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Volker A. Erdm,ann 

Die Bedeutung der RNA-Techno,logi 1en 
für die Biot,echnologie und Medizin 1 

,(Vortrag in der gemeinsamen Sitzung der mathematisch-.naturwis enschaftlichen 
,und der biowissenschaftlich-medizinisch,en Kl:asse am 6. Mai 1994) 

In j·üngster Zeit hat sich in der Biochemie ein neues Forschungsgebiet entwickelt, 
das als RNA-Technologien bezeichnet wird. Diese Te,chn,ologien beruhen auf den 
inh.ärenten Eigen chaften der Ribonukleinsäu.ren (RNA), die in großer strukturel-
ler und funktioneller Vielfalt in den lebenden Zellen auftreten. In die em Arti~el 
oll der derz,eitige ,Stand der Forschung und ,der zukünftige Einfluß der RNA-

Technologien in den Bereichen der Biochemie, Molekularbiologie, Medizin und 
Biotechnologie .aufgezeigt werden. 

Einführung in die Ge.nexpression 

Die lebende Zelle zeichnet sich dadurch aus, daß sie na.ch ihrer Teilung den Toch-
terzellen identische Erbinf o,nnationen zukommen läßt. Diese Erbinf ormatio,nen 
befinden sich,. verschlüsselt als genetischer ,Code, in d,en Chr,omoso,men. Die 
Chromos,omen bestehen im we entliehen au ,der DNA (Des,oxyribonul<leinsäure), 
deren Struktur · ich au den vier Ba.u teinen (Nukleotide) zu ammen ,etzt, die in 
der u z chreibweise mit A, C, G und T bezei,chnet werden. Bei den DNA-Mo' ,e-
külen handelt es sich um äußerst große doppelsträngige Moleküle, bei denen sich 
zwei ko,mplementär,e Stränge zu der s,ogenannten Doppelhelix paaren. Die Aus-
bildung der Doppelhelix-Struktur wird dadurch ,ermöglicht, daß die Nukleotide A 
mit T un,d C mit G Basenpaarungen eingehen können. 
In Abb. 1 ist ein Auss,chnitt eines dopp,elsträngigen DNA-Moleküls wiede~g,e-
geben, ,das zum B,eispiel in B.akterien au . 4.000.000 und beim Menschen aus 
2 .. 900.000. 1000 ß,a enpaaren be teht. Die e große Anzahl an Basenpaaren ist er-

