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An Viren lassen sich besonders gut die grundlegenden molekulargenetischen Prozesse wie Replikation, Transkription und Translation
einschlieBlich deren Regulation untersuchen. VerhiltnismiiBig einfach aufgebaut sind die RNA-haltigen Viren des Bakterienstammes
Escherichia coli.

Die RNA-Phagen besitzen eine bemerkenswerte Eigenschalft. Sie induzieren in der Wirtszelle jeweils eine RNA-abhingige RNA-Polymerase
(Replikase), die spezifisch hinsichtlich der Replikation ihrer homologen RNA ist. Das RNA-Replikationssystem des Bakteriophagen Q,
kann man isolieren und in vitro untersuchen.

Mit Hilfe von synthetischen Nukleinsduren ldBt sich zeigen: Jedes Oligo- bzw. Polynukleotid, das eine 3'-terminale CCC-Sequenz und
dariiber hinaus eine zweite CCC-Sequenz in eine definierte riumliche Anordnung zur Qg-Replikase bringen kann, dient als aktive Matrize
fiir die Synthese einer komplementidren Nukleinsidure.

Durch entsprechende chemische Modifikationen kann man nunmehr Qg-inaktive Nukleinsduren in Qg-aktive RNA-Matrizen umwandeln.
Damit besitzt man ein Verfahren fiir eine allgemeine RNA-abhidngige RNA-Synthese.

The small Escherichia coli bacteriophage Qg induces an enzyme (Qg-replicase), which is responsible for the replication of the phage RNA.

The replicase shows a very high template specificity for the complementary plus and minus strands of the homologous virial RNA. By

means of synthetic nucleic acids the following can be demonstrated: Any oligo- or polynucleotide able to offer a CCC-sequence at the

3-terminus and a second CCC-sequence in a defined steric position to Qp-replicase is an efficient template. Corresponding chemical modi-
fications convert non-template RNAs to template RNAs.

1. Einleitung begriindet, sich selbst zu reproduzieren. In diesem Sinn be-
sitzen selbstreplizierende Nukleinsduren, auch wenn sie nicht
in Proteine iibersetzt werden, bereits ecine Information. Die
selektive Bewertung dieser Information kann hierbei jedoch
nur iiber die phiinotypischen Eigenschaften der Nukleinsduren
selbst erfolgen. Diese Form biologischer Informationsent-
stehung mul} eine bedeutende Rolle wihrend der sehr frithen
Phase der molekularen Selbstorganisation gespielt haben,
als es noch keinen genetischen Code gab.

Wabhrscheinlich diente zundchst nur die Ribonukleinsiure
(RNA) als Informationsspeicher; denn Ribonukleinsiduren
konnen im Gegensatz zu Desoxyribonukleinsduren (DNA)
komplexe Tertidrstrukturen und damit differenzierte phino-

*)Das Nukleinsiure-Erkennungsmodell fir die Q,-Replikase typislche Mtlarkmale ausbilden. Vor kurzem gaben _Experimentc
wurde in den wesentlichen Teilen gemeinsam mit Dr. M. Sumper ~ an einer Virus-RNA erstmals Aufschlul} tiber einen Mecha-
(jetzt Institut fiir Biochemie der Universitit Wiirzburg) entwickelt.  nismus, nach dem selbstreplizierende Nukleinsiduren iiber ihre

Biologische Information entsteht durch selektive Selbst-
organisation von biologischen Makromolekiilen [1]. Der
Begriff der Informationserzeugung ist dabei eng mit dem
semantischen Aspekt von Information verkniipft. Jede Seman-
tik hidngt von gewissen Vereinbarungen ab, oder allgemeiner:
sie setzt aulBerhalb der Nachricht lokalisierte zusitzliche
Informationen, z. B. gewisse Umwelteigenschaften, voraus,
die in selektiver Weise mit der in der Nachricht enthaltenen
Information in Wechselwirkung treten [2, 3].

Auf der Ebene der biologischen Makromolekiile ist die
Ur-Semantik biologischer Information durch die Féhigkeit

Bei den in dieser Zeitschrift wiedergegebenen Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen und dgl. handelr es sich héufig um gesetzlich
geschiitzte eingetragene Warenzeichen, auch wenn sie nicht als solche mit ® gekennzeichnet sind.
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phénotypischen Eigenschaften selektiv mit ihrer Umwelt in
Wechselwirkung treten kdnnen [4].

