artigen Auf-und-ab-Bewegung auch eine Bewe-
gungsrichtung nach vorne und hinten zulie3. Dar-
aufhin rekonstruierte Gomant (1997) die Kiefer-
muskulatur von Malawisuchus derart, daf3 die Auto-
rin auf ein Beutespektrum aus Insekten, Amphibi-
en und Schnecken folgerte.

Weiterhin weist der schlanke Bau der Extre-
mitaten laut Gomant (1997) auf eine rein terrestri-
sche (landlebende) Lebensart hin, also entgegen
vieler heutiger amphibisch lebender Krokodile.

Eine besondere Annahme lieferte Goman
(1997) mit der Vorstellung, dall Malawisuchus eine
grabende Lebensweise besessen haben soll. Hin-
weise dafiir sah sie im Bau der Hals- und Schédel-
region, welche die Rekonstruktion einer kréaftigen
Halsmuskulatur zulief3. Auflerdem sollen die sedi-
mentéren Strukturen der Fundschicht und die Lage
der Fossilexemplare verschiittete Grabgénge bele-
gen. Damit wére Malawisuchus eine kleinwlchsige,
kurzschnauzige Krokodilform, die vorwiegend mit
dem Kopf vorwarts grabend in der Ndhe von Fluss-
laufen lebte. Die Argumentation scheint auf den
ersten Blick schlissig, doch miissen die Ergebnis-
se durch zukunftige detailliertere Untersuchungen
zur Biomechanik dieser Krokodil-Konstruktion
noch abgesichert werden.

Malawisuchus erweist sich morpholegisch einer
anderen fossilen Reptil-Gruppe sehr dhnlich — der
sdugetierdhnlichen Reptilien oder Therapsiden.
Mit dem erdgeschichtlich &lteren Thrinaxodon,
einem postulierten Vorlauferstadium der Sauge-
tiere, gibt es einige oberflachliche Gemeinsamkei-
ten, wie z.B. die GebiBspezialisierung, die geringe
KorpergriBe und die kurze Schnauze (Abb. 2). Viel-
leicht weist dies jedoch nur auf eine ibereinstim-
mende Lebensweise hin, die sich in der Morpho-
logie manifestierte, ohne einen Hinweis auf stam-
mesgeschichtliche Zusammenhénge zu liefern.

Wie ist aber zu erkldren, daB3 in einer Krokodil-
familie wie den Notosuchiden, die gemeinhin als
ein Zweig der ,primitiven® Vorkrokodile betrach-
tet wird (Benton & CLark 1988, CLark 1994) so spe-
zialisierte und — nach der Argumentation der Kla-
disten — fortschrittliche Formen entstanden sind?
Dievon Crark et al. 1989, Wu et al. 1995 und Goma-
ni 1997 angefertigten kladistischen Analysen zum
Aufzeigen von ,Verwandtschaften® zwischen
Malawisuchus und dhnlichen Krokodilen verwirren
in dieser Hinsicht angesichts der Vielzahl an vor-
gestellten ,Stammbé&umen” (Kladogrammen) nur
(Abb. 3). Leider wird methodisch auch in diesen
wichtigen Arbeiten der Schwerpunkt auf die phy-
logenetisch-systematische Interpretation gelegt,
wobei stets das Ziel war, Verwandtschaftsbezie-
hungen zu ermitteln. Nach Herkner (1999) und
Rossmann (in Vorbereitung) ist diese Interpretation
methodisch stark zu hinterfragen. Die Frage nach
den Zusammenhéangen zwischen den verschiede-
nen Krokodiltypen der Kreidezeit bleibt letztlich
ungeklart, wie auch der Grund nach dem offen-

Kladismus: Eine Methode, die auf-
grund einer Merkmalsanalyse und
einer anschlieBenden Wertung der
Merkmale in ,urspriinglich und ,ab-
geleitet” die stammesgeschichtliche
Position des untersuchten Naturge-
genstandes im System der Organis-
men herausfinden méchte. Gemein-

hin wird dies mit dem Verwandt-
schaftsbegriff in Zusammenhang
gebracht. Grundannahme ist die Vor-
stellung, daB sich aus einer
Ursprungsart zwei Folgearten ent-
wickeln. Hierbei kann die Ursprungs-
art aussterben, mul3 aber nicht.

sichtlichen Verschwinden dieser interessanten
Gruppe zum Ende der Unteren Kreide hin.

