
In-vitro-Selektion spezifisch ligandenbindender Nucleinsauren 

Von Michael Famulok" und Jack W. Szostak" 

In-vitro-Selektion ist eine Methode, niit der gleichzeitig eine sehr groOe Zahl verschiedener 
Nucleinsauremolekiile auf bestimmte Eigenschaften hin, z.B. Bindungsverhalten oder kataly- 
tische Eigenschaften, untersucht werden kann; ferner ist die Isolierung der sehr seltenen 
funktionellen Molekiile moglich. Mit dieser Technik wurden zum Beispiel die Bindungsstellen 
fur Proteine an Nucleinsauren untersucht, um Informationen iiber Protein-Nucleinsaure- 
Wechselwirkungen zu erhalten. Struktur und Funktion katalytischer RNA (,,Ribozyme") 
wurden mit in-vitro-Selektion studiert; diese Untersuchungen fiihrten zu neuen Ribozymen 
mit verbesserter katalytischer Aktivitat. Auch die Substratspezifitat katalytischer RNA konn- 
te verandert werden, wobei DNA-spaltende Ribozyme erhalten wurden. SchlieBlich gelang die 
Isolierung von Nucleinsauren, die spezifisch bestimmte ,,kleine" organische Molekiile binden, 
sowie von RNA-Molekiilen, die Tripelhelices mit Doppelstrang-DNA bilden. In diesem Auf- 
satz diskutieren wir Hintergrund, Design und Ergebnisse von genetischen in-vitro-Experimen- 
ten, die eine Briicke schlagen zwischen biochemisch-molekularbiologischen und organisch- 
chemischen Studien zur molekularen Erkennung. 

1. Einleitung 

Das rationale Design einer Nucleinsaure rnit einer Tertiar- 
struktur, die komplementar zu einer beliebigen chemischen 
Struktur ist, ist nach wie vor unmoglich, weil man dazu nicht 
nur die zu einer Sequenz gehorende dreidimensionale Struk- 
tur, sondern auch die aufgrund der Ligandenbindung zu er- 
wartende mogliche Strukturveranderung voraussagen kon- 
nen miiBte. DaB es unrnoglich ist, Nucleinsaurestrukturen zu 
designen, die komplementar zu Liganden unbekannter 
Struktur sind, versteht sich von selbst. Trotzdem ist es heute 
moglich, routinemaBig DNA- oder RNA-Molekiile zu iso- 
lieren, die sehr fest und spezifisch die unterschiedlichsten 
Liganden, wie Proteine, andere Nucleinsauren und kleine 
organische Molekiile, binden. Dies verdanken wir neuarti- 
gen Techniken, die das Problem des Designs umgehen, in- 
dem sie die Isolierung sehr seltener Molekiile mit spezifisch 
ligandenbindenden Eigenschaften aus extrem groBen Pools 
aus Nucleinsauren rnit zufalliger Sequenz ermoglichen"]. 
Diese Methoden zur in-vitro-Selektion sind vor kurzem un- 
abhangig voneinander in mehreren Laboratorien fur eine 
ganze Reihe von Anwendungen entwickelt worden, von der 
Untersuchung von Proteinbindungsstellen an Nucleinsauren 
bis zum Studium von Struktur und Funktion katalytischer 
RNAs. 

Die Methode ist konzeptionell einfach: Zunachst wird ei- 
ne groBe Bibliothek von Oligodesoxynucleotiden von kom- 
plett zufalliger Sequenz oder eine Bibliothek degenerierter 
Oligodesoxynucleotide rnit moglichst vielen Varianten durch 
chemische Synthese erzeugtI2]. Diese Bibliothek aus DNA- 
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Sequenzen kann, wenn notig, durch in-vitro-Transkription 
in eine RNA-Bibliothek umgeschrieben werden. Der Pool 
wird dann Selektionsschritten, die in der Anreicherung der 
interessierenden Molekiile resultieren, unterzogen. Weil nur 
ein auBerst geringer Bruchteil der zufalligen oder degenerier- 
ten Sequenzen funktionell ist, ist eine vollstandige Reinigung 
in einem einzigen Selektionsschritt normalerweise nicht 
moglich. Daher wird der Pool der nach jedem Selektions- 
schritt erhaltenen Molekiile amplifiziert (vermehrt), so dab 
die funktionellen Molekiile in nachfolgenden Selektions- 
schritten weiter angereichert werden konnen. Die Amplifika- 
tion kann entweder durch Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR)[**lf3I oder im Transkriptionsschritt erfolgen. Die An- 
einanderreihung von Selektions- und Amplifikationsschrit- 
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Schema 1. Selektion ligandenbindender DNA- und RNA-Molekiile rnit Hilfe 
von Affinitatschromatographie. Zur Selektion von DNA-Sequenzen werden 
reverse Transkription und Transkription nicht benotigt, doch sind asymmetri- 
sche PCR oder Einzelstrangreinigung notwendig, um die Bildung inaktiver 
Duplex-DNA ans komplementaren Strangen zu vermeiden. 
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ten fuhrt zu einer exponentiellen Zunahme der funktionellen 
Sequenzen, bis diese in der gesamten Population dominieren 
(Schema 1). 

In-vitro-Selektion kann zur Analyse bekannter Nuclein- 
sauresequenzen herangezogen werden und bietet zum Beispiel 
die Moglichkeit zur schnellen ldentifizierung wichtiger Ba- 
sen, die nicht verandert werden konnen, ohne zu einem Ver- 
lust der Funktion zu fuhren, sei es in einer Proteinbindungs- 
stelle eines DNA-Molekiils oder in einem RNA-Katalysa- 
tor. Die Methode kann allerdings auch auf weit schwierigere 
Probleme angewendet werden. etwa zur Isolierung neuer 
Nucleinsauremolekiile, die sehr spezifisch an kleine organi- 
sche Molekule, gro13e regulatorische Proteine oder andere 
Zielmolekule binden. Die de-novo-Isolierung von DNA- 
oder RNA-Sequenzen mit katalytischer Aktivitat ist eine 
noch groBere Herausforderung, der sich zur Zeit in mehreren 
Laboratorien gestellt wird. 

Ein unmittelbarer Vorteil der in-vitro-Selektion gegenuber 
den Standard-Methoden der in-vivo-Genetik ist der, da13 Se- 
lektionsbedingungen, Bindungsspezifitat oder die Reaktio- 
nen, fur die selektiert werden SOU, unabhangig von den durch 
die zellullre Physiologie bedingten Einschrankungen sind. 
Ein weiterer groBer Vorteil ist, dalj Pools mit mehr als 
unterschiedlichen Spezies einem Screening unterworfen wer- 
den konnen, was die Wahrscheinlichkeit fur die Erzeugung 
mindestens eines Molekuls mit den gewunschten Eigenschaf- 
ten deutlich erhoht. 

funktionalen Sequenz oder zur Isolierung einer Sequenzva- 
riante rnit veranderten Eigenschaften herangezogen. Ein be- 
stimmter Prozentsatz zufalliger Nucleotide kann dam in ei- 
nen Teil oder die gesamte zu untersuchende Sequenz ein- 
gefuhrt werden. Es kann aber auch eine kurze Region in 
einer langeren definierten Sequenz vollkommen zufallig syn- 
thetisiert werden. In beiden Fallen wird eine Familie von 
unterschiedlichen und doch eng verwandten Sequenzen er- 
zeugt (Schema 2). 

a) Vnllstiindige Randomisierung in Teilsequenzen 

definierte Sequenz definielte Sequenz definierte Sequenz 
S.-[AIGICfrX ~-[AIGIClrX, -3' 

randomisierte Substitution randomisierte Substitution 

b) Teilweise randomisierte ("n %doped") Sequenz 

definierte Sequenz definielte Sequenz 
5'-[(100 - n) I definierte Sequenz rnit n I AIGICXI-3' 

Schema 2 .  Beispiele fur teilweise randomislerte Sequenzen: a) Teilsequenzen 
innerhalb einer zu untersuchenden definierten Nucleinsduresequenz werden 
durch komplett randomisierte kurze Regionen substituiert. b) Eine zu untersu- 
chende Nucleinsduresequenz wird so synthetisiert, daO ein bestimmter Prozent- 
satz von Nucleotiden zufallig in eine definierte Sequenz eingefiihrt wird. Im 
Prinzip handelt es sich hierbei um die Synthese einer Nucleinsauresequenz rnit 
extrem hoher Mutationsrate. 