2. Das RNA-Replikationssystem des Bakteriophagen Qp

Es gehort zu den charakteristischen Merkmalen eines Virus,
dall sein genetisches Material (jeweils DNA oder RNA)
immer den Proteinsyntheseapparat einer Wirtszelle bendtigt,
um funktionell wirksam werden zu kdnnen. Daher resultieren
wesentliche Erkenntnisse iiber die grundlegenden molekular-
genetischen Prozesse wie Replikation, Transkription und
Translation aus Experimenten mit Viren. VerhiltnismiBig
einfach aufgebaut sind die RNA-haltigen Viren des Bak-
terienstammes Escherichia coli. Bakterienspezifische Viren
nennt man auch Bakteriophagen oder kurz Phagen.

Normalerweise erfolgt in der Bakterienzelle die Synthese
von RNA nur dann, wenn diese auf einer DNA vorprogram-
miert ist. Die RNA-Phagen haben daher einen DNA-unab-
hingigen Mechanismus entwickeln miissen, um von einer
einzelnen Phagen-RNA eine Vielzahl identischer Kopien
herstellen zu konnen. Und zwar induziert das Phagengenom
in der Wirtszelle die Synthese eines neuartigen Enzyms,
einer RNA-abhingigen RNA-Polymerase (Replikase), das
eine RNA in einer autokatalytischen Reaktion direkt ver-
vielfiltigen kann.

Mit der bloBen Existenz eines solchen Replikationsenzyms
ist das Problem der Phagenvermehrung aber noch nicht
vollstindig gelost; denn ein RNA-Virus operiert immer in
einer sehr heterogenetischen Umgebung, d.h. einer Umge-
bung, die angereichert ist mit einer Vielzahl wirtspezifischer
RNAs. Die phageninduzierte Replikase verfligt daher noch
iiber eine hohe Spezifitit hinsichtlich der Replikation ihrer
homologen RNA [5]. Um von der Replikase erkannt und
reproduziert zu werden, muf} eine RNA demnach unter ihren
phinotypischen Eigenschaften ein ganz bestimmtes Erken-
nungszeichen besitzen.

Die Matrizensperzifitit der Replikase ist in der Tat not-
wendig, damit sich eine Virus-RNA gegeniiber den wirt-
spezifischen RNAs populationsmiBig durchsetzen kann. Erst
die spezifische Riickkopplung der Replikase auf dic kom-
plementir einander reproduzierenden Strénge ihrer homo-
logen RNA (I, 1) fithrt zu hyperbolischen Wachstumseigen-
schaften [6,7], aufgrund derer sich die Virus-RNA dem
stetigen, intrazelluliren RNA-Abbau weitgehend entziehen
kann (Abb. 1).

Das RNA-Replikationssystem des Bakteriophagen Q kann
man isolieren und zur zellfreien Vermehrung seiner RNA ver-
wenden [5]. In einem Reaktionsansatz ohne Phagen-RNA als
molekulare Matrize baut dagegen die Qp-Replikase selb-
stindig (de novo)relativ komplexe RNA-Strukturen auf, die,
wenn sie die richtigen Initiationssignale besitzen, in einer
autokatalytischen Reaktion vervielfiltigt werden [8]. Die
dabei auftretende Selektion ist eindeutig; denn die RNA-
Produkte eines cinzelnen Reaktionsansatzes sind homogen.
Die de novo erzeugten RNA-Strukturen sind jedoch den
jeweiligen Reaktionsbedingungen angepaBt, unter denen sie
entstanden sind. Zum Beispiel: Resistenz gegen RNA-ab-
bauende Enzyme wie Ribonuklease T, oder gegen Repli-
kationsinhibitoren wie Ethidiumbromid und Acridinorange

/

Transiation {1} {2) Replikation

-

E.E. E ]

... g

b) kreuzkatalytischer |
Reproduktionsmechanismus!