Torsten Rossmann
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Abb. 1: Schematisierter
Ausschnitt aus der
Doppeihelix der DNA
(oben). Die vier Stick-
stoffbasen sind durch
vier verschiedene
Kastensymbole darge-
stellt. Je zwei sind
durch Wasserstoff-
briicken verbunden
(unten fiir Thymin und
Adenin gezeigt: Punk-
tierung) und bilden eine
Sprosse der ,DNA-Lei-
ter”. Das Strangriick-
grat (abwechselnd aus
einem Zucker und einer
Phosphorgruppe beste-
hend) ist bandformig
dargestellt. Der Zucker
wird durch Punkte am
Strangriickgrat symboli-
siert, dazwischen sind
die Phosphorgruppen
zu denken. Diese Teile
wurden experimentell
durch andere Verbin-
dungen ersetzt und die

chemischen Eigenschaf-
ten der Produkte mit
natiirlicher DNA
verglichen.
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Honstitution von Nucleinsauren: Hinweise auf

funkfionelle Opfimierung

Zu den bedeutsamsten Makromolekiilen in leben-
den Zellen gehoren die Nucleinsduren (DNA und
RINA). Sie sind Tréger der Erbinformation und bil-
den lange Ketten, die aus einem Zucker, einer
Phosphorgruppe und aus vier verschiedenen Stick-
stoffbasen zusammengesetzt sind (Abb. 1).

In den letzten Jahren wurden eine Reihe deri-
vatisierter bzw. nicht-natiirlicher Nucleinsédure-
Analoga synthetisiert und getestet. Zweck dieser
Synthesen war die Erprobung ihres Einsatzes in der
Therapie von Krankheiten.'

Diese Modifikationen umfassen u. a.:

* Verdnderung der Internucleosidbriicken:
Phosphodiester & Methylphosphonate, Phosphor-
amidate, Phosphorothioate, Hydroxylamine;

* Verdnderung der Zuckerkomponenten: Ribo-

Thymin

Stud. Int. J. 7 (2000), 36-38

se - diverse Hexo- bzw. Pentopyranosen; 3'-5'-
carbocyclisch verbriickte Derivate der 2’-Deoxy-
ribose (STEFFENS & LEumaNN 1997);

* Austausch des Strangriickgrats: Polyesterket-
ten auf Basis von Zucker-Phosphat-Einheiten =
Carboxamidketten auf Basis von Aminosaurederi-
vaten wie N-(2-Aminoethyl)-glycin-Einheiten. (Zur
Orientierung s. Abb. 3)

Damit erfolgt ein kompletter Wechsel der
zugrundeliegenden praparativen Arbeiten weg von
Nucleosidchemie und hin zu Peptidchemie.’

In diesem Beitrag soll der Frage nachgegangen
werden, ob und ggf. inwiefern die kiinstlich herge-
stellten Nucleinséuren den natiirlich vorkommen-
den Uberlegen sind. Dazu wird zunéchst darge-
stellt, welche Umbauten an der natiirlichen DNA
bzw. RNA vorgenommen werden und in welcher
Weise sich deren chemische Eigenschaften veran-
dern. Diese Anderungen werden anschliefend dar-
aufhin bewertet, ob sie im Zellbetrieb gegeniiber
den natiirlichen Nucleinsduren vorteilhaft wiren.

PNA-Chemie. Im Falle des Austausches des
Strangriickgrats handelt es sich um nicht-natiirli-
che Peptid- oder Polyamid-Nucleinsduren (PNA),
deren Nucleobasen-tragendes Peptid-Riickgrat
jedoch strukturell dem Nucleobasen-tragenden
Zucker-Phosphat-Ruickgrat nattirlicher Polynu-
cleotide &hnlich sein muB (NiLsen et al. 1991;
Ecrowm et al. 1993). Der Strukturvergleich zwi-
schen beiden Nucleinsdure-Arten ist in Abb. 2
dargestellt. Es konnte gezeigt werden, daB
PNA:DNA- und PNA:RNA-Wechselwirkungen auf
der H-Briicken-vermittelten Basenpaarung nach
Watson-Crick beruhen (A::T; G:::C). CD-Spektren
(CD = Circular-Dichroismus = Drehung der
Schwingungsebene von eingestrahltem polarisier-
ten Licht durch optisch aktive Makromolekiile von
planar zu zirkuldr oder elliptisch) weisen auf ghn-
liche Paarungsstrukturen bei antiparalleler Basen-
paarung hin. Wahrend die Geschwindigkeit fiir
PNA:DNA-Hybridisierungen ~ (Doppelstrangbil-
dungen) der von reinen DNA:DNA-Hybridisierun-
genvergleichbarist (ca. 10° M sec), ist die Stabili-
tat von PNA:DNA- bzw. PNA:RNA-Hybriden
(Doppelstrange) groBer als die korrespondierender



