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Katalyse organischer Reaktionen durch Ribonucleinsiuren
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Seit Anfang der achtziger Jahre ist bekannt, dal Ribonu-
cleinsduren (RNAs) neben ihrer traditionellen Rolle in der
Weitergabe der genetischen Information auch als Katalysa-
toren in chemischen Reaktionen wirken konnen.! Diese
Entdeckung, die 1989 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurde, belebte frithere Hypothesen iiber die Existenz einer
prébiotischen ,,RNA-Welt“. Darin werden genetische Infor-
mationen mit Hilfe der RNA gespeichert und chemische
Reaktionen durch sie kontrolliert.”! Wihrend die Suche nach
weiteren natiirlichen Ribozymen in den letzten Jahren nicht
zu wesentlichen Neuentdeckungen fiihrte, wurden durch die
Anwendung der in-vitro-Selektion und -Evolution wichtige
Erkenntnisse iiber das katalytische Potential der RNA
gewonnen.P!

Die erfolgreichste Methode zur Selektion von RNA-
Katalysatoren ist die direkte Selektion. Dabei werden aus
RNA-Bibliotheken diejenigen Mitglieder selektiert, die bei
der Umsetzung mit einem Substrat (X, Schema 1) beschleu-
nigt mit diesem reagieren und somit Substrat- und Katalysa-
toreigenschaften in einem Molekiil vereinen. Das Substrat X
enthilt eine Ankergruppe, die in unmodifizierter RNA nicht

+X\—
RNA —————> RNAX_ + RNA
Reaktion \_
Transkription Selektion
RT-PCR
DNA <«— ——— — RNA-X + RNA —>
\|— verwerfen

Schema 1. Allgemeines Prinzip der direkten Selektion mit einer kombi-
natorischen RNA-Bibliothek.

vorhanden ist (z.B. eine Thiol- oder Biotinylgruppe). An-
schlieBend werden durch Affinitdtschromatographie die
RNA-Molekiile isoliert, die kovalent mit dem Substrat, das
die Ankergruppe enthilt, verkniipft sind. Die RNA-Molekiile
werden enzymatisch amplifiziert, indem sie durch reverse
Transkription in DNA umgeschrieben und diese dann durch
Polymerasekettenreaktion (PCR) vervielfiltigt wird. Aus der
doppelstrangigen DNA wird durch Transkription wieder die
RNA generiert, die erneut der Selektion unterzogen wird.
Dieser Cyclus wird so lange wiederholt, bis nur noch wenige
RNAs den Pool dominieren.
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Wihrend in den ersten Jahren bei der Aufkldrung des
katalytischen Potentials Reaktionen an den funktionellen
Gruppen der RNA im Vordergrund standen (Acylierungen,
Alkylierungen, Phosphorylierungen von RNA), erschienen
kiirzlich mehrere Arbeiten, in denen die Beschridnkung auf
Selbstmodifizierungsreaktionen der RNA iiberwunden wur-
de, indem linkergekoppelte Reaktanten eingesetzt wurden.
Hier werden Anwendungen in der Diels-Alder-Reaktion, der
Synthese von Carbonsidureamiden und -estern sowie der
Peptidsynthese vorgestellt, die besonders fiir Synthesechemi-
ker interessant sind.