Phagen - RNA

ol

a) Reaktionslosung

|

|

|

|

|

! Qp - RNA
! Qp -Replikase
} Wirtstaktor

; [nur fur die Synthese
|

|

|

|

|

von Qp (-] -RNA)
Nukleosidtriphosphate
{der Bausteire A,U,G,C)
Co -Taktoren
[Mg®" usw.)

komplementdre
Phagen - RNA

Abb. 1
Der Lebenszyklus eines RNA-Phagen reprisentiert die einfachste
Form eines Hyperzyklus [6]. Die Reproduktion der genetischen
Information (I.) des Phagen erfolgt nach dem kreuzkatalytischen
Prinzip der komplementiren Basenerkennung als (I;)-Kollektiv.
Dieser Reaktionskreis ist {iber ein Replikationsenzym (E;) mit sich
selbst gekoppelt. Die Kopplung enthilt: (1) eine Translation des
Phagengenoms (I.) durch den Proteinsyntheseapparat der Wirts-
zelle (konstanter Umweltfaktor) und (2) eine Reproduktion der
Virus-RNA durch die matrizenspezifische Replikase (E,). Uber den
Kopplungsfaktor E; hinaus enthélt das Phagengenom noch die
Information fiir zwei weitere Funktionstriger: E, (Hiillprotein) und
E;, E; (Reifungsprotein). Das RNA-Replikationssystem des Bak-
teriophagen Qg kann man isolieren und auBerhalb der Bakterien-
‘ zelle reaktivieren [5]
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Die Qg-spezifischen Nukleinsduren kann man in drei Klassen einteilen:

(a) Qp-Phagen-RNA, (b) de novo-RNAs, (c) synthetische Nukleinsduren.

Die RNA-Strukturen (b) kommen in vitro und in vivo vor. In der Tabelle

sind nur solche de novo-Produkte aufgefiihrt, von denen die Primir-
struktur vollstindig bekannt ist
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[8]. Inzwischen wurde ein ganzes Spektrum von de novo-
Produkten (Tab. 1) isoliert und zum Teil auch deren Nukeotid-
sequenz bestimmt.

Neben Qg-Phagen-RNA und de novo-RNAs akzeptiert die
Qp-Replikase auch noch bestimmte synthetische Nuklein-
sduren wie Polycytidylsaure (Poly C) und C-haltige Co-
Polymere [9]. Die synthetischen RNA-Matrizen sind aber
nicht selbstreplizierend, d.h. die Qy-Replikase kann an ihnen
nur die Synthese eines komplementiren Zwischenproduktes
initiieren. Offenbar fehlt den Zwischenprodukten die phino-
typische Information fiir die Qg-Replikase, um ihrerseits als
Nukleinsdurematrizen akzeptiert zu werden. Dennoch hat
gerade die Poly C-Aktivitidt der Qp-Replikase eine entschei-
dende Rolle fiir die Aufkldrung des Mechanismus der Nuklein-
sdure-Erkennung gespielt [4].

3. Ein Modell fiir die Nukleinsiure-Erkennung durch die
Q;-Replikase

Die Synthese des komplementiren Zwischenproduktes
wird immer am 3-Terminus einer Qj-spezifischen RNA
initiiert. Daher ist es wahrscheinlich, dal auch die eigentliche
Erkennungsstelle fiir die Replikase in der Niithe des 3'-Terminus
lokalisiert ist. In diesem Zusammenhang fillt auf, dal alle
bisher sequenzierten Qg-spezifischen RNAs am 3'-Terminus
mit einer Folge von wenigstens drei C-Resten enden (Tab. 1).
Die Bedeutung dieser Nukeotidsequenz fiir die Initiation wird
dadurch unterstrichen, daB eine chemische Modifikation der
terminalen CCC-Sequenz zum Verlust der Matrizenaktivitit
fiihrt [10].

Die endstindige CCC-Sequenz kann jedoch nicht das
einzige Erkennungsmerkmal fiir die Qp-Replikase sein; denn
Nukleinsduren anderer RNA-Viren wie z. B. MS2, TMV
enden an ihrem 3'-Terminus ebenfalls mit einer CCC-Sequenz,
sind aber keine aktiven Matrizen fiir die Q,-Replikase. Folg-
lich miissen ein oder mehrere zusdtzliche Erkennungskri-
terien im Initiationsmechanismus auftreten. Beriicksichtigt
man die Poly C-Aktivitit so kommen dafiir nur weitere
C-Nukleotide in Frage, da Poly C als Homopolymer keine
Sekundirstruktur und somit auch keine fixierte Tertifirstruk-
tur besitzt.

