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2. EINLEITUNG

2.1. Nukleinsauren

2.1.1. Das zentrale Dogma der Molekularbiologie

Nukleinsduren gdten as Schlisseimolekile des Lebens. Se snd Tréger der genetischen
Information und stellen somit das Erbgut eines Organismus dar.

Chemisch betrachtet snd se Polynukleotide. Se snd aufgebaut aus heterozyklischen Basen
(Purin-  oder Pyrimidinderivate), ener Pentose ds Kohlenhydratkomponente und ener
Phosphatgruppe. Zucker und Phosphatgruppe bilden dabel ein konstantes Rickgrat und damit
das drukiurdle Gerist der Nuklensduren. Daran snd die verschiedenen Basen as
Informationstréger und varidbler Tell der Nukleinsiuren befestigt. Je nach Art des Zuckers
wird unterschieden zwischen:

a) Desoxyribonukleinsduren (DNA  oder  DNS), mit 2-Desoxyribose as
Kohlenhydratbaustein, und

b) Ribonukleinsuren (RNA oder RNS), die ds Zuckerkomponente die Ribose
enthalten.

Die Purinbasen snd sowohl bel der RNA ds auch bel der DNA Adenin (A) und Guanin (G).
Die Pyrimidinbasen der DNA snd Thymin (T) und Cytosin (C), die der RNA dagegen Uracil
(U) und Cytosin (Abb. 1).

Dieser rein chemischen Unterscheidung zwischen den beiden Nukleinsdurearten entsprechen
ihre unterschiedlichen biologischen Funktionen. Die Desoxyribonukleinsauren bilden die
Chromosomen, auf denen die Gene enes Organismus liegen. Die Ribonuklensiuren
hingegen snd unmittelbar an der Biosynthese der Proteine betelligt. Man unterteilt Se je nach
ihrer  Aufgabe in verschiedene Klassen. Die drel bekannteten RNA-Klassen snd die
Messenger-RNA (mMRNA), die Transfer-RNA (tRNA) und die ribosomale RNA (rRNA).
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1869 entdeckte Miescher die Nukleinsduren in Lymphozyten, die aus Eiter gewonnen wurden.
Die biologische Bedeutung der Nukleinsduren blieb jedoch lange Zet unbekannt. Erst 1944
erbrachte Avery durch Transformationsexperimente den Bewels fir ihre genetische Funktion
(Avery et al., 1944). 1953 fanden dann Watson und Crick im Prinzip der Basenpaarung den
Schliissdl zur Informationsweltergabe (Watson & Crick, 1953) (Abb. 1).
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Abbildung 1: Watson-Crick Basenpaarung. Die Basenpaare werden durch zwei Wasserstoffbriicken zwischen
A und T bzw. U und durch drei Wasserstoffbriicken zwischen G und C geformt.

Jde Base bestimmt endeutig ihren gegentberliegenden Patner und legt damit die
Basenfolge im  neu gynthetiserten Strang fest. Die  Anenanderlagerung  von  zwel
Nukleinsdurestréngen durch Paarung zueinander gehoriger (komplementérer) Basen flhrt zur
Raumgruktur der Doppehdix. Die Basenpaarung erlaubt die Aufgelung von Grundregeln
der Informationsibertragung in dlen lebenden Zelen. Diese werden auch ds ,zentraes
Dogma der Molekularbiologi€’ bezeichnet (Abb. 2).
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Abbildung 2: Das zentrale Dogma der Molekularbiologie. Die DNA kann ihre Information durch Replikation
vervielfaltigen. DNA und RNA werden durch Transkription bzw. reverse Transkription ineinander

umgeschrieben. Der Informationsflu? zwischen RNA und Protein verlauft ausschliefdlich in Richtung Protein.
Dieser Proze3 wird als Transl ation bezeichnet.
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Die genetische Information ist in der DNA as Abfolge der Basen enthdten und wird durch
en Alphabet der vier Buchgaben A, G, C und T beschricben. Durch die endeutige
Bestimmung der komplement&ren Basen kann die Basensequenz beliebig Ubertragen und
weitergegeben  werden.  Dadurch  bestzen Nukleinsduren die Fahigkeit zur identischen
Replikation. Gleichzetig legt die genetische Information auch die Aminosdurenseguenz von
Proteinen fest. Diese is in einem Code verschlissdt, bei dem ene Folge von drei Basen fur
ene bestimmte Aminoséure deht. Mittlersubstanz zwischen DNA und Protein ist hierbe eine
informationstragende RNA, die ds BotenrRNA oder auch ads Messenger-RNA (mRNA)
bezeichnet wird. Der Informationsflud zwischen DNA und RNA kann in bede Richtungen
efolgen. Die Informationsweitergabe zwischen  RNA  und Protein  hingegen  verlauft
auschlieldich in Richtung des Proteins.

2.1.2. Ribonukleinsauren

Wie bereits beschrieben, unterscheidet man  zwischen drei Hauptgruppen  von
Ribonukleinsauren, der mRNA, der rRNA und der tRNA. Neben diesen drel Gruppen sind
unter anderem noch die Vorlaufer der mRNA (pr&amRNA), klenere Kern-RNA-Arten
(-smal nuclear RNA“, snRNA) (Guthrie & Patterson, 1988; Reddy & Bush, 1988) und
katdyserende RNAs (Ribozyme) (Kruger et al., 1982; Guerriere-Takada, 1983) zu erwahnen,
auf deren Funktion hier jedoch nicht welter eingegangen werden soll. Die mRNA  Ubernimmt
die Funktion der Informationsweitergabe, wie es im zentrden Dogma der Molekularbiologie
beschrieben id. In enigen Organismen, wie z. B. den Retroviren, dient die Messenger-RNA
auch direkt ds Genom.

Die DNA ds Trager der genetischen Information wird in mRNA transkribiert. Anschlief3end
findet an den Ribosomen die Trandation dett, bei der die Information der mRNA in ene
Aminosaurensequenz und somit in en Protein Ubersetzt wird.

Be der Trandation is die Transer-RNA neben mehreren Proteinen und Cofaktoren von
wesentlicher Bedeutung. Die tRNA west ene Kleeblattstruktur auf, die an ihrer 3'-terminden
Ribose mit ener aktivierten Aminosiure beladen werden kann. Nach der Beladung spricht
man von Aminoacyl-tRNAs. An dear mittleren Schlefe ihrer Kleeblattstruktur (Anticodon

Schleife) weisen diese ene fur die jewelige Aminosiure spezifische Sequenz von dre
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Nukleotiden (Anticodon) auf. Dieses Basentriplett kann mit dem entsprechenden Codon der
mMRNA in Basnpaarung treten und vermittdt auf diese Weise die Ubersstzung von
Basensequenz zu Aminosiurensequenz. Die Tranddion findet an den Ribosomen (grof3en
Ribonukleoproteinen) statt.
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Abbildung 3: Beispid fur die Aushildung der Sekundarstruktur einer Ribonukleinsaure. Durch Faltung
eines RNA-Stranges bei der Aneinanderlagerung von komplementdren Bereichen kann das Molekil ver-
schiedene Sekundarstrukturen annehmen.

