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1. Einf�hrung

Im Jahr 2009 begeht die wissenschaftliche Fachwelt den
200. Geburtstag Charles Darwins und den 150. Jahrestag der
Ver�ffentlichung seiner klassischen Abhandlung Die Entste-
hung der Arten durch nat!rliche Zuchtwahl (im englischen
Original: On the Origin of Species by Means of Natural Se-
lection).[1] Die Auswirkungen der Darwinschen Arbeiten f(r
die biologischen Wissenschaften k�nnen nicht hoch genug
eingesch+tzt werden. Darwin hat die Biologie unter ein ge-
meinsames Prinzip gestellt, das jede biologische Form und
Funktion begreifbar macht. Da der Aufbau eines biologischen
Systems ein auf fundamentale Weise chemisches Ph+nomen
ist, gelten die Prinzipien der Darwinschen Evolution auch auf
der Ebene der Molek(le. Darwin starb lange bevor die ma-
kromolekularen Grundlagen der biologischen Evolution
verstanden waren, und er h+tte nie vorausahnen k�nnen, dass
man einmal die vollst+ndige genetische „Gebrauchsanwei-
sung“ vieler Organismen, sogar des Menschen, kennen
w(rde. Genauso wenig h+tte er sich vorgestellt, dass sich die
Darwinsche Evolution einmal als ein rein chemischer Prozess
ausf(hren ließe, g+nzlich außerhalb eines biologischen Sys-
tems.

In diesem Jahr feiert die chemische Fachwelt den 40.
Jahrestag des ersten Evolutionsexperiments im Reagenzglas.

Am 15. Juli 1967 ver�ffentlichten Sol Spiegelman und Mit-
arbeiter eine Studie in den Proceedings of the National Aca-
demy of Sciences USA mit dem Titel „An Extracellular Dar-
winian Evolution Experiment with a Self-Duplicating Nucleic
Acid Molecule“.[2] Als „selbstduplizierend“ w(rde man
Spiegelmans Molek(le heute nicht mehr bezeichnen, außer
Zweifel steht aber, dass diese Arbeit den Startpunkt einer
sehr intensiven und erfolgreichen Forschung markiert. Diese
erste Studie und die vielen Experimente, die folgen sollten,
hatten enorme Auswirkungen sowohl auf die Chemie als auch
auf die Biologie.

Die Darwinsche Evolution kann durch das Zusammen-
wirken dreier chemischer Prozesse unter Beteiligung infor-
mationstragender Makromolek(le beschrieben werden:
Amplifikation, Mutation und Selektion (Abbildung 1). Am-
plifikation (genetische Vervielf+ltigung) ist der Prozess, der
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[**] Der Vortitel zeigt ein Photo von Sol Spiegelman (1974; Wiedergabe
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einem RNA-Templat katalysiert;[81] weiß: Nucleotid an der Ligati-
onsstelle, violette Kugel: Mg2+-Ion, das wahrscheinlich an der Ka-
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rizontale Achse: Position entlang der Kapillare, vertikale Achse:
feste Zeitintervalle (von oben nach unten fortschreitend), Farbab-
stufung: RNA-Konzentration.

Vierzig Jahre ist es her, dass Spiegelman und Mitarbeiter de-
monstrierten, wie RNA-Molek!le in vitro („im Reagenzglas“)
evolviert werden k3nnen. Damit war einwandfrei festgestellt, dass
die Darwinsche Evolution ein chemischer Prozess ist, und der
Weg f!r zahlreiche Folgeexperimente zur gerichteten Evolution
war geebnet. Auch die Chemie fand Inspiration in Spiegelmans
bahnbrechenden Arbeiten und den daraus hervorgegangenen
Entwicklungen, die das Gebiet bis dicht an die Erschaffung von
Leben im Labor gef!hrt haben. Dieser Aufsatz gibt einen
7berblick !ber die Konzepte und Methoden zur gerichteten
Evolution von RNA-Molek!len im Reagenzglas.
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Abbildung 1. Die Darwinsche Evolution umfasst die drei Prozesse
Amplifikation, Mutation und Selektion. Amplifikation ist die VervielfJl-
tigung von MolekKlen unter Bildung einer großen Zahl von Tochter-
molekKlen, durch Mutationen werden Abweichungen in die Population
der TochtermolekKle eingefKhrt, und durch Selektion werden diejeni-
gen MolekKle ausgewJhlt, die Randbedingungen der Umgebung erfKl-
len. Die selektierten MolekKle (gelber Pfeil) werden zur Elterngenerati-
on der nJchsten Evolutionsrunde.

Molekulare Evolution
Angewandte

Chemie

6541Angew. Chem. 2007, 119, 6540 – 6557 � 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



aus einer kleinen Zahl von „Elternmolek(len“ eine große
Zahl von „Tochtermolek(len“ erzeugt. Normalerweise denkt
man bei den Begriffen Eltern- und Tochtergeneration an
Zellen oder ganze Organismen. Wenn es sich bei der El-
terngeneration aber um ein Heteropolymer mit einer be-
stimmten Sequenz von Untereinheiten handelt und wenn
dieses Molek(l zu Abbildern mit sehr +hnlicher Sequenz von
Untereinheiten dupliziert wird, so hat man es mit der Wei-
tergabe von Information von einem Molek(l auf ein nach-
folgendes Molek(l zu tun. Genau wie Zellen oder ganze Or-
ganismen hat jedesMolek(l eine Lebensdauer, die von seinen
Eigenschaften und der Umgebung abh+ngt. Molek(le, die
schneller amplifiziert werden, als dass sie zerfallen, sind in
ihrer Umgebung best+ndig, und die in ihnen gespeicherte
Information entspricht einer Aufzeichnung der speziellen
Anordnung von Untereinheiten im Molek(l, die eine solche
Best+ndigkeit erm�glicht.

Die Mutation (genetische Abweichung) – zusammen mit
der Rekombination – ist der Prozess, durch den Eltern- und
Tochtermolek(le verschieden werden. Beim Kopieren eines
informationstragenden Makromolek(ls treten gelegentliche
Fehler auf, auch wenn die beteiligten Enzymsysteme hoch
ausgereift sind. Zu viele Fehler l�schen die genetische Infor-
mation, gelegentliche Fehler f(hren hingegen zu sehr feinen
Abweichungen, die f(r das System von Vorteil sein k�nnen.
Wenn jede Kopie ein perfekte Kopie w+re, so h+tten alle
Molek(le in einer Population die identische Konfiguration.
Solange diese bestimmte Konfiguration in ihrer Umgebung
best+ndig ist, wird die Population (berleben. Indert sich aber
die Umgebung in einer Weise, dass die Amplifikation der
Molek(le langsamer wird als ihr Zerfall, so ist diese Popula-
tion identischer Individuen zum Aussterben verurteilt. Das
Entstehen von Abweichungen durch Mutation verleiht der
Molek(lpopulation erst die F+higkeit zum langfristigen
Jberleben, weil dadurch die M�glichkeit besteht, dass bei
einigen der Varianten die chemischen Untereinheiten so
konfiguriert sind, dass die Molek(le auch in einer ver+nder-
ten Umgebung best+ndig sind. Die Abweichungen k�nnen
außerdem zu weiteren Varianten f(hren, die der ver+nderten
Umgebung dann noch besser angepasst sind.

Der dritte Prozess der Darwinschen Evolution ist die
Selektion (Auswahl bevorzugter Ph+notypen). Der vollst+n-
dige Titel von Darwins 1859 erschienenem Buch lautet: Die
Entstehung der Arten durch nat!rliche Zuchtwahl oder Die
Erhaltung der bevorzugten Rassen im Kampfe ums Dasein
(On the Origin of Species byMeans of Natural Selection, or the

Preservation of Favoured Races in the Struggle for Life).[1]

„Kampf“ bedeutet in der Sprache der Molek(le, dass ein in-
formationstragendes Makromolek(l schneller amplifiziert
werden muss, als dass es zerf+llt, und dies im Wettbewerb mit
anderen Makromolek(len um begrenzte Ressourcen inner-
halb der lokalenUmgebung. Die bevorzugten Sequenzen sind
diejenigen, die am schnellsten und genauesten amplifiziert
werden. Amplifizieren bezieht sich hier nicht nur auf das
Kopieren von genetischer Information, sondern auf alle
Prozesse, die daf(r sorgen, dass der Kopiervorgang stattfin-
den kann – bei biologischen Organismen ist dies jeder am
Stoffwechsel beteiligte Prozess, bei Makromolek(len sind es
ihre chemischen Eigenschaften und ihre Wechselwirkungen
mit anderen Molek(len.

Darwin waren die Techniken f(r die selektive Zucht von
Pflanzen und Haustieren bekannt, und er wusste, wie die
Anwendung dieser Techniken zu einer k(nstlichen Auslese
erw(nschter Merkmale f(hren kann. Wichtig war ihm die
Unterscheidung zwischen k(nstlicher und nat(rlicher Ausle-
se, mit Betonung darauf, dass letztere ungezielt stattfindet
(d.h. nicht absichtlich zu einem bestimmten ph+notypischen
Merkmal f(hrt) und nicht nur neue Abweichungen, sondern
g+nzlich neue Spezies zum Ergebnis hat. Darwins Vorstel-
lungen setzten sich rasch durch, es sollte aber noch (ber ein
Jahrhundert dauern, bis eine k(nstliche Auslese (unter Ma-
kromolek(len) auch außerhalb eines biologischen Systems
vorgenommen wurde.[2] Sehr viel fr(her w+re dies auch kaum
m�glich gewesen, da zur Zeit des Spiegelmanschen Experi-
ments zwar die Prinzipien der molekularen Evolution ver-
standen waren, man jedoch (ber keine Methoden zur Am-
plifikation, Mutation und Selektion informationstragender
Makromolek(le verf(gte. In den seither vergangenen
40 Jahren sind diese Methoden sehr viel ausgereifter gewor-
den, sodass heute die technischen M�glichkeiten zur Evolu-
tion im Reagenzglas enorm sind und man in der Lage ist,
unter einer Vielzahl von komplexen molekularen Merkmalen
eine gezielte Auswahl zu treffen.

2. Das erste Evolutionsexperiment im Reagenzglas

Mitte der 1960er Jahre wollten Spiegelman und Mitar-
beiter an der Universit+t von Illinois herausfinden, wie sich
RNA-Viren (die ein RNA-Genom besitzen) in Zellen, die ein
DNA-Genom haben, replizieren k�nnen. Spiegelmans
Jberlegung war, dass es ein eigenes Replikationssystem f(r
die RNA geben m(sse, und tats+chlich identifizierte er 1963
eine RNA-abh+ngige RNA-Polymerase (die er als „RNA-
Replikase“ bezeichnete), die die genomische RNA des MS-2-
Virus replizierte.[3] Bei diesem Virus handelt es sich um einen
Bakteriophagen, der E.-coli-Zellen infiziert. Die virale Re-
plikase erkennt und vervielf+ltigt nur genomische RNA des
MS-2-Virus und ignoriert die zahlreichen bakteriellen RNAs
in der Zelle. Diese „selektive Pr+ferenz“, wie Spiegelman es
nannte, ist entscheidend f(r die effiziente Fortpflanzung des
Virus.

1965 isolierte Spiegelman die RNA-Replikase eines
zweiten Bakteriophagen, bezeichnet als Qb.[4] Die Qb-Re-
plikase erwies sich ebenfalls als spezifisch f(r ihre genomische
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RNA, und beide Replikasen waren auch nicht in der Lage,
das jeweils andere Genom zu replizieren. Die Experimente
wurden vollst+ndig in vitro ausgef(hrt, wobei aufgereinigtes
Replikaseprotein, eine kleine Menge der genomischen RNA
und jedes der vier Nucleosid-5’-triphosphate (NTPs) einge-
setzt wurden. Die eingesetzte genomische RNAwurde durch
die Replikase amplifiziert, ebenso wie die neu erzeugten
Kopien, sodass innerhalb weniger Stunden ein exponentieller
Zuwachs der RNA-Kopien verzeichnet wurde.[5] Die neu
synthetisierte RNA wurde aufgereinigt, und man wies nach,
dass sie ihre F+higkeit zur Bildung von infekti�sen viralen
Partikeln beibehalten hatte.[6] Dies war die erste Laborsyn-
these einer infekti�sen Nucleins+ure. F(r diese Arbeiten und
f(r seine Beitr+ge zur Entwicklung von Techniken zur Hy-
bridisierung von Nucleins+uren erhielt Spiegelman 1974
den Albert-Lasker-Preis f(r medizinische Grundlagenfor-
schung.

Spiegelman betrachtete die In-vitro-Amplifikation von
genomischer Qb-RNA als einen Prozess der „Selbstduplika-
tion“ – nat(rlich aber duplizierte sich die RNA nicht wirklich
selbst. Vielmehr f(hrte das Replikaseprotein die Duplikation
aus, und zwar auf eine sehr substratspezifische Weise. Wir
wissen heute, dass diese Spezifit+t auf Sequenzelemente und
Strukturmerkmale der genomischen RNA zur(ckzuf(hren
ist, die vom Replikaseprotein erkannt werden.[7–9] Die RNA
selbst hat keine katalytische Funktion, arbeitet aber mit der
Replikase zusammen und erzielt dabei eine exponentielle
Amplifikation. Es sei daran erinnert, dass die RNA-Repli-
kation – +hnlich wie die DNA-Replikation – die Synthese
eines „Plus“- und „Minus“-Strangs erfordert. Die genomische
RNA ist der Plus-Strang, dessen Kopie den komplement+ren
Minus-Strang darstellt, aus dem wiederum ein neuer Plus-
Strang erzeugt wird. Sowohl Plus- als auch Minus-Str+nge
m(ssen die ben�tigten Sequenz- und Strukturmerkmale ent-
halten, die durch das Replikaseprotein erkannt werden.

