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[nstitut fiir Molekularbiologie der Universitit Ziirich

Uber die Synthese der Ribonukleinsiuren

. WEIssMaNy

Die Desoxyribonukleinséure, deren Entdeckung wir heute feiern, ist ein
hochspezialisiertes Makromolekiil. das vorwiegend wenn nicht ausschlieB-
lich als Speicher genetischer Information dient. Ribonukleinsduren hingegen
iibernchmen eine Vielfalt von Funktionen. unter anderen die eines Infor-
mationsspeichers (Genom, 1im Fall bestimmter Viren), eines strukturellen
und eventuell auch funktionellen Elements (als 58, 168 und 238 RNA 1
Ribosom), emes Intermedidrprodukts bei der Protemsynthese (als Anuno-
acyl-tRNA) oder eines Informationsiibertrigers bhei der Proteinsynthese
{als Messenger-RNA), um blofl einige der besser bekannten Beispiele zn
nennen (Abb, 1),

Ribonuklemsiuren sind lange Ketten, bestehend aus vier verschiedenen
Nukleotiden (Adenylat, Guanylat, Uridylat und Cytidylat), die in spezi-
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Abb. 1. Versehicdene Funktionen der RN AL
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Abb. 2. Chemische Struktur der Ribonukleinsaure. A = Adenin, U Uracil, (iun-
nin und C = Cytosin,

fischer Reihenfolge angeordnet sind (Abb. 2). Dreidimensionale Struktur und
Funktion der Ribonukleinsaure werden auf eindeutige Weise von deren
Nukleotidsequenz bestimmt. Von besonderem Interesse ist die Biosynthese
der Ribonukleinsiuren. insbesondere der Mechanismus, der die erforderliche
Nukleotidsequenz korrekt zustandebringt. In jedem bisher bekannten Fall
spielt eine Matrize die dirigierende Rolle: Jedes HElement der Matrize be-
stimmt auf emdeutige Weise ein Element des Produktes. Bei der Synthese
aller Ribonukleinsiuren der Zelle (vom Bakterinm big zum Sdugetier)
dient die Desoxyribonuklemsiure als Matrize: beir der Replikation RNA-
haltiger Viren hingegen iibernimmt eine einstrangige RNA die dirigierende
Funktion.
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Die RN A-Synthese in der Zelle ( Transkription)

Die RNA-Synthese in der Zelle wird durch die sogenannte DN A-abhiingige
RNA-Polymerase ausgefiihrt. Dieses Enzym ist in hochgereinigtem Zustand
gewonnen und i Reagensglas studiert worden. s ist befihigt, in Gegen-
wart von Mg+t die vier Ribonukleosidtriphosphate ATP, GTP, UTP und
CTP (Adenosin-, Guanosin-, Uridin- bzw. Cytidintriphosphat) unter Ab-
spaltung von Pyrophosphat zur Ribonukleinséure zu kondensieren (Abb. 3).
Diese Reaktion findet nur statt, wenn dem Inkubationsgemisech DNA zu-
gegeben wird, Diese dient als Matrize fiir die RNA-Synthese, wie in Abb. 4
angedeutet: die DNA-Doppelhelix wird im Bereich der Polymerase autge-
wunden und die exponierten Basen des einen DNA-Strangs dienen dazu.
die zu kondensierenden Ribonukleosidtriphosphate i bestimmter Rethen-
folge auszuwiithlen. Die Aunswahlregeln sind durch die Watson-Crick-Bezie-
hung gegeben: Thymin in der DNA bestimmt den Einbau eines Adenylat-
rests: Guanin, den von Cytidylat: Cytosin, den von Guanylat und Adenin,
den von Uridylat.