Eaton und Mitarbeitern gelang es, durch direkte Selektion
mit linkergekoppelten Reaktanten, Katalysatoren fiir die
Diels-Alder-Reaktion zu finden.P! Trotz ihrer untergeord-
neten biochemischen Bedeutungl®! stand diese zentrale Reak-
tion der organischen Synthese immer wieder im Zentrum
innovativer Ansidtze in der Katalyseforschung. So wurde
mehrere Jahre vergeblich versucht, durch Selektion von
RNA-Molekiilen mit hoher Affinitit zu Ubergangszustands-
analoga Katalysatoren fiir die Diels-Alder-Reaktion zu
generieren.ll Eatons Selektionsschema ging von einem Pool
von 10 RNA-Molekiilen aus. Diese bestanden aus 100
randomisierten Positionen, die von zwei konstanten Sequenz-
bereichen flankiert waren (Schema 2a). Die RNA-Molekiile
wurden enzymatisch mit einem Polyethylenglycol(PEG)-
Linker der mittleren Molmasse von 2000 verkniipft, an den
das Dien, ein Hexadienol, gebunden war. Durch den hoch-
flexiblen PEG-Linker ist das Dien dhnlich beweglich wie die
freie Verbindung in Losung und kann theoretisch mit allen
Bereichen eines gefalteten RNA-Molekiils wechselwirken.
Dieser Pool von RNA-Linker-Dien-Konjugaten wurde in
Gegenwart verschiedener Metallionen mit einem biotinylier-
ten Maleinimid als Dienophil inkubiert. Die an die RNA
gebundenen biotinylierten Cycloadditionsprodukte wurden
danach mit Hilfe von Streptavidin, einem Biotin-bindenden
Protein, von den unmodifizierten RNAs abgetrennt und
enzymatisch amplifiziert. Fiir letzteres ist wichtig, dafl der
randomisierte Bereich der RNA von zwei Primerbindungs-
stellen konstanter Sequenz flankiert wird. Nach erneuter
Einfiihrung des an einen Linker gebundenen Diens wurde der
erhaltene angereicherte Pool weiteren Selektionsrunden un-
terzogen.

Von besonderer Bedeutung fiir die Katalyse war auch,
zusitzliche Funktionalititen in die RNA einzufiihren.[®] So
wurde bei der enzymatischen RNA-Synthese anstelle von
Uridin-5"-triphosphat (UTP) das Analogon 5-[ (4-Pyridylme-
thyl)carbamoyl]-UTP (Schema 2b) verwendet, um in der
RNA zusitzliche Moglichkeiten fiir hydrophobe und dipolare
Wechselwirkungen, fiir Wasserstoffbriickenbindungen sowie
fiir Metallionenkoordinationen zu erzeugen. Nach zwolf
Selektions- und Amplifizierungsrunden waren die aktiven
Molekiile stark angereichert, und acht Sequenzfamilien
wurden identifiziert, die die Reaktion bis zu 800fach gegen-
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Schema 2. a) Reaktionsschritt zur Selektion einer Diels-Alderase aus
einer kombinatorischen RNA-Bibliothek. Biot—OH =Biotin. b) 5-[(4-
Pyridylmethyl)carbamoyl]-UTP, das anstelle von Uridintriphosphat
(UTP) bei der enzymatischen RNA-Synthese eingesetzt wurde.

iiber der unkatalysierten Hintergrundreaktion beschleunig-
ten. Sehr wichtig fiir die katalytische Aktivitidt war die oben
beschriebene Uridylmodifizierung; unmodifizierte RNA-
Molekiile gleicher Nucleotidsequenz waren erwartungsgeméf
inaktiv, da sie sich in andere dreidimensionale Strukturen
falten und die zusitzlichen Wechselwirkungsmoglichkeiten
entfallen. Der am griindlichsten charakterisierte Katalysator
war nur in Gegenwart von Cu?*-Ionen aktiv. Da Diels-Alder-
Reaktionen durch Lewis-Sduren katalysiert werden,! ver-
muten die Autoren, dafl die RNA diese Kupferionen, mog-
licherweise tiber die Pyridylreste, koordiniert.