Die ribosomaden RNAs snd drukturele und funktiondle Komponenten der Ribosomen.
Ribosomen bestehen aus je zwe Untereinheiten, die aufgrund ihrer Sedimentationsrate in
gner Zentrifuge und damit nach ihrer Molekilgrofe untertellt werden. Prokaryontische
Ribosomen werden ds 70S Ribosomen bezeichnet und bestehen aus ener 50S und ener 30S
Untereinheit. Wahrend in der 50S Untereinheit 23S und 5S RNASs zu finden sind, enthdt die
30S Untereinheit eine einzelne 16S RNA. Eukaryontische Ribosomen sind dhnlich aufgebadt,
jedoch as 80S Ribosomen etwas grolier.
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Ribonukleinsturen sind unverzweigte Polymere und treten, mit Ausnehme weniger virder
RNAs, enzddgrangig auf. Trotzdem konnen sch durch die FAtung enes enzenen RNA-
Stranges bel  intermolekularer  Basenpaarung  komplementérer  Bereiche regionad  helikade
Strukturen aushilden. Die Fdtung eines Ribonukleinsturestranges hat Auswirkungen auf die
Sekundérgtruktur  des Molekils. Es konnen helikale Bereiche, Schlefen am Ende ener
Harpingruktur ~ (hairpin-loops),  schlefenartigen  Ausbuchtungen  in doppestréngigen
Bereichen (bulges und internd loops) (Abb. 3) und Pseudoknoten entstehen.

2.2. Die RNA-Wdt

Die Bezeichnung RNA-Wdt bezog dch urspringlich auf eine Zeit im Laufe der Evolution
friher Lebensformen, in der es die aufwendigen Mechanismen der Proteinbiosynthese, so wie
wir se heute kennen, noch nicht gab. Man nahm dattdessen an, dal3 die RNA das eigentliche
lebenspendende Molekul war. Bereits vor melr as 30 Jahren kamen erste Vermutungen auf,
dal} es damds RNAs mit katadytischen Eigenschaften gegeben haben mul3 (Woese, 1967
Orgd, 1968), aber erst mit der Entdeckung katalytischer RNAs in heutigen Organismen, der
sogenannten Ribozyme oder auch Riboenzyme, (Kruger et al., 1982; Guerriere-Takada, 1983)
wurde erneut Uber die Rolle der RNA be der Entstehung des Lebens diskutiert (Pace &
Marsh, 1985; Lewin, 1986; Gilbert, 1986). Diese ,Evolutionstheorie’ wurde durchaus auch
kritisch betrachtet, wie man z. B. aus den 1987 erschienenen Verdffentlichungen von Brenner
& Ellington sowie von Maizd & Weiner ersehen kann (Brenner & Ellington, 1987; Maizd &
Weiner, 1987).

Die unterschiedlichen Hypothesen zu einer solchen RNA-Wdt baseren dabe im wesent-
lichen af drei grundséitzlichen Thesen:

1. Wahrend der Evolution des Lebens gab es enen Zetraum, in dem die genetische
Kontinuitét durch Replikation von RNA schergestellt wurde.

2. Die WatsonCrick Basenpaarung war der Schilissel zur Replikation.

3. Genetisch codierte Proteine waren nicht as Katalysatoren an der Replikation beteiligt.
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Vegdakte Forschung auf dem Gebiet der Ribonukleinsiuren im letzten Jehrzehnt zeigte die
Vidfdt der Bedeutung diessr Molekile. Neben ihren biologischen Funktionen be der
Proteinbiosynthese, im Bereich des Editings (Cattaneo, 1991; Blum et al.; 1990) und des
Splicings (Altman, 1989; Cech, 1992) oder ds Genom in Retroviren (Ganem & Vamus,
1987; Gdlo, 1987) wurde man auch auf die Bedeutung ihrer chemischen und physkalischen
Eigenscheften aufmerksam. Man delte fest, dald kleinere RNA-Molekile leichter in der Lage
snd, ausgeprégte und relativ stabile Sekunddr- und Tertidrstrukturen auszubilden ds Poly-
peptide (Gold et al., 1993). Diese Beobachtung, sowie die Entwicklung der rekombinanten
DNA-Technologien in den debziger Jahren und der Polymerase-Kettenresktion (polymerase
chan reaction, PCR) durch Mullis in den achtziger Jehren, ermdglichte die Suche nach
Ribonukleinsauren, die ganz bestimmte Eigenschaften aufweisen. Zu diesen  Eigenschaften
z&hlt z. B. die Fahigkeit zur Bindung bestimmter Subgtanzen (Tuerk & Gold, 1990; Ellington
& Szogtak 1990) und zur Diskriminierung zwischen Subgtanzen dhnlicher Struktur (Jenison et
al., 1994). Es wurden auch Ribonukleinsauren gefunden, die bestimmte chemische oder bio-
chemische Prozesse katalysieren kénnen (Beaudry & Joyce, 1992; Chapman & Szostak, 1994,
Burgstdler & Famulok, 1995).

In Abbildung 4 werden enige Theorien und Entdeckungen, die mit der Entwicklung der
Hypothese Uber ene mogliche RNA Wdt in Zusasmmenhang dehen, in zatlichem Zu-
sammenhang dargestellt.
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Jede Kultur hat ihre eigenen Mythen, zum Ursprung menschlichen Lebens. Auch
vermutet man eine spontane Entwicklung des L ebens aus totem Material.

L. Pasteur weist nach, da3 aus Fllssigkeiten, die zum Abtéten von Mikroorganismen
gekocht und anschlief3end steril aufbewahrt werden, kein Leben erwéchst.

A. Oparin behauptet, daf3 einfache einzellige Lebensformen aus ,, friihatmosphérischen*,
anorganischen Molekilen entstanden sind (Wasserstoff, Ammoniak, Methan,
Kohlendioxid, Wasser und Stickstoff).

J. Haldane unterstiitzt die von Oparin postulierte These, setzt jedoch die Einwirkung von
Energie aus atmosphéarischer UV-Strahlung und Hitze voraus.

S. Miller stellt das , frihatmosphérische® Gasgemisch her und setzt es eine Woche lang
el ektrischer Spannung aus. Hierbei entstanden u. a. Aminosauren.