Die Zelle benttigt einige hundert verschiedenartige RNA-Stringe; diese
entsprechen bestimmten Abschnitten der DNA, die (im Falle von Bakterien)
als ein Riesenmolekiil vorliegt. Es mussen daher auf der DNA bestimmte
Signale vorliegen, die der RNA-Polymerase anzeigen, wo die Synthese je-
weils zu beginnen und wo sie zu enden hat. Die Startsignale werden als
« Promotoreny bezeichnet; iiber ihre chemischen Nigenschaften ist noch
nichts Sicheres bekannt, Wie oben erwihnt, dient in einem bestimmten
DNA-Bereich jeweils nur einer der beiden Stringe als Matrize; vermutlich
st dlas Startsignal anf dem entsprechenden Strang signalisiert. Es ist ferner
bekannt, dall von manchen RNA-Spezies stets sehr viele Exemplare be-
notigt werden (z. B. ribosomale RNA), von anderen (bestimmten Messenger-
RNA-Arten) nur wenige (Abb. 5). Die Hiufigkeit, mit der die einzelnen
Abschnitte der DNA i RNA umgeschrieben werden, schwankt dement-
sprechend von eins bis zu einigen hundert pro Zellgeneration. Fs scheint,
dald in der Zelle gewisse Proteinfaktoren auftreten (z. B. der sogenannte
g-1"aktor). die die RNA-Polvmerase an bestimmte Startsignale zn binden

ATP
uTpP DNA, Mg*+
- RNA - Pyrophosphat
CTP RNA Polymerase HRROSAE
GTP
G C U
—0. —OH i OH
P N
PP P—| \D—| PPP—
PP

Abb. 3. RNA-Synthese durch DNA-abhingige BNA-DPolymerase. Das erste in die
RNA-Kette cingebaute Ribonukleosidtriphosphat behélt den Triphosphatrest [PPP);
hei den nachfolzenden wird ein 'yrophosphatrest abgespalten.
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Abb. 4. Zum Mechanismus der RN A-Svathese dureh DN A-abhingige RNA-Polymerase.
- Die DNA-Doppelhelix wird durch die Polymerzse teilweise auseinandergewunden.
Nur einer der DN A-sStrange dient als Matrize, wobei A, T, GG und C {= Cytosin) im
DNA-Strang jeweils den Einbau von U, A, C bzw. G in den RNA-Strang bedingen.
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Abb. 5. Transkription eines Abschnittes des E.-coli-Genoms, Das Genom von 15, coli

besteht aus einer einzigen. etwa 1.5 mm langen. zirkularen DNA-Doppelhelix (die Ab-

bildung zeigt nur einen Ausschnitt). Es ist funktionell in etwa tausend Cistrons geglie-

dert, von denen manche einzeln {monocistronisch), andere in Gruppen (polyeistronisch)

in BNA cumgeschriebens werden. Die Cistrons werden verschieden hiufig umgeschrie-

ben und die Haufigkeit der Transkription ist den Bediirfnissen des Stoffwechsels ange.

palit. Die entstehende RN A ist teils stabil (z. B. ribosomale oder tRNA)L teils wird sic
kurz nach der Verwendung abgebaut (mRNA).

vermogen, nicht aber an andere. Ferner miissen einzelne Messenger-RNAs
je nach der Stoffwechsellage manchmal selten und manchmal hdufig syn-
thetisiert werden. Diese, mit dem Stoffwechsel gekoppelten Regelvorginge
beruhen wahrscheinhich letzten Endes daranf, dall spezifische Eiweiliinole-
kiile, Repressoren genannt, sich mit bestimmten Abschnitten der DNA ver-
binden und den Durchgang der RNA-Polymerase verhindern. Erst wenn
ciie betreffenden RNA-Molekiile bendtigt werden. werden cdie Repressoren
abgelost und die Transkription erméglicht.

4 Bl sehweis, Aknd, medd, Wiss, 1060
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Abb. B, Virus-ENA-Synthese durch RBNA-Replikase. Das Replikasesystem des
Phagen Qf besteht aus einem DPolymerasemolekill und zweier «Faktorens, die fiir dic
Initiation der Synthese bendtigt werden. Das System produziert infektitize Virus-RNA
aus den vier Ribonukleosidtriphosphaten, unter Verwendung von Virus-RNA als
Matrize. Als Zwischenprodukte treten unter anderm Minusstringe auf,

Die Regelvorgiinge ber hiheren Organmismen diirften noch wesentlich
komplizierter sein, sind aber bisher weitgehend unbekannt.