Mit der RNA-katalysierten Amidsynthese beschreiben
Eaton und Mitarbeiter die Anwendung dieser Katalyse in
einer weiteren wichtigen Reaktion, wobei sie ein dhnliches
Selektionsschema nutzten.'?! Sie kuppelten ein primires
aliphatisches Amin an das Ende des PEG-Linkers und setzten
den so erhaltenen RNA-Pool mit dem Anhydrid aus Biotin
und Adenosinmonophosphat (AMP) um (Schema 3a). An-
schlieBend wurden die kovalent mit Biotin verkniipften
Konjugate isoliert und amplifiziert. Es wurden ebenfalls
modifizierte Nucleotide eingesetzt; so war die 5-Position des
Uracils mit dem (5-Imidazolylethyl)carbamoyl-Rest derivati-
siert, von dem verbesserte Eigenschaften in der allgemeinen
Sdure/Base-Katalyse sowie bei der Metallionenkoordination
erwartet wurden (Schema3b). In den Selektionsrunden
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Schema 3. a) Reaktionsschritt zur Selektion einer Amidsynthetase. b) 5-
[ (5-Imidazolylethyl)carbamoyl]-UTP, das anstelle von Uridintriphosphat
(UTP) bei der enzymatischen RNA-Synthese eingesetzt wurde.

wurde durch Herabsetzung der Konzentrationen der Reak-
tanten und durch Verkiirzung der Reaktionszeit der Selek-
tionsdruck erhoht, um die aktivsten RNAs zu isolieren. Nach
16 Selektionsrunden ergab die kinetische Charakterisierung
einzelner selektierter RNAs bis zu 110000fache Reaktions-
beschleunigungen. Auch hier war die Reaktionsbeschleuni-
gung durch die fiir eine detaillierte Charakterisierung ausge-
wihlte RNA stark von der Modifikation der Nucleotide und
von der Konzentration verschiedener Metallionen abhéngig.
Interessanterweise wird der Adeninrest, der im freien
Reaktanten Biotin-AMP enthalten ist, nicht fiir die
Substraterkennung benoétigt. Die Geschwindigkeitskonstan-
ten, die mit den analogen Verbindungen Uridinmonophos-
phat-Biotin und Ribose-5-Phosphat-Biotin ermittelt wurden,
waren nahezu identisch zu der, die fiir Biotin-AMP erhalten
wurde.

Diese beiden Arbeiten der Gruppe um Eaton zeigen die
erfolgreiche Anwendung der direkten Selektion auf synthe-
tisch wichtige Reaktionen. Eine Reihe interessanter Fragen
bleiben jedoch unbeantwortet und geben Raum fiir weiter-
fithrende Untersuchungen: Konnen die selektierten RNAs
nicht nur gegeniiber Reaktanten, die an Linker gebunden
sind, sondern auch als echte Katalysatoren mit zwei freien
Reaktanten wirken? Konnen diese Molekiile mit multiplem
Turnover arbeiten? Wie wird — insbesondere bei der Diels-
Alder-Reaktion — die Stereochemie der Reaktion beeinfluf3t?
Lenken unterschiedliche RNAs die Reaktion zu verschiede-
nen Produkten?
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Auch Zhang und Cech verwendeten linkergekoppelte
Reaktanten bei der Suche nach RNA-Molekiilen, die Pep-
tidbindungen kniipfen.'] Nachdem bereits gezeigt worden
war, dal RNAs ihr eigenes 3'-Ende aminoacylieren konnen
und daf} eine an RNA gebundene Aminoséure auf ein anderes
RNA-Molekiil iibertragen werden kann,[***! wurde nun unter-
sucht, ob RNAs die Kiipfung von Peptidbindungen &hnlich
wie im Ribosom katalysieren konnen.'2l Die RNAs des Pools
wurden an ihrem 5'-Ende {iiber einen kurzen Cystamin-
Spacer, der eine reduktiv spaltbare Disulfidbriicke enthailt,
an Phenylalanin (R = CH,C¢Hs, Schema 4) gebunden. Des-
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Schema 4. RNA-katalysierte Peptidbindungskniipfung. Biot—OH = Bio-
tin; R = CH,C¢Hs.

