Z
Weise zur RNA-Forschung bei: 1) Chemiker bringen sehr P
niitzliche Voraussetzungen fiir die Erforschung von RNA-
Mechanismen mit, weil sie eine quantitative, auf der Mole-
kiilstruktur basierende Herangehensweise haben und iiber
ein fundiertes Verstdndnis der Reaktionskinetik und Ther-
modynamik verfiigen. 2) Chemiker haben die Féhigkeit, wt
RNA-Molekiile zu synthetisieren, deren funktionelle Grup-
pen an vorbezeichneten Stellen substituiert sind; diese ,,che-
mische Genetik* kann zu einem sehr detaillierten Versténd-
nis der aktiven Zentren von RNA-Molekiilen fiithren. Sie
kann auch dazu herangezogen werden, mithilfe eines breiten
Spektrums von Reportergruppen Vorginge wie die Faltung,
Konformationsdnderungen und die Bindung von Substraten
durch RNA-Molekiile im Experiment zu verfolgen.

Warum es niitzt, ,chemisch“ zu denken

Mechanistische Fragen der RNA-Funktion aus der Perspektive
des Chemikers

Kinetische und thermodynamische Messungen werden
falschlicherweise oft so wahrgenommen, als wiirden sie ein-
fach nur das quantitativ erfassen, was schon offenkundig zu
sehen ist. Tatsdchlich héngt ein korrektes qualitatives Ver-
stindnis einer RNA-Reaktion oftmals davon ab, dass man die
richtigen quantitativen Messungen vorgenommen hat. Ich
lernte dieses Prinzip von Dan Herschlag, als dieser Postdok-
torand in meiner Forschungsgruppe war, und so will ich hier
zwei Beispiele aus Dans Arbeiten anfiithren. Das weiter unten
beschriebene ,,Ribozym* ist ein von dem selbstspleiBenden
Intron aus Tetrahymena abgeleiteter RNA-Katalysator, der
exogene Substrat-RNAs zu binden vermag, diese durch
Umesterung mit einem Guanosin als Nucleophil spaltet, die

Spaltprodukte entlédsst und diesen
Katalysezyklus viele Male wie-
derholt (Abbildung 1a).

Das erste Beispiel begann mit
einem Ritsel: Substrat-RNAs, die
mit nur einer einzelnen Fehlpaa-
rung Basenpaare mit dem aktiven
Zentrum des Ribozyms bildeten,
wurden deutlich schneller gespal-
ten als solche mit perfekten Wat-
son-Crick-Basenpaarungen. War-
um ist eine partiell fehlgepaarte
RNA ein besseres Substrat als
eine perfekt passende? Driickt
die Fehlpaarung den ,,schneiden-
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Abbildung 1. a) Spaltung der ,passenden” Substrat-RNA S (GGCCCUCUAAAA) durch das Tetrahyme-
na-Ribozym.'® Das Ribozym (diinne Linie) bindet Guanosintriphosphat (G) unter Bildung des nicht-
kovalenten Komplexes E¢. Weiterhin bindet das Ribozym die RNA S durch Watson-Crick-Basenpaa-
rung, und es entsteht der ternire Komplex E¢°. Die Spaltung der RNA durch eine Umesterung liefert
zwei Produkte: GAs wird rasch freigesetzt, GGCCCUCU bleibt im Intermediat E* gebunden. Die lang-
same Freisetzung von P bildet das freie Ribozym E zuriick. b) Das mutierte Ribozym zeigt fiir das
passende Substrat S, (GGCCCUCUA;) héhere Spezifitit als fiir das geringfugig fehlgepaarte Substrat
Swum (GGCCCGCUA;; die unterstrichene Base markiert die Position der Fehlpaarung im aktiven Zen-
trum). Gezeigt ist die Auftragung der freien Energie gegen die Reakionskoordinate bei Sittigungskon-
zentration des Substrats G und nichtsattigenden Konzentrationen von Sy, (durchgezogene Linie)
oder Sy (gestrichelte Linie)."® Geschwindigkeitsbestimmend ist beim Wildtyp-Ribozym (wt) die
Substratbindung, und die Aktivierungsbarriere fiir die Spaltung von Sy, ist daher nur geringfiigig
héher als fiir Sy,. Die Sequenzspezifitat belduft sich auf einen Faktor 10. Das mutierte Ribozym (—2A)
hat einen destabilisierten Grundzustand E¢*, der eine Veranderung des geschwindigkeitsbestimmen-
den Schrittes der Sy,y-Spaltung bedingt und eine 700-fach héhere Spaltungsspezifitit Sy > Sy zur
Folge hat. (Abdruck aus Lit. [16], Copyright (1991), mit Genehmigung von Elsevier.)
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den“ Phosphorylrest in eine fiir den nucleophilen Angriff
bessere Position? Die Antwort stellte sich als viel einfacher
heraus. Eine kinetische und thermodynamische Analyse der
Reaktion ergab nédmlich, dass der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der Spaltung der passenden RNA die Freiset-

zung des Spaltprodukts aus dem aktiven Zentrum ist.’!