Nach der Selektion hat man in der Regel immer noch 
einen Pool funktioneller Molekiile; eine vergleichende Se- 
quenzanalyse ermoglicht dann die Identifizierung von Ba- 
senpositionen, die klassifiziert werden konnen als a) variabel 
und daher fur die Funktion unnotig, b) hochkonserviert, was 
auf ihre Bedeutung fur die Funktion hinweist, und c) rnit 
anderen Basenpositionen covariabel, was fur eine Wechsel- 
wirkung zwischen diesen Positionen spricht. 

2. Design von in-vitro-Selektionsexperimenten 

Ein in-vitro-Selektionsexperiment kann, je nach Ziel, ent- 
weder mit komplett zufalligen (,,randomisierten") Sequen- 
zen oder mit einer Bibliothek von teilweise zufalligen Se- 
quenzen beginnen. Teilweise zufallige Sequenzen werden 
normalerweise zur Analyse von Strukturen einer bekannten 
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Die de-novo-Isolierung von Nucleinsaurerezeptoren rnit 
Spezifitat fur bestimmte Biomolekule oder kleine Substrate 
verlangt am Anfang eine sehr grol3e Bibliothek komplett 
zufalliger Sequenzen, die von definierten Primer-Bindungs- 
stellen flankiert sind, was die Amplifizierung der selektierten 
Molekule ermoglicht (Schema 3). 

5' 3' 
l7Promotor 5'-Primer L-v-j 3'-Primer 

randomisierte Sequenz 

Schema 3. Aufbau synthetischer DNA-Oligonucleotide, die fur die Transkrip- 
tion in eine Bibliothek von RNA-Molekulen mit randomisierten Sequenzinser- 
tionen designed sind. 

Die generelle Strategie zur Maximierung der Wahrschein- 
lichkeit fur die Anwesenheit von substratspezifischen Ter- 
tiarstrukturen besteht in der Verwendung eines Pools von 
maximaler Komplexitat zu Beginn des Selektionsexperi- 
merits["]. Durch automatisierte Oligonucle~tidsynthese[~~ 
kann eine Komplexitat von etwa 10' 3-10'5 verschiedenen 
Molekiilen erhalten werdenL6> 'I. Prinzipien fur das Design 
von in-vitro-Selektionsexperimenten und Poolsynthesen 
sind beschrieben [81. 

3. Anwendungen 

3.1. Selektion von DNA-Molekulen zur Proteinerkennung 

Der erste Bericht iiber die in-vitro-Selektion zufalliger 
DNA-Sequenzen stammt von Oliphant et aLL91, die eine Affi- 
nitatschromatographie zufalliger DNA-Sequenzen durch- 
fuhrten; dabei wurden die Selektionsschritte ohne Amplifi- 
kation hintereinander geschaltet. Die Analyse der selek- 
tierten Sequenzen geschah durch Ligierung in ein Plasmid, 
Transformation und Klonierung. Man kann daher von einer 
in-vitro-Selektion/in-vivo-Amplifikation sprechen. Das Se- 
lektionssystem wurde zur Isolierung von DNA-Sequenzen, 
die das Protein GCN4 binden, angewendet. GCN4 ist ein 
transkriptionsaktivierendes Protein, das innerhalb der Pro- 
motorregion vieler Hefegene bindet, die fur Enzyme des 
Aminosaurebiosyntheseapparats codieren. Wichtig fur die 
Bindung von GCN4 an DNA schien eine Sequenz von neun 
Basenpaaren zu sein. Um die Details dieser Ortsspezifitat 
sowie die Rolle flankierender Nucleotide zu untersuchen, 
wurde eine DNA-Region von 23 Nucleotiden von zufalliger 
Sequenz synthetisiert, die auf jeder Seite von verschiedenen 
Restriktionsschnittstellen flankiert waren. Einzelstrang- 
DNA wurde dazu chemisch synthetisiert und als Templat zur 
Herstellung von radioaktiver Doppelstrang-DNA (dsDNA) 
verwendet, die dann in Gegenwart einer Trager-DNA an 
GCN4-derivatisierter Agarose selektiert wurde. Gebundene 
DNAs wurden anschlieljend eluiert, mit Restriktionsenzy- 
men verdaut und dann drei weiteren Cyclen chromatographi- 
scher Selektion unterzogen. Nach der letzteren Selektions- 
runde wurden 0.01 % der Input-DNA zuruckerhalten. 
Klonierung und Sequenzierung dieser DNA ergab, dalj 40 
von 43 Klonen die symmetrische Sequenz TGA(C/G)TCA 
enthielten, und sechs dieser sieben Basen in den drei anderen 
Klonen auftraten. Ein solch hoher Konservierungsgrad deu- 

tet darauf hin, da13 die wichtigsten GCN4/DNA-Kontakte 
hochstwahrscheinlich in dieser Region zu finden sind. 

Uber das erste Experiment, bei dem in-vitro-Selektion und 
in-vitro-Amplifikation kombiniert wurden, berichteten 1989 
Kinzler und Vogelstein, die DNA-Sequenzen mit Bindungs- 
stellen fur den Transkriptionsfaktor TFIIIA selektier- 

Anstelle von synthetischer randomisierter DNA ver- 
wendeten diese Autoren hochfragmentierte humane DNA 
als Quelle fur ihren Anfangspool. Diese DNA wurde rnit 
Verbindungsstiicken derivatisiert, die Restriktionsschnitt- 
stellen enthielten, um die nachfolgende Klonierung und Se- 
quenzanalyse zu ermoglichen. Die Selektion von DNA- 
Fragmenten rnit Bindungsstellen fur TFIIIA wurde durch 
Immunprazipitation von Protein-DNA-Komplexen rnit an- 
ti-TFIIIA-Antikorpern erreicht; die selektierte DNA wurde 
dann durch PCR amplifiziert. Durch Vergleich der Sequen- 
Zen selektierter Molekule konnte die Bindungsstelle identifi- 
ziert werden. In ahnlichen Experimenten wurde die 
Bindungsstelle des humanen GLI-Zinkfinger-Proteins be- 
stimmt['Ob1. 

Ein System zur Selektion von Protein-bindenden DNA- 
Molekulen, das ausschlieljlich auf in-vitro-Techniken (ein- 
schlieDlich chemischer Synthese der DNA-Molekiile) ba- 
siert, wurde von Thiesen und Bach beschrieben["l. Als 
Modellprotein fur diese Studien wurde ein Fragment des 
DNA-bindenden humanen Transkriptionsfaktors SP1 ver- 
wendet. Die chemisch synthetisierte DNA enthielt zwolf Nu- 
cleotide zufalliger Sequenz, die von definierten Primer-Bin- 
dungsstellen flankiert waren. Durch PCR wurde doppel- 
strangige DNA synthetisiert, diese rnit dem SP1 -Fragment 
inkubiert und die DNA-Protein-Komplexe an Nitrocellu- 
losefiltern gebunden. Ein Oligonucleotid rnit definierten 
SP1 -Bindungsstellen wurde als Vergleichssequenz und fur 
Konkurrenzbindungsassays verwendet. Gebundene DNAs 
wurden rnit einem Zink-Chelator, der die Zinkfinger-Doma- 
nen des SPI-Proteins denaturiert, eluiert und die DNA 
durch PCR-amplifiziert1l2I. Nach funf Selektionsrunden 
wurden 19 von 20 Oligonucleotiden an SP1 gebunden. Die 
relativen Affinitaten einiger dieser DNAs wurden in Gegen- 
wart der Vergleichs-DNA durch Bandshift-Elektrophorese 
getestet. Zwei Sequenzen, S2 und S3, zeigten bis zu zehnfach 
starkere Bindung als die bekannte Bindungsstelle der Ver- 
gleichs-DNA. Die Sequenzierung klonierter DNAs ergab 
erstaunliche Ahnlichkeit der Sequenzen untereinander. 
Einige der selektierten bindenden Sequenzen unterschieden 
sich nur in einer Base von der SPI-Consensus-Sequenz 
GGGGCGGGGC. S2 und S3, die Sequenzen mit der groB- 
ten Affinitat zu SPI, sind an drei Basenpositionen mutiert. 