Die Replikation BN A-haltiger Viren

Die Replikation RNA-haltiger Viren 1st am eingehendsten am Beispiel
des Bakteriophagen Qf stuciert worden. Dieser enthilt als Genom eine ein-
zelstringige RNA, die aus etwa 3500 Nukleotiden besteht und von einer
Schale von etwa 180 Hilllproteinmolekiilen umgeben ist; dazu kommt noch
ein Molekiil des sogenannten A-Proteins, das ber der Bindung des Virus-
teilchens an die Wirtszelle eine Rolle spielt. Dringt die Virus-RNA in die
Wirtszelle ein (iim Falle des Phagen Qf 1st der Wirt K. coli), so wird der
Stoffwechsel des Wirtes weitgehend in den Dienst des Parasiten gestellt,
und schon innert 30-40 min birst der Wirt und setzt 20 000-40 000 Virus-
tellchen fren. Daber 1st es von Interesse festzuhalten, dall die isolierte RNA,
ohne Proteinhiille, v6llig gentigt, um den Infektionsablant auszulésen, so-
fern man muit Hilfe gewisser Kunstgriffe die Nukleinsgdure in die Wirtszelle
einfiihrt. Emes der ersten Kreignisse nach der Infektion ist das Auftreten
eines sogenannten RNA-Replikasesystems, dessen Aufgabe es 1st, die Virus-
RNA zu vermehren. Dieses Enzymsystem 1t in gereinigtem Zustand isoliert
worden und ist beldhigt, Ribonukleosidtriphosphate unter Verwendung von
QA-RNA als Matrize zu polykondensieren (Abb. 6). Dabei entsteht unter
anderem RNA, mit denselben physikalisch-chemischen und biologischen
Eigenschaften (insbesondere Infektiositit!) wie die als Matrize verwendete
QA-RNA. Das Qf-Rephkasesystem besteht aus mindestens drei Kom-
ponenten: aus einer Polymerase, deren Synthese im Wirt vom Phagen-
genom diktiert wird, und zwel eiweiBartigen Faktoren, die auch norma-
lerweise im Wirt vorkommen und deren genaune Wirkungsweise nicht be-
kannt 1st.

o4
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Abb. 7. Selektivitat der Qf Replikase fiir ithre Matrize. — Aus einemn Gemisch verschie-

denster RNA-Molekiile wird von der Qf-Replikase spezifisch Q8 RNA als Matrize aus-

erwithlt. Es ist nicht bekannt, ob das Enzym eine bestimmte Basensequenz oder die
Tertiarstruktur der RNA erkennt.

Das Replikasesysterm weist eine auBergewohnliche Eigenschaft auf:
verwendet nur die homologe ENA als Matrize, d. h Q8-Replilkase erkennt
nur QS-BRNA, und nicht die RNA anderer, dhnlicher Viren. Ob diese Spezi-
fitit darauf beruht, dall das Enzym eine besondere Basensequenz erkennt,
oder ob die dreidimensionale Strulktur der RNA als solehe zur Erkennung
dient, 15t bisher nicht bekannt (Abb. 7).