Fehlpaarungen der RNA-Molekiile fiithren tatséchlich zu ei-
ner Verlangsamung der Bindung und Spaltung der RNA,
doch sind diese Effekte maskiert, wenn die Produktfreiset-
zung geschwindigkeitsbestimmend ist. Fehlpaarungen des
RNA-Ribozym-Verbunds bedingen eine Zunahme von k.
und beschleunigen auf diese Weise den gesamten Katalyse-
zyklus.

Das zweite Beispiel entstammt einer Zusammenarbeit
von Dan Herschlag und dem Doktoranden Ben Young, die
Mutationen des Ribozyms untersuchten, die den RNA-Lin-
ker zwischen der Substratbindungsregion und dem katalyti-
schen Zentrum verkiirzten.'®! Kleine Deletionen im Linker
(beispielsweise durch Deletion von zwei der drei A-Nucleo-
tide) hatten drastische Konsequenzen, namlich einen erhoh-
ten Substratumsatz und eine hohere Sequenzspezifitit der
RNA-Spaltung. Die Geschwindigkeitskonstanten einzelner
Reaktionsschritte wurden gemessen, und es zeigte sich, dass
sowohl der gesteigerte Substratumsatz als auch die erhchte
Spezifitdt ein Resultat der verminderten Affinitdt fiir die
Substrat-RNA waren.

Die Spezifitatsanalyse ist in Abbildung 1b dargestellt. Die
Anwendung einer typisch physikalisch-chemischen Analyse-
form auf die Ribozymreaktion fiithrte zu einem logischen,
quantitativen Modell eines andernfalls ridtselhaften Phédno-
mens.

Die chemische Synthese erméglicht eine chemische Genetik der
RNA

Fiir RNAs, die aktiv an biologischen Vorgédngen teilneh-
men, ergibt sich ein Satz von Fragen: Wie faltet sich die RNA
und wie sieht die gefaltete Konformation aus? Sind Kon-
formationsdnderungen fiir die Funktion von Bedeutung? Wo
und wie binden niedermolekulare Substrate an die RNA?
Wie ist der Katalysemechanismus der RNA beschaffen? Das
Ziel des Chemikers bei solchen Projekten ist es stets, mit
moglichst einfacher Chemie auf eine Losung des Problems zu
kommen, was so einfach sein kann wie die Reaktion eines
aktivierten Esters mit einer Amingruppe der RNA unter
Bildung einer Amidbindung. Aufgrund der enormen GroBe
vieler katalytisch aktiver RNA-Molekiile sind halbsyntheti-
sche Ansitze sehr niitzlich: ein kleines, ,,chemisch® synthe-
tisiertes RNA-Fragment, das die gewiinschte Modifikation
aufweist, wird mit langeren Fragmenten ligiert, die durch In-
vitro-Transkription mit einer bakteriophagen RNA-Polyme-
rase erzeugt werden. Ich will einige spezifische Beispiele aus
der Ribozymforschung geben, die im Laufe der Jahre von
chemisch ausgebildeten Postdoktoranden in meiner For-
schungsgruppe bearbeitet wurden.

Anna Marie Pyle und die Doktorandin Felicia Murphy
setzten Methoden der chemischen Genetik und thermody-
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namischen Analyse ein, um Bindungsstellen fiir Substrat-
RNAs im gefalteten Ribozym zu identifizieren.!'”!

Joe Piccirilli synthetisierte in Zusammenarbeit mit der
Caruthers-Gruppe ein Oligonucleotid von 7 Nucleotiden
Léange, das als Substrat fiir das Ribozym dienen sollte und an
der Spaltstelle eine 3'-S-Phosphorothiolatbindung enthielt.
Die Beobachtung eines metallspezifischen Schalters, bei dem
die thiophilen Ionen Mn*" oder Zn*" die Spaltreaktion akti-
vierten, deutete darauf hin, dass das Metallion (Abbil-
dung 2a, unschattiert) im Ubergangszustand durch koordi-
native Bindung an das 3-O-Atom zur Katalyse beitrigt.!"*
Das war ein direkter Hinweis darauf, dass das Ribozym ein
Metallozym ist, das sich mechanistisch dhnlich wie bestimmte
Enzyme verhilt.

In einer dhnlichen Studie untersuchte die Doktorandin
Lara Weinstein in Zusammenarbeit mit der Cosstick-Gruppe
den Exonligationsschritt der RNA-Spleiung (siche Reaktion
in Abbildung 2a)."! Sie synthetisierten das erforderliche
Substrat, ein 3'-S-Phosphorothiolat enthaltendes Dinucleotid
und fanden damit, dass die Ligationsreaktion von einem
thiophilen Metallion (Cd** oder Mn?>") abhingig ist. Dieser
chemisch-genetische Ansatz lieferte einen Beleg fiir die Sta-
bilisierung der Abgangsgruppe durch ein Metallion (in Ab-
bildung 2 a, schattiert) — eine Rolle, die unter Standardreak-
tionsbedingungen von Mg*! iibernommen wird.