3.1.1. Charakteristika der Bindung von basischen 
Helix-Loop-Helix-Proteinen an DNA 

Uber eine dritte Variation zum Thema DNA-Protein-Er- 
kennung wurde von Blackwell und Weintraub beri~htet"~], 
die Selektion und PCR-Amplifikation in mehreren Cyclen 
wie oben beschrieben durchfuhrten, den Aufwand des Klo- 
nierens und Sequenzierens der vielen selektierten individuel- 
len DNA-Molekiile allerdings vermieden, indem sie einfach 
den gesamten Pool von DNA-Molekulen als Gemisch se- 
quenzierten. Blackwell und Weintraub untersuchten die 
DNA-Sequenz, an die verschiedene basische Helix-Loop- 
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Helix-Proteine (bHLH-Proteine), z.B. MyoD, binden. Die 
bHLH-Proteine sind eine Familie von Transkriptionsaktiva- 
toren rnit einem konservierten Satz basischer Aminosauren, 
der fur die DNA-Erkennung wichtig ist und unmittelbar an 
eine Region angrenzt, von der man annimmt, daB sie Helix- 
Loop-Helix-Struktur hat und an der Oligomerisierung betei- 
ligt i ~ t ~ ' ~ ] .  MyoD ist fur die Induktion Muskel-spezifischer 
Gene in Muskelzellen verantwortlich, wahrend die anderen 
bHLH-Proteine mehrere Satze gewebespezifischer Gene in 
anderen Geweben induzieren" 'I. Die Bindung von MyoD 
und allen weiteren bHLH-Proteinen an DNA erfolgt in vitro 
allerdings an die gleiche ubereinstimmende Sequenz 

Um herauszufinden, ob die unterschiedlichen in-vivo-Ef- 
fekte dieser Proteine von Unterschieden bei ihrer Bindung an 
DNA herruhren, fuhrten Blackwell und Weintraub eine Rei- 
he von in-vitro-Selektionsexperimenten durch. Dazu wurde 
zunachst ein Pool synthetischer DNA-Molekule mit der 
Consensus-Sequenz CANNTG erzeugt, in dem die beiden 
zentralen und einige der flankierenden Positionen vollstan- 
dig randomisiert wurden. Dieses Gemisch von DNA-Se- 
quenzen wurde rnit dem Protein (MyoD, EZA, E52 oder 
Heterooligomeren dieser Proteine) inkubiert und die DNA- 
Protein-Komplexe rnit Hilfe des Elektrophorese-Mobility- 
Shift-Assay isoliert. Nach der Amplifikation der DNA durch 
PCR wurde diese DNA als Pool sequenziert, ohne vorher zu 
klonieren. Durch diese Technik werden Dauer und Aufwand 
von Selektionsexperimenten drastisch reduziert, weil sie es 
ermoglicht, alle zusatzlich zur definierten CANNTG-Se- 
quenz an der spezifischen Erkennung beteiligten Basen di- 
rekt vom Sequenziergel abzulesen" 'I. Durch die definierten 
Basen ist garantiert, daB die Orientierung des Proteins fur 
jedes DNA-Molekiil gleich ist. Unwichtige Basen oder Ba- 
sen, die an basenspezifischen Wechselwirkungen unbeteiligt 
sind, liegen im selektierten Pool als Gemisch vor und treten 
so auch in der Sequenzierleiter auf. Mit dieser schnellen Ana- 
lysemethode konnen durch in-vitro-Translation erzeugte 
mutierte Proteine leicht auf Veranderungen in ihrein Bin- 
dungsverhalten hin ,,gescreent" werden. Es konnten aber 
durch die Sequenzierung eines Gemisches anstelle individu- 
eller Sequenzen wichtige Informationen verlorengehen, und 
zwar dann, wenn ein Pool unterschiedliche Sequenzen ent- 
halt, die gleich gut binden. 

CANNTG['~J. 

3.1.2. In-vitvo-Selektion rnit Hiwe von lmmunpvazipitation 

Die Reinigung von DNA-Protein-Komplexen durch Im- 
munprazipitation wurde als in-vitro-Selektionssystem von 
Pollock und Treisman verwendet"']. Diese Methode hat den 
gronen Vorteil, dab das Protein, dessen Bindungsstelle defi- 
niert werden soll, nicht in gereinigter Form vorzuliegen 
braucht. Die Autoren verwendeten Zellextrakte als Quelle 
fur den Transkriptionsfaktor SRF (Serum Response Factor) 
und ein in-vitro-Translationssystem als Quelle fur das fos- 
Oncoprotein. Die Selektionsstrategie war ahnlich wie in den 
bisher beschriebenen Experimenten: DNA wurde uber eine 
Region von 26 Basen randomisiert, die von Primer-Bin- 
dungsstellen von 25 Nucleotiden Lange flankiert war. Der 
ungereinigte Extrakt wurde mit dem DNA-Pool und einer 
konkurrierenden DNA inkubiert (um die Bildung unspezifi- 
scher Komplexe rnit der Pool-DNA zu erniedrigen) und die 

SRF- oder fos-DNA-Komplexe rnit SRF- oder fos-spezifi- 
schen Antikorpern prazipitiert. Gebundene DNA wurde 
gereinigt, PCR-amplifiziert und erneut selektiert ; nach meh- 
reren Selektionsrunden wurde kloniert und sequenziert. 

Dieser Zugang wird sich besonders fur die Untersuchung 
DNA-bindender Proteine, die posttranslationale Modifizie- 
rungen oder die Assoziierung rnit anderen Proteinen zur kor- 
rekten DNA-Erkennung benotigen, als nutzlich erweisen. 
Proteine, die aus bakteriellen Uberexpressionssystemen ge- 
wonnen wurden, konnen in solchen Fallen zu falschen Er- 
gebnissen fuhren. Die Moglichkeit zur Verwendung von Pro- 
teinen, die durch in-vitro-Translation erhalten wurden, be- 
deutet, dab der Effekt von Mutationen im Protein auf die 
DNA-Bindungsspezifitat sehr vie1 leichter zu untersuchen 
sein wird, da mutierte Proteine heutzutage vollstandig in 
vitro erzeugt werden konnen (durch PCR-Mutagenese eines 
klonierten Gens und nachfolgender in-vitro-Transkription 
und Translation). 

3.2. In-vitro-Selektion von RNA-Molekiilen 
zur Proteinerkennung 

Proteinbindungsstellen an DNA sind relativ einfach zu 
bestimmen, da die meisten DNA-regulatorischen Elemente 
an die wohldefinierten Strukturen der B-Typ-Doppelhelix 
binden. Im Gegensatz dazu kann die Erkennung von Protei- 
nen durch RNA von den durch die Primar-, Sekundar- oder 
Tertiarstruktur festgelegten Strukturdetails Gebrauch ma- 
chen. Genauere Kenntnisse der strukturellen Erfordernisse 
konnen bisweilen mit Hilfe phylogenetischer Studien gewon- 
nen werden, allerdings nur, wenn genugend Sequenzdaten 
zuganglich sind"']. Dann namlich konnen Kovariationen 
gefunden werden, die Ruckschlusse auf die Sekundar- oder 
Tertiarstruktur in der Bindungsstelle zulassen. Wenn jedoch 
nur unzureichende Variationen unter den zuganglichen Se- 
quenzen gefunden werden, ist eine Ermittlung der relevanten 
Struktur nicht moglich. Computerberechnete RNA-Sekun- 
darstrukturen konnen fur derartige Analysen hilfreich sein, 
verfehlen aber oft die Voraussage funktionell wichtiger 
StrukturenrZo1. Ein Beispiel ist das Rev-Protein : Sequenzier- 
te HIV-Isolate zeigen in der Rev-Bindungsregion nur sehr 
geringe Variation, und mehrere unterschiedliche Faltungen 
der Sequenz waren moglich. Die in-vitro-Selektion scheint 
fur derartige Falle eine ideale Methode zur Erzeugung funk- 
tioneller Sequenzen zu sein, die von ausreichender Divergenz 
sind, so daIj interessante Strukturinformationen durch ver- 
gleichende Sequenzanalyse gewonnen werden konnen. 

