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Phänotypische Information von Nukleinsäuren :

Die Initiationssignale für die RNA-Replikation durch die Qp-Replikase*)

Bernd Küppers

Max'Planck Institut für Biophysikalische Chemie, Göttingen

Molekulate Et;olution i Biopolt'mere Pt otein-Nuk lehsäure Wcchselwirkung i RNA-Replikation

An viren lassen sich besonders gut die grundlegenden molekulargenetischen Prozesse wie Replikation, Transkription und Translation

einschließlich deren Regulation untersuchen. verhältnismäßig einlach aufgebaut sind die RNA-haltigen viren des Bakterien\tammes
Eschetichid coli.

Die RNA-Phagen besilzen cine bemerkenswerte Eigenschalt. Sie induzieren in der wj rtszelle j eweils ejne RNA-abhängige RNA-Polvmerase

(Replikase), die speziäsch hinsjchtlich der Replikation ihrer homologen RNA ist. Das RNA Replikationssystem des Bakteriophagen Q0
kann man isolieren und i, Iiitro untersuchen.

Mit Hille von synthetischen Nukleinsäuren läßt sich zeigen: Jedes Oligo- bzw. Polynukleotid, das eine 3lterminale CCC-Sequenz und
darüber hinaus eine zweite CCC-Sequenz in eine definierte räumliche Anordnung zur Qß-Replikase bringen kann, dient a1s aktive Matrize

für die Synthese einer komplementären Nukleinsäure.
Durch entsprechende chemische ModifikalioneD kann man nunmehr Qo-inaktive Nukleinsäuren in Qp_aktivc RNA-Matrizen umwandeln.

Damit besitzt man cin Verfahren tur eine allgemeine RNA abhängige RNA-Synthese.

The small Esclrelidria rdli bacteriophage Q0 induces an enzyme (Qß-replicase), which is rcsponsible for the replication of the phaee RNA.
The replicase shows a very high template spccificity for the complementary plus and minus strands of the homologous virial RNA. By
means of synthetic nucleic acids the lollowing can be demonstrated: Any oligo- or polynocleolide able to offer a Ccc-sequence at the
3lrerminus and a second Ccc-sequence in a defined steric position to Q0 replicase is an elficient template. Corresponding chemical modi_

fications convert non-template RNAs to template RNAs.

1. Einleitung

Biologischc Information entsteht durch selektive Selbsl-
organisation von biologischen Makromolekülen [1]. Der
Begrill der Informationserzeugung ist dabei eng mit dem

semantischen Aspekt von Information verknüpft. Jede Seman-

tik hängt von gewissen Vereinbarungen ab. oder allgemeiner:
sie setzt außerhalb der Nachricht lokalisierte zusätzliche

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 Makromoleküle ist die

Ur-Semantjk biologischer Infomation durch die Fähigkeit

begründet, sich selbst zu reproduzieren. In diesem Sinn be-

sitzen selbstreplizierende Nukleinsäuren, auch wenn sie nicht
in Proteine übersetzt werden, bereits eine Information. Die
selekuve Bewertung dieser lnlormatron kann hrerber jedoch

nur über die phänotypischen Eigenschaften der Nukleinsäuren
selbst erfolgen. Diese Form biologischer Informationsent-
stehung muß eine bedeutende Rolle während der sehr lrühen
Phase der molekularen Selbstorganisation gespielt haben,

als es noch keinen genetischen Code gab.

Wahrscheinlich diente zunächst nur die Ribonukleinsäure
(RNA) als Informationsspeicher; denn Ribonukleinsäuren
können im Gegensatz zu Desoxyribonukleinsäuren (DNA)
komplexe Tertiärstrukturen und damit differenzierte phäno-

typische Merkmale ausbilden. Vor kurzem gaben Experimente

an einer Virus-RNA erstmals Aufschluß über einen Mecha-

nismus, nach dem selbstreplizierende Nukleinsäuren über ihre

Bei (lenin tlieser Zeitschrifi wiederyegebenen Gebrauchsnamen, H andelsnamen, Ilat enbe zeichnun(len u1d d01. ha delt es sich häuJig ungesetzlidl
geschützte eingetrdleke warcnzeichen, auch wenn sie nicht als solche mit@ gekenhzeichnet sind.