Uberpriift man unter diesem Gesichtspunkt die bislang
bekannten Nukleotidsequenzen verschiedener Qg-spezifischer
Nukleinsduren (Abb. 2), so stellt sich heraus, daB alle Sequen-
zen einen weiteren CCC-Block in einer definierten Entfernung
von ihrem 3'-Terminus gemeinsam haben. Die Tatsache, daB
eine der Nukleotidsequenzen (Nr. 5 in Abb. 2) insgesamt
Uberhaupt nur zwei CCC-Blocke enthilt [157, legt den SchluB
nahe, dafl keine weiteren C-Nukleotide am Initiationsme-
‘chanismus beteiligt sind.

Aufgrund der obigen Uberlegungen wurden folgende
Initiationsbedingungen fiir die Qg-spezifische RNA-Repli-
kation postuliert [4]: Jedes Oligo- oder Polynukleotid,
das eine 3'-terminale CCC-Sequenz und darither hinaus eine
zweite CCC-Sequenz in eine definierte rédumliche Anordmung
zur Qg-Replikase bringen kann, dient als aktive Matrize fiir
die Synthese einer komplementiiren Nukleinsiure.

o
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Nukleotidsequenzen der 3'-Termini verschiedener Qp-spezifischer
RNAs. Im Gegensatz zu allen anderen Sequenzen besitzt der
(+)-Strang der Qy-Phagen-RNA in der Niihe des 3'-Terminus nur
einen C-Cluster. Um die Minimalbedingung fiir die Nukleinsiure-
Erkennung durch die Qg-Replikase dennoch erfiillen zu kénnen,
wird wahrscheinlich der zweite C-Cluster vom 3'-Terminus ,.aus-
gelichen™. Die strukturelle Besonderheit von Qy(+)-Phagen-RNA
erfordert zur Initiation der RNA-Synthese durch die Qp-Replikase
zusiitzlich einen Wirt-spezifischen Proteinfaktor

4. Experimentelle Priifung des Erkennungsmodells

Wendet man das Nukleinséure-Erkennungsmodell auf die Poly C
Aktivitit der Q-Replikase an, soc mul} es eine kritische Ketten-
linge der Poly C Molekiile geben, unterhalb der sie ihre Matrizen-
aktivitidt verlieren. Dies ist bedingt durch die feste Anordnung der
zwel Bindungspliitze aufl der Qy-Replikase. Auf der Basis der in
Abb. 2 dargestellten Sequenzen lifit sich eine prizise Vorhersage
liber diese kritische Kettenléinge treffen: Alle (Cp),C-Oligonukleoti-
de mit n < 12, konnen dic Minimalbedingung fiir die Initiation
nicht erfillen und sind daher keine aktiven Matrizen fiir die Q-
Replikase. Um diese Vorhersage zu priifen, wurden (Cp),C-Oligo-
nukleotide im Kettenlingenbereich von n = 1 bis n = 18 priipariert
und deren Matrizenaktivitit getestet [4].

Das Ergebnis der Testreihe ist in Abb. 3 dargestellt. Keine
Matrizenaktivitit zeigen die Oligonukleotide von (Cp)C bis {Cp),,C
(Kurve I). Innerhalb eines engen Kettenlingenbereiches von
(Cp);3C bis (Cp),;C setzt schlieBlich die Matrizenaktivitit ein, die
bereits fiir (Cp);,C mit der von Poly C vergleichbar ist. Bei héherer
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Abb. 3
Matrizenaktivitit von (Cp),C-Oligonukleotiden als Funktion der
Kettenliinge. Gemessen wurde jeweils bei niedriger (Kurve I) und
bei hoher (Kurve II) Oligonukleotidkonzentration: Konzentrations-
verhiltnis 1: 10 (experimentelle Einzelheiten siche Ref. [4])
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Oligonukleotid-Konzentration beobachtet man einen begrenzten
GMP-Einbau auch schon fir die kurzkettigen Oligomere von
(Cp)sC bis (Cp);,C (Kurve II), ein Effekt, der wahrscheinlich auf
das kooperative Zusammenwirken mehrerer Oligonukleotide im
Initiationsprozell zuriickzufithren ist. Der steile Anstieg der Ma-
trizenaktivitit ab Kettenlinge (Cp),;C ist jedoch unabhingig von
der Oligonukleotid-Konzentration.