3.2. I .  Die Rev- Bindungsstelle 

Das Rev-Protein in HIV und anderen eng verwandten 
Retroviren vermittelt den Transport der mRNAs von gag, 
pol und env vom Zellkern in das Cytoplasma infizierter Zel- 
len und ist somit fur die Replikation dieser Viren essen- 
tiellr2']. Rev bindet innerhalb eines 66 Nucleotide (nt) langen 
Segments in der zu transportierenden mRNA; der genaue 
Ort sowie die Struktur der Bindungsstelle waren jedoch kon- 
troversrz2]. Bartel et al. verwendeten in-vitro-Selektion urn 
diese Fragen zu klaren[231. 
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Zur Vermeidung der Selektion von Strukturen, die zu Rev 
in keiner Beziehung stehen, aber dennoch an das Protein 
binden, wurde das 66-nt-Rev-Bindungselement nicht voll- 
standig randomisiert, sondern der Pool so synthetisiert, daD 
65 Yo der Basen Wildtypsequedz, 30% nicht-Wildtyp und 
5 deletiert waren. Dieser Degenerierungsgrad wurde ge- 
wahlt, damit Nucleotide, die eine wichtige Rolle in der Bin- 
dungsstelle spielen, als konserviert erkannt werden konnten, 
wahrend alle unwichtigen Basen stark variieren. AuDerdem 
erhoffte man sich die Erkennung wechselwirkender Basen 
durch Kovariation. Das synthetische DNA-Templat wurde 
durch PCR amplifiziert und dann zur Erzeugung eines 
RNA-Pools durch in-vitro-Transkription mit T7-RNA-Po- 
lymerase venvendet. Die Selektion erfolgte durch Reinigung 
der RNA-Protein-Komplexe an Nitrocellulosefiltern. Ge- 
bundene RNA wurde eluiert, zur Erzeugung von cDNA re- 
vers transkribiert, die cDNA PCR-amplifiziert und T7- 
transkribiert, um einen RNA-Pool zuriickzuerhalten. Um 
die durchschnittliche Affinitat der Pool-RNA fur Rev relativ 
zur Wildtyp-Bindungssequenz zu bestimmen, wurde eine be- 
grenzte Menge Rev mit einem UberschuR eines Gemisches 
aus Pool-RNA und der kiirzeren Wildtyp-RNA inkubiert. 
Die Verteilung des Rev-Proteins zwischen den beiden RNA's 
ergab fur den im letzten Cyclus erhaltenen Pool (der in drei 
Selektions-/Amplifikations-Runden erhalten worden war) 
eine dreimal bessere Bindung an Rev als die Wildtyp-RNA 
und eine 460fache Bindungserhohung gegenuber dem am 
Anfang eingesetzten degenerierten Pool. 

Die Klonierung von 31 Sequenzen aus dem letzten Pool 
ergab fur 18 monoklonale RNAs ebenso gute oder bessere 
Bindung an Rev wie Wildtyp-RNA. Eine der Sequenzen bin- 
det sogar zehnmal so gut wie der Wildtyp. Samtliche konser- 
vierten Basen wurden in zwei Segmenten (U45 bis G53 und 
C65 bis A75) gefunden. Diese Segmente bilden den Kern der 
Rev-Bindungsstelle; sie paaren miteinander und bilden eine 
Stamm-Bauch-Stamm-Sekundarstruktur (Schema 4). 

Stamm-Schleife 
IIB - 

A- U 
A UGUCUGGU - A 

A 

/ c\ 

G- U 

Stamm-Schleife Kemelement 
IIC 

Schema 4. Sekundarstruktur des 66-nt-Rev-Responsive-Elements, bestimmt 
durch vergleichende Sequenzanalyse selektierter Rev-bindender RNAs. Die 
eingerahmte Region zeigt das Bindungsmotiv fur die Rev-Erkennung. Das 
G: G-Basenpaar ist durch ,,eckige Kreise" markiert. 

Sieben der zehn Basen in der Bauch-Region sind hochkon- 
serviert, was auf essentielle RNA-RNA- oder RNA-Protein- 
Kontakte hinweist. Die weitere Analyse der Covariation G48 
und G71 deutete auf die Bildung eines fur die Rev-Erken- 
nung offenbar besonders bedeutenden Nicht-Standard- 
G48 : G71 -Basenpaares Einfache G +A-Substitutionen ei- 
ner der beiden Positionen reduziert die Rev-Bindung 
deutlich, wohingegen die A: A-Doppelmutation die Bindung 
wieder voll herstellt. Dieser Befund laRt darauf schlieoen, 

dal3 das Basenpaar durch Rev nicht direkt erkannt wird. 
A:A und G : G  konnen zwar isosterische Basenpaare bil- 
den[24], sind aber vollig unterschiedlich in der Geometrie der 
zuganglichen H-Donor- und Acceptorstellen. Vermutlich 
veriindert das Purin: Purin-Paar die Geometrie des Zucker- 
Phosphat-Ruckgrates und diese Veranderung - oder mogli- 
che Konsequenzen - wird durch Rev erkannt. 

3.2.2. Variationen deu RNA-Bindungsstelle 
von T4-DNA-Polytnevase 

Die DNA-Polymerase des Bakteriophagen T4 (gp43) bin- 
det an eine 36 Basenpaare (36 nt) lange Sequenz seiner eige- 
nen mRNA, und hemmt dadurch seine eigene Transla- 
ti or^[^^^]. Ein essentieller Teil dieser Region ist eine Helix aus 
funf Basenpaaren, die eine acht Nucleotide lange Schleife 
einschlieBt[261 (Schema 5). 

mndomisierte Region 

'Q 
U-G 
C-G 
C-G 
G-C 
A-U ... uaauauauCAAG AUAAACUAAGGAAUaucuaug - 

Fur die Bindung yon gp43 
notige Information 

Schema 5. Die 36 Nucleotide lange RNA-Bindnngsstelle der T4-DNA-Poly- 
merase (gp43). In der hier gezeigten Stamm-Schleifenstruktur wurden die acht 
Nucleotide der Schleife randomisiert. 

Um die fur die Bindung der DNA-Polymerase verant- 
wortlichen Basen der Schleife zu ermitteln, randomisierten 
Tuerk und Gold die 8 nt lange Wildtyp-Sequenz der Schleife 
und selektierten funktionelle S e q u e n ~ e n [ ~ ~ ~ ] .  

Die Synthese des 110 nt langen Templats erfolgte durch 
Ligation dreier synthetischer Oligonucleotide, von denen ei- 
nes die randomisierte Sequenz enthielt. Ein Pool aus 48 
(= 65 536) verschiedenen RNA-Molekulen wurde dann 
durch T7-Transkription erzeugt, und in vier Selektionscyclen 
wurden die Molekiile angereichert, die DNA-Polymerase 
binden (durch Bindung der RNA-Protein-Komplexe an Ni- 
trocellulosefilter). Nach reverser Transkription, PCR-Am- 
plifikation und Transkription wurde der angereicherte 
RNA-Pool einem erneuten Selektionscyclus unterz~gen[~'I. 
Nach der vierten Selektions-/Amplifikations-Runde unter- 
schied sich das Bindungsverhalten der verbleibenden RNA 
nicht mehr von dem der reinen Wildtyp-Sequenz. Zwei Se- 
quenzen dominierten im selektierten Pool: die Wildtyp-Se- 
quenz AAUAACUC und eine weitere, AGCAACCU, die 
sich vom Wildtyp in vier Positionen unterscheidet. Die vier 
Mutationen liegen in dem Teil des Loops, der an die Stamm- 
struktur angrenzt, und konnten so den Stamm urn zwei wei- 
tere Basenpaare verlangern. In Filterbindungsstudien zeig- 
ten die Komplexe der beiden Varianten mit T4-DNA- 
Polymerase die gleichen Dissoziationskonstanten (KD = 

4.8 x lo-'). Noch ist unklar, ob das Protein an die beiden 
unterschiedlichen Strukturen gleich gut bindet oder ob die 
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beiden Sequenzen zufallig sehr ahnliche Tertiarstrukturen 
bilden konnen. 