*)Das Nukleinsäure-Erkennungsmodell für die Qi-Replikase
wurde in den wesentlichen Teilen gemeinsam mit Dl. M. Sumper

tetzt Institut für Biochemie der Universität Würzburg) entwickelt.
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phänotypischen Eigenschaften selektiv mit ihrer Umwelt in
Wechselwirkung treten können [4].

2. Das RNA-Replikationssystem des Bakteriophagen Q0

Es gehört zu den charakte stischen Merkmalen eines Virus,
daß sein genetisches Matedal (jeweils DNA oder RNA)
immer den Proteinsyntheseapparat einer Wirtszelle benötigt,
um funktionell wirksam werden zu können. Daher resultieren
\tesentliche Erkennlnisse über die grundlegenden molekular-
genetischen Prozesse wie Replikation, Transkription und
Translation aus Experimenten mit Virer. Verhältnismäßig
einfach aufgebaut sind die RNA-haltigen Viren des Bak-
terienslammes Escheti, hia , o/i. Baklerien.pezifische V,ren

nennt marr auch Bakteriophagen oder kurz Phagel.
Normalerweise erfolgt in der Bakterie[zelle die Synthese

von RNA nur dann, wenn diese auf einer DNA vorprogram-
micrt ist. Die RNA-Phagen haben daher einen DNA-unab-
hängigen Mechanismus entuic[eln müssen. Lrm von einer

einzelnen Phagen-RNA eine Vielzahl identischer Kopien
herstellen zu können. Und zwar induzie das Phagengenom

in der Wirtszelle die Synthese eines neuartigen Enzyms,
einer RNA-abhängigen RNA-Polymerase (Replikase), das

eine RNA in einer autokatalytischen Reaktion direkt ver-

vielfältigen kann.

Mit der bloßen Existenz eines solchen Replikationsenzyms

ist das Problem der Phagenvermehrung aber noch nicht
vollsländig gelösr: denn ein RNA-Virus operien immer in

einer sehr heterogenetischen Umgebung, d.h. einer Umge-

bung, die angereichert ist mit eifler Vielzahl wirtspezifischer

RNAS. Die phageninduzierte Replikase verfügt daher ooch
über eine hohe Spezifität hinsichtlich der Replikation ihrer
homologen RNA [5]. Um von der Replikase erkanlt und

reproduziert zu werden, muß eine RNA demnach unter ihren
phänotypischen Eigenschalten ein ganz bestimmtes Erken-
nungszeichen besitzen.

Die Matrizenspezifität der Replikase ist in der Tat not-
wendig, damit sich eine Virus-RNA gegenüber den wirt-
spezifischen RNAS populationsmäßig durchsetzen kann. Erst
die spezilische Rückkopplung der Replikase auf die kom-
plementär einander reproduzierenden Stränge ihrer homo-
logen RNA (i+, I-) fuhrt zu hyperbolischen Wachstumseigen-
schafter [6,7], aufgrund derer sich die Virus-RNA dem
stetigen, intrazellulären RNA-Abbau weitgehend entziehen
kann (Abb. 1).

Das RNA-Replikationssystem des Bakteriophagen Qß kann
man isolieren und zur zellfreien Vermehrung seiner RNA ver-
wenden [5]. In einem Reaktionsansatz ohne Phagen-RNA als

molekulare Matrize baut dagegen die Q0-Replikase selb-
ständig (de nouo)relativ komplexe RNA-Strukturen auf, die,
wenn sie die richtigen Initiationssignale besitzen, in einer
autokatalytischen Reaktion verviellältigt werden [8]. Die
dabei aultretende Selektion ist eindeutig; denn die RNA-
Produkte eines einzelnen Realtionsansatzes sind homogen.
Die de nouo erzeugten RNA-Strukturen sind jedoch den
jeweiligen Reaktionsbedingungen angepaßt, unter denen sie

entstanden sind. Zum Beispiel: Resistenz gegen RNA-ab-
bauende Enzyme wie Ribonuklease T, oder gegen Repli-
kationsinhibitorcn wie Ethidiumbromid und Acridinorange