Mitte der 1960er Jahre war wenig (ber die Fehlerrate von
Polymerasen bekannt; Spiegelman wusste aber, dass die Qb-
Replikase gelegentliche Mutationen hervorbringt (und be-
f(rchtete sogar, dass die Mutationsh+ufigkeit in der unge-
wohnten Umgebung eines enzymologischen Labors zu hoch
sein k�nnte).[6] Er erkannte somit, dass dem Qb-Replika-
tionssystem alle Bestandteile zur Verf(gung standen, die f(r
die In-vitro-Amplifikation, Mutation und Selektion von
RNA-Molek(len erforderlich waren. Sein klassisches Expe-
riment begann mit einer Reaktionsmischung (250 mL), die
0.2 mg (0.16 pmol) genomische Qb-RNA, 40 mg (0.19 nmol)
Qb-Replikase, 0.8 mm von jedem NTP, 12.8 mm MgCl2 und
84 mm Tris-HCl [pH 7.4; Tris=Tris(hydroxymethyl)amino-
methan] enthielt und bei 35 8C 20 Minuten inkubiert wurde.[2]

Nach dieser Reaktionszeit wurde ein Aliquot von 20 mL
entnommen und in einen frischen Reaktionskolben (ber-
f(hrt, der alle Komponenten außer Qb-RNA enthielt. Damit
konnten nur diejenigen RNA-Molek(le, die mit dem Aliquot
(berf(hrt wurden, in dieser zweiten Reaktionsmischung am-
plifiziert werden. Da das Aliquot nur 8% des urspr(nglichen
Gemischs entsprach, sollten RNA-Molek(le, die im ersten
Inkubationsschritt weniger als etwa ein Dutzend Kopien er-
zeugten, zu Beginn der zweiten Inkubation in geringerer Zahl
vorhanden sein. Umgekehrt sollten RNA-Molek(le, von

denen im ersten Schritt mehr Kopien erzeugt wurden, in der
zweiten Reaktionsmischung vorherrschend sein.

Spiegelman wiederholte die Inkubations- und Transfer-
schritte viele Male. Diese Art von „seriellem Transfer“ wird
gew�hnlich zum Kultivieren lebender Zellen verwendet –
Spiegelman „kultivierte“ stattdessen RNA-Molek(le.[2] Nach
dem neunten Transfer stellte er fest, dass die RNA-Molek(le
deutlich schneller amplifiziert wurden als zu Beginn des Ex-
periments, und ab dem 14. Transfer verk(rzte er die Inkuba-
tionszeit von 20 auf 15 Minuten. Weitere Verk(rzungen der
Inkubationszeit wurden nach dem 29., 38. und 52. Transfer
vorgenommen, bis schließlich eine Zeit von 5 Minuten er-
reicht war, die bis zum 74. Transfer beibehalten wurde (Ab-
bildung 2). Am Ende wurden die RNA-Molek(le 15fach

schneller amplifiziert als zu Beginn. Die Hauptursache f(r die
beschleunigte Amplifikation war, dass die Molek(le zum
Schluss nur etwa 15% der Gr�ße der Startmolek(le aufwie-
sen und die meisten der Nucleotide, die f(r die virale Infek-
tion, nicht aber f(r die RNA-Amplifikation in vitro wichtig
sind, abgeworfen hatten. Genomische Qb-RNA enth+lt rund
3600 Nucleotide, w+hrend die „Minivarianten“, die nach 74
Transfers erhalten wurden, nur noch aus etwa 550 Nucleoti-
den bestanden.

Spiegelman beschrieb dieses Ergebnis als nicht (berra-
schend, zumal er bereits erkannt hatte, dass k(rzere RNA-
Molek(le weniger Zeit zur Replikation ben�tigten und daher
auch bevorzugt selektiert werden sollten. Trotzdemmerkte er
an: „It should not escape the attention of the reader that […]
other selective stresses can be imposed on the system to gene-
rate RNA entities which exaggerate other molecular fea-
tures“.[2] R(ckblickend relativierten manche Forscher die

Abbildung 2. Spiegelman und Mitarbeiter fKhrten die In-vitro-Evolution
von Qb-RNA durch seriellen Transfer der Reaktionsmischung aus. Die
Abbildung, eine Wiedergabe aus der OriginalverLffentlichung von
1967,[2] zeigt die Anreicherung von neu synthetisierter RNA wJhrend 74
aufeinander folgender Transfers; zur Analyse wurde [a-32P]-markiertes
Uridin-5’-triphosphat (UTP) in die Polynucleotide eingebaut. Man be-
achte, dass die Wachstumsgeschwindigkeit nach dem neunten Trans-
fer (siehe Pfeil) steigt und dass die Inkubationszeiten nach dem 14.,
29., 38. und 52. Transfer verkKrzt wurden (siehe Pfeile).
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Bedeutung dieses ersten Evolutionsexperiments im Rea-
genzglas, eben weil das Ergebnis nicht (berraschte und weil in
Anbetracht der strikten Substratspezifit+t der Qb-Replikase
auch gar kein anderes Resultat m�glich war. Heute sind
Techniken verf(gbar, mit denen sich RNA-Molek(le fast
jeder beliebigen Sequenz amplifizieren lassen, sodass es
m�glich ist, den Selektionsdruck speziell auf die intrinsischen
Eigenschaften der RNA anstatt auf deren Verhalten als
Substrat f(r ein Polymeraseenzym auszurichten. Allerdings
kommt es selbst im Fall des Qb-Evolutionssystems nicht
einfach nur darauf an, dass die kleineren Molek(le die gr�-
ßeren verdr+ngen: Ebenfalls entscheidend ist, dass die f(r die
RNA-Funktion erforderlichen Sequenz- und Strukturerken-
nungselemente sowohl innerhalb der Plus- als auch innerhalb
der Minus-Str+nge erhalten bleiben, selbst wenn es in ande-
ren Bereichen des Molek(ls zu umfangreichen Deletionen
kommt.

Auch die erste „moderne“ Ver�ffentlichung (1990), in der
die In-vitro-Selektion eines RNA-Aptamers beschrieben
wurde, betraf eine RNA, die durch ein Polymeraseprotein
anhand bestimmter Sequenzelemente und Strukturmerkmale
innerhalb der RNA erkannt wurde.[10] Im Nachhinein k�nnte
man behaupten, dass es Spiegelman war, der das erste RNA-
Aptamer produzierte – tats+chlich aber betrachtete er die
gerichtete Evolution als eine sehr spezielle Methode zur vi-
ralen Replikation, die aber nicht allgemein anzuwenden w+re.
Er war sich der Tatsache bewusst, dass seine Experimente die
ersten waren, die den Prozess der Darwinschen Evolution in
einem nichtbiologischen System verwirklichten, und biswei-
len sprach er recht unbescheiden (ber diese Errungen-
schaft.[11] Dessen ungeachtet ist es wohl angemessen, Spie-
gelmans Experiment mit W�hlers Synthese von Harnstoff zu
vergleichen.[12] Sowohl die organische Chemie als auch die
molekulare Evolution haben sich in einer Weise fortentwi-
ckelt, wie es sich weder W�hler noch Spiegelman h+tten
vorstellen k�nnen, und genauso wie W�hler die irrt(mliche
Abgrenzung der biologischen Chemie von der organischen
Synthese beseitigte, machte Spiegelman die Unterscheidung
zwischen der Darwinschen Evolution in der Biologie und der
Darwinschen Evolution als chemischem Vorgang gegen-
standslos.

3. Evolution von Qb-RNA

Spiegelman und andere unternahmen eine Vielzahl fas-
zinierender Experimente mit dem Qb-Evolutionssystem.
Gew�hnlich wurde so vorgegangen, dass man der Population
der replizierenden RNA-Molek(le neue, oftmals anspruchs-
volle Aufgaben stellte und es anschließend der Evolution
(berließ, eine passende L�sung zu finden. Beim ersten Ex-
periment mit k(nstlich auferlegtem Selektionsdruck, das (ber
die Grundanforderung einer schnellen Replikation hinaus-
ging, wurde dem Reaktionsgemisch schrittweise Cytidin-5’-
triphosphat (CTP) entzogen.[13] Die Minivarianten der Qb-
RNA, die Spiegelman erzeugt hatte, ben�tigen mindestens
100 mm CTP, um wirksam amplifiziert zu werden. Spiegelman
verringerte die Konzentration von CTP auf 16 mm, f(hrte
zehn serielle Transfers aus, verringerte die Konzentration von

CTP auf 8 mm und f(hrte weitere 40 Transfers aus. Am Schluss
dieser Prozedur wurden die evolvierten Molek(le in Gegen-
wart von 8 mm CTP rund 1.6fach schneller amplifiziert als die
urspr(nglichen Molek(le. Die urspr(nglichen und evolvier-
ten RNA-Molek(le hatten die gleiche Gr�ße und Gesamt-
nucleotidzusammensetzung, wiesen aber feine Unterschiede
in der Nucleotidsequenz auf, die das unterschiedliche Ver-
halten bewirkten.

In einem weiteren Evolutionsexperiment wurde die Re-
aktionsmischung mit 7-Desaza-ATP versetzt, das von der Qb-
Replikase anstelle von Adenosin-5’-triphosphat (ATP) ein-
gebaut werden kann und die Amplifikation verlangsamt.[13]

Die RNA-Molek(le wurden zun+chst in Gegenwart einer
verringerten Konzentration von ATP in 16 Transfers evol-
viert. Anschließend wurde die Evolution in 19 Transfers in
Gegenwart von 40 mm ATP und 240 mm 7-Desaza-ATP fort-
gesetzt. Die Prozedur f(hrte zu einer Variante, die in Ge-
genwart von 7-Desaza-ATP doppelt so schnell amplifiziert
wurde wie die urspr(ngliche RNA. Erneut fanden sich keine
substanziellen Unterschiede in der Gr�ße und Gesamtnu-
cleotidzusammensetzung der urspr(nglichen und der evol-
vierten Molek(le.

3.1. Molekulare Evolution von Resistenzverhalten

Die gleiche Minivariante der Qb-RNA, die in den CTP-
Experimenten eingesetzt wurde, kam auch in einem Evolu-
tionsexperiment zum Einsatz, bei dem die Reaktionsmi-
schung mit immer h�heren Konzentrationen von Ethidium-
bromid (EtBr) versetzt wurde.[14] EtBr interkaliert in be-
stimmte Bereiche doppelstr+ngiger RNA und inhibiert die
Aktivit+t von RNA-Polymerasen einschließlich der Qb-Re-
plikase. Die Amplifikation der urspr(nglichen Qb-RNA
wurde in Gegenwart von 6 mm EtBr um 50% und in Gegen-
wart von 60 mm EtBr vollst+ndig inhibiert. Orgel und Mitar-
beiter unternahmen Experimente (in Zusammenarbeit mit
Spiegelman),[14] bei denen die Qb-RNA zun+chst in zehn
Transfers in Gegenwart von 5 mm EtBr evolviert wurde. An-
schließend wurde die EtBr-Konzentration auf 10, 20 usw. bis
schließlich auf 100 mm im 108. Transfer erh�ht. Die zum
Schluss erhaltenenMolek(le wurden in Gegenwart von 80 mm
EtBr genau so effizient amplifiziert wie die urspr(nglichen
Molek(le in Gegenwart von 6 mm EtBr.

Weitere Experimente zur Evolution von EtBr-resistenten
St+mmen der Qb-RNA belegten, dass die evolvierten Mole-
k(le nicht einfach nur schnellere Replikatoren sind, sondern
dass es sich um Molek(le handelt, die sich speziell an die
Gegenwart von EtBr angepasst haben.[15] Die evolvierten
Varianten bilden schw+chere Komplexe mit EtBr und werden
in Abwesenheit von EtBr weniger effizient amplifiziert als die
urspr(ngliche RNA. Die Sequenz der EtBr-resistenten RNA
wurde bestimmt, wobei gefunden wurde, dass sie nur drei
einfache Mutationen enth+lt. Eine Analyse intermedi+rer
Populationen ergab, dass die Mutationen nacheinander ein-
gef(hrt werden, wobei jede neue Mutation zu einer verbes-
serten Selektivit+t f(hrt. Der Mechanismus, durch den die
drei Mutationen die Bindung von EtBr hemmen und die
RNA-Amplifikation erleichtern, wurde bislang nicht aufge-
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kl+rt, dies sollte mit modernenMethoden jedoch relativ leicht
m�glich sein.