1 Die vorliegende Arbeit ist d.en Kollegen Prof. Dr. Helga Kersten und Prof. Dr. Walter 
Kersten (beide Univ,ersität Erlangen) gewidmet die in die em Jahr emeritiert werden. 
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for,derlich; da. auf den Chromosomen u„ a. die g,enetisch,en Informationen aller 
Proteine der Zelle verankert sind. 
Die Proteine; auch Eiweiße gen.annt, übernehmen vielfältige Aufgaben in den 
Zellen. Hierzu gehören u .. a. katalytische, regulatorische un,d strukturelle Funktio-
nen. Von den Bausteinen der Proteine existieren 20 verschiedene Formen, die al 
Aminosäuren bezeichnet werden. Im Durch· chnitt bilden 200 Aminosäuren ein 
Protein. Bakterienzellen enthalten ca .. 5. 000 verschie,dene Proteine,. eine mensch-
liche Zelle bis zu 5Q,.,QOO. Somit reflektiert die Chromosomengr,öße der verschie-
denen Lebewesen die Anzahl ,der in den Zellen befin,dlichen Protein,e .. 
Die Fr.age ergibt sich nun, wie die Informat·on ~ür die Seq·uenz der Aminosäuren 
der Pro,teine in den Chromosomen verankert ein kann, wenn die DNA nur aus 
vier v,ers,chiedenen Bausteinen b,esteht. Die Natur hat dieses Pro·b,lem in der Hin-
sicht gelöst, ,daß. e jeweils drei der vi,er B,austeine zu einem Dreier-Code (Tri-
pl,ett) zu .ammengefaßt hat. Ein Triplett in der DNA repräsentiert letztendlich die 
Information für eine Amino äure in einem Protein. Die Entw·cldung de· Dreier-
Codes bedeutet, daß theoretisch 164 Tripletts (4 x 4 x 4) mö,glich sind, also bedeu-
tend. mehr, als für die 20 vers,chiede:nen Aminosäuren erforderlich wären. Ein ge-
neti eher Code aus zwei Nukle,otiden wäre .allerdings nicht ausreichend, da in die-
sem Fall nu.r 16 (4 x 4) Kombinationsmöglichkeiten besteh,en würden. 
Bei der Genexpression spricht man im wesentlichen von drei Phasen: 1~ ,die Re-
plikations-, 2 .. die Transkriptions- und 3. die Tran lationsphase. Diese Phas,en der 
Genexpression sind in Abb. 1 schemati eh dargestellt. 
Die Replikationsph.ase ist für eine Zelle dann vo,n Be,deutung, wenn sich ,diese tei-
len möchte, da nach der Teilung die jeweilig,en Tochterzellen ebenfalls mit dem 
identischen Erbgut .ausgerüstet sein ollten .. Im wesentli,chen verläuft die Replika-
tion S·O, daß mit Hilfe von Proteinen die D·NA-S.tränge voneinander g,etrennt wer-
den, und daß komplementär zu. den beiden getrennten Strängen jeweil , ein neuer 
Strang .aufgebaut wird. Hierzu wer,den die Nukleotide der DNA durch Proteine 
(DNA-Polymera en) kovalent miteinander v,erknüpft. 
Die Basenpaarungsmöglichke1ten der Nukleotide pielen hierbei eine ,entsche·-
dende Rolle. Befindet . ich zum Beispiel auf dem DNA-Strang in einer bestimm-
ten P,osition 1e·n G S·O wird auf dem neuen Strang, also, dire t gegenüber, ein C 
eing,ebaut. In ,dem Fall daß sich auf dem getrennten Strang ein T befinden würde, 
müßte auf dem neuen Strang ,ein A eingebaut w,erden. 
In der Transkriptionspha· e wir1d die DNA wiederum teilweise at1fge, chmolzen, 
um die ko1 1 plementär,e Synthese von RNA-Molekülen zu ermöglichen. Dies ,g1e-
s,chieht in ähnlicher Weise wi,e b·ei ,der DNA-Synthese, außer daß hierbei ,durch 
RNA-Poiymerasen die Baust ine der RNA mitein.ander verbunden werden. Auf 
jeden Fall stellt ,das .ynth,eti ierte RNA-Molekü] eine komplementäre Sequenz zu 
der DNA dar,, so daß au,ch auf dieser die genet·sche Information verankert ist. Die 
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Schematische Darstellung der Genexpression in einer Bakterienzelle. Bei ,der Genexpression 
dient die DNA als Informationsträg,er. Im Verlauf einer Zellteilung wird die DNA in der Re-
plikation verdo·ppelt, so ,daß ,die Tochterzellen mit identischer Erbinformation aiusgerüstet wer-
den. In der Transkriptionsphas,e w,erden die auf der DNA befindlichen Gen·e (nach den Regeln 
des genetis,chen Codes verschlüsselte Inf o,rmationen für die Proteine) zunächst in mRNAs 
über etzt. Die mRNAs wer,den dann an den Ribosomen (Eiweißfabriken der Zelle) in der 
Tran lation pha ,ein Proteine über etzt. In derTranslationspha e pie ,en u. a. auch die t . A-
Moleküle ,eine wichtige Rolle, da diese die 20 verschiedenen Bausteine der Proteine (Amino-

säuren) an das Ribosom heran führen. Weiter,e Einzelheiten sind im Text beschri,eben. 