J. Watson & F. Crick zeigen die Struktur der DNA Helix. (Watson & Crick, 1953)

M. Nirenberg & J. Mattaei finden heraus, dai3 eine nur aus Uracil bestehende mRNA in
Phenylalanin Ubersetzt werden kann. (Nirenberg & Mattaei, 1961)

J. Watson & F. Crick erhalten einen Nobelpreis fir ihre Arbeit zur Aufklarung der DNA
Struktur.

F. Crick und L. Orgel postulieren RNA als ersten Informationstréger (Crick, 1968; Orgel,
1968).

H. Noller & J Chaires stellen eine Theorie Uber die Funktion der rRNA im
Trandationsprozef3 von mRNA in Protein auf. (Noller & Chaires, 1972)

G. Quigley & A. Rich zeigen eine 3-dimensionale tRNA -Struktur (Quigley & Rich, 1976)
T. Cechet al. entdecken katalytische RNAs in heutigen Organismen (Kruger et al ., 1982).

W. Gilbert benutzt den Begriff der ,RNA-Welt*, um eine Zeit zu beschreiben, in der die
RNA das erste informationstragende und katal ytische Mol ekl darstellte. (Gilbert, 1986)

K. Mullis stellt die PCR as Methode zur schnellen Vervielfatigung von DNA und RNA
Sequenzen vor. (Mulliset al ., 1986)

T. Cech & S. Altman erhalten einen Nobelpreis fir die Entdeckung katalytischer RNAS.

J. Doudna & J. Szostak legen Nachweise fur eine selbstreplizierende RNA vor (Doudna &
Szostek, 1989).

G. Joyce beschreibt einen Zyklus zur in vitro-Evolution katalytischer RNAs (Joyce,
1989).

C. Tuerk & L. Gold, sowie A. Ellington & J. Szostak entwickeln unabhéngig voneinander
Methoden zur in vitro-Evolution von RNAs mit Hilfe der PCR. (Tuerk & Gold, 1990;
Ellington & Szostak, 1990)

R. Robertson & G. Joyce entwickeln ein ssDNA-spaltendes Ribozym durch in vitro-
Evolution (Robertson & Joyce, 1990).

H. Noller et al. weisen die Rolle der rRNA bei der Proteinbiosynthese nach (Noller et al.,
1992).

K. Mullis bekommt einen Nobelpreis fir Entwicklung der PCR.

J.P. Firste et al. entwickeln das Spiegel-Design als Methode zur in vitro-Evolution
hochaffiner L-Nukleinsduren (KlufBmann et al ., 1996; Nolte et al ., 1996).

K. Watanabe et al. zeigen, dal} Fragmente einer 23S rRNA in der Lage sind
Peptidbindungen zu kniipfen (Nitta et al ., 1998).

Abbildung 4: Chronologie einer hypothetischen RNA Welt.
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2.3. In vitro-Evolution von Nukleinsauren durch SELEX

SELEX geht ds Kurzform fir Sysemdic Evolution of Ligands by EXponentid enrichment
(Tuerk & Gold, 1990). Die Methode bertickschtigt die drei wesentlichen Merkmale der
Evolution: die Modifikation (Mutation), die Sdektion und die Amplifikaion. Hinter dem
Vefadren zur in vitro-Evolution von Nukleinssuren seht die Uberlegung aus grolen
kombinatorischen Nukleinsaurebibliotheken, die Nukleinsduren heraus zu picken, die an en
bestimmtes Zidmolekdl binden. Diese Bibliotheken gelt man durch chemische Synthese
einzdgrangiger Desoxyribonuklensduren mit randomisierten Bereichen her.

Durch wiederholtes Durchlaufen eines SELEX Zyklus (Abb. 5) sollen bindende Sequenzen,
die ene hohe Affinitd zum Target aufweisen, von denen getrennt werden, deren Affinitéten
niedriger snd (Ellington & Szostak, 1990; Tuerk & Gold, 1990). Der Vortel, den die
Nukleinsaurebibliotheken gegenlber anderen Substanzbibliotheken haben (z. B. Peptid- oder
Antikorperbibliotheken), liegt darin, dal3 Nukleinsduren sowohl geno- as auch phénotypische
Eigenschaften in enem Molekll verenigen. Se bilden dso nicht nur eine betimmte dre-
dimensonde Struktur aus (,Aussehen” des Moleklls = Phanotyp), sondern sie codieren sich
auch sdbst (Trager der genetischen Information = Genotyp). Durch die Ausbildung ver-
schiedener  Fdtmotive, wie z. B. Harpingrukturen, Loops, Bulges und Pseudoknoten,
ergeben sch dabile intramolekulare Strukturen, die es den Nukleinsduren erlauben, mit
anderen MolekUlen in spezifische Wechsa wirkungen zu treten.

Kombinatorische  Oligonukleotidbibliotheken ~ kénnen  baserend  auf  verschiedenen
Uberlegungen synthetisiert werden:

Randomisierung kleinerer Bereiche:

Werden in enem bereits bekannten Molekidl nur bestimmte, oft sehr kleine Regionen
randomisert, 0 will man af diese Art Molekile erhdten, die ene &nliche
dreidimensonde Struktur bestzen wie das Ursprungsmolekdl. In diessm Fal entstehen
kleinere Bibliotheken, mit deren Hilfe entweder die Bindungs- oder die kataytischen
Eigenschaften des Oligomers verbessart oder aber Aussagen Uber das aktive Zentrum der
Nukleinsiure getroffen werden sollen.

Randomiserung grof3erer Regionen

Wird ene grolere Region in der Nukleinsdure randomisiert, wie es meist be der Suche
nach Liganden gegen neue Targetsubstanzen gemacht wird, so sind nur die beden End-
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bereiche der Nukleinsiuren kongtant. Diese konstanten Bereiche dienen as Primer fur die
PCR und as Promotor fur die T7 Transkription. Sowohl die PCR as auch die T7 Trans-
kripion snd zur Vevidfdtigung des Ausgangspools und der  angereicherten
Nukleinsdurepools aus den einzenen Sdektionsrunden notwendig. Der gesamte Bereich
zwischen den Fixregionen, meast zwischen 30 und 70 Nukleotiden, wird randomisiert.

Be der Synthese randomisierter Bereiche ist die Wahrscheinlichkeit fur jede der vier Basen,
wahrend der chemischen Synthese an ener bestimmten Podtion in der Nukleinsaure
gekoppelt zu werden, gleich grol3 Die theoretische Poolkomplexitét des synthetiserten Aus-
gangspools liegt damit bei 4° verschiedenen Molekilen, wobel x fir die Anzahl der randomi-
derten Podtionen in der jeweligen Sequenz geht. Experimentedl wird jedoch gerade be
groen Bibliotheken die Komplexitét des Pools durch die Synthesekapazitét begrenzt.
Ublicherweise werden dabel BibliotheksgroRen von 10™ bis 10'® verschiedenen Molekiilen
erreicht (Joyce, 1994).