Ende der 1990er Jahre – dreißig Jahre nach Spiegelmans
Evolutionsexperiment – f(hrten Strunk und Ederhof ein be-
merkenswertes Experiment mit Qb-RNA aus,[16] bei dem der
Reaktionsmischung Ribonuclease A (RNase A) zugesetzt
wurde. Dieses Enzym spaltet die Phosphodiesterbindung auf
der 3’-Seite von Pyrimidinresten (Cytosin und Uracil) in un-
gepaarten Bereichen der RNA. Die Minivarianten der Qb-
RNA enthalten in den Plus- und Minus-Str+ngen rund 50%
Pyrimidinreste, von denen viele in Schleifen und internen
Ausbuchtungen vorkommen und somit durch RNase A leicht
gespalten werden k�nnen. Selbst wenn ein Strang der Qb-
RNA in diesen Regionen ausschließlich Purinreste enthalten
w(rde, so w(rde der komplement+re Strang an den entspre-
chenden Positionen noch immer Pyrimidinreste aufweisen.
Dies macht die Entwicklung von Resistenz gegen RNase A zu
einer anspruchsvollen Aufgabe.

Die Amplifikation der Qb-Minivarianten wird in Gegen-
wart von 1 ngmL�1 RNase A zu einem gewissen Grad abge-
schw+cht und in Gegenwart von 2 ngmL�1 RNase A voll-
st+ndig unterdr(ckt. In einem seriellen Transferexperiment
wurde die Konzentration von RNase A beginnend mit
1 ngmL�1 schrittweise auf 3.5 ngmL�1 erh�ht, wobei jeweils
soviel zugesetzt wurde, wie die Qb-RNA tolerierte.[16] Anders
als bei den Experimenten der 1960er und 1970er Jahre wurde
ein Transferautomat verwendet, der die RNA-Konzentration
kontinuierlich (berwachte und ein Transferereignis ausl�ste,
sobald die Konzentration einen festgelegten Schwellenwert
erreichte. Auf diese Weise wurde die Evolution der Qb-Po-
pulation unter Bedingungen exponentiellen Wachstums auf-
rechterhalten, und es war sichergestellt, dass die Populati-
onsgr�ße nie unter 1011 Molek(le sank. Durch beide Faktoren
wird gew+hrleistet, dass sich die vorteilhaftesten Individuen
fortpflanzen und in der Population vorherrschend werden.[17]

Das Evolutionsexperiment wurde mit insgesamt 80
Transfers ausgef(hrt, bei einer elffachen Verd(nnung pro
Transfer, entsprechend einer RNA-Replikation (ber 280
Generationen.[16] Die Startmolek(le enthielten 87 Nucleotide
in jedem Strang, die evolvierten Molek(le zum Schluss nur
noch 65 (Abbildung 3). Bemerkenswerterweise reagierten die
RNA-Molek(le auf den Selektionsdruck in der Weise, dass
der Plus-Strang „geopfert“ wurde, w+hrend der Minus-Strang
beibehalten blieb. Der Plus-Strang enthielt zum Schluss 42
Pyrimidinreste, von denen 20 durch RNase A gespalten
werden konnten; der Minus-Strang enthielt dagegen nur 23
Pyrimidinreste, von denen nur zwei einer Spaltung unterla-
gen. Demzufolge blieb der Minus-Strang bei sehr viel h�he-
ren Generationszahlen intakt und hielt somit die Population
aufrecht, w+hrend der Plus-Strang nur als kurzlebiges Inter-
mediat vorlag.

3.2. R"umlich isolierte RNA-Evolution

Die Evolution der Qb-RNA wurde auch in r+umlicher
Isolierung untersucht, entweder innerhalb molekularer „Ko-
lonien“, die auf Agarose gez(chtet wurden,[18] oder in einer
langen Kapillare, in der sich die Population mit einer linearen

Wellenfront ausbreitet.[19] Bei der Methode der Koloniebil-
dung breitet man die Anfangspopulation der RNA (ber eine
d(nne Agaroseschicht aus, die die Qb-Replikase enth+lt, und
bedeckt die Oberfl+che mit einer Nylonmembran, die mit den
vier NTPs impr+gniert ist. Jede Kolonie beginnt mit einem
einzelnen RNA-Molek(l und kann bis zu 1012 Tochter-RNAs
ergeben. Die Technik wurde zum Nachweis spontaner Re-
kombinationsereignisse zwischen 5’- und 3’-Fragmenten der
Qb-RNA genutzt, die stattfinden m(ssen, damit ein ampli-
fizierbares Material entsteht.[20]

Beim Wellenfront-Experiment wird eine d(nne Kapillare
verwendet, die eine L�sung der Qb-RNA sowie 15 mm EtBr
enth+lt. Das EtBr interkaliert in die RNAund macht diese im
UV-Licht sichtbar. Im urspr(nglichen Verfahren wurden
konventionelle Photographien aufgenommen,[19] sp+ter
wurde die gesamte Kapillare mithilfe einer CCD-Kamera
kontinuierlich (berwacht.[21] Die Kapillare wurde (ber eine
Gesamtl+nge von zw�lf Metern hin- und hergewunden, und
die RNA-Amplifikation wurde an verschiedenen Stellen
entlang der Kapillare ausgel�st. Immer wenn replizierte Qb-
RNAs entstanden, breiteten sich von der betreffenden Stelle
Fluoreszenzwellen in beide Richtungen aus, wobei die Ge-

Abbildung 3. Evolution einer Variante der Qb-RNA mit Resistenz gegen
RNase A. A) Serielles Transferexperiment[16] ausgehend von der Miniva-
riante MNV-11 der Qb-RNA,[112] die sowohl im Plus- als auch im
Minus-Strang ungefJhr gleiche Anteile an Purin- (schwarz) und Pyrimi-
dinresten (rot) enthJlt. Die meisten der ungepaarten Pyrimidinreste
kLnnen durch RNase A gespalten werden (Pfeile). B) Die evolvierte Va-
riante enthJlt 20 spaltbare Pyrimidine im Plus-, aber nur zwei im
Minus-Strang. Letztere befinden sich in einer Schleife, die Bestandteil
eines von der Qb-Replikase erkannten Strukturmerkmals ist (Kasten).
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schwindigkeit der Wellenfront ein direktes Maß f(r die Ge-
schwindigkeit der exponentiellen RNA-Amplifikation ist.
Eine typische Ausbreitungsgeschwindigkeit der Wellenfront
war 80 mmmin�1, was einer Wachstumsgeschwindigkeit von
0.7 min�1 entspricht.

Einer der Vorteile der Wellenfront-Experimente besteht
darin, dass man Ph+notypenbildung in vielen hundert unter-
schiedlichen Wellenfronten simultan (berwachen kann.[21]

Man kann eine Verteilung von Amplifikationsgeschwindig-
keiten einer heterogenen Population evolvierender RNAs
beobachten. In manchen F+llen werden sich langsam aus-
breitende Wellen pl�tzlich beschleunigt, wenn neue, vorteil-
haftere Varianten auftreten. Im Sog einer Wellenfront
k�nnen sekund+re Wellenfronten erscheinen, die die Pri-
m+rwelle (berholen k�nnen, falls sie vorteilhaftere Varianten
bilden. Wellenfronten k�nnen frontal aufeinanderstoßen, was
zur Bildung neuartiger Varianten (wahrscheinlich Rekombi-
nanten) f(hren kann, die wiederum eine sekund+re Wellen-
front erzeugen, die sich dann schneller ausbreitet als jede der
beiden kollidierenden Wellen.

Sol Spiegelman starb 1983, einige Zeit vor Einf(hrung der
Kolonie- und Wellenfront-Methoden und noch bevor man in
der Lage war, die urspr(nglich f(r die Qb-RNA entworfenen
Techniken der In-vitro-Evolution f(r beliebige RNA-Typen
einzusetzen. In seiner 1967 erschienenen Ver�ffentlichung
stellte Spiegelman die Frage: „What will happen to the RNA
molecules if the only demand made on them is the Biblical
injunction,multiply, with the biological proviso that they do so
as rapidly as possible?“[2] Sein Experiment lieferte eine erste
Antwort.

4. Die Polymerasekettenreaktion

Der hohe Grad an Substratselektivi+t der Qb-Replikase
f(r RNAs, die der genomischen Qb-RNA +hnlich sind, ist
vom Standpunkt der viralen Evolution sinnvoll. F(r die Re-
plikase ist es von großem Vorteil, andere RNAs in der Wirt-
zelle zu ignorieren und ihre Aktivit+t auf die Amplifikation
ihres eigenen Genoms zu konzentrieren. F(r In-vitro-Evolu-
tionsstudien ist diese extreme Substratspezifit+t dagegen
hinderlich. Es gibt viele interessante RNAs, die nicht das von
der Qb-Replikase ben�tigte Erkennungsmuster haben.
Einige Versuche wurden unternommen, exogene Sequenzen
in Varianten der Qb-RNA einzuf(hren, in der Hoffnung, dass
diese Sequenzen im Replikationsprozess mitgef(hrt
w(rden.[22–24] Ausnahmslos zeigte sich jedoch, dass die zu-
s+tzlichen Sequenzen w+hrend der In-vitro-Evolution wieder
verworfen wurden, weil sie die Amplifikation verlangsamten.

Der Durchbruch kam mit der Entwicklung der Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) und verwandter Methoden f(r die
Amplifikation von Nucleins+uren so gut wie beliebiger Se-
quenz.[25,26] Mit dieser Technik gelang es, RNA- und DNA-
Molek(le auf verschiedene Eigenschaften hin zu selektieren,
statt nur auf die F+higkeit hin, durch ein Replikaseprotein
amplifizierbar zu sein. Die Amplifikation von RNA durch
PCR erfordert mehrere Schritte: die reverse Transkription
der RNA in eine komplement+re DNA (cDNA), die an-
schließende PCR-Amplifikation auf der Ebene der DNAund

schließlich die Transkription der DNA zur(ck zur RNA. Eine
ebenfalls leistungsf+hige, wenn auch seltener eingesetzte
Methode zur Amplifikation von Nucleins+uren ist die iso-
therme RNA-Amplifikation.[27, 28] Diese Methode beruht auf
der Kombination einer reversen Transkriptase mit einer
DNA-abh+ngigen RNA-Polymerase, die mehrere wiederho-
lende Runden von reverser und normaler Transkription aus-
f(hren und so die RNA-Amplifikation bei einer konstanten
Temperatur vermitteln.

Sowohl die PCR- als auch die isotherme RNA-Amplifi-
kation ben�tigen zur Strangsynthese Oligonucleotid-Primer,
die an den Enden der zu amplifizierenden Molek(le ange-
bracht werden. Reverse Transkription, PCR-Amplifikation
und normale Transkription geben bestimmte Randbedin-
gungen vor, die dar(ber entscheiden, welche Sequenzen mit
hoher Effizienz amplifiziert werden k�nnen. Manche Se-
quenzen k�nnen verursachen, dass die Polymeraseenzyme
anhalten oder vorzeitig abbrechen; im Selektionsexperiment
w+ren diese Sequenzen dann benachteiligt. Der entschei-
dende Punkt ist aber, dass solchen benachteiligten Sequenzen
eine große Zahl von gut tolerierten Sequenzen gegen(ber-
steht – ganz anders als im Fall der Qb-Replikase, wo eine sehr
restriktive Selektion herrscht.

4.1. Selektion von RNA-Aptameren

Mit einer sequenzuniversellen Methode zur Amplifikati-
on von Nucleins+uren kann die Selektion von RNA-Ph+no-
typen getrennt von der Amplifikation und Mutation eines
zugeh�rigen RNA-Genotyps ausgef(hrt werden (Abbil-
dung 4A). Der Experimentator kann beliebige Selektions-
bedingungen entwerfen, die auf die jeweiligen physikalischen
und chemischen Eigenschaften der RNA abzielen. Zum
Beispiel kann man die RNA auf ihre F+higkeit zur Bindung
an einen bestimmten Liganden selektieren.[10, 29] Hierzu wird
eine heterogene Population von RNAs einem immobilisier-
ten Liganden ausgesetzt; die ungebundenen RNAs werden
abgesp(lt und die gebundenen RNAs zur(ckerhalten und
selektiv amplifiziert. In mehreren Runden dieser Prozedur
reichert sich die Population allm+hlich mit denjenigen RNA-
Molek(len an, die am st+rksten an den Liganden binden. Man
nennt solche Molek(le Aptamere (von lat. aptus= pas-
send),[29] und die Aptamergewinnung wird oft als SELEX-
Prozess bezeichnet (systematische Evolution von Liganden
durch exponentielle Anreicherung).[10]

Die erstenAptamere waren kleine RNA-Molek(le, die an
die T4-DNA-Polymerase[10] oder an organische Farbstoffe wie
Cibacronblau[29] banden. In der Folgezeit wurden Hunderte
von RNA- und DNA-Aptameren erhalten, die f(r verschie-
denste Proteine und niedermolekulare Liganden spezifisch
sind.[30–32] Mehrere RNA-Aptamere werden als m�gliche
therapeutische Wirkstoffe erforscht.[33–37] Ein Aptamer (Peg-
aptanib, Handelsname Macugen), das fest und spezifisch an
den vaskul+ren endothelialenWachstumsfaktor bindet, ist zur
Behandlung von altersbedingter Makuladegeneration zuge-
lassen.[38,39]
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4.2. Selektion von katalytischen RNAs

RNAs k�nnen anhand ihrer katalytischen Wirkung se-
lektiert werden.[40] Es gibt eine Handvoll RNA-Enzyme
(Ribozyme), die in der Natur entdeckt wurden, und eine sehr
viel gr�ßere Zahl, die man durch In-vitro-Evolution im Labor
erhalten hat. Zwei Ans+tze f(r die Selektion katalytischer
RNAs sind in Verwendung, je nachdem ob eine Bindungs-
bildung oder eine Bindungsspaltung bewirkt werden soll
(Abbildung 4B). Eine Bindungsbildung zwischen zwei reak-
tiven Gruppen R1 und R2 kann als Grundlage f(r die Selek-
tion dienen, indem eine der beiden Gruppen, R1, an jedes
RNA-Molek(l der Population gebunden wird und die andere
reaktive Gruppe, R2, als Bestandteil eines separaten Substrats
bereitgestellt wird. Jede RNA, die eine Bindung zwischen R1

und R2 hervorbringt, wird in einer Weise modifiziert, dass sie
von nichtumgesetzten RNAs unterscheidbar ist. R2 wird ty-
pischerweise mit einem chemischen Marker wie Biotin oder
einem kurzen Oligonucleotid verkn(pft, sodass die Bildung
der R1-R2-Bindung darin resultiert, dass die reaktive RNA
mit dem Marker versehen wird. Die markierten RNAs
werden dann isoliert und selektiv amplifiziert. Im anderen
Fall, bei einer Bindungsspaltung, geht man von einer Popu-
lation von RNAs aus, die (ber eine R1-R2-Verkn(pfung mit
einem Marker verbunden sind. RNA-Molek(le, die die

Spaltung der R1-R2-Bindung katalysieren, werden vom
Marker losgetrennt. Die markerfreien RNAs werden an-
schließend isoliert und selektiv amplifiziert.