Jin-Feng Wang derivatisierte das als Substrat wirkende
Guanosin mit einem Metallchelator (Abbildung 2b), fiigte
Fe™ hinzu und erhielt so eine Spaltung mit freien Radikalen
an einer Stelle, die durch die Tertidrstruktur der RNA in
rdumliche Nihe zum Substrat gebracht wurde.? Die Identi-
fizierung dieses Teils des aktiven Zentrums des Ribozyms
wurde spater durch Rontgenkristallogaphie erhirtet.

Scott Strobel ersetzte das G-U-Wobble-Basenpaar an der
Spaltstelle der RNA durch synthetische Wobble-Basenpaare
mit systematisch abgednderten funktionellen Gruppen (siche
Abbildung 2¢). Dabei gelangte er zu der Schlussfolgerung,
dass die kleine Furche der Helix, die zwischen der Substrat-
RNA und ihrer Bindungsstelle gebildet wird, vom Ribozym
erkannt wird.[*!

Scott Cohen fiigte Thiol- und Disulfidfunktionen an be-
stimmten Stellen in das Ribozym ein und verfolgte die Ver-
netzung der Disulfide (Abbildung 2d). Die Ergebnisse of-
fenbarten eine unerwartete konformative Dynamik des
Ribozyms.!

Scott Silverman entwickelte Methoden fiir die ortsspezi-
fische Markierung groBer RNAs durch einen Pyren-Chro-
mophor (Abbildung 2¢), um die Ausbildung der Tertidr-
struktur der RNA mittels Fluoreszenz verfolgen zu kon-
nen.!

Da dieser Essay eine personliche Retrospektive ist, habe
ich hier Beispiele aus meiner eigenen Forschungsgruppe
herausgestellt. Andere Forschungsgruppen haben dhnliche
Beitrdge zur RNA-Forschung geleistet, und hierbei méchte
ich vor allem auf die bedeutenden Arbeiten Harry Nollers bei
der Kartierung der Struktur und Funktion der RNA im ak-
tiven Ribosom mithilfe chemischer Verfahren hinweisen.!

Ich will damit schlieBen, dass eine Ausbildung als Che-
miker eine ausgezeichnete Vorbereitung fiir die RNA-For-
schung ist. Die Fahigkeit, RNA mit spezifischen Substitutio-
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Abbildung 2. Synthetisch-chemische Ansitze zur Untersuchung von Struktur und Mechanismus des Tetrahymena-Ribozyms. a) Das 3'-S-Phos-
phorothiolat-Dinucleotid erwies sich nur in Gegenwart thiophiler Metallionen (Cd*" oder Mn?") als reaktiv, ein Hinweis auf die Stabilisierung der
Abgangsgruppe durch das schattiert gezeichnete Metallion (unter Standardbedingungen Mg*")."®l b) Derivatisierung des Substrats Guanosin mit
einem Metallchelator, Bindung von Fe' und nachfolgende Spaltung durch ein Hydroxylradikal zur Erkundung der Tertidrstruktur im Umfeld der G-
Bindungsstelle des Ribozyms.?® c) Die Einfiihrung von Basenanaloga in das Ribozym und seine Substrat-RNA ergab Wobble-Basenpaarungen, die
isoster zum nattirlichen G-U-Paar sind und die Messung des Beitrags der Aminogruppe zur kleinen Furche der RNA-Helix erméglichten.?! d) Ein-
fiihrung eines Alkylphenyldisulfids 1 und eines Alkylthiols 2 an spezifischen Stellen im Ribozym. Die Disulfidbriickenbildung durch Thiol-Disulfid-
Austausch erméglichte die Vermessung der Dynamik der thermischen Bewegungen innerhalb des 310 Nucleotide langen Ribozyms.” e) Derivati-
sierung eines 15-meren Oligoribonucleotids mit 2"-Aminosubstituenten durch einen Pyrenchromophor (pyr) und anschlielende Ligation mit einer
Ribozymdomine zur fluoreszenzspektroskopischen Verfolgung der Tertidrstrukturbildung der RNA durch Faltung der Molekiilkette.”!
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Dervan, Doug Turner, Alanna Schepartz, Peter Moore, Andy
Myers, Ron Breslow und Dennis Dougherty. Natiirlich danke
ich auch den ebenso zahlreichen Genetikern, Molekularbio-
logen, Rontgenkristallographen und Medizinalforschern, die
meiner Arbeitsgruppe angehort haben — vielleicht bietet der-
einst der 125. Geburtstag eines anderen Journals Gelegenheit,
ihre Arbeit zu wiirdigen.
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Ubersetzt von Dr. Thomas Lazar, Paderborn
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