sen freie Aminogruppe fungiert als Aminoacylacceptor. Als
freier Reaktant und Aminoacyldonor diente der aktivierte
Aminoacylester  2'(3')-[6-(Biotinylamido)caproyl-L-methio-
nyl]adenosin-5-monophosphat (AMP-Met-Bio), ein einfa-
ches Modell der natiirlichen N-Formylmethionyl-tRNA. Die
biotinylierte RNA wurde mit Hilfe von trdgergebundenem
Streptavidin durch Affinitdtschromatographie isoliert und
durch reduktive Spaltung der Disulfidbriicke im Linker
wieder freigesetzt. Bei diesem Schritt gelang es, selektiv die
RNAs freizusetzen, bei denen die Reaktion am gebundenen
Phenylalanin erfolgte. Nebenprodukte, bei denen das Biotin
mit internen Positionen der RNA verkniipft war, wurden
abgetrennt, da sie auch nach Spaltung der Disulfidbriicke
immobilisiert blieben. Nach 19 Selektionsrunden wurden die
aktiven RNAs isoliert und sequenziert. Mindestens zwei
Klassen von Sequenzen lieBen sich unterscheiden. Die
kinetische Untersuchung einer RNA ergab gegeniiber der
unkatalysierten Reaktion eine Beschleunigung von etwa
1:10%, wobei hohe Magnesiumionenkonzentrationen erforder-
lich waren. Der Linker ist ebenfalls essentiell fiir die Reak-
tionsbeschleunigung, vermutlich sorgen spezifische Kontakte
zwischen RNA und Linker fiir die exakte Ausrichtung des
gebundenen Reaktanten. Im freien Reaktanten (AMP-Met-
Bio) ist das AMP, nicht jedoch das Biotin oder die Amino-
sdure an der Erkennung beteiligt, so dafl auch andere
Aminosduren aus entsprechenden AMP-Derivaten auf den
Acceptor iibertragen werden.

Interessanterweise kamen Jenne und Famulok mit einem
sehr dhnlichen Ansatz zu einem ganz anderen Ergebnis.!¥ In
ihrem Fall wurde die an den Linker gebundene Aminosédure
ignoriert: Statt Verbindungen, die Peptidyltransferaseaktivi-

tit zeigen, wurden ausschlielich Ribozyme selektiert, die die
Ubertragung der biotinylierten Aminosiure vom Acyldonor-
molekiil auf eine bestimmte interne 2'-Hydroxygruppe der
RNA katalysieren. Moglicherweise wurden unter den ange-
wandten Selektionsbedingungen Aminoacyltransferasen be-
vorzugt angereichert, wohingegen die Population von peptid-
bindungskniipfenden Ribozymen im Laufe der Selektion
eliminiert wurde. Im Rahmen der kinetischen Charakterisie-
rung gelang es, das urspriinglich isolierte Ribozym in einen
intermolekular wirksamen Katalysator umzuwandeln, der die
Aminoacylierung eines externen Oligonucleotids in Gegen-
wart des Acyldonormolekiils katalysiert.

Die dargestellten Beispiele zeigen, dafl die katalytischen
Fahigkeiten der RNA weit iiber Modifizierungsreaktionen an
den funktionellen Gruppen von Ribonucleinsduren hinaus-
gehen. Die Moglichkeit, Katalysatoren mit gezielt einstellba-
ren Eigenschaften und mit beeinfluBbarer Spezifitidt herzu-
stellen, machen diese Techniken iiber das Gebiet der prébio-
tischen Chemie hinaus attraktiv, zumal es moglich und
gebriuchlich ist, ein einmal gefundenes aktives Sequenzmotiv
zum Ausgangspunkt fiir erneute Selektionen nach veridn-
derten Eigenschaften zu nutzen. Es ist durchaus vorstellbar,
katalytisch wirksame RNAs in bioorganischen oder auch in
kombinatorischen Synthesen einzusetzen. Fiir den prakti-
schen Einsatz von Ribozymen in der Synthese sind jedoch
noch umfangreiche Untersuchungen nétig. Die hier vorge-
stellten Strategien, aber auch alternative Methoden!'¥] kénn-
ten dabei eine bedeutende Rolle spielen.
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