Abb. 1

Der Lebenszyklus eines RNA-Phagen repräsentiert die einfachste
Form eines Hyperzyklus [6]. Die Reproduktion der genetischefl
Information 1l*J des Phagen erfolgt nach dem kreuzkatalytischen
Prinzip der komplementären Basenerkennung als (Ir)-Kollektiv-
Dieser Reaktionskreis ist über ein Replikationsenzym (E1) mit sich
selbst gekoppelt. Die Kopplung enthäll: (1) eine Translation des
Phägengenoms (I*) durch den Proteirsyntheseapparat der Wirts-
zelle (konstanter Umweltfaktor) und (2j eine Reproduktion der
Virus RNA durch die matrizenspezifische Replikasc (E1). über den
Kopplungsfaktor E1 hinaus enthält das Phagengcnon noch die
Information für zwei weitere Funk tionsträger : Er (Hüllprotein) und
Er, E: (Reifungsprotein). Das RNA-Replikationssyslem des Bak-
leriophagen Qß kann man isolieren und außerhalb der Bakterien-

zelle reaktivieren [5]
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Tabelle 1

Die Qr-spezifischer Nukleinsäu.eo kann man in drei Klassen einteilen:
(al QB-Phagen-RNA, (b) de nolo-RNAs, (c) syntherische Nukleinsäuren.
Die RNA-Strukturen (b) kommen i, ,irro und in ,iuo vor. lD der Tabelle
sind nur solche de flouo-Produkte aufg€führt, von denen die Primär-
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[8]. Inzwischen wurde ein ganzes Spektrum yon ile noao-

Produkten (Tab. l)isoliert und zum Teil auch deren Nukeotid-
sequenz bestimmt.

Neben Qp-Phagen-RNA und le noro-RNAs akzeptiert die

Qp-Replikase auch noch bestimmte synthetische Nukleir-
säuren wie Polycytidylsäure (Poly C) und C-haltige Co-
Polymere [9]. Die synthetischen RNA-Matrizen sind abcr
nicht selbstreplizierend, d. h. die Q0-Replikase kann an ihnen
Dur die Synthese eines komplementären Zwischenproduktes
initiieren. Offenbar fehlt den Zwischenprodukten die phäno-
typische Information liir die Qe-Replikase, um ihrerseits als
Nukleinsäurematrizen akzeptiert zu werden. Dennoch hat
gerade die Poly C-Aktivität der Qr-Replikase eire entschei-

dende Rolle liir die Aulklärung des Mechanismus der Nuklein-
säurc-Erkennung gespielt [4].

3. Ein Modell für die Nukleinsäure-Erkennung durch die

Qs-RePlikase

Die Synthese des komplementären Zwischenproduktes
wird immer am 3'-Terminus einer Qp-spezifischen RNA
initiiert. Daher ist es wahrscheinlich, daß auch die eigentliche
Erkennungsstelle ftir die Replikasein der Nähe des 3LTerminus
lokalisiert ist. In diesem Zusammenharg l:illt auf, daß alle
bisher sequenzierten Qu-spezilischen RNAs am 3'-Te.minus
mit einer Folge von wenigstens drei C-Resten enden (Tab. 1).

Die Bedeutung dieser Nukeotidsequenz für die Initiation wird
dadurch unterstrichen, daß eine chemische Modilikation der
termi[alen CCC-Sequenz zum Verlust der Matrizenaktivität
tuhrt [10].

Die endständige CCC-Sequenz kann jedoch nicht das

einzige Erkennungsmerkmal ftir die Q6-Replikase sei[; denrr

Nukleinsäuren anderer RNA-Viren wie z. B. MS 2. TMV
enden al1 ihrem 3'-Terminus ebelfalls mit einer Ccc-Sequenz.
sind aber keine aktiven Matrizen fur die Qp-Replikase. Folg-
lich müssen ein oder mehrere zusätzliche Erkelnungskri-
terien im Initiatiol'lsmechanismus aultreten. Berücksichtigt
man die Poly C-Aktjvität so kommer da1ür nur weitere
C-Nukleotide in Frage, da Poly C als Homopolymer keine
Sekundärslruktur und somit auch keine llrierte Terriärstruk-
tur besitzt.