Das SELEX Vefahren is ene zyklische Methode (Abb.5). Nach der chemischen Synthese
enes Ausgangspools enzedrangiger DNA  (ssDNA), die enen randomiserten Bereich
enthdt, wird diessr durch ene praparative PCR vevidfdtigt. Es folgt die Ubersstzung der
DNA in RNA mittds T7 Transkription. Jetzt liegt en RNA Satpool fur die erste SELEX
Runde vor. Der Satpool wird in Bindungspuffer gt und Uber ene auschlieldich Tréager-
materid enthdtende Vorsaule geschickt. Dabel werden die Sequenzen, die eine hohe Affinitét
zum Sadlenmaerid aufweisen, vom Nukleinsaurepool abgetrennt.  Anschliel¥end findet die
ege Affinitdtsdution dtat. Die RNAs werden dazu auf die Hauptsaule gegeben, an der die
Targetsubstanz direkt oder Uber ein Spacermolekil immobilisiert ist. Nichtbindende Ribo-
nukleinsuren werden be der Affinitésdution von bindenden RNA-Molekilen getrennt. Die
sektierten Sequenzen werden durch reverse Transkription in ¢cDNA umgeschrieben. Diese
wird dann mittds PCR vervidfdtigt. Nach emeuter T7 Transkription liegt schliefdich ein mit
bindenden Sequenzen angereicherter RNA Pool vor, der ds Ausgangspool fir die folgende
SELEX Runde dient (Abb. 5). Nach efolgreicher Sdlektion wird der durch PCR erhatene
cDNA-Pooal kloniert, sequenziert und charakterisert.
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Abbildung 5: Allgemeines Schema zum SELEX-Protokoll. Anhand einer chemisch synthetisierten DNA -
Bibliothek wird Uber mehrere enzymatische Schritte eine RNA-Bibliothek erstellt, aus der in einem zyklischen
Verfahren Molekile mit hoher Affinitét zum am Saulenmaterial gekoppelten Zielmolekil selektiert werden.

In den letizten Jahren wurden mit diesem Vefahren ene Vidzahl von Liganden gegen die
unterschiedlichgen Targetmolekile gefunden. Die Molekile, gegen die ba der in vitro-
Evolution Nukleinsaurdiganden gesucht wurden, gehtrten dabe  den unterschiedlichsten
Substanzgruppen an. Es wurden Liganden entwickelt, die an kleine polare Strukturen, wie
z B. an Purin- oder Xanthinderivate (Sassanfar & Szostak, 1993; Kiga et al., 1998; Jenison et
al., 1994; Burke & Gold, 1997), an Chloramphenicol (Burke et al., 1997) oder an
Aminosauren (Conndl et al., 1997) binden. Auch fur grof3ere polare Molekile, wie den
Aminoglycosdantibiotika Tobramycin (Wang & Rando, 1995), Kanamycin A, Lividomycin
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(Lato et al., 1995), und Neomycin (Wadllis et al., 1995; Famulok & Huettendorfer, 1996), dem
Peptidantibiotikum  Viomycin  (Wadllis et al., 1997), organischen Farbstoffen (Ellington &
Szostak, 1990; Lorsch & Szostak, 1994) oder Peptiden (Nieuwlandt et al., 1995; De
Beuckdlear, 1998) wurden hochaffine Nukleinsiuren gefunden. Bel den Makromolekiilen, fur
die man mit Hilfe des SELEX-Protokolls bindende Oligonukleotide entdeckt hat, snd unter
anderem en hydrophobes farnesyliertes Protein (Gilbert et al., 1997) und verschiedene
Virugproteine (Jensen et al., 1994; Allen et al., 1996) zu erwdhnen. Die hochaffinen Oligo-
nukleotide, die auch as Aptamere, Liganden oder Binder bezeichnet werden, weisen dabe
Dissoziationskongtanten im milli- bis picomolaren Bereich auf.

Die Ausbildung ener dreidimensonden Struktur ermdglicht es dem Nuklensiureiganden,
durch dektrogtatische und van der Wadssche Wechsdwirkungen mit dem Target sowie
durch Bildung von Wassardoffbriicken auch kleinere Unterschiede in der chemischen
Struktur sch dnelnder Molekile festzugtdllen. Dadurch igt die hochaffine Nukleinséure auch
in der Lage zwischen solchen Substanzen zu diskriminieren. Durch negetive Sdektion
(counter sdection) kann die Sdektivitdét der Nuklensiurdiganden dark erhdht werden
(Jenison et al., 1994). Hierbei werden enem bereits stark angereicherten LigandenPool
Strukturen  angeboten, die ene dake Vewandischaft zum Targetmolekll aufweisen.
Nukleinsduren, die an diese Strukturen binden, werden dadurch aus dem Pool entfernt. Im
Pool verblelben nur die Sequenzen, die an das Target, nicht aber an seinen ,,Nachahmer”,
binden. Man kennt inzwischen hochaffine Nuklensduren, die zwischen Theophyllin und
Coffein (Jenison et al., 1994), zwischen Argenin und Citrullin (Yang et al., 1996), zwischen
D- und L-Argenin (Nolte et al., 1996) und zwischen D- und L-Adenosn (Klumann et al.
1996, KluBmann, 1996) unterscheiden konnen. Diese Eigenschaft macht die hochaffinen
Nukleinsdurdiganden zu ene  interessanten  Substanzgruppe  fir  thergpeutische  und
diagnostische Anwendungen.
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2.4. In vitro-Evolution von Antikérpern oder Peptiden

Durch das Prinzip des Phagen Displays, das die Antigenerkennung durch Antikorper mit der
Replikation von Phagen kombiniert, konnen Antikdrper unter Umgehung des Immunsystems
und, fdls erwinscht, auch ohne vorhergehenden Immuniserungsproze? vollstdndig ener in
vitro-Evolution unterzogen werden (Abb. 6). Es ig mdglich, die Affinitdt und Spezifitd eines
Antikdrpers mit dieser Methode zu optimieren.