3.3. Erkennung von Doppelstrang-DNA (dsDNA) 
durch RNA 

Einzelstrang-DNA und RNA konnen in der groBen Fur- 
che an DNA-Duplexe binden uiid konnen durch die Bildung 
von T-AT- und C+-GC-Basentripletts spezifisch Sequenzen 
erkennen. Um die Regeln der Doppelstrang-DNA-Erken- 
nung etwas ausfuhrlicher zu erkunden, verwendeten Pei et 
al.[Z81 in-vitro-Selektion zur Isolierung von RNA-Sequen- 
Zen, die an Polypurin : Polypyrimidin-Duplex-DNA binden 
konnen. Die Duplex-DNA war durch Disulfid-Linker an 
eine Thiol-Sepharosematrix gebunden. Kontrollexperimente 
ergaben, dalj ein zu der Polypurinsequenz komplementares 
Oligonucleotid in salzhaltiger Pufferlosung an der derivati- 
sierten Saulenmatrix aufgehalten wurde, wahrend es unter 
salzarmen Bedingungen eluierte. Eine Bibliothek aus RNA- 
Molekulen mit einer zufalligen Sequenz von 50 nt, flankiert 
von definierten Primer-Bindungsstellen wurde dann funf Se- 
Iektionscyclen fur Bindung an die Duplex-DNA-Saule un- 
terzogen. RNAs, die an die Thiol-Sepharosematrix selbst 
binden, wurden durch negative Selektion an underivatisier- 
ter Thiol-Sepharose entfernt. Die Sequenzierung von 17 
Klonen des selektierten Pools ergab, daD die meisten Klone 
ausgedehnte Polypyrimidinzonen enthielten, die unter Bil- 
dung der erwarteten T-AT- und C+-GC-Basentripletts an 
die Duplex-DNA binden konnten. Uberraschenderweise 
enthielten viele der selektierten Sequenzen falschgepaarte 
Basentripletts oder sogar Insertionen von sechs bis acht Ba- 
sen. Weitere Selektionsexperimente dieser Art konnten sich 
bei der Klarung oder Erweiterung der Regeln zur Bildung 
stabiler Triplex-Strukturen als hilfreich erweisen. 

3.4. Struktur und Funktion katalytischer RNAs 

Das Intron der Klasse I (Group I Intron) innerhalb der 
praribosomalen RNA von Tetrahymena katalysiert seine ei- 
gene Entfernung, um reife rRNA herzu~tellen[~~].  Diese 
SelbstspleiDreaktion beginnt mit einem SJ-Angriff der 3'- 
OH-Gruppe eines freien Guanosins an der Phosphatgruppe 
am 5'-Ende des Introns. Dadurch wird die Phosphodiester- 
bindung zwischen dem Intron und dem 5'-Exon gebrochen 
und eine neue Bindung zwischen dem Guanosin und dem 
Intron gebildet. Die 3'-OH-Gruppe am Ende des 5'-Exons 
fuhrt dann einen ahnlichen nucleophilen Angriff am 3'-Ende 
des Introns durch. Das Intron wird freigesetzt und die beiden 
Exonsegmente ligiert[301. Die Struktur dieses RNA-Kataly- 
sators, seine Substratbindungseigenschaften und sein Kata- 
lysemechanismus standen in den letzten zehn Jahren im Mit- 
telpunkt vieler experimenteller Untersuchungen; in-vitro- 
Selektion verspricht fur das Studium dieser und anderer Ri- 
bozyme sehr hilfreich zu sein. 

3.4.1. Die Struktur des Tetvahymena-Ribozyms 

Unsere Kenntnisse uber die Struktur des Tetrahymena-Ri- 
bozyms verdanken wir zu einem guten Teil der vergleichen- 
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den Analyse der Sequenzen von uber 100 Introns der Klas- 
se I. Dieser Zugang hat sich als auDerordentlich fruchtbar 
erwiesen und viele Hinweise auf die detaillierte Sekundar- 
und Tertiarstruktur dieses RNA-Enzyms gegeben. Der phy- 
logenetische Zugang ist aber trotzdem vollkommen von der 
Verfiigbarkeit ausreichend divergenter Sequenzen abhangig. 
Um diese Beschrankung zu vermeiden, haben Green et al.[311 
ein Derivat des Tetrahymena-Ribozyms durch in-vitro-Se- 
lektion analysiert. 

Das Selektionsverfahren basierte auf einer Umkehr der 
vom Ribozym katalysierten Spaltungsreaktion. Ein Ribozym, 
das dem Produkt des ersten SpleiDschrittes entspricht, wurde 
hergestellt, d. h. das 5'-Exon wurde entfernt und das Guano- 
sinsubstrat kovalent an das Intron gebunden. Die Addition 
eines synthetischen 5'-Exons ermoglicht dann die Umkehr 
der Reaktion, und zwar derart, daD das Exon unter Freiset- 
zung des Guanosins an das Intron gebunden wird (Schema 6). 

In dem Selektionsschema werden die durch die Exon-Li- 
gierung neu eingefuhrten einheitlichen Sequenzen als Pri- 
mer-Bindungsstellen fur die PCR-Amplifikation genutzt. 
Daher konnen anschliel3end nur Molekule, die an der Kata- 
lyse beteiligt waren, amplifiziert werden. Nachdem zunachst 

a) 

dsDNA 
synthetisches - 4 Schritt 1 

S-Exon y katdvtischer Intronkern - 
ligierte Exohntron-Sequenzen 

FZNA I 
Schritt 3 3'-Primer 

I . cDNA 
5'-himer $- Schritt4 3'-Primer 

I 

T7-Promotor t 
dsDNA 

Schritt 6 i I  
Klonieren, Sequenzieren, Kinetik 

randomisierte Region 

Schema 6. a) Selektionsstrategie zur Bestimmung funktionell wichtiger Wech- 
selwirkungen im Tetrahymena-Ribozym. Schritt 1 : Transkription doppel- 
strangiger DNA (dsDNA) mit T7-RNA-Polymerase. Schritt 2 :  Nur die kataly- 
tisch aktiven Varianten konnen das 5'-Exon an den Kern ligieren. Schritt 3:  
Reverse Transkription der ligierten und unligierten RNAs. Schritt 4: PCR-Am- 
plifikation der ligierten Exon-Intron-Sequenzen mit den 3'- und 5'-Primer-Bin- 
dungsstellen. Schritt 5: PCR erneuert die anfidngliche Intron-Sequenz. 
Schritt 6: Zuriick zu Schritt 1 fur den nachsten Selektionscyclus. b) Die fiinf- 
und vier-nt-Region, die innerhalb des fur die katdlytischen Eigenschaften wich- 
tigen Teils des Ribozyms randomisiert wurde. Ebenfalls gereigt ist die Sequenz, 
an die das synthetische Exon gehunden ist. 
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die so ligierten RNAs PCR-amplifiziert wurden, wird eine 
zweite PCR-Runde durchlaufen, die die anfangliche Intron- 
sequenz einschlieDlich des wahrend der Katalyse abgespalte- 
nen Guanosins wiederherstellt. In-vitro-Transkription rege- 
neriert daraus dann wieder RNA-Sequenzen, die fur die 
nachste Selektionsrunde verwendet werden konnen. 

Zwei Segmente von vier und funf Nucleotiden Lange, von 
denen aufgrund vorhergehender Befunde vermutet wurde, 
dalj sie miteinander w e c h s e l ~ i r k e n [ ~ ~ ~ ,  wurden randomi- 
~ i e r t [ ~ ~ ] .  Weil das gesamte Intron fiir eine chemische Synthe- 
se zu lang ist, wurde der Pool durch PCR-Amplifikation 
eines Plasmid-Templats unter Verwendung von Primern, die 
die randomisierte Sequenz enthielten, hergestellt. Nachdem 
rnit dem Pool aus 4' (= 262144) verschiedenen Varianten 
drei Selektions-Amplifikations-Cyclen durchlaufen worden 
waren, zeigte der Pool 50% der Aktivitat der Wildtyp-Kon- 
trolle. Die Klonierung individueller Varianten des selektier- 
ten Pools ergab den Wildtyp als die haufigste Sequenz. In 
den iibrigen Sequenzen wurden einige invariante Positionen 
gefunden, wahrend andere durchaus variabel waren. Zwei 
interessante Positionen variierten korreliert zueinander, was 
auf starke Wechselwirkungen zwischen diesen Positionen 
hinweist. Mit den so erhaltenen Informationen konnten Hy- 
p o t h e ~ e n ~ ~ ~ ~  iiber tertiare Wechselwirkungen zwischen Ba- 
sen in der untersuchten Region gepriift werden. 

