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OLIVER SEITZ

Proteine, Nucleinsduren und
Hybride zur Erforschung
biologischer Systeme/
Bioorganische Synthese

Die Gruppe entwickelt Methoden zur chemischen Synthese von Proteinen und

Nucleinsduren sowie deren Hybriden. Als biomolekulare Werkzeuge ein-

gesetzt, konnen mit diesen Verbindungen biologische Vorginge gezielt unter-

sucht werden.

Allgemeine Einfiihrung in das Fachgebiet

Auf'molekularer Ebene ist Leben durch eine Vielfalt
biomolekularer Wechselwirkungen definiert. DNA
und RNA erkennen sich gegenseitig und gewidhrlei-
sten die Speicherung und die Weitergabe geneti-
scher Information. Spezialisierte Adaptermolekiile
uibersetzen bei der Proteinbiosynthese die buchsta-
benihnliche Sprache der Erbinformation in die For-

Internet

www2.chemie.hu-berlin.de/seitz

men- und Funktionssprache der Pro-
teinwelt. Diese wiederum wechselwir-

ken mit den Erbmolekiilen, anderen
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Linke Abb.: Beispiele biomolekularer Interaktionsmodule. Links: Struktur
eines DNA-Peptidnucleinsiure-Komplex (Pdb: 1PDT), Rechts: Struktur von
Smac im Komplex mit der BIR3-Doméne von XIAP (Pdb: 1G73)

oben: Dr. Oliver Seitz, Professor fiir Bioorganische Synthese am Institut fiir
Chemie der Humboldt-Universitit zu Berlin.

Proteinen sowie den Substanzen, die durch die ka-
talytische Funktion von Proteinen hergestellt wer-
den. Bei aller Komplexitit der aufgebauten Netz-
werke, oftmals werden von Biomolekiilen immer
wieder typihnliche, spezialisierte Erkennungsmo-
dule eingesetzt. Eines der Hauptanliegen der Medi-
zinischen Chemie und der Chemischen Biologie ist
es, in diese Vorginge einzugreifen, um etwa einer
Fehlfunktion zu begegnen oder durch eine gezielte
Stérung iiber die Bedeutung des Vorgangs fiir die
Zelle zu lernen. Die Gruppe Seitz nimmt die natiir-
licherweise vorkommenden Wechselwirkungsmo-
dule zum Vorbild und stattet diese durch die Mittel
der chemischen Synthese mit neuen Funktionen
aus. Dies stellt besondere Anforderungen an die

Synthesechemie, denn es gilt, selbst komplexe Bio-

Abstract

The group develops methods for the chemi-
cal synthesis of proteins and nucleic acids
and their hybrids. The conjugates are used as
biomolecular tools in the interrogation of
biological processes.
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molekiile fiir eine bestimmte Funktion mafizu-
schneidern. Eines der Ziele ist es, Molekiile herzu-
stellen, die die Anwesenheit eines bestimmten
RNA-Molekiils durch Aussenden von Fluoreszenz-
licht sogar in lebenden Zellen anzeigen. Es ist mog-
lich, mit den Methoden der chemischen Totalsyn-
these funktionale Proteine herzustellen und diese
zu verindern. Durch die Konstruktion von
chimiren Molekiilen, die sowohl Nucleinsiure- als
auch Proteineigenschaften aufweisen, konnte es ge-
lingen, einen Wirkstoff nur in kranken Zellen frei-
zusetzen, so dass gesunde Zellen nicht unter

Nebenwirkungen zu leiden haben.

Forschungsgebiete

® Totalsynthese von Proteinen

Die chemische Proteinsynthese ist im Gegensatz
zur biologischen Synthese nicht auf proteinogene
Aminosduren beschrinkt. Auch kénnen Modifizie-
rungen, die in einer Zelle die Funktion der Proteine
regulieren, durch chemische Synthese einheitlicher
vorgenommen werden als durch die Biosynthese.
Allerdings ist die chemische Synthese funktions-
fihiger Proteine kein triviales Unterfangen. Noch in
den 90igern galt dies als unpraktikabel. Dies hat
sich mit der Erfindung der Nativen Chemischen
Verkniipfung geidndert. Hierbei wird ein grofes
Protein durch schrittweise Kupplung von Teilseg-
menten hergestellt. Diese gelingen in Wasser und
fithren zu einer natiirlichen Peptidbindung, der
man nicht ansieht, dass sie iiber chemische Metho-
den gekniipft wurde. Grundlage ist die Reaktion
eines Peptidthioesters mit einem Segment, das
einen N-terminalen Cysteinrest trdgt. Allerdings
sind Peptidthioester nicht so einfach herzustellen
wie die sonst verwendeten Peptidsiuren und -ami-
de. Zudem ist Cystein eine seltene Aminosiure, so
dass es oftmals erforderlich ist, ein kiinstliches
Cystein einzufiithren. Hier setzen die Arbeiten der

Gruppe Seitz an. Es wird versucht, zum einen die
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funktionaler Proteine. Die auto-
matisierte Festphasensynthese von

Peptidthioestern mit Selbstreini-
gungseffekt gelingt an einem Sul-
fonamidlinker durch eine Abfolge
von Makrocyklisierungs-, Alkylie-
rungs- und Thiolysereaktionen.
Die in der Abspaltungsreaktion
erhaltenen Peptidthioester liefern
nach der Nativen Chemischen
Peptidkupplung und Immobilisie-
rung Proteindoménen-Arrays.