Als Phagen oder auch Bakteriophagen werden bakterienspezifische Viren bezeichnet. Fir das
Verfahren des Phagen Displays wird die codierende Sequenz der variablen Region des
Antikorpers (V-Gen) mit dem Gen des Phagen Minor-Coat-Proteins plll fusoniert. Die
Expresson dieses Fusonsproduktes und die dadurch hervorgerufene Einbindung des
Antikorpers in die fertige Phagenhille hat zur Folge, dal3 der Antikorper auf der Aullensate
der Phagenhille présent is, wahrend dch sein genetisches Maerid im Inneren des Phagen
befindet. Genotyp und Phénotyp des jewelligen Antikorpers snd somit im Phagen verenigt,
was ene pezifische Anreicherung von antigenspezifischen  Antikorperphagen  erméglicht.
Phagen, die enen Antikdrper expressoniert haben, der an das Ziedmolekll bindet, bleiben an
ene Obeflache, die mit dem Antigen beschichtet igt, haften. Nichtbindende Exemplare
konnen hingegen abgespllt werden. Die auf diese Wese <Hektieten Binder konnen
anchlieffend samt der kodierenden Phagen von der Oberflache abgetrennt und in Bakterien
eingeschleust werden, um sch dort fir wetere Sdektionsrunden oder fUr Bindungsstudien zu
vermehren.

Der Erfolg des Antikorper Phagen Displays hangt von der Kombination dieser Display- und
Anreicherungsmethode mit einer mdglichst grolen Bibliothek an  AntikOrper  kodierenden
V-Genen ab. Die eingestzten V-Gene sammen dabe direkt aus Stammzelen und werden
dann kloniet und rearrangiet. Diese Bibliotheken werden dann ds synthetisch nav
bezeichnet (Hoogenboom, 1997, Clackson & Wells, 1994). Eine wetere Methode zur
Ergdlung ener V-GenBibliothek ig die Klonierung von rearangieter IgM V-Genen aus
B-Zdlen. Mit diessr Methode werden natlrliche naive Bibliotheken erhdten. Fir
immuniserte Bibliotheken werden die V-Gene aus Pasmazdlen nach Immuniserung
gewonnen. Mit dieser dritten Methode der in vitro-Evolution hocheffiner Antikorper wurden
unter anderem bereits antivirde Antikorper (Barbas & Burton, 1996) sowie Antikdrper gegen
Doxorubicin und Edradiol (Vaughan et al., 1996) mit Affinitdten im nano- und picomolaren
Bereich sdlektiert.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der in vitro-Evolution von Antikérpern mit der Methode des
Phagen Displays. Ausgehend von einer \A\Gen-Bibliothek wird ein Pool von Phagen, die Antikorper an ihrer
Aulenseite expressioniert haben, erstellt. Dieser Phagenpool wird mit Antigen in Kontakt gebracht. Bei der
nachfolgenden Affinitétselution werden die Phagen mit nicht affinen Antikdrpern von denen, die Affinitét zum
Antigen aufweisen abgetrennt. Die , affinen Phagen* werden zur Vermehrung in Bakterien eingeschleust. Nach

Extraktion der Phagen aus der Wirtskultur liegt ein Phagenpool vor, der gegeniiber dem Pool der Vorrunde, mit
affinen Antikorpern angereichert ist.

Eine @nliche Methode wurde auch zur in vitro-Sdektion von Peptiden und Proteinen ange-
wandt. Hierbe wurden datt des V-Gens die entsprechenden codierenden Sequenzen der
Peptide oder Proteine al's Genotyp des Binders eingesetzt (Scott & Smith, 1990).
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Eine weitere Methode zur in vitro-Sdektion von Peptiden oder Proteinen arbeitet mit einem
Fusonsprodukt zwischen Peptiden und ihren codierenden mRNAs. Die Koppeung beder
Komponenten efolgt hiecbei  Uber  Purimycin, enem  Peptidylakzeptor- Antibiotikum
(Robertson & Szostak, 1997).

Um der Zersstzung von Peptid-Liganden im physologischen Milieu entgegen zu wirken,
wurde 1996 das , Spiegelbild-Phagen-Display” (Mirror-Image Phage Display) entwickdt. Mit
diessr Methode konnen D-Peptid-Liganden gegen natirliche L-Peptid-Targets gefunden
werden (Schumacher et al., 1996).

2.5. Chemische M odifikation von Ribonukleinsur eliganden

2.5.1. Verbesserung der Stabilitét von RNAs in biologischen L 6ésungen

Eines der Hauptprobleme bem Einsaz von RNAs in biologischen Hisdgketen ist die
Senghilitét der Ribonukleinsiuren gegenlber den dort anwesenden Nukleasen. Wahrend die
hochaffinen RNAs, die durch in vitro-Evolution erhaten wurden, durchaus vergleichbare
Eigenschaften wie monoklonde Antikdrper aufweisen, wurde ihre  Anwendung im
thergpeutischem und diagnogtischem Bereich durch die Ingabilitét in physologischen Medien
dark limitiert. Insbesondere erwies sch dabel der schnelle Abbau der RNA durch den Angriff
von Ribonukleasen an der 2'-Hydroxylgruppe der Ribose aber auch die Abspdtung des
3*-terminalen Nukleotids durch Exonukleasen ds aul3erst problematisch.

Um diesen Nachtell der hochaffinen NukleinsBuren gegeniiber den monoklonaden Antikdrpern
zu mindern, wurden die Oligomere durch Modifikation an der 2'-Podtion oder der
Phosphatgruppe vor enzymatischen Angriffen geschitzt (Eaton & Pieken, 1995). Hierzu
esetzte man die 2-Hydroxylgruppe des Nukleotids durch eine Aminogruppe (Leirda &
Sioud, 1998) oder Fluorogruppe (Pieken et al., 1991), oder der Wasserstoff der 2‘-Hydroxyl-
gruppe wurde gegen eine Methyl- oder Allylgruppe ausgetauscht (Iribarren, 1990; Beigdman
et al.,1995). Diese Subgtitutionen an der 2-Podtion des Zuckers verlangsamen den enzyma-
tischen Abbau durch Ribonukleasen.
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Im Gegensaiz dazu erhdhte der Einsatz von Phosphorothioaten as Phosphorbriicke zum
3 -teeminden Nukleosd die Stabilité der Oligoribonukleotide gegentiber dem Angriff von
Exonukleasen (Heidenreich et al., 1995).

Eine wetere Strategie zur Stabilitésverbesserung von  Ribonukleinsdurdiganden  gegen
enzymatische Angriffe it das Spiegd-Desgn, auf das in Kapitd 2.6. noch néher eingegangen

wird.