Im Gegensatz zu den (Cp),C-Oligomeren approximiert die
Wechselwirkung von Qg-Replikase mit (Cp)(Up)s(Cp),C-Oligo-
nukleotiden den mehr realistischen Fall, da3 die fiir die Initiation
entscheidenden CCC-Blocke liber eine beliebige Nukleotidsequenz
miteinander verbunden sind. Aus diesem Grund wurden
(Cp)a(Up)s(Cp),C-Oligonukleotide im Kettenldngenbereich von
n =0 bis n =7, entsprechend einer Gesamtlinge von 10 bis 17
Nukleotiden, pripariert und deren Matrizenaktivitit getestet [4].
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Gl IGUJC, CWIC; G  [Cuic,

E3L56.4 Kettenlange

Abb. 4
Matrizenaktivitit von (Cp),(Up)s(Cp),C-Oligonukleotiden als
Funktion der Kettenlinge (experimentelle Einzelheiten siehe
Ref. [4])

Das Ergebnis der Testreihe ist in Abb.4 dargestellt. Keine
Matrizenaktivitdt zeigen die Oligonukleotide von (Cp)y(Up)sC
bis (Cp)s(Up)s(Cp)sC, entsprechend den Gesamtlingen von 10
bis 13 Nukleotiden. Erst bei einer Kettenlinge von 14, d. h. ab
(Cp)a(Up)s(Cp)sC setzt die Matrizenaktivitit ein, in voller Uber-
einstimmung mit der aufgrund des Erkennungsmodells voraus-
gesagten minimalen Kettenlinge.

Anhand von drei Kriterien konnte nachgewiesen werden, dal3
tatsichlich das Oligonukleotid ppp(Gp)s(Ap)s(Gp);G entsteht,
wenn beispielsweise das Oligonukleatid (Cp),(Up)s(Cp);C als
Matrize benutzt wird [4]:

a) Setzt man eine Reaktionslésung ohne GTP an, so wird der

AMP-Einbau vollstindig unterdriickt.
b)In einem Experiment mit radioaktiver Doppelmarkierung

(*H-ATP und -*?P-GTP) beobachtet man ein molares Einbau-

verhiltnis von 1 AMP/1,9 GMP.
¢) Eine Nachbar-Analyse mit 4-3>?>P-GTP lieferte eine Dinukleotid-

hiufigkeit von 92% GpG und 8% ApG.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Experimente mit synthetischen Ribonukleinsduren haben
gezeigt, dal} eine 3'-terminale CCC-Sequenz und eine weitere
CCC-Sequenz in einem definierten Abstand vom 3'-Terminus
die Initiation der RNA-Synthese durch die Qp-Replikase
auslosen konnen. Mit Ausnahme von Qp(+)-Phagen-RNA
erfiillen alle Qg-spezifischen Nukleinsduren diese Initiations-
bedingung. Unter der Annahme, daB sich 3'- und 5'-Terminus
in einer ,Amphora“-dhnlichen Struktur uberlappen [16],
146t sich das Nukleinsdure-Erkennungsmodell auch in ein-
facher Weise auf den (4 )-Strang der Q-Phagen-RNA iiber-

tragen (Abb. 2). Die strukturelle Besonderheit der Qp(+)-
Phagen-RNA konnte eine wichtige biologische Bedeutung
haben: Da die Replikase in diesem Fall sowohl 3’- als auch
5-Terminus zur Nukleinsdure-Erkennung bendotigt, existiert
eine Kontrolle, ob das zu replizierende Phagengenom intakt
ist.