Synthese von Peptidthioestern zu vereinfachen und
zum anderen die Beschrinkung auf die Aminosiu-
re Cystein aufzuheben bzw. Verfahren zu ent-
wickeln, mit denen rasch ermittelt werden kann, ob
bei einem gegebenen Protein ein kiinstliches Cys-
tein toleriert wird. In Abb. 1 ist als Beispiel ein Ver-
fahren gezeigt, bei dem ein integrierter Selbstreini-
gungseffekt Peptidthioester 1 hoher Reinheit liefert
(Mende 2010). Diese kénnen nach der Synthese
ohne Reinigungsschritte direkt mit den Cysteinyl-
peptiden 2 umgesetzt werden. Die anschliefende
Bindung der Produkte an Oberflichen erleichtert
die Testung der Proteinfunktion. Mit diesem Ver-
fahren kann eine Cysteinrasterung des interessie-
renden Proteins durchgefiithrt werden, so dass sehr
rasch ermittelt werden kann, welche Aminosiuren

fur die Proteinfunktion nétig sind.

m Bildgebender Nachweis viraler mRNA in infizier-
ten Zellen
RNA-Molekiile dienen nicht nur als transportable
Blaupausen fur die Herstellung von Proteinen,
sondern RNA hat auch regulatorische Funktion in-
ne. Es herrscht ein grofes Interesse, die Entste-
hung und Lokalisierung von RNA-Molekiilen in
einer lebenden Zelle verfolgen zu koénnen. In
Zusammenarbeit mit Forschern am Institut fiir
Biologie (AG Herrmann) interessieren wir uns in
einem langfristig angelegten Forschungsprojekt
dafiir, die zeitlichen und rdumlichen Muster des
Viruszusammenbaus in einer infizierten Zelle zu
ermitteln. Hierzu entwickelten wir eine neue Klasse
von Sondenmolekiilen (Abb. 2), den sogenannten
FIT-Sonden, die bestimmte virale mRNA in einer
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Abb. 2

Visualisierung von mRNA des In-
fluenzavirus H1N1 in lebenden in-
fizierten Zellen durch so genannte
FIT-Sonden.

Abb. 3

DNA- bzw. RNA-gesteuerte Peptid-

synthese

10 uM

lebenden Zelle erkennen und dies durch Verstir-
kung eines Fluoreszenzsignals anzeigen (Kummer
2011). Die Sonden basieren auf dem DNA-analo-
gen PNA-Riickgrat, das im Gegensatz zu konven-
tionell verwendeten Oligonucleotidsonden von den
Enzymen einer Zelle nicht abgebaut werden kann.
Ein hochspezialisierter Fluorophor aus der Familie
der Thiazolorange-Derivate wurde anstelle einer
Nucleobase eingebaut. Durch diesen Anbindungs-
modus erfihrt der Fluorophor nur dann eine Flu-
oreszenzintensivierung, wenn er nach Bindung an
die Ziel-RNA im Inneren der sich bildenden Helix
positioniert wird. Der unvermeidbare Kontakt mit
den Proteinen einer Zelle lisst die Fluoreszenzei-
genschaften unberiithrt. So leuchten Sonden, die
gegen die mRNA von Neuraminidase des HIN1-
Influenzavirus gerichtet sind, nur in virusinfizier-
ten Zellen auf (Abb. 2). Nichtinfizierte Zellen blei-
ben dunkel.

| DNA-gesteucre Peptidsynthese |
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B Nucleinsiure-gesteuerte Aktivitat