RNA-Moleküle unter, cheiden. sich nur geringfügig in ihren Bausteinen von denen 
der DNA-Moleküle. Die Unterschiede bestehen lediglich in der Struktur d1er 
Zu,ckerreste, die ein Bestandteil aller Nulde·otide sind. Die RNA-Bausteine wer-
den mit A, C G und U bezei 1c net, und sie könnien in Anal·ogie zu der DNA auch 
Ba enpaare bilden. Hierbei tritt da A mit dem U und das C mit dem G in Wech-
selwirkung. Im G,egensatz z.u der DNA be teht die RNA nicht zu lOOo/o aus 
basen,gepaarten B·ereichen. Die beob.achteten dreidimensi1onalen Strukturen ,der 
RNA-Moleküle enthalten nur teilweise dopp·elhelikale Strukturen, die dufch ein-
zelsträngige Ber,eiche (siehe Abb. 1 und 3) bzw. Schleifenstrukturen unterbrochen 
sind. Es ist also festzustellen, daß ,die trukturelle Vielfalt der RNA-M,oleküle ,da-
durch bedeutend größer ist als die der DNA. 
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Die synthetisierten RNA-Moleküle sind in ihrer strukturellen und funktion,ellen 
Vielfalt sehr groß. So wird für die Synthese jedes ,einzelnen Proteins eine beson-
de e RNA (Bo,ten-RNA - mRNA) benöt.'gt,. d. h. also, daß eine menschliche Zelle 
50.000 ver, chiedene mRNAs besitzt. Darüber hinaus sind eine Reihe weiterer 
RNA-Spezies bekannt, wie z .. B. Transfer-RNAs (tRNAs) und die ribosom.ale·n 
RNAs (rRNAs., Be tan,dteile der Rib,oso:men), die alle gemeins.am mit den mRNA 
in der Tr,anslationsphase eine ,entsch:eidende Rolle :pielen. 
Bei der Translationsphas·e werden die mRNAs , die in Form der oben erwähnten 
Triplett . unterteilt sind, mit Hilfe der Ribosomen (Eiw,eißfabriken der Zellen) in 
Proteine über etzt (Abb. l). So codiert z.B. die Dreiers,equenz AAA für di,e 
Aminosäure Lysin und UGG für die Amin,osäure Tr.ytoph.an. Die Translation der 
mRNA in ein Protein erfordert, daß sich diese mRNA an ein Ribosom anlagert. 
Die Rib,os,omen repräsentieren sehr kompliziert aufgebaute RNA-Proteinkompl,e-
xe, ,die chon bei den Bakterien aus drei verschiedenen ribosomalen RNA-Mole-
külen und 54 ver chieden,en Proteinen bestehen. Nach Anlagerung der m.RNA an 
das Ribosom werden für die Translation in ein Protein sogenannte tRNA-·Mole-
küle benötigt. Für jede Aminosäure existiert in der Zelle min,destens ein,e pezifi-
sche tRNA, an die ,die Aminosäufe mit Hilfe v,on Enzymen (Proteine) gebunden 
wird. Diese spezifi ehe tRNA kann nun mit ,einer S,chleifenstruktur, die eine Anti-
codonsequenz ( ebenfalls ein Triplett) enthält,. durch B asenpaarung mit der n ,reier-
.eq uenz der m.RNA in Wechselwirkung treten. Durch die e Wechselwirkung wird 

garantiert, daß .eine spezifische tRNA mit ihrer Amin,osä·ure zu einem bestimmten 
Zeitpunkt am Ribo om gebunden wird. Dem Ribosom obliegt nun ,die Aufgabe 
die nacheinander deponierten Aminosäuren kovalent zu einem Protein zu ver-
knüpfen. Da auf der m.RNA nicht nur die Informatio,nen für die erlorderlichen 
Amino, äuren codiert sin,d, s,ondem darüber hin.aus den Ribosomen mitgeteilt wer-
den muß, wo auf der mRNA die Start- und Endpunkte der Information liegen,. i · .t 
der Translation pr,ozeß äußerst ko,mpliziert. Man geht d.av,on aus, daß insg,esamt 
mehr als 200 verschiedene Moleküle an diesem Prozeß, beteiligt sind. 

RNA-Technologien 

Wie au der einführenden Beschreib,ung d,er Genexpression hervor geht, .. pielen die 
RNA-Moleküle bei diesen Pro.zessen viel eitige Rollen. Es überra cht daher nicht, 
daß für diese Moleküle eine äußerst gr,oße Strukturvielfalt gegeben sein muß. Mit 
den RNA-Technologi,en soll nun das struktufelle und funktionelle Potential der RNA-
Mo,leküle für biochemische,, medizinis,che und biotechnolo,g· ehe Zwecke g:enutzt 
werden. Um diese hochgesteckten Ziele zu erreichen, müs en .allerdings eine Reihe 
v,on Voraussetzungen ge chaffen ·werden, die in Abb. 2 zusarrnnengef aßt sind. 
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Wi · en chaftliche Vorau .etzungen und Ziele der RNA-Technologien. 
Weitere Einzelheiten siehe Text~ 