2.5.2. Madifikationen zur Struktur- und Funktionsunter suchung

Fur Strukturuntersuchungen an der RNA und zur ldentifizierung funktioneler Gruppen im
Molekil lassen  dch Modifiketionen  an verschiedenen  Pogtionen  innerhadb  der
Ribonuklectidbaugteine vornehmen. So konnen, wie bereits im vorigen Kapitd beschrieben,
die 2'-Pogtionen modifiziet werden (Kazantev & Pace, 1998; Lerdd & Soud, 1998).
Phosphorothioat-Modifikationen wurden eingesetzt, um pro-Rp Sauerstoffe am Phosphatrest
zu identifizieren, die mit der Bindung von Substrat an RNase P interferieren. Der Einsatz von
2'-Desoxyphosphorothiosten  ermdglichte  zusétzlich, die entsprechenden  interferierenden
2'-OH-Podtionen zu ermitteln (Hardt et al. 1995; Hardt et al., 1996).

Zusitzlich zu den Modifikationen an den Zucker- oder Phosphatresten der Ribonukleinsauren
konnen auch modifiziete Basen engesetzt werden. Zur Aufkl&rung funktiondler Gruppen in
RNase P wurden zum Bespid die modifizierten Purinnukleosde 7-Deazaadenosin und
7-Deazaguanoan (Kazantev & Pace, 1998) verwendet. Mit dem Einsatz von haogenierten
Basen, wie zum Beispid 5-lodouridin, wurden RNAs aufgrund der Féhigkeit zur Photo-
Quervernetzung (photocross-linking) sowie der Eigenschaft, an das entsprechende Target zu
binden, selektiert (Jensen et al., 1995).
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2.6. Spiegel-Design

Eine neuere Methode zum Schutz hochaffiner Ribonukleinsauren vor enzymatischer Spatung
it das Spiege-Dedgn (KluBmann et al., 1996; Nolte et al. 1996). Mit diessm Verfahren
werden RNA-Liganden, sogenannte Spiegelmere, entwickdt, die sttt D-Ribose L-Ribose ds
Zuckerkomponente enthdten. Das Prinzip des Spiege-Design (Abb. 7) basert dabel auf der
Tatsache, dal3 sch zwel Enantiomere enes Molekils wie Bild und Spiegdhbild zueinander
verhdten. Da se weder ene Symmetrieebene noch en Symmetriezentrum besitzen, konnen
se durch Drehen nicht ineinander umgewanddt werden. Der Einbau von L-Ribose in das
Zucker-Phosphat-Ruckgrat der Nukleinsdure bewirkt somit, dal3 dsich die dreidimensonde
Struktur ener L-RNA spiegdbildiich zu der Struktur der ihr entsprechenden D-RNA verhdlt.
Da die natirlich vorkommenden Enzyme, gemd3 dem fir Enzym und Substrat geltendem
Schlissdl-Schlof3-Prinzip,  ausschliedich D-RNA  Moleklle ads Substrat  akzeptieren, sind
L-RNA-Molekile vor enzymatischer Umsstzung und somit auch vor der Spdtung durch
Nukleasen geschiitzt.

Das Spiege-Desgn baset auf der Tatsache, dald Nukleinsaurdiganden zwischen zwel
Enantiomeren enes Molekils unterscheiden konnen und mit hoher Spezifitdd an das as
Taget gewdhlte Enantiomer binden. Da die Veknipfung von L-Nukleotiden auf
enzymatischem Wege nicht efolgt (auch die Enzyme, die bei der Replikation, T7 Trans-
kription und reversen Transkription verwendet werden, erkennen nur die RNASs, die ene
D-Ribose ds Kohlenhydratkomponente enthaten), werden zundchst Liganden zum
Enantiomer der egentlichen Zidgruktur unter Verwendung der in vitro-Evolution sdektiert.
Snd diese Liganden gefunden, kloniert, sequenziert, charakterisert und eventudl durch
Dedionsandysen zu kleneren funktiondlen Molekilen verkirzt worden, so wird auf
chemischem Weg die entsprechende L-Ribonukleinsdure, das Spiegemer, synthetisert.
Anschlielfend konnen durch Uberpriffen der Bindungseigenschaften des Liganden gegeniiber
seinem egentlichen Targatmolekidl und auch gegeniber dessen Enantiomer, Aussagen Uber
die Affinitét und Spezifitét des Spiegemers getroffen werden.

Be entgorechenden Experimenten konnte gezeigt werden, dald die Bindungskongtanten enes
Spiegelmers zu sainem  Zidmolekll der des entsorechenden D-Liganden zum Target-
enantiomer entsprechen. Die jewels nicht passenden Bindungspaare, d. h. Spiegedmer und
Tagetenantiomer sowie D-Ligand und Tage, zeigen deutlich schlechtere  Bindungs-
kongtanten und beweisen somit die chirale Spezifitét der RNA-Liganden.
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Abbildung 7: Das Prinzip des Spiegel-Design. Mit den Methoden der in vitro-Evolution werden DRNA-
Liganden gegen das Spiegelbild (A) des Targetmolekiils (A*) selektiert. Das entsprechende Spiegelmer ist dann
in der Lage das physiologische (natiirliche) Target zu binden.
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2.7. Bindungsstudien

2.7.1. RNA-Liganden

2.7.1.1. Gleichgewichtsdialyse und Gleichgewichtszentrifugation

Die Glechgewichtsdiayse (Wrede et al.,1978) und die Gleichgewichtszentrifugation (Jenison
et al.,, 1994) dnd nichtkompetitive Verfahren zur Bestimmung von Bindungskonganten
hochaffiner Nukleinsduren. Bel beiden Methoden wird entweder das Ziemolekil oder das
daran bindende Oligomer radioaktiv markiert. Die jeweilige Resktionszelle besteht dabel aus
zwel  Kompartimenten, die durch eine semi-permesble Membran voneinander getrennt sind.
Nur das markierte Molekil darf dabei in der Lage sein, diese Membran zu passieren. Fur den
Komplex und das unmarkierte Molekil mul3 die Membran hingegen undurchléssg sein. Die
Besimmung der  Dissoziationskonganten  findet im  Glechgewichtszusand  der
Komplexbildung dait. Dann  werden  Aliquots as beden  Resktionskompartimenten
entnommen und die gemessenen Radiosktivitdten zueinander ins Verhditnis gesetzt. Das
Prinzip der Gleichgewichtsdiayse wird in Kapitel 5.2. noch néher erlautert.