Überprüft man unter diesem Gesichtspunkt die bislang
bekannten Nukleotidsequenzen verschiedener Qp-spezifi scher
Nukleinsäuren (Abb. 2), so srellt sich heraus. daß alle Sequen-
zen eiren weiteren CCC-Block in einer deänierten Entfernung
von ihrem 3'-Terminus gemcinsam haben. Die Tatsache, daß
eine der Nukleotidsecluenzen (Nr. 5 i1r Abb.2) insgesamt
überhaupt nur zwei CCC-BIöcke enlhält [15]. legr den Schluß
nahe, daß keine weiteren C-Nukleotide am Initiationsme-
chanismus beteiligt sind.

Aufgrund der obigcn überlegungen wurden folgende
Initiationsbedingungen für die Q0-spezilische RNA-Repli-
katior postuliert l4): Jedes Oligo- oder Polynukleotitl,
clas eine 3'-terninale CCC-Sequenz und tlarüber hinaus eine

t,eite CCC-Sequenz in eine deJinierte räumliche Anortlnung
zto QgReplikase britgen kann, dient als aktiüe Mattire 1ür
tlie Synthese einet konlplenentären N ukleinsAure.

Abb. 2
Nukleoddsequeüzen der 3'-Termini verschiedener Qp,spezifischer
RNAS. Im Gegensatz zu allen anderen Sequenzen besitzt der
(+l-Strang der Qß-Phagen-RNA in der Nähe des 3'Ierminus nur
einen C-Cluster. Um die Minimalbedingung lür die Nukleinsäure-
Erkennung durch diä Qß,Replikase dennoch erfüllen zu können.
wird wahrscheinlich der zweite C Cluster vom 5'-Terminus ,,aus-
geliehen'. Die strukturellc Besonderheit von Qß(+ )-Phagen-RNA
erfordert zur Initialion der RNA-Synlhese durch die Qß-Replikase

zusätzlich einen Will-spezifischen Proteinlaktor
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Matrizenaktivität von (Cp),,C-Oligonukleoriden als Funktion der
Kettenlänge. Gemessen wurde jeweils bei niedriger (Kurve I) und
bei hoher (Kurve II) Oligon u k leotidk onzentration : Konzentralions-

verhältnis 1 :10 (experimentelle Einzelheiten siehe Ret [4])
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4. Experimentelle Prüfung des Erkennungsmodells

Wendet man das Nukleinsäure-Erkennunssmodell aufdie Poly C
Aktivität der Q6-Rep)ikase an, so muß es eine kritischc Ketten-
länee dcr Poly C Moleküle eeben, unterhalb der sje ihre Malrizen
aktivität verlieren. Dies ist bedingt durch die feste Anordnung der
zrvei Bindungsplü1ze auf der Qß-Replikase. Auf der Basis der in
Abb.2 dargestellten Sequenzen Iäßt sich eine präzise Vorhcrsage
über diese kritische Kettenl:inge treffen: Alle (Cp),,C-Oligonukleori-
de mit D < 12, können die Minimalbedingung für die tnitiariol1
nicht erfüllen und sind daher keine aktivefl Matrizen für die Q0-
Replikase- Um diese Vorhersage zu prüfen. wurden (Cp),,C-Oligo-
nukleotide im Kettenlängenbereich vcn ,? : I bis » : 18 präparierl
und deren Matrizenaktivität getestet [4].

Das Ergebnis der Teslreihe ist in Abb. 3 dargestellt. Keine
Malrizenaktivität zeigen die Oligonukleotide von (Cp)C bis (Cp)j:C
(Kurve I). lnnerhalb eines engen Kettenlängenbereiches ron
(Cp)13C bis (Cp)r?C setr schließlich dic Malrizenaktivität ein. dje
bereits iür (Cp)1.C mit der von Poly C vergleichbar ist. Bei höherer
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Oligonukleotid-Konzentration beobachtet man einen begrenzten
GMP-Einbau auch schon für die kurzkettigen Oligomere von
(Cp)5C bis (Cp)LrC (Kurve lI), ein EIfekt, der wahrscheinlich auf
das kooperative Zusammenwirken mehrerer Oligonukleotide im
Initiationsprozeß zurückzuführen ist. Der steile Anstieg der Ma-
trizenaktivität ab Kettenlänge (Cp)r3C ist jedoch unabhängig von
der Oligonukleotid-Konzentration.