Voraussetz.u.ngenfar die Etablierung der RNA-Technologien 

Die Grundlagen der RNA-Technologien beinhalten zunäch t einm.al die Mö·glich-
keiten, RNA-Moleküle mit den gewünschten Sequenzen chemis,ch oder 'bioche-
mi eh herzus teilen. 
Die Methode der biochemischen Synthese ist b,ereits recht ausgereift und beruht 
darauf, daß mit Hilfe von RNA-P,olymerasen D·NA-Moleküle in RNA-Moleküle 
transkribiert werden. Diese Method.e eignet sich beso,nders für die Synthese grö-
ßerer RNA-Moleküle mit Kettenlängen von zirka 100 bis 3.000 Nukkotiden. Für 
ktirzer,e RNA-Moleküle ist die e Methode nicht geeignet. Darüber hinau · ist es 
unmöglich,. -·t der enzymatischen RNA-Synthese Moleküle zu er tell 1en, die in 
best·mmten Positionen modifizierte Nukleotide enthalten. 
Eine Erganzung bzw. eine Erweiterung der RNA-Synthesemöglichkeiten ist durch 
die chemische Synthese geg,eben, die wir in den letzten Jahren in unserem Labor 
entwickelt haben. Die hierfür notwen,dige Chemie ist kompliziert und recht a,uf-
wendig, da zunäch. t die verschiedenen funktionellen Gruppen in den Nukleotiden 
mit Schutzgruppen versehen werden mü sen,. um letztendlich die gewünschten 
spezifischen Verknüpfungen zwi eben den Nukleotiden bei der RNA-Synthese zu 
gewährleisten. Diese Arbeiten werden routinemäßig in unserem Labor durchge-
führt un·d erforder · ein wa erfreies Arbeiten. 
Nachdem die geschützten Nukleotide (Synilione) berge teilt sind können diese in 
ein,em c·omputergesteuerten Syntheseautomaten für die RNA-Synthese e··ngesetzt 
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werden. Aufgrund der Tatsache, daß, die Anko·pplung einzelner Synthone mit einer 
Ausbeute von ,ca. 99, o/o verläu.ft, können mit der chemischen RNA-Synthe e nur 
Moleküle mit begrenzter Länge ,erstellt werden. Die obere Gren~e liegt hier bei 
einer Kettenlänge von 100 Nukleotiden .. Neben den herkö·mmlichen vier Baust,ei-
nen der RNA haben wir in unserem Labor zu ätzlich über 3101 verschiedene mo-
difizierte Bausteine ynthetisiert die wir g.ezielt in bestimmten Po itionen der 
RNA-Moleküle einbauen können. Die modifizierten Bau.steine eignen sich zum 
B,ei piel für chemische Vernetzung reaktionen des RNA-Moleküls mit anderen 
Molekülpartnem, o,der als fluorenszierende Sign.al, wenn ,das RNA-Molekül mit 
anderen Partnern eine Wechselwirkung eingeht. 
Langfristig möchte man natürlich mit Hilfe v,on Computern die Eigenschaften 
und Strukturen v,on RNA-Molekülen voraussagen, d. h. ein Design die -er Mole-
küle ·durchführen. Von diesem Ziel i t man aller,dings noch sehr w,eit entfernt 
da die dr,eidimen ionalen Strukturen der RNA-Moleküle sehr kompliziert auf-