2.7.1.2. Mobility Gel Shift Assay

Der radiosktiv. markierte Oligonukleotidigand wird mit ener Losung des Tagets in
Bindungspuffer inkubiert. Dabel werden mehrere Ansdtize mit verschiedenen Targetkonzen
trationen bel glechblebender Ligandenkonzentration untersucht. Anschliefiend werden durch
native Polyacrylamidgddektrophorese Komplex und Ligand aufgrund ihrer unterschiedlichen
Molekiilgrof?e und damit auch unterschiedlicher Mobilitdt im Ged voneinander getrennt. Die
Gele werden danach autoradiographiert und die Autoradiogramme ausgewertet. Der Mohility
Gd Shift Assay egnet sch nur zur Betimmung von Disozigionskonganten, wenn das
Targetmolekll ausreichend grof3 ist, so dad das Wanderungsverhaten des Liganden im Ge
be Komplexbildung ausreichend beenflu@ wird. Dies i z. B. der Fal be Proteinen oder
Peptiden ausreichender Grole (Rigl et al., 1997, Roy et al., 1990).
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2.7.1.3. Analytische Affinitatschromatographie

Ba de Saulenafinitéschromatographie it das Target (oder auch die hochaffine Nuklein-
saure) am Sdulenmaterid immobiliset. Der radioaktiv. markierte Bindungspartner wird in
Puffer gdost auf die Sdule gegeben (MacKenzie et al., 1994). Die Versuchsparameter
entsprechen dabel im wesentlichen denen, die bereits im vorhergehenden SELEX Protokall
zur Selektion des Liganden verwendet wurden. Nachdem sich bede Komponenten auf der
Sle befinden, wird solange mit Bindungspuffer gewaschen, bis im Euat kene
Redioaktivitdé mehr nachweisbar ist. Uber die Messung der Redioaktivitdt kann das
Elutionsvolumen und die Konzentration des duieten Liganden bestimmt werden. Durch
Kenntnis der Konzentration des immobiliserten Bindungspartners, des Saulenvolumens, des
Totvolumens und des Eluatvolumens |&% dch dann ene apparente Dissoziationskonstante
erechnen (Conndl, 1993). Das Elutionsprofii kann ebenfals fir Aussagen Uber das
Bindungsprofil  genutzt werden. Bel  diessm  Vefahren weden zwe Melgrolen  zur
Berechnung des Kg-Wertes benétigt (das Elutionsvolumen und die radiosktive Strahlung),
was zu hoheren Mel¥ehlern fihren kann.

2.7.1.4. Fluorimetrisch mit Hilfe eines Biosensors

Hierzu wird hocheffine, an 3-Ende bictinyliete RNA Uber ene Avidin-Biatin-Briicke an
Fasarn fixiet. Das Taget i€ mit e@nem fluorezierendem Signdmolekil, wie zum Bespid
Fluorescain-1sothiocyanat, gekoppelt. Die Targetlésung wird in ener Durchflulizelle zum
immobiliserten Liganden hinzu gegeben. Be der Messung wird die Hieljgeschwindigkeit
vaiiet und ene Echtzeitmessung der Bindungsvorgdnge durchgefihrt. Als MeligroRe dient
die totae interne Huoreszenzreflektion. (Kleinjung et al., 1998)

2.7.1.5. Fluoreszenzdepolarisationsstudien

Das Vefaren nutzt die Eigenschaft von Molekllen, in verschiedene Richtungen unter-
schiedliche physkaische Eigenschaften zu zeigen. Die Huoreszenzdepolarisation wird  vor
dlem durch die Rotationsdiffuson des Huorophors und damit durch dessen Beweglichkeit in
der Testlosung beeinflul®. Je hoher die Mobilitét des Molekils ist, desto stérker ist auch seine
Fluoreszenz depolarisiert.
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Gemessen wird die Anderung der Anisotropie as Funktion der Ligandenkonzentration. Ein
starker GroRRenunterschied zwischen fluoreszierendem Molekll und Komplex wirkt gch
entscheidend auf eine Anderung der Anisotropie der Fluoreszenz aus (Wang et al., 1996).

Be der Betimmung von Bindungskonganten durch Messung der Fluoreszenzanisotropie
mul3 ener der beiden Komplexbildner mit enem fluorezierendem Signamolekll gekoppelt
sin. Als Fuoreszenzmarker konnen dabel Fluorescein oder dessen Derivate verwendet
werden. Der fluoreszierende Bindungspartner (melst das derivatiserte Target) wird mit dem
nichtfluoreszierenden Komplexbildner (Nukleinsdurdigand) titriert.

2.7.2. Antikor per

2.7.2.1. Surface Plasmon Resonance (SPR)

Anhand der SPR-Technologie in Kombination mit Biosensoren konnen biospezifische
Interaktionen in Echtzeit gemessen werden (Jonsson, 1991). Dadurch konnen sowohl
guantitative ds auch quditative Aussagen Uber reversble Bindungsvorgange von
biologischen Makromolekiilen getroffen werden (Barbas & Burton, 1996). Physkaische
Mel3grole in diessm System ist die Veranderung des Brechungsndex. Somit i weder en
Chromophor noch eine Markierung der Makromoleklle notwendig.

Oberflachenplasmone snd Wedlen oxzllierender  Oberflachenladungsdichte, die Uber ene
metdlische Oberfliche wandern. Durch  eine Anderung des Brechungsindex be
Komplexbildung oder Dissoziation des Komplexes an der Oberfléche des Sensors, verdndert
sch auch der Resonanzwinke, welcher die eigentliche MeligroRe darstdlt. Das Ausmald der
Anderung von Brechungsindex und damit auch des Resonanzwinkels ist dabei proportiona
zur Komplexkonzentration (Garland, 1996).

Einer der beiden Resktanten (entweder Antigen oder Antikorper) wird dabel an ener
Sensorchipoberfléiche immobilisert, wéarend der zwete Reektant kontinuierlich mit  dem
Puffer Uber diesen Sensor fligfd. Die Interaktionen zwischen Antikérper und Antigen werden
dann mittels SPR detektiert, direkt regidtriert und as Sensorgramm présentiert. Anhand des
Sensorgramms . konnen  sowohl  die  Dissoziationskonstanten  berechnet ds  auch  die
Bindungsmuster beobachtet werden.
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2.7.2.2. Enzyme-Linked lmmunoSorbent Assay (ELISA)

Der ELISA-Tes ig eine weitere Methode zur Bestimmung der Dissoziationskongtanten von
Antikorper-Antigen Komplexen. Bel diessr Methode wird die Komplexbindung im Gleich
gewichtszustand gemessen. Es werden die Spezifitét der AntikGrper mit der Sdlektivitdt eines
einfachen goektrometrischen Enzymtests verbunden. Prinzipidl ist die Spezifitét der Antigen
Antikorper-Regktion an ene enzymatische Resktion gekoppelt. Es werden entweder
Antikorper- oder AntigenEnzymkonjugate verwendet, die nach Zugabe von geeignetem
Subgtrat durch die Messung der Enzymaktivitdt meist photometrisch bestimmt werden kann.
De Subgsratumsatz des Enzyms sorgt dabei fir eine Verstéarkung des Mefieffektes, da en
Enzym-Mol vide Subdrat-Mole umsetizen kann, wéhrend der Antikorper das Antigen
sochiometrisch bindet. Bel der FestphasenTechnik des ELISA ist das Antigen entweder
durch direkte Immobiliserung oder Uber enen weiteren Antikorper (, Sandwich”-Methode)
an die feste Phase gebunden (Kemeny & Challacombe, 1988).