Die Fihigkeit zur gegenseitigen Erkennung ist eine
Schliisseleigenschaft von DNA und RNA. Die Bil-
dung der dabei entstehenden Komplexe folgt wohl-
bekannten Gesetzmifigkeiten und gelingt daher in
vorhersehbarer Weise. Dies erméglicht es, DNA oder
RNA als eine Schablone zu verwenden, durch die
chemische Gruppen und Funktionseinheiten selbst
auf nanometergroflen Strukturen mit Angstromge-
nauigkeit platziert werden kénnen. Wir nutzen dies,
um chemische Reaktionen unter die Kontrolle von
DNA oder RNA zu stellen. Die chemischen Reak-
tionen werden so entworfen, dass eine DNA- oder
RNA-Sequenz in der Lage ist, Verkniipfungsreak-
tionen oder Transferreaktionen zu beschleunigen.
Eines der Ziele ist es, das Reaktionsdesign so zu
entwickeln, dass ein Templatmolekiil die Bildung
mehrerer Produktmolekiile steuert und damit ge-
wissermaflen die Aktivitit eines Katalysators er-
wirbt. Da die Reaktionsprodukte nur bei Anwesen-
heit der »richtigen« Sequenz entstehen, ist es mog-
lich, DNA oder RNA mit hoher Empfindlichkeit
und Genauigkeit nachzuweisen. Die Methode
kann auch fiir den DNA- oder RNA-gesteuerten
Aufbau eines biologisch wirksamen Peptids ge-
nutzt werden. So entwickelten wir ein Reaktionssy-
stem (ADbb. 3), bei welchem die Sequenzinformati-
on eines unstrukturierten DNA-Templats genutzt
wird, um die Ubertragung eines Alaninrests vom
Konjugat 3 auf das Peptid-Konjugat 4 auszulésen
(Erben 2011). Das entstehende Peptid 5 kann in ei-
ner Zelle ein Programm zum gezielten Zelltod an-
stoen. Normalerweise ist das Immunsystem in
der Lage, entartete Zellen zu erkennen und diese in
den programmierten Zelltod zu treiben. Viele
Krebszellen schiitzen sich durch so genannte anti-
apoptotische Inhibitorproteine wie XIAP (X-linked
Inhibitor of Apoptosis Protein). Durch Bindung
des gebildeten Peptid-Konjugats 5 an XIAP kann
das Selbstmordprogramm der kranken Zelle reak-
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tiviert werden. Die Konjugate 3 und 4 wiirden also
als »Molekulare Doktoren« wirken. Zunichst wiir-
den die Molekularen Doktoren die Gegenwart ei-
ner bestimmten krankheitsrelevanten DNA- oder
RNA-Sequenz entdecken (= Diagnose). Die gleich-
zeitige Bindung an diese DNA oder RNA wiirde so-
dann die Bildung eines Zellgifts bewirken (= The-
rapie). Bislang haben Seitz und Mitarbeiter in Ver-
suchen im Reagenzglas gezeigt, dass die den pro-
grammierten Zelltod steuernden Enzyme, die Cas-
pasen, aktiviert werden kénnen. Der Prozess ge-
lingt auch in Gegenwart aller Biomolekiile, die in
einer Zelle zu finden sind (d.h. im Zelllysat). In
zukiinftigen Arbeiten werden zellulire Testsyste-
me erprobt.

In Zusammenarbeit mit Forschern in Berlin (Son-
derforschungsbereich 765) verwendet die Gruppe
Seitz DNA als ein molekulares Lineal, um den
Abstand zwischen den Bindungstaschen von biolo-
gischen Rezeptoren zu ermitteln (s. Abb. 4). Bei
passender Anordnung der vom Rezeptor erkann-
ten Liganden auf DNA-Architekturen binden die
Konstrukte mit hoher Affinitit an den Rezeptor,
was wiederum Moglichkeiten fiir die Hemmung
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Abstands-
variation

.

Molekulare Simulation

J Proteinbindungstests,

(oder Aktivierung) dieses Rezeptors bietet. Das
Prinzip der Abstandsrasterung durch Nucleinsiu-
re-Schablonen wurde an drei bekannten biologi-
schen Zielstrukturen validiert. So konnten die Ab-
stinde zwischen den Bindungstaschen eines
zuckerbindenden Proteins (Lektin von Erythrina
Cristigalli), einer peptidbindenden Proteindomine
(Tandem-SH2-Doméne der Syk-Kinase) sowie des
Ostrogenrezeptors (s. Abb. 4) bestimmt werden. In
den Folgearbeiten untersucht die Gruppe Seitz
nun strukturell nicht charakterisierte Proteine.
Auch werden Rezeptoraggregate auf Zell- und Vi-

rusoberflichen raumlich abgerastert.
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Abb. 4

DNA-basierte riumliche Rasterung
von Rezeptoren. Ein Ligand L fiir
einen Rezeptor wird an Oligo-
nucleotide gebunden. Nach Zuga-
be komplementirer DNA-Stringe
bilden sich bivalente Komplexe.
Durch Variation der Anzahl un-
gepaarter Nucleotide kann der Ab-
stand zwischen den Liganden ver-
andert werden. Die Struktur unten
modelliert die Bindung eines bi-
valenten DNA-Raloxifen-Komplexes
an den Ostrogenrezeptor.
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