gebaut sind und bi her nur sehr wenige RNA-Moleküle in ihrer atomaren 
Struktur bestimmt wurden. Die Bioinformatik benötigt aber umfangreich,e 
Strukturinfo,rmationen um die Regeln. der RNA-Faltungen und Strukturau rich-
tun,gen zu erlernen. Erst ·w,enn all dies,e Regeln im einzelnen bekannt sind, 
kann mit dem sinnvollen Design von RNA-Molekülen begonnen werden. Somit 
wird derz,eitig intensiv an der Strukturcharakteri ierun.g von RNA-Molekülen 
gearbeitet. 
Für die atomare Strukturbestimmung vo,n RNA-Molekülen stehen zur Zeit mit der 
NMR-Sp,ektroskopi,e und de: Röntgenstrukturanalyse zwei Methoden zur Verfü-
gung, deren Einsatz allerdings. an b,estimmte Voraussetzungen geknüpft ist .. So 
dürfen z.B. ct··.e MoI,ekulargewichte der RNA-Moleküle b,ei der NMR-Spektrosko-
pie 25 .. 000 Dalton, d. h. ,die Größ,e eines tRNA-Moleküls (75 Nuldeotide), nicht 
übers,chreiten. Darüber hinaus müssen ,die Nukleotid,e in diesen Molekülen in be-
stimmten Positionen i otopenmarkiert sein. Dies sind zur Zeit Voraus etzung,en.; 
die nur äußerst schwierig zu erfüllen sind. 
Die Röntgen -trukturanalyse s,etzt dagegen vor.aus, daß sich die RNA-M,oleküle in 
ein,em Kristall in einem geordneten Zustand befinden. Da die Kristallisation von 
biologischen M.akromolekülen von über 20 ver chiedenen Parametern ab.hängt 
(Te1- -peratur, Lö·sungsmittel, Strukturform des zu kristallisierenden Materials 
usw.), ist die e Methode mit ,erheblichem experimentellen Aufwand verbunden .. 
Z.usätzlich steigen die Schwierigkeiten der Kristallisation von RNA-M,olekülen 
überpro,portio,nal mit der molekularen Größe dieser Moleküle. Dies hat dazu 
g,eführt, daß wir 1n unserem Labor mit ,der Methode der chemischen RNA-Syn-
these nicht ganze RNA-Moleküle synthetisieren, sondern Domänen (Abb. 3). Hier 
b,esteht die Hoffnung., daß wir letztendlich ,au den Strukturen der Domänen eine, 
RNA-Moleküls die ge amte Struktur ermitteln können. 
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Die Abbild11ng zeigt auf der linken Seite eine zweidimensionale Struktur eine RNA-
Moleküls, ·von dem wir die dreidimensionale Struktur bestimm,en w,ollen. Die in Quadra-
ten befindlichen Nukle,oti,de treten miteinander, A mit U und G mit C, durch Ba -enpaarun-
gen in Wechselwirkung .. Bei der RNA handelt e ich um die ribosornale 5S rRNA. aus 
dem thermo,philen Bakterium Therrnus fla·vus. Aufgrund ihrer ,Größe (120 Nukleotide) 
konnte diese RNA bisher noch nicht .ür di,e Röntgenstru.kturanaly e kri ,tallisiert werden. 
Wir haben daher begonnen, die einzelnen Domänen (Abis E) d,er 5S rRNA chemi eh zu 
yntheti ieren und zu kristallisieren. Auf der rechten Seite ist die Rö,ntgenstruktur ,der Do-