Das vorgeschlagene Erkennungsmodell erkldrt auch die
paradoxe Eigenschaft der Qp-Replikase, einerseits hinsicht-
lich ihrer Aktivitdt mit natiirlich vorkommenden Nuklein-
sduren aulerordentlich spezifisch zu sein. andererseits aber

a) bl

Abb. 5
Modell fiir die Nukleinsdure-Erkennung durch die Qg-Replikase.
Jedes Oligo- oder Polynukleotid, das eine 3'-terminale CCC-Se-
quenz und dariiber hinaus eine zweite CCC-Sequenz in eine
definierte rdumliche Anordnung zur Qg-Replikase bringen kann,
dient als aktive Matrize fiir die Synthese einer komplementiren
Nukleinsdure. Schematisch dargestellt sind zwei Extremfille:
(a) Nukleinsdure mit ausgepragter Sekundirstruktur, (b) C-haltiges
Co-Polymer ohne Sekundirstruktur
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Abb. 6

Allgemeine RNA-abhingige RNA-Synthese mit Qg-Replikase:
(a) Umwandlung von Qg-inaktiven Nukleinsduren in Qg-aktive
Matrizen. Die Experimente mit (Cp),C-Oligonukleotiden legen
nahe, als Initiationssequenz ¢in (Cp),C-Oligonukleotid im Ketten-
lingenbereich von n > 12 an den 3'-Terminus einer Qg-inaktiven
Nukleinsdure anzuhingen. Solche Experimente wurden bereits
erfolgreich mit Homooligomeren (Oligo U, Oligo A) und Homo-
polymeren (Poly U, Poly A) durchgefiihrt [4]. Die Versuche impli-
zieren, dafl man im Prinzip jedes beliebige Polynukleotid nach dem
obigen Verfahren in eine Qp-aktive RNA umwandeln kann. (b) Kom-
plementiire Strange einer synthetischen, Qy-spezifischen RNA mit
selbstreplikativen Eigenschaften
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beliecbige C-haltige Co-Polymere als aktive Matrizen zu
akzeptieren. Da natiirlich vorkommende Ribonukleinsduren
aus Stabilititsgriinden in der Regel eine ausgeprigte Sekun-
dérstruktur und damit fixierte Tertidrstruktur besitzen (vgl.
RNA-Evolutionsspiele [2]), unterscheidet der Initiations-
mechanismus wirksam zwischen Qg-aktiven und Qp-inak-
tiven RNA-Strukturen. Andererseits konnen jedoch Nuklein-
sduren mit geringer (oder tiberhaupt keiner fixierten) Tertiér-
struktur aufgrund ihrer Flexibilitdt nahezu immer die Ini-
tiationsbedingungen erfiillen, vorausgesetzt sie besitzen eine
3'-terminale CCC-Sequenz und irgendwo innen einen weiteren
CCC-Block (Abb. 5).

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dal} die Qg-Repli-
kase von einer geeigneten Initiationssequenz aus auch in
Qg-inaktive Nukleotidsequenzen ,hineinlesen™ kann (Abb. 6a).
Diese Methode wurde in Experimenten mit Qg-inaktiven
Homopolymeren (Poly U, Poly A) benutzt, um die Spezifitét
der Qg-Replikase hinsichtlich der Replikation dieser Nuklein-
sduren aufzuheben [4]. Es ist beabsichtigt, auch die komple-
mentiren Zwischenprodukte mit einer geeigneten Initiations-
sequenz zu versehen. Damit hétte man die Moglichkeit, jede
beliebige RNA in eine selbstreplizierende, Qp-spezifische
RNA umzuwandeln, was im Fall des Oligonukleotids
(Cp)a(Up)s(Cp)sC zur kleinsten, auBerhalb einer lebenden
Zelle selbstreplizierenden RNA fithren wiirde (Abb. 6b).

Das Qp-Replikase-System eroffnet somit neue Wege zur
experimentellen Untersuchung der Selbstorganisation repli-
kationsfihiger Systeme und der Evolution korrelierter In-
formationsiibertragung in der Biologie.

Die Experimente mit dem Qg-Replikase-System wurden im
Rahmen eines von Prof. Dr. M. Eigen entwickelten Programms
zur Untersuchung molekularer Evolutionsprozesse durchgefiihrt.
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