3.5. Selektion fur veranderte katalytische Eigenschaften 

Robertson und Joyce berichteten kurzlich uber ein in-vi- 
tro-Selektionssystem fur Introns der Klasse I, das dem im 
vorigen Abschnitt beschriebenen ahnlich ist, aber zur Selek- 
tion von Varianten rnit veranderter katalytischer Funktion 
ausgelegt istL3']. Die Selektionsstrategie zeigt Schema 7. 

Die verwendete Reaktion kann als die Umkehr des zwei- 
ten Schrittes der Selbstspleiheaktion (Exon-Ligierung) be- 
trachtet werden. Ein Oligonucleotid, das die ligierten Exons 
reprasentiert, wird von der 3'-OH-Gruppe des Ribozyms an- 
gegriffen, was zur Spaltung des Oligonucleotids und zur Li- 
gierung der 3'-Halfte des Oligonucleotids an das Ribozym 
selbst fuhrt. Diese neue 3'-Sequenz wird nur an die kataly- 
tisch aktiven Varianten des Ribozyms addiert, und deshalb 
kann der komplementare Primer, der zur Initiierung der re- 

- GGGAGG-5 ' - GGGAGG-5 ' 
Ribozym Ribozym-Substrat-Komplex 

-TGAGCTTTATTTAT-5' 
I I I I I I I I I I I I I I  

/- ACUCGAAAUAAAUA 
TGAGCTTTATTTAT-5' 

GGGAGG-5 ' CCCTCC-5 ' 
EP-Primer-1-Komplex cDNA 

versen Transkription benotigt wird, nur mit aktiven Moleku- 
len hybridisieren. Aus der resultierenden cDNA wird mit 
Hilfe eines zweiten Primers dsDNA synthetisiert. Diese 
DNA wird dann allerdings nicht durch PCR amplifiziert, 
sondern die Amplifikation erfolgt als Konsequenz des Trans- 
kriptionsschrittes, in dem T7-RNA-Polymerase viele RNA- 
Kopien eines jeden DNA-Templats herstellt. Obwohl Ro- 
bertson und Joyce versuchten, eine Ribozymvariante zu 
selektieren, die bevorzugt DNA statt RNA spaltet, scheinen 
hauptsachlich Varianten erhalten worden zu sein, deren 
Spaltungsaktivitat sowohl fur DNA- als auch fur RNA-Sub- 
strate erhoht ist. Dennoch ist dieser Zugang uber viele Selek- 
tionscyclen anwendbar, und die resultierende Fahigkeit, 
neue Ribozym-Aktivitaten zu ,,evolvieren" verspricht hochst 
interessant zu werden. 

Von selbstreplizierenden RNA-Molekulen wird angenom- 
men, dalj sie eine wichtige Rolle in der friihen Evolution des 
Lebens gespielt Die Introns der Klasse I sind in 
diesem Zusammenhang von Interesse, weil die Chemie der 
SelbstspleiDung der Chemie existierender RNA-Polymera- 
sen sehr ahnlich ist, wenn sich auch die Substrate deutlich 
unterscheiden. Tatsachlich wurden die katalytischen Eigen- 
schaften von Ribozymen der Klasse I herangezogen, urn pri- 
mitive replikationsartige Reaktionen zu demonstrierent3'1. 
Weitere Modifikation dieser Ribozyme wird notig sein, um 
ein RNA-Enzym zu erzeugen, das effizient und genau ein 
anderes RNA-Molekiil kopieren kann. Solange nicht genug 
Information fur ein rationales Design einer solchen RNA 
vorhanden ist, erscheint die in-vitro-Selektion am vielver- 
sprechendsten, um Fortschritte auf diesem Gebiet zu erzielen. 

3.6. Molekulare Erkennung kleiner Substrate 
durch Nucleinsauren 

RNA-Enzyme (Ribozyme) haben genauso wie Protein- 
Enzyme Bindungsnischen und -taschen, die sehr spezifisch 
Substrate erkennen kOnnenI3". Die Bindungsstelle fur Gu- 
anosin im Tetrahyrnena-Rib~zym[~~] ist ein Beispiel dafiir. 
Wechselwirkungen zwischen Wirkstoffen und DNAc4'] oder 
Salzbrucken zwischen Arginin und dem Phosphat-Riick- 
gratlz4I sind weitere Beispiele fur mehr oder weniger se- 
quenzspezifische Nucleinsaure-Liganden-Wechselwirkun- 

7 A C U C G A A A U A A A U A  

cccucu 
I I I I I I  
GGGAGG-5 ' 

Enzym mit neuer 
Primersequenz (EP) 

TGAGCTTTATTTAT-5' 
7 T G A G C T T T A T T T A T - 5  ' I1 I I l1111l l11111 

cDNA-Rimer-2-Komplex 
doppe1su;ingige DNA 

Schema 7 .  Strategie der Selektion zur Iso- 
lierung von Varianten des Tetrahymena-Ri- 
bozyms. Als Substrat wurden DNA-Oligo- 
nucleotide eingesetzt. Das Experiment ist so 
ausgelegt, daB diejenigen varianten Formen 
des Ribozyms selektiert wurden, die am be- 
sten rnit dem DNA-Substrat reagieren kon- 
nen. 

Angew. Chem. 1992, 104, 1001-1011 1007 



gen. Die relativ geringe Zahl von Beispielen fur die 
Erkennung von kleinen Molekulen durch Nucleinsauren 
1aBt allgemeingiiltige Aussagen iiber diese Art molekularer 
Erkennung bislang nicht zu. Die Fahigkeit von Nucleinsau- 
ren, kleine organische - auch abiotische - Molekiile zu er- 
kennen, wie auch die Wahrscheinlichkeit, rnit der eine zur 
spezifischen Erkennung fahige Sequenz in einem Pool zufal- 
liger Sequenzen gefunden wird, wurde durch in-vitro-Selek- 
tionsexperimente untersucht. 

3.6.1. Selektion fiiv substvatspezijische RNA-Rezeptoven 

Ellington und Szostak verwendeten zur Selektion von 
RNA-Rezeptoren eine komplett zufallige Sequenz von 100 
Basenpaaren, die von Primer-Bindungsstellen und dem T7- 
Promotor (siehe Schema 3) flankiert warenL411. Im Pool wa- 
ren mehr als lOI3  verschiedene RNA-Molekiile vorhanden; 
diese Zahl iibertrifft die der moglichen Antikorper in der 
Maus (109-1 010)[42]. RNA-Molekule, die die Farbstoffe 1 - 
3 binden, wurden durch Affinitatschromatographie rnit 
Agarose, an die 1-3 kovalent gebunden waren, selektiert. 
Dehydrogenasen werden durch die gleiche Affinitatschro- 
matographie gereinigt, weil die Farbstoffe 1-3 die Struktur 
von NAD' und anderen Cofaktoren n a ~ h a h m e n [ ~ ~ I .  Diese 
Liganden sind aromatische Verbindungen rnit vielen Wasser- 
stoffbriickendonatoren und -acceptoren und geladenen 
Gruppen, die alle zu starken Wechselwirkungen rnit RNA in 
der Lage sein sollten (Schema 8). 

2 

0- Agarose 

1 

'0,S-SOj 

3 

Schema 8. Strukturen von Farbstoffmolekiilen, die zur Selektion von speri- 
fisch bindenden RNA-Molekiilen verwendet wurden. 1: Cibdcronblail 3G-A, 
2: Reaktivblau 4, 3: Reaktivgrun 19. 