4.3. Bedeutung der Diversit"t

Zus+tzlich zu den Methoden der Amplifikation und Se-
lektion ben�tigt die In-vitro-Evolution eine Methode zur
Einf(hrung von Mutationen. Die Polymeraseenzyme, die zur
RNA-Amplifikation verwendet werden, haben eine Fehler-
rate von nur 10�4 bis 10�6 pro Nucleotid.[41–43] Dies reicht nicht
aus, um in einer evolvierenden Population von RNAs, die
weniger als einige hundert Nucleotide enthalten, eine signi-
fikante Sequenzheterogenit+t aufrechtzuerhalten, da fast jede
Kopie identisch mit der Vorlage sein wird. Eine ideale Feh-
lerrate sollte im Durchschnitt ungef+hr eine Mutation pro
Kopie erzeugen. Dies w(rde eine Erforschung von gelegent-
lich auftretenden fehlerreichen Mutanten erm�glichen, aber
keine ausufernde Akkumulation von Mutationen verursa-
chen, die eine Anreicherung der vorteilhaften Sequenzen
verhindern w(rde. Bez(glich der f(r die Evolution optimalen
Fehlerrate gibt es zahlreiche theoretische und experimentelle
Studien, die unter anderem zeigen, wie ein genetisches
System beim Jberschreiten einer „Fehlerschwelle“ die F+-
higkeit verliert, genetische Information weiterzuverer-
ben.[44–47]

Die am h+ufigsten eingesetzte Technik zur Einf(hrung
zuf+lliger Mutationen ist die fehlerhafte PCR (error-prone
PCR).[48, 49] Ein g+ngiges Protokoll, das mit einer Fehlerrate
von 0.007 pro Nucleotid ohne signifikante Sequenzspezifit+t
arbeitet, beruht auf der Anwendung ver+nderter Reaktions-
bedingungen und ungleichm+ßiger Konzentrationen der vier
Desoxynucleosid-5’-triphosphate (dNTPs).[50] Ein ebenfalls
verbreitetes Protokoll – bezeichnet als hypermutagene PCR –
nutzt extremere Reaktionsbedingungen und eine erh�hte
Zahl von Temperaturzyklen und erreicht eine Fehlerrate von
0.1 pro Nucleotid, ist dabei aber deutlich sequenzabh+ngig.[51]

Ein etwas anderer Ansatz ist die Verwendung einer gen-
technisch ver+nderten, thermostabilen DNA-Polymerase mit
verringerter Polymerisationsgenauigkeit.[52,53] Zum Beispiel
ergibt das Enzym Mutazym (Stratagene Inc.) eine Fehlerrate
von 0.001 bis 0.007 pro Nucleotid, je nach Menge der einge-
setzten DNA.

Ein In-vitro-Evolutionsexperiment beginnt normalerwei-
se mit der Synthese einer heterogenen Population von RNAs.
Hierzu kann man eine fehlerhafte PCR einsetzen, h+ufiger ist
aber die Anwendung einer automatisierten DNA-Synthese
mit L�sungen der vier Nucleosidphosphoramidite, die jeweils
mit einer geringen, festzulegenden Menge der anderen drei
Nucleotidbausteine versetzt werden.[54] Mit dieser Methode
kann die Sequenzheterogenit+t der Anfangspopulation an
jeder Nucleotidposition pr+zise vorgegeben werden. Wichtig
ist es nun, Mutationen w+hrend der Evolutionsphase sowie
(ber die Gesamtpopulation von Molek(len hinweg einf(hren
zu k�nnen, was sich nicht durch chemische Synthese errei-
chen l+sst. Wenn zus+tzliche Mutationen in die Gesamt-
population eingef(hrt werden, so verteilen sich diese ent-
sprechend der Zahl der verschiedenen Sequenzen, die zu-

Abbildung 4. Allgemeines Schema fKr die In-vitro-Evolution funktiona-
ler RNAs. A) Eine RNA wird durch reverse Transkription zur komple-
mentJren DNA (cDNA), Umwandlung der cDNA in doppelstrJngige
DNA (dsDNA) und RKcktranskription zur RNA amplifiziert. Auf der
Stufe der dsDNA kann eine zusJtzliche Amplifikation durch PCR vor-
genommen werden. WJhrend der PCR-Amplifikation kLnnen Mutatio-
nen eingefKhrt werden. Der Experimentator hat die MLglichkeit, einen
Selektionsdruck zu erzeugen, in der Art, dass nur solche MolekKle, die
eine auszuwJhlende Funktion ausKben, amplifiziert werden. B) RNA-
MolekKle, die eine Bindungsbildung (links) oder eine Bindungsspal-
tung (rechts) zwischen reaktiven Gruppen R1 und R2 katalysieren, er-
werben bzw. verlieren einen Marker (graues KJstchen). Nach Amplifi-
kation der selektierten RNAs (kleine gegenlJufige Pfeile) wird der ur-
sprKngliche Terminus in den Tochterpopulationen wiederhergestellt.
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sammen die Population bilden. Die vorteilhaften Sequenzen,
die in h�herer Zahl vorhanden sind, bekommen automatisch
einen proportional gr�ßeren Anteil der neu eingef(hrten
Mutationen, sodass die Evolution weiter in Richtung solcher
Sequenzen gelenkt wird, die sich bis dahin schon als vorteil-
haft erwiesen haben. Es ist zwar nicht garantiert, dass vor-
teilhafte Sequenzen im Laufe der Zeit zu immer vorteilhaf-
teren evolvieren, wenn man aber annimmt, dass nah ver-
wandte Sequenzen vermutlich +hnliche Ph+notypen haben, so
ist dies der wirksamste Weg, die Suche durchzuf(hren.

5. Ein ganz besonderer Ph"notyp

Durch In-vitro-Evolution wurden Ribozyme erhalten, die
eine Vielfalt von bindungsbildenden Reaktionen katalysie-
ren, z.B. die Bildung eines RNA-Phosphodiesters,[55] einer
Peptidbindung,[56] einer glycosidischen Bindung,[57] eines
Diels-Alder-Cycloadditionsprodukts,[58,59] eines Michael-Ad-
ditionsprodukts[60] und eines Aldolkondensationsprodukts.[61]

Weitere Ribozyme wurden erhalten, die Bindungsspaltungen
katalysieren, z.B. die Spaltung von DNA- oder RNA-Phos-
phoestern,[62,63] die Hydrolyse eines Carbons+ureesters,[64]

einen Aminoacyl-Transfer[65] und die Hydrolyse eines Thio-
phosphats.[66]

Jede dieser Reaktionen w+re eine gesonderte Betrach-
tung wert; herausragende Bedeutung f(r die in diesem Auf-
satz diskutierte Thematik hat jedoch die Verkn(pfung von
RNA-Molek(len an RNA-Templaten. Besonders wichtig ist
die templatgelenkte Reaktion der 3’-Hydroxygruppe eines
Oligonucleotids mit einem Nucleosid-5’-triphosphat, die zur
Bildung eines 3’,5’-Phosphodiesters unter Freisetzung eines
anorganischen Pyrophosphats f(hrt. Dies ist im Grunde die
gleiche Reaktion, wie sie von den RNA-Polymeraseproteinen
einschließlich der Qb-Replikase ausgef(hrt wird. Wenn man
ein Ribozym erhalten k�nnte, das diese Reaktion genau und
effizient katalysiert, so k�nnte dieses anstelle der Qb-Repli-
kase (oder einer Kombination von Polymeraseproteinen) in
einem In-vitro-Evolutionsexperiment eingesetzt werden.
Besonders interessant w+re, wenn es sich bei der zu evolvie-
renden RNAum das RNA-Replikaseribozym selbst handelte.
Die Evolution w(rde dann selbsterhaltend verlaufen, wobei
alle informationstragenden Makromolek(le, die f(r den
Evolutionsprozess ben�tigt werden, Bestandteil des evolvie-
renden Systems w+ren.

Im Standardverfahren zur Erzeugung von Ribozymen mit
Polymeraseaktivit+t wird eine Population von 5’-Triphosphat-
RNAs vorgelegt, der die Anforderung gestellt wird, mit
einem Oligonucleotid-Substrat mit 2’,3’-Hydroxygruppen zu
reagieren (Abbildung 5A). Die ligierten Produkte k�nnen in
verschiedener Weise selektiert werden, z.B. aufgrund ihrer
verminderten Beweglichkeit in einem denaturierenden Po-
lyacrylamid-Gel oder anhand einer Markersequenz oder
Biotineinheit im gebundenen Substrat. Um die Bildung des
3’,5’- anstelle des 2’,5’-Phosphodiesters zu beg(nstigen, hat es
sich als wichtig erwiesen, die Watson-Crick-Paarbildung in
der Umgebung der Ligationsstelle zu verst+rken[67] oder Ge-
genmaßnahmen zu treffen, um Katalysatoren mit 2’,5’-Liga-
seaktivit+t auszuschalten.[68] Die 3’,5’-Verkn(pfung ist von

besonderem Interesse, weil sie in biologischen RNAs auftritt
und in denjenigen RNA-Molek(len vorliegt, die aus dem
Evolutionsexperiment als Ligations-Katalysatoren hervorge-
hen. Sobald ein RNA-Ligaseribozym erhalten wurde, kann
dieses weiterentwickelt werden, um die templatgest(tzte
Addition von NTPs zu katalysieren, was schlussendlich zur
Entwicklung einer RNA-abh+ngigen RNA-Polymerase f(hrt.

5.1. Ein Ribozym, das RNAs zusammenf�gt

Das erste In-vitro-Evolutionsexperiment, das ein RNA-
Ligaseribozym lieferte, wurde 1993 von Bartel und Szostak
beschrieben.[55] Genau genommen isolierten die Autoren drei
unterschiedliche Ligasen, von denen aber nur eine, die
Klasse-I-Ligase, die Bildung eines 3’,5’-Phosphodiesters ka-
talysierte.[69] Diese Ligase wurde ausgehend von einer An-
fangspopulation von 1015 unterschiedlichen RNA-Molek(len
erhalten, von denen jedes ein 5’-Triphosphat trug und eine
Zentralregion von 220 Nucleotiden zuf+lliger Sequenz ent-
hielt. Die Anforderung an die Molek(le war, (ber ihr 5’-Ende
eine Ligation mit einem Oligonucleotid-Substrat einzugehen.

Abbildung 5. In-vitro-Evolution eines RNA-Ligaseribozyms, ausgehend
von einer RNA-Population zufJlliger Sequenz.[55] A) Die Selektion
beruht auf dem Angriff einer 3’-Hydroxygruppe eines templatgebunde-
nen Oligonucleotid-Substrats am 5’-Triphosphat der RNA. Nur diejeni-
gen RNA-MolekKle, die die Reaktion eingehen, enthalten hinterher
beide Bindungsstellen fKr die Primer (graue KJstchen), die fKr die re-
verse Transkription und die PCR-Amplifikation benLtigt werden. B) Se-
quenz und SekundJrstruktur der b1-207-Form der Klasse-I-Ligase, die
nach 14 Runden der In-vitro-Evolution erhalten wurde.[69, 70]
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Zur Selektion wurden die Produkte an einer Affinit+tss+ule
mit substratspezifischem Oligonucleotid hybridisiert und der
PCR-Amplifikation mit einem f(r die ligierte Substrat-
sequenz spezifischen Primer unterzogen. Diese selektive
Amplifikationsprozedur wurde (ber zehn Runden wieder-
holt, wobei die Reaktionszeit von der ersten bis zur letzten
Runde von 16 Stunden auf 10 Minuten herabgesetzt wurde.
Nach der vierten, f(nften und sechsten Runde wurden mit-
hilfe fehlerhafter PCR zuf+llige Mutationen eingef(hrt.