Im Gegensatz zu den (Cp),C-Oligomeren approximiert die
Wechselwirkung von Qp-Replikase mit (Cp)a(Up)5(Cp),,C-Oligo
nukleotiden den mehr realistischen Fall, daß die für die Initiation
entscheideDden CCC-Blöcke über eine beliebige Nukleotidsequenz
miteinander verbunden sind. Aus diesem Grund wurden
(Cp)a(Up)5(Cp),,C-Oligonukleotide im Kettenlängenbereich von
,7 :0 bis l, = 7, entsprechend einer Gesamtlänge von 10 bis 17

Nukleotiden, präpariert und deren Mätrizenaktivität getesret [4].

clus rqqrc. rcLqrcr rcLu5rc' lcrr+rcr

Ketten änge

Das Ergebnis der Testreihe ist in Abb.4 dargestellt. Keine
Matrizenaktivität zeigen die Oligonukleotide von (Cp)a(Up)sC
bis (Cp)alUp)5(Cp)3C, entsprcchend den Gesamtlängen von 10

bis 13 Nukieotiden. Erst bei einer Kettenlänge von 14, d. h. ab
rCpr,{L pr.rCp),C selll d.e MatflTenalu!rrlr ern. 'n !oller Über-
einstimmung mit der aufgrund d€s Erkennungsmodells voraus-
gesagten minimalen Kettenlänge.

Anhand von drei Kriterien konnie nachgewiesen werden, daß
tatsächlich das Oligonukleotid ppp(Gp)s(Ap)5(Gp)3G entsteht,
wenn beispielsweise das Oligonukleotid (Cp)+(Up)5(Cp)?C als
Matrize benutzt wird [4]:
a) Setzt man eine Reaktionslösung ohne GTP an, so wlrd der

AMP-Einbau volLständig unterdrückt.
b) ln einem Experiment mit radioaktiver Doppelmarkierung

(3H-ATP und (rJ'P-GTP) beobachtet man ein molares Einbau-
verhältnis von 1 AMPi'1,9 GMP.

c) Ejne Nachbar Analyse mit r-r':P-GTP lieferte eine Dinukleotid-
häufigl,eir \on 92"" CpC Ln,l 8". ApC.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Experimente mit synthetischen Ribonukleinsäuren haben
gezeigt, daß eine 3'-terminale CCC-Sequenz und eine weitere
Ccc-Sequenz in einem definierten Abstand vom 3'-Terminus
die lnitiation der RNA-Synthese durch die Qß-Replikase
auslösen können. Mit Ausnahmc von Qp(+ )-Phagen-RNA
erfüllen alle Qß-spezifischen NukleinsäureD diese Initiations-
bedingung. Unter der Annahme, daß sich 3'- und 5'-Terminus
in einer ,Amphora '-ähnlichen Struktur überlappen [16],
läßt sich das Nukleinsäure-Erkennungsmodell auch in ein-
facher Weise auf den (+)-Strang der Qß-Phagen-RNA über-

trageo (Abb. 2). Die strukturelle Besonderheit der Qp(+)-
Phagen-RNA könnte eine wichtige biologische Bedeutung

haben: Da die Replikase in diesem Fall sowohl 3'- als auch

s'-Teflninus zur Nukleinsäure-Erkennung benötigt, existiert

eine Kontrolle, ob das zu replizierende Phagengenom intalt
ist.