Die Faltung von RNA in definierte dreidimensionale 
Strukturen wird durch zweiwertige Kationen induziert; des- 
halb wurde der RNA-Pool in einer Mg2+-haltigen Pufferlo- 
sung auf die jeweilige Saule aufgebracht, und die nicht- 
bindenden Molekiile wurden rnit demselben Puffer 
heruntergewaschen. Gebundene Spezies wurden dann rnit 
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) eluiert und amplifi- 
ziert. Nach den ersten Selektionsrunden wurde nur eine ge- 

ringe Fraktion der RNA in der EDTA-Elution zuriickerhal- 
ten; nach fiinf Selektionscyclen zeigten jedoch etwa 50 % der 
Input-RNA Bindung an die Saule und wurden im EDTA- 
Elutionsschritt zuruckgewonnen. In den fiinf Selektionsrun- 
den sind die bindenden Molekiile um den Faktor 108-1010 
angereichert worden. Die Dissoziationskonstanten fur die 
Bindung an 1-3 wurden durch analytische Affinitatschro- 
matographie bestimmt und lagen zwischen 500 ~ L M  und 

Der Pool selektierter RNAs enthielt sowohl farbstoffspe- 
zifische Molekiile als auch Molekiile, die anstatt an den 
Farbstoff an die Agarose binden. Die farbstoffspezifischen 
RNAs binden nur an diejenigen Farbstoffmolekiile, rnit de- 
nen sie selektiert worden ~ a r e n [ ~ ~ ]  (Tabelle 1). 

10 pM. 

Tabelle 1. Ermittlung der Spezifitit der Bindung von RNAs an farbstoff- 
derivatisierte Agarose. 

RNA selektiert an den Farbstoffen 
Agarose 1 2 3 Oligo(dT) 
derivatisiert mit [YO Bindung] 

1 63 1 1 6 
2 8 85 1 5 
3 7 1 13 6 
Oligo (dT) I 7 4 61 

Die Spezifitit, die in dieser Untersuchung beobachtet 
wurde, ist bemerkenswert angesichts der Ahnlichkeit der 
Strukturen der Farbstoffe 1 und 2. Die RNA-Rezeptoren 
zeigen sogar groBere Spezifitat fur diese Liganden als viele 
Proteine L4 '1. 

Um die Substrat-Bindungsstelle an bestimmten RNAs zu 
definieren, wurden die Template von zwei Klonen mit einer 
groBen Anzahl von Mutationen synthetisiert (85 % Wildtyp, 
5 % von jeder Nicht-Wildtyp-Base, siehe Schema 2 b) und 
zur Herstellung neuer degenerierter RNA-Pools verwendet, 
die dann fur Farbstoffbindung reselektiert wurden. Die Se- 
quenzanalyse der neu selektierten Klone ergab konservierte 
Regionen, die wahrscheinlich die Bindungsstelle reprasentie- 
ren. Im Falle der RNA, die Cibacronblau 1 bindet, konnten 
die konservierten Sequenzen eine Stamm-Bauch-Stamm- 
Struktur bilden (Schema 9). 

Kann die hier beschriebene Methode auch fur kleinere 
Molekiile mit weniger potentiellen Wechselwirkungsstellen 
angewendet werden? Wir haben kiirzlich einen RNA-Pool 
erhalten, der an D-Tryptophan-derivatisierter Agarose selek- 
tiert worden war. Die Bindung dieses Pools ist stereospezi- 
f i s ~ h [ ~ ~ ] !  Der Pool bindet an D-, aber nicht an L-Tryptophan- 
Agarose oder andere Substrate. Analytische Affinitiits- 
chromatographie eines der Klone ergab einen K,-Wert von 
18 p ~ .  Dieser Klon bindet an L-Tryptophan-Agarose rnit 
einem KD von mehr als 12 mM, was einer Differenz in den 
relativen Bindungsenergien von AAG = 3.8 kcalmol- ' ent- 
spricht . 

Der Befund, daB viele RNA-Sequenzen zwischen 1 und 2 
oder D- und L-Tryptophan-Agarose unterscheiden konnen, 
zeigt, daB Bindungstaschen ahnlich denen in Proteinen se- 
lektiert wurden. AuBerdem existieren immer viele Sequenz- 
,,Losungen" fur das Problem der Erkennung einer bestimm- 
ten Struktur. 
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A I l l  
G AGG AGG GGUU 
C A-UAA ACCC 

AC 
A C  
G C  
A C  
u c  

A C C UCACA A-C CC 
CAG GC CGG GCC A 
I l l  I 1  I l l  I l l  u 
GUC-CG GCC CGG U 

C-GAC C-A-A AAU CA 
G-C 
G-C 

C I  
G-C 
C-G 
C-G 
C-G 
U-A 
U-A 

A \  
A G  
G-C 
A-U 
G-U 

G 
G 

Schema 9. Mogliche Sekundarsrruktur der RNA B4-25, die an Reaktivblau 4 
2 bindet. Im Kasten sind die Sequenzen, die in funktionellen Varianten konser- 
viert waren und auch in einem unabhingigen Klon (B4-45) gefunden wurden. 

AIle hier beschriebenen Experimente wurden mit Pools 
aus RNA-Molekulen durchgefuhrt. RNA und nicht DNA 
wurde fur diese Experimente gewahlt, weil die Existenz von 
tRNA und von RNA-Enzymen zeigt, da13 RNA die zur mo- 
lekularen Erkennung notige komplexe dreidimensionale 
Struktur bilden kann. Einzelstrang-DNA unterscheidet sich 
jedoch von RNA nur dadurch, da13 die 2'-Hydroxygruppe 
fehlt und sie eine 5-methylierte Version von Uracil (Thymi- 
din) enthllt; sie sollte somit auch zur Faltung in komplexe 
Strukturen, die andere Molekule erkennen konnen, fahig 
sein. Selektionsexperimente, ahnlich den oben beschriebe- 
nen, sind kurzlich mit Pools aus Einzelstrang-DNA-Mole- 
kulen durchgefiihrt ~ o r d e n [ ~ ~ l .  Die Pools wurden durch 
asymmetrische PCR erhalten und amplifiziert, bei der einer 
der Primer effizienter ist als der andere, was zu einem Uber- 
schufi eines der beiden Strange relativ zum Komplementar- 
strang fuhrt. Einzelstrang-DNAs, die zur Bindung und Un- 
terscheidung der oben beschriebenen Farbstoff-Agarosen in 
der Lage waren, konnten auf diese Weise problemlos erhal- 
ten werden. Die RNA-Version einer dieser DNA-Sequenzen 
bindet nicht an die entsprechende Farbstoff-Agarose, was 
zeigt, da13 RNA- und DNA-Versionen der gleichen Sequenz 
hinsichtlich ihrer Eigenschaften in der molekularen Erken- 
nung nicht aquivalent sind. 

4. Zusammenfassung und Ausblick 

Wir haben hier eine Reihe von Anwendungen der in-vitro- 
Selektion diskutiert, von der Bestimmung von Proteinbin- 
dungsstellen an DNA und RNA uber die Selektion verbes- 
serter oder veranderter Ribozyme bis zur Synthese und 
Charakterisierung neuer Nucleinsaurerezeptoren. Wenn 
man auf die enormen Bemuhungen blickt, die fur das Design 
von kleinen Molekulen, die zur molekularen Erkennung fa- 
hig ~ i n d [ ~ * ] ,  aufgewendet werden, dann mutet es fast ironisch 
an, da13 die Methoden der Molekularbiologie es neuerdings 
ermoglichen, auf einfache Weise Nucleinsluren zu isolieren, 
die genau diese Eigenschaften haben; beim Experimentator 

ist aber keinerlei Kenntnis uber die Struktur der (bindenden 
und gebundenen) Molekule notwendig, und er weiB auch 
nichts iiber den Bindungsmechanismus. Sich vorzustellen, 
welche pharmakologische Anwendungen diese Technik hat, 
fallt leichtL4'> "1, und es erscheint durchaus einleuchtend, 
dafi kurzere Oligonucleotide, die durch Bindung die Wirkung 
wichtiger Proteine hemmen, isoliert werden konntenr5 'I .  