Nach der zehnten Runde wurden Individuen der Popu-
lation kloniert, sequenziert und auf katalytische Aktivit+t
getestet. Der aktivste Katalysator, der identifiziert wurde, war
die Klasse-I-Ligase. Diese enth+lt 186 Nucleotide und bringt
es auf eine Katalysegeschwindigkeit von 0.029 min�1 (ge-
messen in Gegenwart von 60 mm MgCl2 und 200 mm KCl bei
pH 7.4 und 22 8C).[69] Dieses Molek(l wurde mit einer Muta-
tionsh+ufigkeit von 20% pro Nucleotid nochmals randomi-
siert und vier weiteren selektiven Amplifikationsrunden un-
terzogen. Basierend auf den Sequenzen der zum Schluss iso-
lierten Molek(le wurden verk(rzte Formen der Klasse-I-
Ligase entworfen und getestet. Eine dieser Ligasen, be-
zeichnet als b1-207-Ribozym (Abbildung 5B), enth+lt 119
Nucleotide und erreicht eine Katalysegeschwindigkeit von
14.4 min�1 (gemessen unter den gleichen Bedingungen wie
zuvor).[70] Unter drastischeren Reaktionsbedingungen (z.B.
pH 9.0) und mit einigen geringf(gigen Sequenz+nderungen
kann das b1-207-Ribozym eine Geschwindigkeit von
360 min�1 erzielen, der h�chste Wert, der je f(r eine RNA-
katalysierte Reaktion dokumentiert wurde.[71] Die Ge-
schwindigkeit der unkatalysierten templatunterst(tzten
RNA-Ligation betr+gt 2 Q 10�7 min�1 bei pH 7.4 und 1Q
10�6 min�1 bei pH 9.0.[72]

5.2. Eine Menagerie von Ligaseribozymen

F(nf weitere Ribozyme wurden durch In-vitro-Evolution
erhalten, die die templatunterst(tzte Verkn(pfung der 3’-
Hydroxygruppe eines Oligonucleotids mit dem 5’-Triphos-
phat eines zweiten Oligonucleotids katalysieren (Tabelle 1).
Eines dieser Ribozyme, die hc-Ligase, wurde von 85 Nucle-
otiden zuf+lliger Sequenz abgeleitet, die an ein Strukturger(st
gebunden wurden, das in Form einer unabh+ngigen Fal-
tungsdom+ne in einem nat(rlich vorkommenden Ribozym
auftritt.[73] Nach zehn Runden selektiver Amplifikation (mit
mehreren Schritten fehlerhafter PCR) wurde ein Ribozym
erhalten, das 337 Nucleotide enth+lt und eine Katalysege-
schwindigkeit von 0.26 min�1 erreicht (gemessen in Gegen-

wart von 50 mm MgCl2 und 200 mm KCl bei pH 7.5 und
50 8C). Die Bezeichnung hc-Ligase leitet sich davon ab, dass
das Ribozym in der helicalen Umgebung (helical context)
eines Watson-Crick-Doppelstrangs sequenzuniversell ope-
riert. Ihnlich wie bei der Klasse-I-Ligase ist das Templat der
hc-Ligase gleichzeitig Bestandteil des Ribozyms und kein
separates Molek(l.

In weiteren Experimenten wurde daher versucht, die hc-
Ligase so zu modifizieren, dass sie intermolekular an einem
externen Templat-Substrat-Komplex agiert,[74] wie es die
RNA-Polymeraseproteine tun. Der Templat-Substrat-Kom-
plex wurde zun+chst (ber einen langen Oligouridylat-Linker
an das Ribozym gebunden, um so eine pseudo-intermoleku-
lare Reaktion zu bewirken. Anschließend waren 18 Evoluti-
onsrunden erforderlich, um ein Ribozym hervorzubringen,
das vollst+ndig intermolekular an einem Templat-Substrat-
Komplex operieren kann (mit einer Katalysegeschwindigkeit
von kcat= 0.074 min�1 und einer Michaelis-Menten-Konstan-
ten (KM) von 3.9 mm, gemessen unter den gleichen Reakti-
onsbedingungen wie zuvor). Sowohl die Klasse-I-Ligase, die
an einem internen Templat operiert, wie auch die hc-Ligase,
die an einem externen Templat operiert, sind nur einge-
schr+nkt in der Lage, die Addition von NTPs an das 3’-Ende
eines Oligonucleotid-Primers zu katalysieren.[74,75] Wie wir in
Abschnitt 6.1 diskutieren werden, wurde die Klasse-I-Ligase
jedoch zu einer Variante weiterentwickelt, die an einem ex-
ternen Templat operiert und bis zu 14 aufeinander folgende
NTPs anf(gen kann.[76]

Drei weitere durch In-vitro-Evolution erzeugte Ribozyme
mit der Aktivit+t einer 3’,5’-Ligase sind die L1-, R3C- und
DSL-Ligasen.[77–79] Sie haben einen +hnlichen Aufbau mit
einer zentralen Drei-Helix-Kreuzung, die einige Basenpaare
von der Ligationsstelle entfernt ist, und sie erreichen eine
Katalysegeschwindigkeit von 0.1–0.4 min�1. Die L1-Ligase
hat die ungew�hnliche Eigenschaft, dass ihre Aktivit+t von
der Gegenwart des DNA-Primers abh+ngt, der verwendet
wurde, um bei der selektiven Amplifikation den Schritt der
reversen Transkription auszul�sen.[77,80] Die Ursache ist, dass
der Primer w+hrend der Ligationsreaktion in der L�sung
vorhanden war und von der Ligase zur Bildung einer Stamm-
Struktur genutzt wurde, die Teil des katalytischen Motivs ist.

K(rzlich wurde eine R�ntgenkristallstruktur einer modi-
fizierten Form der L1-Ligase mit 2.6 R Aufl�sung gel�st.[81]

Dies ist das einzige Ligaseribozym, f(r das eine Struktur in
atomarer Aufl�sung zur Verf(gung steht. In der Struktur
liegen terti+re Wechselwirkungen zwischen phylogenetisch
konservierten Resten in der N+he der Drei-Helix-Kreuzung
und Nucleotiden in unmittelbarer Nachbarschaft zur Ligati-

onsstelle vor. Die Wechselwirkun-
gen umfassen ein GAU-Basentri-
plett sowie ionische Wechselwir-
kungen zwischen einem koordi-
nierten Mg2+-Ion und drei Phos-
phatgruppen. Die Struktur l+sst
vermuten, dass das Ribozym weder
mit anderen Sequenzen an der Li-
gationsstelle wirksam w+re noch
einen intermolekularen Templat-
Substrat-Komplex binden kann. Es

Tabelle 1: Durch In-vitro-Evolution erzeugte Ribozyme, die die Bildung einer 3’,5’-Phosphodiesterbin-
dung zwischen zwei templatgebundenen RNAs katalysieren.

Ligase Variante Selektionsrunden LJnge [nt] kcat [min�1] [Mg2+] [mm] pH T [8C] Lit.

Klasse I b1-207 14 119 14.4 60 7.4 22 [69,70]
hc hc16 10 337 0.26 50 7.5 50 [73]
L1 R8-9 13 96 0.37 60 7.7 25 [77,80]
R3 R3C 16 71 0.32 25 8.5 23 [78]
DSL cis-DSL-1S 9 140 0.12 50 7.7 37 [79]
P4-P6 Klon I 11 153 0.003 80 8.5 37 [83]
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scheint daher unwahrscheinlich, dass die L1-Ligase durch In-
vitro-Evolution zu einem Polymeraseribozym evolviert
werden kann.

Die R3C-Ligase d(rfte ebenfalls kein guter Ausgangs-
punkt f(r die Entwicklung eines RNA-Polymeraseribozyms
sein, weil sie ebenfalls nicht in der Lage scheint, einen inter-
molekularen Templat-Substrat-Komplex zu binden. Aller-
dings konnte die R3C-Ligase genutzt werden, um den Zu-
sammenhang zwischen konstitutiver Komplexit+t und Evol-
vierbarkeit der katalytischen Funktion zu untersuchen.[78] Die
urspr(ngliche Version dieser Ligase wurde nach zehn Runden
der In-vitro-Evolution erhalten, ausgehend von einer Popu-
lation von RNAs zuf+lliger Sequenz, die Adenosin, Guanosin
und Uridin, aber kein Cytidin enthielten. Sie tr+gt die Be-
zeichnung R3-Ligase („random 3-letter“), enth+lt 74 Nucleo-
tide (25 A, 32 U, 17 G) und erreicht einen kcat-Wert von
0.013 min�1 sowie einen KM-Wert von 6.2 mm (gemessen in
Gegenwart von 25 mm MgCl2 und 50 mm KCl bei pH 8.5 und
23 8C). Die R3-Ligase wurde anschließend mit Cytidinresten
in einer H+ufigkeit von 1% pro Nucleotidposition versehen,
einer hypermutagenen PCR unterzogen und sechs weiteren
Runden der In-vitro-Evolution ausgesetzt. Diese Prozedur
f(hrte zur R3C-Ligase, die 73 Nucleotide enth+lt (22 A, 24 U,
20 G, 7 C) und einen kcat-Wert von 0.32 min�1 sowie einenKM-
Wert von 0.4 mm erzielt (gemessen unter den gleichen Be-
dingungen wie zuvor). Das hinzugef(gte Cytidin resultierte in
einer 25fach h�heren Katalysegeschwindigkeit, was einer
Umlagerung der Drei-Helix-Kreuzung und einer damit ver-
bundenen h�heren Stabilit+t der GC-Paare in der Umgebung
der Kreuzung zugeschrieben wurde.

In einem umgekehrten Experiment wurde die R3-Ligase
so ver+ndert, dass sie nur noch zwei Arten von Nucleotiden
enthielt: 2,6-Diaminopurin (D) und Uracil.[82] Zuerst wurden
dabei alle Adeninreste durch Diaminopurin ersetzt, dann die
GU-Paare durch DU-Paare und schließlich die ungepaarten
Guaninreste durch jeweils gleiche Anteile von Diaminopurin
und Uracil. Danach wurden zehn Runden In-vitro-Evolution
ausgef(hrt, die zur 83 Nucleotide (50 D und 33 U) enthal-
tenden R2-Ligase f(hrten. Dieses Ribozym erreicht nur eine
Katalysegeschwindigkeit von 0.0011 min�1. Die R2-Ligase
kann wegen ihrer hohen Selbstkomplementarit+t sehr leicht
andere Konformationen einnehmen, und nur 6–8% der Mo-
lek(le falten in die aktive Konformation. Die Katalysege-
schwindigkeit der R2-Ligase ist 12-mal niedriger als die der
R3-Ligase, dies entspricht aber immer noch einer Beschleu-
nigung um den Faktor 3.6 Q 104 gegen(ber der unkatalysierten
Reaktion. Das Beispiel der R2-Ligase zeigt auf, wie die
Darwinsche Evolution eine makromolekulare Funktion
selbst ausgehend von einem stark eingeschr+nkten Satz von
chemischen Bausteinen erzeugen kann.

Das neueste Ribozym mit 3’,5’-Ligase-Aktivit+t ist die
DSL-Ligase („designed and selected ligase“),[79] die von
Inoue und Mitarbeitern mit einem +hnlichen Ansatz wie zur
Evolution der hc-Ligase erzeugt wurde. Die Anfangspopula-
tion von RNAs enthielt 30 Nucleotide zuf+lliger Sequenz, die
an ein Strukturger(st konjugiert wurden, das von einem na-
t(rlich vorkommenden Ribozym abgeleitet war. Zus+tzlich
wurden terti+re Erkennungselemente in die Molek(le ein-
gebaut, die nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen dem

Strukturger(st und dem Templat-Substrat-Komplex erm�g-
lichen. W+hrend der In-vitro-Evolution wurde das Templat
mit dem 5’-Ende der Ger(stdom+ne verbunden, man hoffte
aber, dass die terti+ren Erkennungselemente dem Ribozym
letztlich die M�glichkeit geben w(rden, an einem freien
Templat-Substrat-Komplex zu operieren. Die DSL-Ligase
wurde nach insgesamt zehn Runden In-vitro-Evolution er-
halten. Die aktivste Form enth+lt 140 Nucleotide und erreicht
eine Katalysegeschwindigkeit von 0.12 min�1 (gemessen in
Gegenwart von 50 mmMgCl2 und 200 mm KCl bei pH 7.7 und
37 8C). Die Ligase kann auf 60 Nucleotide verk(rzt werden
und ist tats+chlich in der Lage, mit einem freien, externen
Templat-Substrat-Komplex zu reagieren, solange der Kom-
plex die passenden terti+ren Erkennungselemente enth+lt.