DNA:DNA-bzw. DNA:RNA-Hybride (Ecsoietal.
1993). Dies belegen Schmelzpunktbestimmungen
{Tm) mit verschiedenen Oligomeren (T = m
temperature, Schmelzpukt = die Te
der 50% der Hybride in Einzelstr:
sind). Dabei wird die Absorptionsandsrung bei 260
nm in Abhéngigkeit von der Temperatur gemes-
sen. So lauten die experimentell bei pH 7 und 0,11
M Na"-lIonen ermittelten Daten flir die
komplementar-antiparallele Hybri-disierung des
15-mers TGTACGTCACAACTA (Orientierung:
PNA = N->C, entspricht DNA/RNA = 5'=3’) mit
dem korrespondierenden Gegenstrang bei 4
pmol/1 fir jeweils beide Bindepartner:

69,5 °C (PNA:DNA),

72,3 °C (PNA:RNA),

53,3 °C (DNA:DNA) und

50,6 °C (DNA:RNA).

Je hoher der Schmelzpunkt T liegt, desto sta-
biler ist der Doppelstrang.

Fir die 10-mer-Oligonucleotide GTAGAT-
CACT bzw. AGTGATCTAC (die PNA endet hier
C-terminal mit einem Lysinamid) wurden fiir die
komplementér-antiparallele Doppelstrangbildung
mit dem jeweiligen Gegenstrang folgende
Tm-Werte ermittelt:

51,0 bzw. 49,0 °C (PNA:DNA) und
33,5 bzw. 33,5 °C (DNA:DNA).

Andererseits ist aber die Abnahme an Stabilitat
der Hybride (Doppelstrdnge) im Falle von Fehl-
paarungen in der Oligomer-Sequenz, erkennbar
am Absinken der Schmelztemperatur T, bei
PNA:DNA-Hybriden starker ausgeprédgt als bei
DNA:DNA-Hybriden, dh. die Unterscheidungs-
moglichkeit zwischen korrekten und fehlerhaften
Basenpaarungen (Diskriminierungsschérfe) ist bei
PNA-DNA-Hybridenbesser. So sinkt z.B. T fiir das
Hybrid aus TGTACGTCAAACTA (5" = 3° bzw.
N> C)und ACATGCAGTTTGAT (3° > 5')im Falle
von PNA um 10-12 °C, wenn A gegen G, C, oder T
ausgetauscht wird, im Falle von DNA hingegen nur
um 5-11 °C (Ecnorm et al. 1993).

PNA-Chemie findet auch Beachtung bei Fragen
zum Ursprung der genetischen Information (NIEL-
sen 1999), da (1) Aminosduren in Ursuppen-Simu-
lationsexperimenten verhéltnismé&fig einfach syn-
thetisiert werden, insbesondere auch Glycin (Zusay
1983), die einfachste in Proteinen vorkommende
Aminoséure. (2) Daraus konnte durch Polykon-
densation ein achirales (d.h. chne optisch aktive
Asymmetriezentren) und somit stereochemisch
weniger anspruchsvolles Riickgrat entstehen. (3)
Dieses weist gegeniiber RNA eine erhdhte chemi-
sche Stabilitat auf, und dies (4) bei hoher Affinitat
und Spezifitdt der Basenpaarung. Die prabiotische
Synthese von PNA ist wie die Synthese von RNA
mit offenen Fragen verbunden, auf die in diesem
Beitrag jedoch nicht eingegangen wird.
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Basenpaarungsstarken beianderen ONA-Derivaren.
Uberraschenderweise findet man gegeniiber RNA
erhhte Basenpaarungsstérke auch mit Derivaten,
die viel ndher am Naturstoff sind als PNA (STErFrENS
& Leumann 1997; Beier et al. 1999).