Nun kann vielleicht eines der interessantesten wissen- 
schaftlichen Probleme bearbeitet werden: Konnen durch die 
Selektion von RNAs oder DNAs, die Liganden, die die 
Struktur des Ubergangszustandes einer chemischen Reak- 
tion nachahmenLSz1, spezifisch binden, neue Biokatalysato- 
ren, ahnlich den katalytischen A n t i k o r ~ e r n [ ~ ~ l ,  erzeugt wer- 
den? Damit hatte man auch die Moglichkeit, experimentell 
diejenigen chemischen Reaktionen zu finden, die durch 
RNA (oder DNA) katalysiert werden konnen. Derartige Be- 
muhungen konnten dazu dienen, die Plausibilitat von Theo- 
rien, nach denen primitive Lebensformen einen kompiexen 
Metabolismus auf der Basis von RNA-Katalyse entwickelt 
h a b e ~ ~ ' ~ ~ ] ,  zu uberprufen. 

5. Glossar 

cDNA: Abkurzung fur komplementare DNA; dabei han- 
delt es sich um Einzelstrang-DNA, die durch die reverse 
Transkription eines RNA-Templats synthetisiert wurde. 

Elektrophorese-Mobility-Shift-Assay (EMSA) und Band- 
shift-Elektrophorese: Methode zum Nachweis der Bindung 
eines Liganden, normalerweise eines Proteins oder Peptids, 
an eine Nucleinsaure. Die Bindung des Liganden beeinflufit 
die Mobilitat des Polynucleotids im elektrischen Feld; die 
Nucleinsaure wandert langsamer im Gel, wenn sie an den 
Liganden gebunden ist. 

env, gag und pol: Virale Gene, die fur die Replikation 
von Retroviren notwendig sind; env codiert fur die aul3ere 
Virushulle, gag fur das Viruscapsid und pol fur die reverse 
Transkriptase. 

fos-0ncoprotein:Genprodukt von,fos, einem Oncogen des 
Mause-Osteosarcomvirus. Es handelt sich um ein 55-kDa- 
Phosphoprotein, das im Zellkern Iokalisiert ist; j o s  hilft als 
Transkriptionsaktivator fur Wachstumsfaktoren, deren 
Transkription zu initiieren, indem es Heterodimere mit Pro- 
teinen wie dem Oncoproteinjun bildet. Die genaue Rolle, die 
das jbs-Oncoprotein bei diesen Regulationsprozessen spielt, 
ist derzeit noch nicht vollstandig verstanden (siehe beispiels- 
weise M. J. Bishop, Cell 1985, 42, 23). 

Immunprazipitation: Technik zur schnellen Isolierung und 
Reinigung eines Antigens aus einem Proteingemisch. Diese 
Technik verwendet polyklonale oder monoklonale Immuno- 
globuline (Igs), die spezifisch an das interessierende Protein 
binden. Der Antikorper/Antigen-Komplex wird durch die 
Bindung an ein Sekundarreagens, z.B. an einen anti-Anti- 
korper, der an eine Tragermatrix gebunden ist, prazipitiert. 
Immunprazipitation ist extrem empfindlich und selektiv : Be- 
reits 100 pg eines radioaktiv markierten Proteins reichen zur 
Detektion aus. Die gewiinschten Proteine werden norma- 
lerweise aus radioaktiv markierten Zellextrakten prazipitiert 

Anfeu..  Chem. 1992,104, 1001 - 1011 1009 



(siehe beispielsweise D. J. Anderson, G. Blobel, Methods En- 
zymol. 1983, 96, 11  1). 

30- 

In-vitro-Translation: mRNAs, die durch in-vitro-Trans- 
kription erzeugt oder aus Saugerzellen extrahiert wurden, 
konnen in zellfreien Extrakten in ihre codierten Proteine 
translatiert werden (siehe beispielsweise P. A. Krieg, D. A. 
Melton, Nature 1984, 308, 203). 

dsDNA 
<--.* ,,,,,...., 

I,......... 

+ Polymerisation 
1...1111111 

Primer-Hybridisierung 

Phylogenetische Studien: Unter Phylogenie versteht man 
die Beziehung zwischen Individuen, Spezies oder Populatio- 
nen als eine Reflexion ihrer evolutionaren Geschichte. In 
phylogenetischen Studien werden Klassifikationen auf der 
Basis evolutionarer Gemeinsamkeiten oder Unterschiede, 
z. B. in DNA-Sequenzen, vorgenommen und Verwandt- 
schaftsbeziehungen aufgestellt. 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Technik, die die Am- 
plifikation von DNA-Sequenzen ermoglicht. Anwendungen 
reichen von der Genetik uber die Diagnose von Krankheiten 
bis zur forensischen Chemie. Das Schlusselwerkzeug der 
PCR ist die hitzestabile DNA-Polymerase des Mikroor- 
ganismus Thermus aquaticus, Taq-DNA-Polymerase. Dieses 
Enzym hat sein Aktivitatsoptimum bei 72 "C, ist aber auch 
noch bei 95 "C stabil. Ein PCR-Cyclus (siehe Schema 10) 

besteht aus a) Denaturierung doppelstrangiger DNA in 
die beiden Einzelstrange (94 "C). b) Bindung (durch 
,,Annealing") der Primersequenzen an die einzelstrangigen 
Template. Primer-Bindungsstellen sollten mindestens 18 -20 
Basen lang sein; sie konnen aber auch deutlich linger sein. Je 
nach der Lange der Primer-Bindungsstellen kann die Anne- 
alingtemperatur von 40-60 "C reichen. Die Primer werden 
dem PCR-Gemisch in groBem UberschuB zugesetzt. c) Syn- 
these des Komplementarstranges durch Taq-DNA-Polyme- 
rase bei 72 "C. 

Jeder PCR-Cyclus verdoppelt die Templatmenge, die im 
vorhergehenden Cyclus erzeugt worden war. Nach 20 PCR- 
Cyclen konnen im Idealfall 2'' = 1 048 576 Kopien des In- 
put-Templats hergestellt werden. (Eine kurze und illustrative 
Diskussion der PCR-Technik bietet: H. Zinke, G. Gassen, 
Angew. Chem. 1990, 102, A-292; siehe auch a) J. L. Marx, 
Science 1988,240, 1408; b) K. B. Mullis, Sci. Am. 1990,262, 
Nr. 4, S. 56;  c) H. Ibelgaufts: Lexikon Zytokine, Medikon 
Verlag, Munchen, 1992, S. 66ff. 

Serum-Response-Faktor (SRF): Transkriptionsfaktor, der 
an das c-fos-Serum-Response-Element (SRE) bindet, eine 
multifunktionelle regulatorische Region des c-fos-Promo- 
tors, die auf eine Reihe von Inducern anspricht (siehe C. 
Norman, M. Runswick, R. M. Pollock, R. Treisman, Cell 
1988, 55,989). 

Zinkfinger : Strukturmotiv in eukaryotischen transkrip- 
tionsregulierenden Proteinen. Zinkfinger haben eine Lange 
von etwa 30 Aminosauren. Das Motiv enthalt Histidin- und 
Cysteinreste, deren Seitenketten als Liganden fur ein tetra- 
edrisch koordiniertes Zn2 +-Ion dienen. Zur spezifischen 
DNA-Bindung sind mehrere Zinkfingerdomanen innerhalb 
der Proteinkette notig; das Protein TFIIIA z.B. enthalt zehn 
(siehe z.B. ,,Helix-turn-helix, zinc finger, and leucine zipper 
motifs for eucaryotic transcriptional regulatory proteins" : 
K. Struhl, Trends Biochem. Sci. 1989, 14, 137-140). 

Wir danken der Hoechst-AG und dem Fonds der Chemi- 
schen Industrie (Liebig-Stipendium fur M .  F.) fur die grojzii- 
gige Forderung unserer Arbeiten. Unseren Mitarbeitern und 
Kollegen David Bart el, Andrew Ellington, Rachel Green, 
Anusch Peyman, Mandana Sassanfar und Charles Wilson 
danken wir fur ihre Beitrage und Diskussionen, Jon Lorsch fur 
seine Hive bei der Erstellung des Glossars. 
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