Ein weiteres 3’,5’-Ligaseribozym erhielten Inoue und
Mitarbeiter durch einen +hnlichen Ansatz, bei dem ein gr�-
ßeres Strukturger(st verwendet und der Entwurf weniger
modular gestaltet wurde.[83] Das erzeugte Ribozym, das die
Autoren von der P4-P6-Dom+ne des nat(rlich vorkommen-
den Tetrahymena-Ribozyms ableiteten, erzielte eine Kataly-
segeschwindigkeit von nur 0.0027 min�1 (gemessen in Ge-
genwart von 80 mm MgCl2 und 50 mm KCl bei pH 8.5 und
37 8C). Eine weitere evolution+re Optimierung wurde bislang
nicht unternommen, zumal die DSL-Ligase die interessante-
ren Eigenschaften hat. Die DSL-Ligase hat das Potenzial, zu
einer RNA-Polymerase evolviert zu werden. Ihnlich wie die
Klasse-I- und hc-Ligasen kann sie die templatunterst(tzte
Addition von NTPs an das 3’-Ende eines Oligonucleotid-
Primers katalysieren.[79] Bevor die DSL-Ligase aber jemals als
eine Polymerase agieren kann, m(ssen die terti+ren Erken-
nungselemente, die in einer auf den Templat-Substrat-Kom-
plex bezogenen Position fixiert sind, durch ein anderes
Erkennungselement ersetzt werden, das mit den zunehmend
gr�ßer werdenden Produkten der Polymeraseverl+ngerung
zurechtkommt.

6. Evolution eines RNA-Polymeraseribozyms

6.1. Von der Ligase zur Polymerase

Das einzige Ligaseribozym, das bislang zu einer RNA-
abh+ngigen RNA-Polymerase evolviert werden konnte, ist
die Klasse-I-Ligase.[76] Bartel und Mitarbeiter gingen dabei
von der b1-207-Form dieses Ribozyms aus (Abbildung 5B),
f(hrten zuf+llige Mutationen ein und konjugierten 76 Nu-
cleotide zuf+lliger Sequenz an das 3’-Ende. Die interne
Templatregion wurde deletiert, und stattdessen wurde ein
externes Templat bereitgestellt. Weiterhin wurde der Oli-
gonucleotid-Primer (ber eine 5’,5’-Phosphodiesterbindung an
das 5’-Ende des Ribozyms angef(gt. An die Population dieses
RNA-Konstrukts wurde die Anforderung gestellt, die tem-
platgelenkte Addition von NTPs an das 3’-Ende des Primers
zu katalysieren. Die Selektion erfolgte durch Anlagerung
eines chemischen Markers (N6-Biotinyladenin oder 4-Thio-
uracil), der im letzten zu addierenden NTP enthalten war.
Ribozyme, die ein N6-Biotinyl-ATP einbauten, wurden (ber
die Bindung an Streptavidin selektiert, w+hrend solche, die 4-
Thio-UTP einbauten, (ber dieWechselwirkung des Thiols mit
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in Polyacrylamid eingelagertem N-Acryloylaminophenyl-
quecksilberacetat und der entsprechend verz�gerten Mobili-
t+t selektiert wurden. Der Biotin-Marker ergab einige uner-
w(nschte Nebeneffekte, wogegen die 4-Thiouracil-Methode
sehr erfolgreich zur selektiven Anreicherung von Ribozymen
f(hrte, die die NTP-Addition katalysieren.

Nach zehn Runden In-vitro-Evolution wurden Individuen
aus der Population kloniert und sequenziert. Dabei wurde ein
einzelner Klon identifiziert, der (ber einen templatvermit-
telten Mechanismus mehrere NTPs an das 3’-Ende eines ex-
ternen Oligonuleotid-Primers anf(gte.[76] Dieser spezielle
Klon wurde in zuf+lliger Weise mutiert und acht weiteren
Evolutionsrunden ausgesetzt. Abermals wurden Individuen
aus der Population isoliert, und ein Klon mit besonders ro-
buster Polymeraseaktivit+t wurde identifiziert. Dieser wurde
anhand eines Vergleichs mit Sequenzen anderer aktiver
Klone weiter modifizert, sodass letztlich ein als „18.12.23“
bezeichnetes Ribozym erhalten wurde (auch als Class-I-de-
rived-Polymerase bezeichnet). Dieses bemerkenswerte
Ribozym, das 189 Nucleotide enth+lt, ist in der Lage, bis zu
14 NTPs nacheinander an ein externes RNA-Templat zu po-
lymerisieren (Abbildung 6). Es weist eine hohe Genauigkeit
bei der Nucleotid-Addition auf und kann an verschiedensten
Templatsequenzen operieren.

6.2. Eine robustere RNA-Polymerase

Bei n+herer Betrachtung des Polymeraseribozyms lassen
sich mehrere Einschr+nkungen erkennen: So betr+gt z.B. die
Katalysekonstante f(r die NTP-Addition zwar (ber 1 min�1,
der KM-Wert f(r das Konjugat mit dem externen Templat-
Primer-Komplex ist aber unmessbar groß und liegt (ber

1 mm.[76, 84] In der Praxis bedeutet dies, dass bei typischen
Konzentrationen von 1 mm des Templat-Primer-Komplexes
ungef+hr zwei Stunden f(r ein erfolgreiches Substratbin-
dungsereignis ben�tigt werden. Mit den meisten Templaten
weist das Ribozym eine nur geringe Prozessivit+t auf, d.h., es
ist kaum in der Lage, mehrere NTPs anzuf(gen, bevor es vom
Templat-Primer-Komplex dissoziiert.[84] F(r das n+chste er-
folgreiche Bindungsereignis werden daher weitere zwei
Stunden ben�tigt. Die Phosphodiesterbindungen des Ribo-
zyms werden unter den bevorzugten Reaktionsbedingungen
von 200 mm MgCl2, pH 8.5 und 22 8C mit einer Geschwin-
digkeitskonstanten von ca. 10�2 min�1 nichtspezifisch gespal-
ten.[85] Dies bedeutet, dass im Wettlauf zwischen NTP-Addi-
tion und Ribozymabbau zw�lf NTPs in 24 Stunden addiert
werden k�nnen, sehr viel mehr ist aber nicht m�glich, da das
Ribozym dann weitgehend abgebaut ist.

Eine zweite Einschr+nkung des 18.12.23-Polymerase-
ribozyms besteht darin, dass es zwar unter Verwendung eines
speziellen Templats bis zu 14 NTPs anf(gen kann, mit vielen
anderen Templaten aber nur einige wenige NTPs bew+ltigt.[84]

Schon eine kleine Ver+nderung in der Sequenz des Templats
verringert das Ausmaß der NTP-Addition drastisch. Eine
dritte Einschr+nkung ist, dass zwar die Genauigkeit der
Templatvervielf+ltigung bezogen auf das Volll+ngenprodukt
hoch ist, die Gesamtgenauigkeit aber betr+chtlich darunter
liegt, weil der Einbau eines falschen NTP die nachfolgende
Strangverl+ngerung deutlich verlangsamt.[86] Eine vierte
Einschr+nkung ist schließlich, dass die Affinit+t der NTP-
Bindung zum Templat haupts+chlich von der St+rke der
Watson-Crick-Basenpaare bestimmt wird, was eine hohe
Konzentrationen von NTPs erforderlich macht und dazu
f(hrt, dass GC-Basenpaare generell bevorteilt sind.[76]

Im Prinzip kann man jede dieser Einschr+nkungen durch
weitere Evolution (berwinden, und es wurden auch einige
Versuche in diese Richtung unternommen. Lawrence und
Bartel kehrten nochmals zu derjenigen Ribozympopulation
zur(ck, die nach den ersten drei Runden der In-vitro-Evolu-
tion zur Verbesserung der Polymeraseaktivit+t erhalten
worden war, und schlugen davon ausgehend einen anderen
Weg ein.[87] Sie selektierten nicht in Bezug auf den Einbau von
N6-Biotinyladenin-Resten, die sich in vorherigen Studien als
problematisch erwiesen hatten, sondern in Bezug auf den
Einbau von zwei 4-Thiouracil-Resten. Zur Selektion wurden
die umgesetzten Molek(le an der Grenzfl+che zwischen
einem Standard-Polyacrylamidgel und einem Quecksilber-
haltigen Poylacrylamidgel abgefangen. Nach elf Evolutions-
runden konnten mehrere neue Ribozymmotive identifiziert
werden, von denen sich einige als brauchbare Polymerasen
erwiesen; keine erreichte aber das Leistungsverm�gen der
zuvor identifizierten 18.12.23-Polymerase.

In einer neueren Studie verwendeten Zaher und Unrau
eine Wasser-in-Sl-Emulsion, um Ribozympolymerasen
anhand ihrer Aktivit+t in isolierten Kompartimenten der
Emulsion zu selektieren.[86] Als Startsystem w+hlten sie die
18.12.23-Polymerase und mutierten diese mit einer H+ufig-
keit von 3% pro Nucleotidposition in der urspr(nglichen
Ligasedom+ne und 10% pro Nucleotidposition in der ange-
f(gten 3’-terminalen Dom+ne. Eine Population ribozymko-
dierender DNAs wurde in den einzelnen Kompartimenten

Abbildung 6. RNA-katalysierte Polymerisation von RNA. A) Die als
Ribozym agierende Klasse-I-Ligase (links) wurde zu einer RNA-Polyme-
rase (rechts) weiterentwickelt, die die Addition von NTPs an das 3’-
Ende eines templatgebundenen Oligonucleotid-Primers katalysiert.
B) In Gegenwart eines speziellen Templats (aus 21 Nucleotiden) und
eines komplementJren Primers (aus 7 Nucleotiden) kann die Polyme-
rase die Addition von bis zu 14 NTPs katalysieren und so ein vollstJn-
diges Doppelstrangprodukt liefern.
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der Emulsion verteilt, die außerdem T7-RNA-Polymerase,
die vier NTPs und ein Templat f(r die RNA-katalysierte
Primerverl+ngerung enthielten. Der RNA-Primer wurde an
das 3’-Ende der ribozymkodierenden DNA konjugiert. In-
nerhalb der Kompartimente setzte Transkription ein, und die
entstehenden RNAs wurden nach ihrer F+higkeit zur Ver-
l+ngerung des Primers selektiert; auf diese Weise wurden
diejenigen DNAs markiert, die f(r die Ribozyme kodieren,
welche die Primerverl+ngerung katalysieren. Die markierten
DNAs wurden aus der Emulsion gewonnen und amplifiziert,
und die erhaltenenDNA-Kopien wurden in einem neuen Satz
von Kompartimenten verteilt. Um große und diverse Ribo-
zympopulationen untersuchen zu k�nnen, wurden Methoden
entwickelt, die die Handhabung von 3 L der Wasser-in-Sl-
Emulsion mit ca. 1015 unterschiedlichen Individuen erm�gli-
chen.

Nach sechs Runden selektiver Amplifikation in den
Kompartimenten wurde ein Ribozym identifiziert – bezeich-
net als B6.61 –, das rund dreifach schneller katalysierte als die
18.12.23-Polymerase.[86] Auch dieses Ribozym bindet nur
schwach an den Templat-Primer-Komplex, kann aber
20 NTPs nacheinander an ein externes RNA-Templat poly-
merisieren. Diese Verbesserung ist vor allem auf die h�here
Genauigkeit der B6.61-Polymerase zur(ckzuf(hren, die die
Wahrscheinlichkeit eines Kettenabbruchs durch Einbau eines
falschen NTP verringert.

Ein RNA-Polymeraseribozym, das lange RNA-Template
beliebiger Sequenz kopieren kann, steht bislang nicht zur
Verf(gung, allerdings scheint die Entwicklung eines solchen
Katalysators durchaus machbar. Vielleicht f(hrt die weitere
Evolution von Abk�mmlingen der Klasse-I-Ligase zum
Erfolg. Voraussetzung w+re eine verbesserte Erkennung des
externen Templat-Substrat-Komplexes und eine noch h�here
Genauigkeit und Sequenztoleranz. Vielleicht ist es m�glich,
durch weitere Evolution des DSL-Liganden oder eines der
anderen oben diskutierten Ligaseribozyme ein effizientes
Polymeraseribozym zu erhalten. Wahrscheinlicher ist aber,
dass man wieder bei einem großen Pool von RNAs zuf+lliger
Sequenz beginnen muss und eine große Zahl von Evoluti-
onsrunden zur Selektion eines Polymeraseribozyms ausf(h-
ren muss. Bislang hat niemand eine Ligase evolviert, die von
Beginn an auf ihre F+higkeit zur Katalyse der NTP-Addition
an einen externen Templat-Substrat-Komplex selektiert
wurde. Mit zunehmenden Fortschritten bei denMethoden der
In-vitro-Evolution – Beispiele hierf(r sind die Verwendung
von Wasser-in-Sl-Emulsionen sowie Erkenntnisse (ber nie-
dermolekulare Cofaktoren, die die RNA-Katalyse unter-
st(tzen k�nnen – r(ckt die Entwicklung eines robusten RNA-
Polymeraseribozyms in greifbare N+he.