So fanden Bzier et al., daf Vertreter der Pento-
pyranosyl-(2’>4’)-Oligonucleotidfamilie (d.h. die
Pyranosyl-Isomere der RNA, in denen der offen-
kettige Pentosezucker nicht zu einem 5-gliedrigen
[Furan-Derivat], sondern 6-gliedrigen [Pyran-Deri-
vat] Sauerstoff-Heterocyclus kondensiert ist) eine
starkere Watson-Crick-Basenpaarung mit antipar-
alleler Orientierung erlauben als die natiirlich vor-
kommenden Ribofuranosyl-(3'5)-Oligonucleo-
tide, d. h. RNA. Diese in Abb. 3 dargestellte Fami-
lie enthdlt alle Pentopyranosyl-(2’>4")-Oligo-
nucleotide, welche die Nucleobase in dquatorialer
Stellung relativ zum Pyranosering tragen; es sind
dies Oligo-B-Ribo-pyranoside, Oligo-B-Xylo-pyra-
noside, Oligo-o-Lyxo-pyranoside, und Oligo-o-
Arabino-pyranoside. Alle sind starker basenpaa-
rend (d.h. haben eine hohere Affinitét) als das nattir-
liche Oligo-f-Ribo-furanosid. Am starksten sind
Oligo-o-Arabino-pyranoside, was mit den folgen-
den Strukturmerkmalen erklart werden kann:

» stark eingeschréankte Konformationsfreiheits-
grade der Phosphodiesterbriicke, da beidseits flan-

Abb. 2: Strukturver-
gleich von PNA und
DNA (verdndert nach
Ecrorm et al. 1993)

Abb. 3: Strukturver-
gleich der betrachteten
Pentopyranosyl-(2'>4)-
Oligonucleotide unter-
einander und mit natiir-
lichem D-Ribofurano-
syl-(3'=>5")-0ligo-
nucleotid (verdindert
nach Beier et al. 1999).
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kiert durch Substituenten in dquatorialer Stellung
(Nucleobase und 3’-Hydroxylgruppe),

« die Rigiditét (Steitheit) des Pyranoseringes in
Sesselkonformation,

* in Verbindung damit die axiale Stellung der
Phosphodiesterbriicke zwischen den Nucleosiden,
an den 2’- bzw. 4-OH-Gruppen ansetzend.

All dies unterstiitzt eine fiir Basenpaarungen
giinstige Konformation, was wiederum deutlich
wird an den experimentell ermittelten Tw-Daten
(0,15 M NaCl, pH 7.0, 10 pmeol/1 fiir die jeweils
komplementéren Strdnge). Stellvertretend sind 2
Datensitze herausgegriffen:

Octamer-Hybrid Pentopyranosylsystem Tm [°C]
4-AAAAAAAA-2’ Oligo-B-Ribo-pyranosid 40,0
2-TTTTTTTT-4" Oligo-B-Xylo-pyranosid 47,0
Oligo-o-Lyxo-pyranosid 35,4
Oligo-o-Arabino-pyranosid 71,1

4-ATATATAT-2" Oligo-B-Ribo-pyranosid 38,0
2-TATATATA-4 Oligo-p-Xylo-pyranosid 38,3
Oligo-c-Lyxo-pyranosid 28,6
Oligo-u-Arabino-pyranosid 60,0

Nun sind aber weder PNA noch Pyranosyl-
RNA, noch Oligo-a-Arabino-pyranosid-Nucleoti-
de im besonderen in der Natur zu finden, obwohl
sie bezliglich bestimmter Aspekte wie Bindestirke
der Basenpaarung (= Affinitdt) oder Erkennungs-
schirfe von Fehlpaarungen (= Spezifitat) durchaus
attraktiv erscheinen. Dies ist umso bemerkens-
werter, als Aminoséduren in Ursuppen-Simula-
tionsexperimenten synthetisiert worden sind
(z. B.: Glycin 2,1% Ausbeute beztglich des einge-
setzten Kohlenstoffs), undin der fiir die Anlieferung
von Zuckerkomponenten diskutierten sog. For-
mose-Reaktion (Zuckerbildung aus mehrfachen
Reaktionen von Formaldehyd und Glycoaldehyd)
z. B. Arabinose und Ribose mit ca. derselben Wahr-
scheinlichkeit gebildet werden kénnen. Das heiBt:
Von hypothetischen Ursuppen ausgehend kénnte
man eine PNA-Chemie (oder eine nicht auf Ribo-
se basierende RNA-Chemie) durchaus erwarten,
sie ist aber nicht realisiert worden.