2.7.2.3. Fluorescence ImmunoAssay (FIA)

Be der Methode des FIA werden die Spezifitdt des Antikdrpers mit der Sengtivitét eines
fluorimetrischen Tests gekoppet. Mes i der Antikorper mit enem fluoreszierenden
Chromophor markiet. Bel der SLFIA (homogeneous Substrate-Labelled Fuorescent
ImmunoAssay) ig das Antigen kovdent an ein Markermolekil (z. B. Gaactosylumbdliferon)
gebunden. Diesr Marker fluoresziert nur, wenn er ungebunden vorliegt, nicht jedoch solange
e an das Antigen gebunden idt. Ist das Antigen nicht in @nem Antigent Antikorper-Komplex,
0 kann das Markermolekil enzymatisch (durch [3-Gaactosdase) vom Antigen hydrolisert
werden. Die Konzentration des freien Sgndmolekils igt  proportiond zur Komplex-
konzentration. Mel3grof3e ist die relative Fluoreszenzintengtét des freien Markers.
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2.8. Adenosin und seine physiologische Bedeutung

Adenosn Ubt ene Vidzahl von Effekten auf den Organismus aus, was durch die brete
Vetdlung von Adenosn-Rezeptoren im Gewebe zurlickzufthren is. Man ha bis jetzt
mehrere  Adenosin-Rezeptoruntertypen identifiziert. Einige davon wurden berets kloniert. Zu
den klonierten Untertypen gehtren der Al-, A2A-, A2B- und A3-Rezeptor (Feotistov, 1998).
Desvateren wird ene Untetellung in AIA und A1B sowie eén A4 Rezeptor diskutiert
(Tucker & Linden, 1993).

Adenosn schent ds modulierende Substanz unter anderem im Hez, Blut-, lleum-,
Samenleiter- und Fettgewebe zu wirken. Auch lassen sich durch die Gabe von Adenosin
Regktionen in den Bronchien, der Harnblase, der Darmmuskulatur (Taenia coli), den Zdlen
der Magenwand und bel der Renin-Sekretion (Baakrishnan, 1996) hervorrufen. Im zentraen
Nervensystem zeigt Adenosn antikonvulsve (Lee et al., 1984), sedierende und hypo-
thermische Wirksamkeit (Contreras, 1990). Es wirkt unter anderem vasodilatorisch (Pearl,
1994), bronchokongtriktorisch (Pauwels & Joos, 1995), it an der Histaminfreisetzung durch
Madtzdldegranulation betelligt (Linden, 1994; Church et al., 1983) und spidt vermutlich ene
wichtige Rolle in der Steuerung des méannlichen Reproduktionssystems (Rivkees, 1994).

Neuere Untersuchungen durch Sawynok ergaben, dald sowohl Adenosn ads auch ATP
mehrfachen Einflud auf die periphere und auch spinde Schmerzibertragung haben. Man
nimmt an, dad Adenosn peripher zum ischamischen Schmerz beitrégt, wahrend anderersats
ene Adenosn-Rezeptoraktivierung im  Rickenmark die Schmerzibertragung bel  entzind-
lichem, neuropathischem und &kutem Schmerz unterdriickt. Endogene Adenosinsysteme
tragen zur antinozizeptiven (die Schmerzibertragung hemmenden) Wirkung von Koffein,
Opiaten, Noradrendin, 5-Hydroxytryptamin, und tricyclischer Antidepressva bel  (Sawynok,
1998).

Bereits 1994 entdeckten MacKenzie et al., da3 das Purinnukleosd die Erkennung von Tumor-
gewebe durch anti-CD3-aktivierte Killerzdlen 0rt. Dieser immunsupressive  Effekt it
vemutlich auf die Blockierung von A3-Rezeptoren, die sch auf der Oberflache der
zytolytischen Effektorzelen befinden, zurlickzufihren. Adenosin wird versgarkt in den mit
Sauerdstoff unterversorgten Regionen solider Tumore gebildet (MacKenzie et al., 1994) und
liegt somit in diesen Bereichen in erhdhter Konzentration vor.

In Tiersgudien wurde im gleichen Jahr durch Kanda et al. ene Bednflussung der loco-
motorischen (den Bewegungsablauf  beainflussenden) Aktivitét  durch  Adenosin-Rezeptor-
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dimulation fedgeddlt, was be da Suche nach neuen Arznémittedn gegen die
Parkinson’ sche Krankheit von Interesse sein kann (Kanda et al., 1998).

Adenosn ig das Nukleosd des Adenins. Durch Phosphorylierung entstehen die Adenosin-
phosphate  Adenosin-5'-monophosphat  (AMP),  zyklisches  Adenosin-3',5' -monophosphat
(CAMP), Adenosin-5'-diphosphat  (ADP) und Adenosin-5'-triphosphat (ATP). Auf die
physiologischen Aufgaben der einzenen Adenosinphosphate soll hier nur kurz  eingegangen
werden:

AMP ha unter anderem ene dak gefdlerweiternde Wirkung und wird deshab ds
Kredaufmittel eingesstzt. Die zyklische Form cAMP (cyclicher Phosphodiester) spidt ds
sogenannter ,,Second Messenger® ene zentrde Rolle in der hormonden Regulaion des
Zdlgoffwechsds. Eine Aktivierung der Adenosn-Rezeptoren ruft héufig ene Erhdhung der
CAMP Konzentration hervor.

ADP ig ds Phosphagruppenakzeptor an Phosphorylierungsresktionen  betelligt. Es weist
ebenfdls vasodilatorische Wirkung auf.

ATP ig der wichtigdte Energidieferant des Intermediarstoffwechsds. Die Energie wird durch
hydrolytische Spaltung freigesetzt. Dabel entsteht entweder ADP und anorganisches Phosphat
oder AMP und anorganisches Pyrophosphat. Fir vide ATP-abhéngige Enzyme hat es die
Bedeutung eines Cofaktors. Esigt unter anderem an folgenden Reaktionen betelligt:

der Phosphorylierungen im Kohlenhydrat-, Lipid- und Proteingtoffwechsd,
der Regeneration von Triphosphaten aus den entsprechenden Disulfaten,
der Regeneration von Kresatinphosphét,

der Aktivierung von Aminosauren,

der Aktivierung von Fettsauren und

der Aktivierung von Ribose.