män,e A wiedergegeben die mit 2,2 A ·bestimmt wurde. Die Struktur zeigt nicht nt1r die 
Ba enpaare innerhalb dieser Do,mäne, sondern darüber hinaus ,eine Reihe von Wassermo,-
lekülen (als Kugeln dargestellt), die intern gebunden zur Struktur der Domäne A einen 

wesentlichen Beitrag liefern. 
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Nachdem die grundsätzlichen Voraussetzungen für die Einrichtung der RNA-
Technologien d.efimert wurd 1en,, sollen in den folgenden Abschnitten ,die Einsatz-
mö,glichkeiten von Ribozymen, h,och,affinen RNA-M,olekülen und ,des Proteinbi,o-
reaktors ,diskutiert werden. 

Ribozyme 

Ein grund ätzlich neues wissenschaftlich,es P'otential der RNA-M,oleküle wurde 
erstmalig durch die Entdeckung von T. Cech u.nd S. Altman (beide USA), daß 
diese Mo,leküle auch hydrolytische Eigenschaften be itzen könn,en., aufgezeigt. 
Diese enzymatisch aktiv,en RNA-Moleküle werden ,als Ribozyme bezeichnet. Die 
Funktion dies,er Rib,ozyme beruht ,darauf, daß. sie durch Basenpaarungen spezi-
fisch mit einem Ziel-RNA-Molekül in Wechs.elwirkung treten un,d dabei eine 
Struktur ausbilden die es ermöglicht, daß, die Ziel-RNA ,an einer Stelle hydroly-
siert wird. Mit der Hydrolyse d.er Ziel-RNA wird deren bio,lo,gi ehe Funktion 
inhibiert. Es ist daher naheliegend, daß man derzeitig bemüht ist, ,die e Ribozyme 
in kranke oder fehlgesteuerte Zellen einzuschJ,eu en, um die für den zellulären 
Effekt v,erantwortliche mRNA zu inaktivieren. 
In unserem Labor untersuchen. wir ,drei verschiedene Ribozyme, di,e mit Hamm,er-
head,. Hairpin und RNase P bezeichnet werden. Abb.4 ze·gt das Konz,ept für ,den 
medizini eben Einsatz eines Hammerhead-Ribozyms. Die derzeitigen Arbeiten 
konzentrier,en sich auf folgende Schw,erpunkte: 1. die verbes erte Aufnahm,e der 
im Labor berge tellten Ribozyme durch menschli,che Zellen, 2. die Konstrukti,on 
von Ribozymen mit optimalen hydrolytischen Eigens,chaften un,d 3. auf die Syn-
th,ese von Ribo,zymen, die gegenüber den hydrolytischen Aktivitäten zellulärer 
Ribonul<leasen (Enzyme, d ··,e RNA spalten) resistent sind,. ohn,e daß sie eine 
·mmuno,logische Antwort de 1Ürganismu- hervorrufen. 
Die vorstellbaren Einsatzgeb,iete dies,er Ribozyme w.wen z.B. Tumorerkranku.n-
gen, virale Infektio,nen und genet· eh veranlagte Erkrankungen, bei denen be-
stimmte Proteine im Körper überproduziert werden .. 

Hochaffine RNA-Moleküle 

Hochaffine RNA-Moleküle (haRNAs), auch Aptamere g,enannt, k,önnen in ihrer 
Wirkung weise durchau mit herk·ömmlich,en Antikörpern ve glichen w,erden. Die 
ersten For chungserge·bni · e haben auf diesem Gebiet gezeigt, ,daß die haRNAs 
geg,enüber den Antikörpern folgende Vorteile besitz1en.: . sie sind eh mis,ch syn-
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Sch,emati ehe Darstellung der Strategie mit der ein Hammerhead-Ribozym zur gezielten 
_naktivi,erung einer z,ellulären mRNA einge etzt werden soll. Da Ziel-RNA-Molekül 
(mRNA) ist mit der Sequ,enz ... ..... NNNNNGUXNNNN ..... darge teilt, wobei N für eine 
,der vier Nuldeotide und X für A, C ,oder U teht. Das - ammerhead-Ribozym schneidiet 
die mRNA-Sequenz hinter dem X der GUX-Sequenz. Weitere Einzelheiten siehe Text. 

Die Abbild.ung wurde von Jens-Peter Fürste zur Verfügung 

theti ierbar,. 2. ie besitzen in größere Substrat . pektrum und 3. i t eine besser,e 
Verträglichkeit im Organi mus zu erwarten .. 
Au grund ihrer vielseitigen Bindungseigen chaften o len d~e haRNA zu dem 
Zweck ko,n truiert werden, daß sie nicht nur . • ·t anderen Nukleinsäuren, sondern 
vor allen Dingen mit Proteinen ,oder auch kleineren Molekülen der Zelle in Wech-
elwirkung treten. Die Wechselwirkt1ngen können aber auch mit den zellulären 