Das vorgeschlagene Erkennungsmodell erklärt auch die
paradoxe Eigenschalt der Qp-Replikase, einerseits hinsicht-
lich ihrer Aktivität mit natürlich vorkommenden Nuklein-
säuren außerordentlich spezifisch zu sein. andererseits aber
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Abb. 6

Allgemeine RNA-abhängige RNA-Synlhese mir Q0-Replikase:
(a) Umwandlung von Qp-inaktiven Nukleinsäuren in Qo,akrive
Matrizen. Die Experimenre mir (Cp),,C-Oligonukleotiden legen
nahe, als Initiationssequenz ein (Cp),,C-Oligonukleotid im Keften-
Iängenbereich von a > 12 an den 3'-Terminus einer Qo-inaktiven
Nukleinsäure anzuhängen. Solche Experimente wurden bercits
erfolgreich mit Homooligomeren (Oligo U, Oligo A) und Homo-
polymeren (Poly U, Poly A) durchgeführt [4]. Die Versuche impli-
zieren, daß man im Prinzipjedes beliebige Polynukleotid nach dem
obigen Verfahren in eine Qo-aktive RNA umwandeln kann. (b) Kom-
plementäre Stränge einer synthetischen, Qa-spezifischen RNA mit

selbstreplikativen Eigenschaften

Iä T§
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,-

c
c
c

Abb. 5

Modell für die Nukleinsäure-ErkenDung durch die Qo-Replikase.
Jedes Oligo- oder Polynukleotid, das eine 3lterminale CCC-Se-
quenz und darüber hinaus eine zweite Ccc-Sequenz in eine
definierte räumliche Anordnung zur Qo-Replikase bringen kann,
dient als aktive Matdze für die Synthese einer komplementären
Nukleinsäure. Schematisch dargestellt sind zwei Extrcml?ille:
(a) Nukleinsäure mit ausgeprägter Sekundärstruktur, (b) C-haltiges

Co-Polymer ohne Sekundärstruktur

@

Abb. 4
Matrizenaktivität von (Cp)a(Up)5(Cp),,C-Oligonukleotiden als
Funktion der Kettenlänge (expedmentelle Einzelheiten siehe

Ref [a])
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beliebige C-haltige Co-Polymere als aktive Matrizen zu

akzeptieren. Da natürlich vorkommende Ribonukleinsäuren
aus Stabilitätsgdnden in der Regel eine ausgeprägte Sekun-

däßtruktur und damit flxierte Tertiärstruktur besitzen (vgl.

RNA-Evolutionsspiele [2]), unterscheidet der Initiations-
mechanismus wirksam zwischen Qp-aktiven und Q9-inak-
tiven RNA-Strukture[ Anderemeits können jedoch Nuklein-
säuren mit ge nger (oder überhaupt keiner fixierten) Tertiär-
struktur aufgrund ihrer Flexibilität nahezu immer die Ini-
tiationsbedingungen erfüllen, vorausgesetzt sie besitzen eine

3ltermimle Ccc-Sequenz und irgendwo innen einen weiteren

CCC-Block (Abb. 5).

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, daß die Qp-Repli-
kase von einer geeigneten Initiationssequenz aus alrch in

Qß-inaktive Nukleotidsequenzen,,hireinlesen' kann (Abb.6a).

Diese Methode wurde in Experimenten mit Q0-inaktiven
Homopolymeren (Poly U, Poly A) benutzt, um die Spezi,ität

der Qu-Replikase hinsichtlich der Replikation dieser Nuklein-
säuren aulzuheben [4]. Es ist beabsichtigt, auch die komple-
mentären Zwischenprodukte mit einer geeigneten Initiations-
sequenz zu versehen. Damit hätte man die Möglichkeit, jede

beliebige RNA in eine selbstreplizierende, Q6-spezifische
RNA umzuwandeln, was im Fall des Oligonukleotids
(Cp)a(Up)5(Cp)6C zur kleinsten, außerhalb einer lebenden

Zelle selbstreplizierenden RNA führen würde (Abb. 6b).

Das Qp-Replikase-System eröffnet somit neue wege zur
experimontellen Untersuchung der Selbstorganisation repli-
kationslähiger Systeme und der Evolution korrelierter In-
formationsübertragung in der Biologie.

Die Experimente mit dem Q0-Replikase-System wurden im
Rahmen eines von Prol Dr. M. Eigen entwjckelten Progmmms
zur Untersuchung molekularff Evolutionsprozesse durchgeführt.
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