7. Evolution von Ribozymen durch seriellen Transfer

Wenn es gel+nge, ein ausreichend leistungsf+higes RNA-
Polymeraseribozym zu entwickeln, k�nnte dieses genutzt
werden, um anstelle der Qb-Replikase die In-vitro-Evolution
einer RNA durch seriellen Transfer auszuf(hren. Genau wie
die Qb-Replikase m(sste das Replikaseribozym Plus- und
Minus-Str+nge der evolvierenden RNAs vervielf+ltigen

k�nnen. Außerdem w(rde ein Mechanismus ben�tigt, der die
beiden Str+nge des RNA-Doppelstrangs trennt, +hnlich wie
es die Qb-Replikase tut, indem sie eine Faltung des neu
synthetisierten Strangs verursacht und ihn dadurch vom
Templat l�st.[88] Anders jedoch als die Qb-Replikase k�nnte
ein solches Replikaseribozym in der Lage sein, ein breites
Spektrum von Templatsequenzen zu vervielf+ltigen, sodass
die Entwicklung von RNAs mit katalytischer Funktion, ein-
schließlich Polymeraseaktivit+t, m�glich w(rde.

7.1. Kontinuierliche Evolution

Die meisten In-vitro-Evolutionsexperimente mit Ribozy-
men wurden schrittweise ausgef(hrt, wobei das Reaktions-
material in aufeinander folgenden Runden von selektiver
Amplifikation und Mutation umfangreich manipuliert wird.
Mit bestimmten Ligaseribozymen ist es aber m�glich, die
RNAs auf kontinuierliche Weise mithilfe einer seriellen
Transferprozedur zu evolvieren, wie sie +hnlich von Spiegel-
man beschrieben wurde (Abbildung 7).[89] Die Reaktionsmi-

schung f(r die kontinuierliche Evolution von Ribozymen ist
komplexer als die zur Evolution der Qb-RNA eingesetzte
Mischung: Ben�tigt werden Startribozyme, das Substrat f(r
die RNA-katalysierte Ligation, die beiden Polymerasepro-
teine (reverse Transkriptase und T7-RNA-Polymerase) f(r
die isotherme RNA-Amplifikation, der DNA-Primer zur Ini-
tiierung der cDNA-Synthese, die vier dNTPs, die vier NTPs,
MgCl2, KCl sowie Puffer. Das Substrat mit der Sequenz des
T7-RNA-Polymerasepromotors ist ein chim+res Molek(l, das
f(nf oder mehr Desoxyribonucleotide an seinem 5’-Ende und
ein oder mehrere Ribonucleotide an seinem 3’-Ende tr+gt.[90]

Jedes Ribozym in der Reaktionsmischung, das ein Sub-
stratmolek(l an sein 5’-Ende ligiert (durch Reaktion zwischen
der 3’-Hydroxygruppe des Substrats und dem 5’-Triphosphat
des Ribozyms), wird also zugleich mit der Promotorsequenz
ausgestattet. Diejenigen RNAs, die diese Umsetzung einge-
hen, werden durch reverse Transkription in doppelstr+ngige
Molek(le (berf(hrt, die beide Str+nge des T7-Promotors

Abbildung 7. Kontinuierliche In-vitro-Evolution des Klasse-I-Ligaseribo-
zyms.[89] Das Ribozym katalysiert die Ligation eines chimJren DNA-
RNA-Substrats an sein 5’-Ende (blau DNA, rot RNA). Das Substrat hat
die Sequenz des T7-RNA-Polymerasepromotors (prom). Die reverse
Transkription der umgesetzten Ribozyme – nicht aber der nichtumge-
setzten – ergibt doppelstrJngige MolekKle, die durch die T7-RNA-Poly-
merase transkribiert werden und vielfache Kopien der Tochter-RNA er-
zeugen. Das 5’-Triphosphat (PPP) wird bei der Transkription wiederher-
gestellt, und der nJchste Replikationszyklus kann beginnen.
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enthalten. Nichtumgesetzte RNAs werden ebenfalls revers
transkribiert, wobei aber die RNA in Form eines RNA-DNA-
Heterodoppelstrangs maskiert wird, der unreaktiv ist und
keinen Promotor tr+gt. Molek(le, die den doppelstr+ngigen
Promotor enthalten, werden von der T7-RNA-Polymerase
erkannt, die dann vielfache Kopien der RNA erzeugt, von
denen jede ein 5’-Triphosphat tr+gt. Die Transkription be-
ginnt an der durch die RNA-katalysierte Ligation erhaltenen
Verbindungsstelle. Die neu synthetisierten RNAs liegen
daher in einer Form vor, in der sie in der Lage sind, weitere
Ligationen einzugehen.

Die kontinuierliche Evolution l+uft solange, bis der
Vorrat an Substratmolek(len (oder einem anderen umsatz-
bestimmenden Reagens) ersch�pft ist. Man kann der Reak-
tionsmischung Aliquote entnehmen und in neue Reaktions-
gef+ße mit frischem Materialvorrat (berf(hren. Nur diejeni-
gen Ribozyme, die mit dem Aliquot (berf(hrt werden, haben
Gelegenheit, in der n+chsten Reaktionsmischung zu reagie-
ren. Damit ein Ribozym (berleben kann, m(ssen mehrere
Bedingungen erf(llt sein: 1) Die Reaktion des Ribozyms mit
dem Substrat muss schneller sein als die reverse Transkripti-
on. 2) Das Ribozymmuss gen(gendKopien erzeugen, um den
Verd(nnungsfaktor beim Transfer auszugleichen. 3) Das
Ribozym muss mit den anderen Ribozymen in der Reakti-
onsmischung in der Weise konkurrieren, dass es m�glichst
viele Kopien erzeugt, bevor der Transfer vorgenommen wird.

Die Klasse-I-Ligase war das erste Ribozym, das einer
kontinuierlichen In-vitro-Evolution unterzogen wurde.[89] Die
b1-207-Form der Klasse-I-Ligase wurde so modifiziert, dass
ihre interne Templatregion zu einem Substrat mit der Se-
quenz des T7-Promotors komplement+r war. Dieses modifi-
zierte Ribozym setzte sich nur schlecht mit einem reinen
RNA-Substrat um und zeigte keine Aktivit+t zur Ligation des
chim+ren DNA-RNA-Substrats. Anschließend wurden f(nf-
zehn schrittweise Evolutionsrunden ausgef(hrt, in denen
unter Bedingungen, die f(r die Klasse-I-Ligase g(nstig sind,
eine Katalysegeschwindigkeit von 0.1 min�1 erzielt wurde –
allerdings waren die erhaltenen Ribozyme unter Bedingun-
gen, wie sie von der reversen Transkriptase und der T7-RNA-
Polymerase ben�tigt werden (z.B. 25 mm MgCl2 und 50 mm

KCl bei pH 8.5 und 37 8C), noch immer deutlich weniger aktiv
als die urspr(ngliche b1-207-Form. Daher wurde zun+chst
eine schnelle Evolutionsprozedur verwendet, um die Ribo-
zyme an die erw(nschten Bedingungen anzupassen. Hierzu
wurde jeweils zwischen zwei Reaktionsmischungen abge-
wechselt (einer f(r die RNA-Katalyse und einer f(r die se-
lektive isotherme Amplifikation), deren Zusammensetzung
allm+hlich angen+hert wurde. Nach 100 Runden dieser Pro-
zedur war die Population von Ribozymen in der Lage, mit
dem chim+ren Substrat unter den gew(nschten Bedingungen
mit einer Katalysegeschwindigkeit von > 1 min�1 zu reagie-
ren.

Die aus dieser Evolutionsprozedur erhaltenen Molek(le
wurden f(r eine kontinuierliche In-vitro-Evolution verwen-
det.[89] W+hrend der ersten 24 Transfers betrug die Inkubati-
onszeit eine Stunde bei einem Verd(nnungsfaktor von 1000.
Wie in Spiegelmans Experiment von 1967[2] wurde der Ver-
d(nnungsfaktor in den weiteren Transfers konstant gehalten,
und die Inkubationszeit wurde soweit verk(rzt, wie es die

Population tolerierte (am Ende 15 Minuten). Insgesamt
wurden 100 Transfers ausgef(hrt, entsprechend einer Ge-
samtverd(nnung von ca. 10300 (Abbildung 8). Dies ist eine

beeindruckende Zahl, man aber darf nicht vergessen, dass das
System einem exponentiellen Wachstum unterliegt, das (ber
die wiederholten Verd(nnungsstufen aufrechterhalten bleibt.
Jedes Ligationsereignis resultiert in der Bildung von ungef+hr
zehn Kopien der umgesetzten RNA. Damit entspricht eine
Amplifikation um den Faktor 10300 ungef+hr 300 Runden aus
Ligation und selektiver Amplifikation.

Die Ribozyme, die nach 100 Transfers mit kontinuierli-
cher Evolution entstanden waren, enthielten rund 30 Muta-
tionen bezogen auf die b1-207-Ligase und rund 15 Mutatio-
nen bezogen auf die Molek(le, die zu Beginn der kontinu-
ierlichen Evolution vorlagen.[89] Diese Mutationen ergaben
eine 104fache Steigerung der Katalyseeffizienz des Ribozyms,
die sich aus einer jeweils 102fachen Verbesserung in kcat und
KM zusammensetzt. Die Erh�hung der Katalysegeschwin-
digkeit konnte nur schwer auf eine bestimmte Mutation zu-
r(ckgef(hrt werden, w+hrend die verbesserte Gleichge-
wichtskonstante eindeutig aus einer l+ngeren internen Tem-
platregion des Ribozyms resultierte. Eine besonders gut un-
tersuchte Variante, die E100-3-Ligase, die am Ende der 100
Transfers erhalten wurde, ergabWerte von kcat= 21 min�1 und
KM= 1.7 mm.[91] Ihre Verdopplungszeit betr+gt 1.5 Minuten im
kontinuierlichen In-vitro-Evolutionsgemisch, entsprechend
der Produktion von 1012 Kopien pro Stunde unter exponen-
tiellen Wachstumsbedingungen.

7.2. Neue Anforderungen an kontinuierlich evolvierende
Ribozyme

Randomisierte Varianten der E100-3-Ligase wurden in
einer Reihe von kontinuierlichen Evolutionsexperimenten
eingesetzt. Hieraus resultierten Tochterligasen mit ver+nder-
ten Ph+notypen, z.B. der F+higkeit, in Gegenwart verringer-
ter MgCl2-Konzentrationen

[92] oder unter sauren (pH 5.8)
oder alkalischen Bedingungen (pH 9.8) zu funktionieren.[93]

In anderen Studien wurden Strategien der kontinuierlichen
Evolution angewendet, um klassischen Fragen der Evoluti-

Abbildung 8. Kontinuierliche Evolution von Ribozymen, die eine RNA-
Ligation katalysieren,[89] zu Varianten, die eine oder zwei NTP-Additio-
nen mit anschließender RNA-Ligation katalysieren.[97] Insgesamt 265
Transfers wurden ausgefKhrt, bei 1000facher VerdKnnung pro Transfer
und variierender Zeit zwischen den Transfers. Das Diagramm zeigt die
Konzentration von Ribozymen vor und nach jedem Transfer.

Molekulare Evolution
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onsbiologie nachzugehen, betreffend etwa die Wahrschein-
lichkeit von wiederkehrenden evolution+ren Ergebnissen[94]

oder die Auswirkungen einer progressiven Anreicherung von
sch+dlichen Mutationen.[95] In einer Versuchsreihe,[91] die an
die Studie erinnert, in der Qb-RNA hinsichtlich einer Resis-
tenz gegen Ethidiumbromid evolviert wurde,[14,15] wurde ein
Ribozym-inaktivierendes DNA-Enzym eingesetzt,[96] gegen
welches das Ribozym Resistenz entwickeln sollte. Das DNA-
Enzym war so entworfen, dass es das Ligaseribozym unmit-
telbar neben der Ligationsstelle spaltet und so inaktiviert. Die
Bindung des DNA-Enzyms an das Ribozym beruhte auf der
Bildung von Watson-Crick-Paaren mit Nucleotiden in der
Umgebung der internen Templatregion des Ribozyms. Diese
Nucleotide k�nnen nicht mutiert werden, da sie vom Ribo-
zym zur Erkennung seines eigentlichen Substrats ben�tigt
werden. Von der Ribozympopulation wurde dieses schwierige
Evolutionsproblem auf zweierlei Art bew+ltigt:[91] Erstens
wurden sterisch blockierende Mutationen an beiden Enden
der internen Templatregion eingebaut (zusammen mit aus-
gleichenden Mutationen, um die richtige Faltung der Ribo-
zymstruktur zu gew+hrleisten), die die F+higkeit des DNA-
Enzyms zur Spaltung des Ribozyms um das 2000fache ver-
minderten. Zweitens wurden Mutationen eingebaut, die den
KM-Wert des Ribozyms f(r sein eigentliches Substrat ver-
besserten. Auf diese Weise war das Ribozym in der Lage,
mehr von seinem eigentlichen Substrat und damit weniger
vom konkurrierenden DNA-Enzym zu binden.