Rez,eptoren bzw. mit v~ralen Partikeln ange trebt werden. Auf jeden Fall soll durch 
die Wech elwirkung der hochaffinen RNA eine Inhibierung einer biologischen 
Funktion erreicht werde, so daß mit die en Molekülen in der Zukunft grundsätz-
lich neue Therapiemöglichk iten zur Verfügung tehen. 
Weiterhin ist ab ehb,ar, daß die haRNA auch in der medizinischen Diagnostik 
eine ent cheid nde Rolle · pielen werden da sie wie monoklonale Antikörper ein-
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setzbar sin,d. Diebe chriebenen hochaffinen RNA-Molekül,e und Ribozyme erö,ff-
nen darüb,er hinaus neue P,ersp·ektiven auf dem Gebiet ,der Biosensorik. ein G,e-
biet das s · eh ebenfalls erst im .Anfang tadium befindet und für die medizinische 
Diagno tik und Umweltfor chung von großer Be,deutung sein wir,d. 
Um die hochaffin,en Nuklein· äur,en zur Anw,endung bringen zu. können, müssen 
die RNA-Moleküle in großer Sequenzvielfalt er teilt werden (pro Experiment 
10 15 Varianten), um aus diesem Gemisch die wenigen Moleküle zu isolieren, die 
die gewün chten Eigens,ch.aften besitzen. Die für dieses Verfahren notw,endige 
M,etho·de i t die SELEX-Methode (Sy tematic Evolution of Ligands by Expon,en-
tial Enri,chment), die vor fünf Jahren ·von ,c. Tuerk und L. Gold (beide USA) ent-
wickelt wurde. Die SELEX-Methode beruht darauf, daß. bei der Nukleinsäure-
synthese in bestimmten P,ositionen nicht ,ein b,e timmtes Nukleotid, sonde1n stati-
stisch die vier verschiedenen Nukleotide eingebaut werden. Die Anzahl der er-
zielten Mutanten errechnet ich au 4N, wobei N der Zahl der variierten Po itio-
nen ent pricht. Werden z .. B .. in der Nukleinsäure nur 2 Po, itio,nen v.arii,ert, so, er-
geben sich in dem Experiment 42, als,o, 4 x 4 = 16 Varianten. Werden in einem 
typ,ischen Versuch aller,dings 25 Positio,nen variiert, so entsteh,e.n 425 = 1015 Mu-
t.an·ten de RNA-Moleküls. Aus diesem Gemisch lassen sich ,dann die Moleküle, 
die für ein bestimmte· , Substrat eine Affinität besitzen, durch Anwendung einer 
Affinitätschromatographie isolieren. Da die .g,ewün chten RNA-Moleküle nur in 
sehr wenigen Ex,emplaren vorliegen, müssen die ·e amplifiziert werden. Dies ge-
schieht, in 1dem die RNA-Moleküle zunächst in DNA-Mol,eküle übersetzt werden 
und dann di,ese mit der PCR-Methode (Polymerase-Kettenre.aktion) v,ervielfältigt 
werden. Die Vervielfältigung erfordert Reaktionszyklen, in ,denen jeweils die An-
zahl ,der DNA-Moleküle verdoppelt w,erden. So entstehen nach dem ersten Zyklus 
.aus einem Molekül zwei Moleküle, nach ,dem zweiten Zykl11s vier Moleküle usw. 
Nach 30 Zykl1en können aus ein,em Molekül mehr als eine Milliarde Moleküle 
er teilt werden. o ,er letzte Teil de Experimentes e1fordert dann, daß ,die .ampli-
fizierten DNA-Moleküle wieder in RNA-Moleküle tran kribiert werden. Nach 
,ein,er S,equenzbe ·timmung dieser RNA-Moleküle können wir unser chemisch-
ynthetische Potential nutzen, um in diesen RNA-Molekülen in bestimmten Po-
itione·n modifizierte uk.leotide einzubauen-so daß, ,durch ein,e Kombination all,er 

Meth·od,en grundsätzlich neue Strategien zu.r Erstellung von h.aRNAs zur Verfü-
gung stehen .. 
Die hier be .chrieben,en Strategien werden zur Zeit von uns in Zusammenarbeit 
mit vier weiteren Arbeitsgruppen in einem BMBF-Verbundpr,ojekt einge etzt 
um am Beispiel de Rhinovirus 14 (Verursacher de Schnup·fen.· ) eine anti-
virallie hochaffine RNA zu erstellen, die letztendlich eine Viru infektion ver-
hind,em soll. 
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Der P~oteinbioreaktor 

Der bei uns in der Entwicklung befindliche Proteinbioreaktor ist ebenfalls ,den 
RNA-Technologien zuzuovdnen, da in die em Reaktor RNA-Moleküle ein·e 
Schlü selrolle einnehmen ( iehe Abb. 1); Mit diesem Proteinbioreaktor versuchen 
wir neue Wege zu b,eschreiten, indem wir in einem von un . konstruierten Apparat 
ein ganzes biologisches Funktionssy tem im ,Re.agenzglas'' in Anwendung brin-