Ssehlufifolgerunoen. Unter der Annahme eines
komplexen Synthesegemisches (,Ursuppe) mit
nachfolgender Auswahl von Bausteinen fiir Poly-
mersynthesen nach funktionellen Kriterien bedeu-
ten diese Befunde, dal3 nicht die Maximierung eines
bestimmten physikochemischen Kriteriums die Trieb-
feder sein konnte, sondern vielmehr die Optimie-
rung hin auf eine biochemische Funktion. So ver-
langen die biochemischen Prozesse von Informa-
tionsspeicherung und Informationsweitergabe
(DNA-Replikation, DNA-Transkription in RNA)
nicht eine maximale, sondern optimale Bindestéar-
ke der Basenpaarung, welche je nach Bedarf dyna-
mische Assoziationsprozesse von Einzelstrédngen

(Doppelstrangbildung) oder Dissoziationsprozesse
von Doppelstrangen (Trennung) erlaubt,

Optimierungsprozesse bedingen aber eine Ziel-
vorgabe, davon abgeleitete Konzepte bzw. Pro-
gramme, sowie geeignete Mechanismen und
Werkzeuge zur Umsetzung derselben. All dies
beinhaltet konzeptionelle Intelligenz (,Design®), und
das ist das exakte Gegenteil von reinen Zufalls-
ereignissen und Verdnderungen, angestoBen
durch ungerichtete energetische Schwankungen
von Atomen und Molekiilen.

Optimierungsprozesse bedingen eine
Zielvorgabe und davon abgeleitete

Konzepte bzw. Programme

Somit weist die Konstitution von Nucleinsau-
ren mindestens 3 Merkmale auf, die auf ein plan-
volles, konzeptionell sinnvolles Vorgehen deuten:

-> die absolute Selektivitdt beziiglich optisch akti-
ver Bausteine (hier D-(+)-Ribose), die schon Louis
Pasteur Mitte des letzten Jahrhunderts als ein
untriigliches Kennzeichen belebter Natur erkann-
te und den Polymerketten die helikale Verwindung
und damit ihre biospezifische 3D-Konformation
verleiht,

=> die statistische Co-polykondensation (Ket-
tenbildung) von 4 verschiedenen Nucleosidphos-
phaten zu /inearen Ketten mit trivalenter Phosphor-
séure als Internucleosidbriicke, was ohne eine aus-
gefeilte und optimierte Synthesestrategie zu bio-
chemisch unbrauchbaren Netzwerken und ohne
prazise Reaktionskontrolle nicht zu biologisch
sinnvollen Nucleobasensequenzen fiihrt, sowie

=» die hier angesprochene Baustein-Auswahl
nach biochemisch-molekularbiologischen Zielen, obwaohl
gerade die in lebenden Zellen vorkommenden chi-
ralen linearen Ribofuranosyl-phosphodiester-
Polymere préparativ auBBerordentlich anspruchs-
voll sind.

Diese Befunde sind eine konkrete Anfrage, ob
Hypothesen tiber eine spontane Entstehung einfa-
cher Bausteine und daraus abgeleiteter Makromo-
lekiile unter dem Regime rein physiko-chemischer
GesetzmaBigkeiten geeignet sind, um Entstehung
und Erhalt der komplexen, hoch effizienten und
zugleich fein ausbalancierten biochemischen Pro-
zesse lebender Organismen zu erkldren.

Kurt Weindel

Anmerkungen

' Die Bemithungen zielen vor allem darauf ab, hochaffine
Oligonucleotid-Therapeutica bereitzustellen (Herkne &
TouLme 1990) wie z. B. Antisense-Sonden, Genblocker, oder
Triplexing-Agentien; die Affinitét ist ein Ma@ fiir die Bestan-