Strategien der kontinuierlichen In-vitro-Evolution
wurden auch genutzt, um Varianten der E100-3-Ligase zu
gewinnen, die eine oder zwei NTP-Additionen mit anschlie-
ßender Ligation ausf(hren.[97] Erreicht wurde dies, indem das
Oligonucleotidsubstrat um ein oder zwei Nucleotide gek(rzt
und dem Ribozym die Aufgabe gestellt wurde, die Promo-
torsequenz durch Addition der passenden NTPs zu vervoll-
st+ndigen und dann selbst an das verl+ngerte Substrat zu li-
gieren. Die Ribozyme wurden zun+chst nach ihrer F+higkeit
selektiert, eine einzelne NTP-Addition mit anschließender
Ligation auszuf(hren. Ben�tigt wurden hierzu f(nf Runden
schrittweiser Evolution und 105 Transfers mit kontinuierli-
cher Evolution bei 1000facher Verd(nnung pro Transfer
(Abbildung 8). Danach wurden die Ribozyme nach ihrer
F+higkeit zur Addition von zwei NTPs mit anschließender
Ligation selektiert, was acht Runden schrittweiser Evolution
und 60 Transfers mit kontinuierlicher Evolution bei
1000facher Verd(nnung pro Transfer erforderte. Ein typi-
sches Ribozym, das aus der resultierenden Population isoliert
wurde – bezeichnet als E278-19 –, enth+lt 30 Mutationen
bezogen auf die E100-3-Ligase. Es f(hrt zwei templatge-
steuerte NTP-Additionen mit anschließender Ligation bei
einer Gesamtgeschwindigkeit von 3Q 10�4 min�1 aus (gemes-
sen in Gegenwart von 2 mm jedes NTP, 25 mm MgCl2 und
50 mm KCl bei pH 8.5 und 37 8C).

Keinen Erfolg brachten Versuche, Strategien der konti-
nuierlichen Evolution zur Entwicklung von Ribozymen zu
nutzen, die drei oder mehr NTP-Additionen mit anschlie-
ßender Ligation ausf(hren k�nnen.[97] Wenn das Substrat um
drei Nucleotide gek(rzt wurde, wichen die Ribozyme dem
Selektionsdruck aus, indem sie neue, nicht-standardm+ßige
Promotorsequenzen erzeugten, die ebenfalls zur Transkrip-

tion bef+higt waren. Es k�nnte deshalb sehr schwierig sein,
mithilfe solcher Strategien effiziente RNA-Polymeraseribo-
zyme zu entwickeln. Außerdem ist zu bedenken, dass sich
Methoden der kontinuierlichen Evolution auf eine (ber-
schaubare Zahl chemischer Reaktionen beschr+nken. Im
Prinzip k�nnen solche Strategien auf bindungsbildende Re-
aktionen angewendet werden, die zur Konjugation eines
promotortragenden Substrats an das 5’-Ende des Ribozyms
f(hren; Bedingung ist aber, dass die neu gebildete Bindung
durch die reverse Transkriptase verschoben werden kann und
die reaktive Gruppe am 5’-Ende des Ribozyms w+hrend der
Transkription wiederhergestellt wird.

Bisher gelang die In-vitro-Evolution durch seriellen
Transfer nur f(r Qb-RNA, bestimmte nichtfunktionale Nu-
cleins+uren, die isotherm amplifiziert werden k�nnen,[98,99]

und schnell reagierende Ligaseribozyme. Der serielle Trans-
fer findet breite Anwendung als eine Methode zur Fort-
pflanzung von bakteriellen und eukaryotischen Zellen sowie
auch seit langem schon zur Zucht von Pflanzen und Haus-
tieren. Jedoch sind dies biologische Prozesse, die per Defini-
tion nicht in vitro ausgef(hrt werden k�nnen.

8. In-vitro-Evolution heute und morgen

Es hat sich als schwierig erwiesen, ein zweites Ribozym
neben der Klasse-I-Ligase zu erhalten, das in der Lage ist, an
einer kontinuierlichen In-vitro-Evolution teilzunehmen. Kein
anderes Ligaseribozym erreicht bisher die Katalysege-
schwindigkeit der Klasse-I-Ligase – eine hohe Katalysege-
schwindigkeit ist aber f(r eine kontinuierliche Evolution
notwendig, weil das Ribozym reagieren muss, bevor es durch
die reverse Transkriptase inaktiviert wird.

Eine zweite Familie von kontinuierlich evolvierbaren
Ribozymen, die erst k(rzlich eingef(hrt wurde, sind Varian-
ten der DSL-Ligase.[100] Die DSL-Ligase wurde zun+chst so
modifiziert, dass sie mit einem die Sequenz des T7-RNA-
Polymerasepromotors tragenden Substrat reagieren konnte,
was allerdings zu einem Verlust der Aktivit+t f(hrte. Dem-
entsprechend wurde eine schrittweise Evolution ausgef(hrt,
wobei ein geringer Grad an Aktivit+t wiederhergestellt
wurde. Anschließend wurde eine Dom+ne aus 35 Nucleotiden
zuf+lliger Sequenz angef(gt, und die Katalysegeschwindigkeit
wurde optimiert, indem Molek(le selektiert wurden, die in
nur 15 Millisekunden reagieren konnten. Diese sehr kurzen
Reaktionszeiten wurden unter Verwendung einer Quench-
Flow-Apparatur erzielt. Man erhielt eine Population von
Ribozymen, die eine kontinuierliche In-vitro-Evolution mit
(ber 80 Transfers bei einer mehr als 10200fachen Verd(nnung
einging.[100]

Da nun zwei Spezies von kontinuierlich evolvierenden
Ribozymen zur Verf(gung stehen, w+re es m�glich, Coevo-
lutionsstudien mit beiden Ribozymen in einer gemeinsamen
Umgebung vorzunehmen. Hiermit ließe sich z.B. untersu-
chen, inwiefern funktionelle molekulare Spezies konkurrie-
ren oder zusammenwirken. In-vitro-Untersuchungen zur
„molekularen Skologie“ mit zwei nicht-funktionellen, iso-
therm amplifizierbaren Nucleins+uren wurden bereits be-
schrieben.[101,102] In einer Studie fungierte die cDNA-Form des
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einen Molek(ls als cDNA-Primer des anderen Molek(ls,
sodass ein gekoppeltes System erhalten wurde, das f(r einen
kurzen Zeitraum funktionierte, bevor es der Bildung parasi-
t+rer Molek(le unterlag.[101] In einer anderen Studie fungier-
ten die cDNA-Formen zweier unterschiedlicher Molek(le
jeweils gegenseitig als Primer f(r das andere Molek(l, was zu
einem kooperativ gekoppelten System f(hrte, das ebenfalls
rasch parasit+r wurde.[102] Um gekoppeltes Verhalten in einem
In-vitro-Evolutionssystem (ber l+ngere Zeitr+ume aufrecht-
zuerhalten, ist es wohl erforderlich, dass jede Spezies ihre
eigene Funktion aus(ben kann und auf diese Weise amplifi-
zierbar und damit weniger anf+llig f(r nicht-funktionelle Pa-
rasiten ist.

Ein anderer Fortschritt mit Bezug zur kontinuierlichen In-
vitro-Evolution ist die Entwicklung eines Mikrofluidik-
Wafers, mit dem sich serielle automatisierte Verd(nnungen
vornehmen lassen.[103] Dieses System wurde verwendet, um
die kontinuierliche Evolution von Ligaseribozymen in Sub-
mikrolitervolumina auszuf(hren.[104] Die evolvierende Popu-
lation wird kontinuierlich mit einem konfokalen Lasermi-
kroskop (berwacht, wobei der interkalierende Farbstoff
Thiazolorange verwendet wird, der ein Fluoreszenzsignal der
Ribozymkonzentration erzeugt. Sobald eine frei w+hlbare
Schwellenkonzentration erreicht ist, werden computerge-
steuerte Mikroventile aktiviert, um ein Aliquot der Reakti-
onsmischung zu isolieren und dieses mit frischem Reakti-
onsgemisch zu verd(nnen. Dieser Prozess vonWachstum und
Verd(nnung kann viele Male wiederholt werden, analog zum
manuellen seriellen Transfer. Die Evolution auf einem Chip
ist weitaus pr+ziser und besser reproduzierbar als manuelle
Techniken.[103] Die Mikrofluidik-Evolutionsapparatur kann
(ber eine exponentielle Wachstumsphase variabler Dauer
eine Population von 109–1011 Individuen aufrechterhalten,
dann in 20 Sekunden eine 5- bis 25fache Verd(nnung vor-
nehmen, um dann wieder in die Wachstumsphase zu treten.

Eine Robotereinheit wurde zur In-vitro-Selektion von
RNA-Aptameren verwendet.[105] In einer neueren Arbeit
wurde eine Mikrofluidikapparatur beschrieben, die die
Schritte der Aptamerselektion automatisiert vornimmt, wenn
auch bislang kein Aptamer erhalten wurde.[106] Wie in Ab-
schnitt 3.1 erw+hnt, wurde ein Robotersystem mit seriellem
Transfer zur In-vitro-Evolution von Qb-RNA eingesetzt.[16]

Es ist anzunehmen, dass eine Mikrofluidikapparatur, wie sie
zur Evolution von Ligaseribozymen eingesetzt wurde, auch
f(r die Evolution von Qb-RNA genutzt werden kann. Die
letzte Stufe w+re, Mikrofluidikapparaturen zur Evolution von
Polymerase- und Ligaseribozymen einzusetzen, wobei dann
die M�glichkeit best(nde, Tausende von Selektionsrunden
ohne Benutzereingriff auszuf(hren. Wenn Bau- und Funkti-
onsweise eines Mikrofluidikchips erst einmal validiert sind,
lassen sich einzelne Chips kosteng(nstig anfertigen, und da
jeder Chip 24 einzelne Verd(nnungskreisl+ufe enth+lt, wird
es m�glich sein, evolvierende Ribozyme in parallelen Studien
sowie in Studien mit einer großen Zahl aufeinander folgender
Schritte zu untersuchen.

Ein (bergeordnetes Ziel der Evolutionsforschung ist die
Entwicklung eines Systems, das in einer selbsterhaltenden
Weise evolvieren kann, d.h. ohne die Hilfe von Proteinpoly-
merasen oder anderen informationstragenden Makromole-

k(len, die nicht selbst Bestandteil des evolvierenden Systems
sind. Gem+ß mancher Definitionen entspr+che dies der
Realisierung von Leben im Labor.[107–109] Ein vielverspre-
chender Ansatz hierf(r scheint die Entwicklung eines ro-
busten RNA-Polymeraseribozyms zu sein, das als eine RNA-
Replikase fungieren kann. Wie oben diskutiert wurde, d(rfte
dies ein betr+chtliches Ausmaß an In-vitro-Evolution erfor-
dern, beginnend bei entweder einem existierenden Ligase-
ribozym oder einer Population von RNAs zuf+lliger Sequenz.
Gl(cklicherweise werden die Methoden der In-vitro-Evolu-
tion zunehmend leistungsf+higer, sodass berechtigte Hoff-
nung besteht, dass RNA-Molek(le mit den ben�tigten kata-
lytischen Eigenschaften irgendwann erhalten werden k�nnen.

F(r die selbsterhaltende Evolution eines Replikaseribo-
zyms ist es notwendig, dass der katalytische Strang sowohl
Plus- als auch Minus-Str+nge der RNAvervielf+ltigt, die dem
Katalysator bzw. seinem komplement+ren Strang entspre-
chen. Es wurden Mechanismen vorgeschlagen, wie sich ein
Ribozym buchst+blich selbst vervielf+ltigen k�nnte,[110] viel
wahrscheinlicher ist aber, dass das Ribozym andere Molek(le
vervielf+ltigt, die die gleiche oder komplement+re Sequenz
wie das Ribozym haben. In einer selbsterhaltenden RNA-
Evolution sind diejenigen Ribozyme im Vorteil, die nur
solche RNA-Molek(le erkennen und amplifizieren, die eng
miteinander verwandt sind. Ein m�glicher Mechanismus
hierf(r beruht auf der Erkennung einer Markersequenz –
vielleicht einer tRNA entsprechend – jeweils an den Enden
der Plus- und Minus-Str+nge.[111] Die spezifische Erkennung
durch die Replikase – ob nun direkt mit der Substratbindung
zusammenh+ngend oder indem man Enzym und Substrat
r+umlich zusammenbringt – f(hrt dann zu einer „selektiven
Bevorzugung“, wie es erstmals durch Spiegelman f(r die
Replikation von RNA-Viren beschrieben wurde.[3] Diese Ei-
genschaft verst+rkt sich bei weiterer In-vitro-Evolution, was
dazu f(hrt, dass die Replikase immer selektiver in Bezug auf
die Substratsequenz wird. Damit w(rde ein System f(r die
k(nstliche Selektion vonMolek(len, dem ein Experimentator
die Selektionsbedingungen vorgibt, letztlich zu einer Form
von nat(rlicher Auslese im Labor f(hren, bei der funktionelle
Molek(le selbstst+ndig evolvieren, ohne auf einen bestimm-
ten Ph+notyp ausgerichtet zu sein.
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Anwendung der In-vitro-RNA-Evolution beteiligt waren.
Mein Dank gilt außerdem Leslie Orgel und Richard Lerner f!r
ihre vielen hilfreichen VorschlBge und Anmerkungen zum
Manuskript. Unsere Arbeiten werden durch das Exobiologie-
Programm der National Aeronautics and Space Administra-
tion und die National Institutes of Health unterst!tzt.
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