- - -

gen. Dieses Funktionssystem besteht aus dem vollständig,en zellulären Trans-
1.ationsappar.at, ·den wir aus B.akterien is,oliert haben, d .. h. also den Ribosomen, 
tRNAs, zahlreichen Enzymen, den Aminosä·uren, Energiekompo,nenten (ATP· und 
GTP) u w. Im ,Ganzen enthält das Reaktio,nsgemisch mehr als 200 Komponenten .. 
Geben wir nun diesem Proteinbioreaktor eine bestimmte mRNA zu, so wird diese 
von den Ribosomen in ein Protein übersetzt. Da einige Produkte, die währen,d der 
Proteinsynthese entstehen,. u .. a.. auch das syntheti ierte Protein, die Reaktion in-
hibieren können, müssen die e fortlaufend durch eine permeable Membran des 
Reaktors abgeführt wer,den. D·arüber hinaus müssen zusätzlich di,e Komponenten, 
die verbra.ucht w,erden (Aminosäuren, ATP und GTP), dem System kontinuierlich 
zugefügt werden. Abb. 5 zeigt eine sch,em.atische Darstellung des von uns kon-
struierten Proteinbioreaktors. 
In Anbetracht dessen,. ,daß man bere·ts mit Hilfe der Gentechnologie Pr.oteine in 
vivo·, d. h. in lebenden Organismen her teilen kann, ergibt sich die Frag,e, worin 
die Vo·rteile ein,es in v.itro-Sy tems liegen könnten. Die Hauptvorteile des Protein-
bioreaktors sin,d die, daß während der Proteinsynthese ke · ne anderen Proteine ent-
stehen, daß ganz g,ezielt Veränderungen in d.as Pr:otein eingebaut w,erden können, 
daß Proteine,. ,die für den lebenden Organismus toxisch sind, mit dem in vitro·-
S ys tem hergestellt werd·en können .daß. der Weg vom Gen zum Protein sehr kurz 
ist und daß der Einsatz gentech_nologischer Methoden nicht notwendi,g · t. 
Darüber hinaus stellt die .in vitro-Proteinbiosynthese eine neue Schlüsseltechnol,o-
gie dar, deren zukünftige Anwendungen ·n der Biochemie, Biotechnologie und 
der medizinis,chen Diagno,stik und Therapie al ehr gro,ß einzuschätzen sind. Die 
von uns err,eichten Ausbe·uten von lOO·µg Protein pro Milliliter Reaktion v,o,lumen 
lassen bereits folgende denkbaren Anwendung des Proteinbioreaktors in naher 
Zukunft zu: 1. die Synthese von verän,derten Proteinen mit verbesserten Aktivitä-
ten oder grundsätzlich neuen Eigens,ch.aften un,d Spezifitäten, 2~ die O·ptimierung 
von enzymatischen Eigenschaften und Bindung· effiziterungen in Kombination mit 
den SELEX- und PCR-M,ethoden (m.olekulare Evolution), 3. die Aufklärung von 
Proteinstrukturen und -funktionen sowie der Proteinfaltung meeh.anismen durch 
den. gezielten Einbau i -otopenmarkierter Aminosäuren (NMR-Spektroskopie), 
4. die Immobilisierung vo,n gezielt modifizierten Proteinen für Affinitätschr,oma-
tograhie ysteme und Biosensoren, 5.. das schnelle Überprüfen der Produkte von 
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Sch,ematische Darstellung de Proteinbioreaktors mit dem in vitro die Synthesen von 
:hoc:haktiven Proteinen ermöglicht werden. Das Prinzip des Pro·teinbioreaktors b,asiert auf 
der ~ontinuierlichen Abfiihrung des synth.etisierten Proteins und der verbrauc·hten Energie-
komponenten (AMP GDP) durch eine perrne,able Membran. Gleichzeitig müssen dem 
System neue Energiekomponenten (ATP, GTP) und die für das Protein notwendig-en Ami-
no äuren zugeführt werden. Das Reaktionsgefäß des Proteinbioreaktors i t in A und. die 

gesamte Anlage in B der Abbildung wiedergegeben. 
Weitere Einzelheiten ind im ~ext beschrieben. 
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Genabschnitten (Humane Genom Projekt) und 6. der technische Einsatz gezielt 
modifizierter Proteine im Bereich der Bioinformatik. 

A,usblick 

Mit ,der hier vo,rgelegte·n Zusammenfassung der derzeitigen Aktivitäten auf dem 
Gebiet ,der RNA-Technologien wird dokumentiert, daß diese Technologien 
äußerst innovativ sind und daß in Zukunft der Einsatz von RNA-Molekülen in der 
Biochemie, Biotechnolog1e und Medizin (Diagno tik und Therapie) zu grund· ätz-
lieh neuen Strategien führen wird. 
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