Wie wird eine einstrangige RNA kopiert? Die Analyse der Replikasereak-
tion in vitro zeigt, dal} als evstes Produkt ein RNA-Strang entsteht, der zur
QB-RNA komplementir st (Abb. 8) (Q8-ENA und der dazu komplementire
Strang werden auch als Plus- bzw. Minusstrang bezeichnet). Die neuent-
stehenden Minusstringe fallen wahrschemlich vorwiegend als }hmmlstrangv
an, sie verbinden sich aber leicht mit Plusstringen zu doppelstringiger RNA.
Die neuentstehenden einzelstrangigen Minusstrdnge werden ihrerseits vom
Replikasesystem als Matrize verwendet, wobel nun Plusstringe synthetisiert
werden (Abb. 9). Bemerkenswerterweise dienen nur emnzelstriingige Minus-
strange als Matrize: Doppelstringige RNA ist inaktiv, Der Nachweis, dal}
einzelstringige Minusstringe als Matrize fiir die zweite Reaktionsphase
dienen, wurde folgendermassen erbracht. Minusstringe wurden aus infizier-
ten Zellen gereinigt und vollig von Plusstringen abgetrennt. Diese sind, 1m
(Gegensatz zun Plusstringen, moht infeltios (Grund hierfiir 15t, dall nur der
Plus-, nicht aber der komplementire Minusstrang als Messenger fiir die
virugspezifische Protemsynthese dienen kann). ‘%t.&t marn Mmusﬂ anstelle
von Plusstringen in die Rephkabereaktmn ein, so erweisen sie sich als ans-
gezeichnete Matrize, wobel ein [UberschuB an infektivser QF-ENA entsteht.

Der zeitliche Verlauf der Synthese infektidser Virus-RNA unter Verwen-
dung von Minusstringen ist im Versuch der Abb. 10 dargestellt. Dem Repli-
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Abb. 4. Der erste Schritt der Replikation von Virus-ENA durch Qf-Replikase. - Die

Polvmerase setzt sich am 3-Ende des als Matrize dienenden Plusstrangs fest und be-

ginnt die Synthese des komplementiren Minusstrangs [zu diesem Schritt werden wwei

zusitzliche Faktoren bendtigt), Der Minusstrang bildet mit Plusstriingen leicht eine

Doppelhelix. Nur einstrangige Minusstrange dienen als Matrize fiir den nichsten Syvn-
theseschritt {Abb. ).
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Abb. 9. Der zweite Schritt der Replikation von Virus-RNA durch Qg-Replikase. — Die
Polvmerase synthetisiert einen Plusstrang. beginnend am 3"-Ende des Minusstrangs.

kasesvstem werden als Matrize nicht-infektiose Minusstringe und radio-
aktive Ribonukleosidtriphosphate zugesetzt. Man erwartet nun (Abb. 10a).
dal} ber der Synthese vorerst radivaktive RNA entsteht. ohne dall Infektiosi-
tit im Reaktionsansatz nachzuweisen ist. Krst wenn Plusstringe vollender

-
5
-
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Abb. 10, [n-vitro-Svnthese infektioser Virns-BNA mit nicht-infektiosen Minusstringen
als Matrize. - a) Schematische Darstellung des Versuchs. Qf-Replikase wird mit radio-
aktiven Ribonukleosidtriphosphaten und Minusstrangen inkubiert. Sukzessive Proben
werden auf Syvnthese radioaktiver BNA und Infektiositdt untersucht. Da erst fertige
RNA infektios ist, wird erwartet, dall die RNA-Synthese kontinuierlich verliudt, dall
aber Infektiositit erst nach einer gewissen Latenzzeit auftritt. — b) Der Versuchsver-
lanuf. Withrend der Inkubation bet 377 findet lineare Synthese von radioaktiver RNA
statt: Infektiositit tritt erst nach 100 sec auf. Dies ist die Zeit, die benotigt wird, um
die 3500 Nukleotide der Qf-RNA aneinanderzukniipfen. Die Synthesegeschwindigkeit
hetriigt demnach 35 Nukleotide/sec.

werden tritt Infektiositit auf, denn nur ein vollstindiger RNA-Strang ent-
hillt die gesamte genetische Information (es erwies sich allerdings, dal} das
letzte der ea. 3500 Nukleotide fehlen darf). In der Tat zeigt das Versuchs-
ergebnis von Abb, 10b, dall der Kinbau von Radicaktivitit vom Anfang
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der Inkubation an linear verlduft, dal dagegen erst nach 100 sec (bei 37°)
infektiose RNA nachweisbar wird.

Dieser Versuch zeigh nicht nur, dall unter Verwendung von Minusstringen
infektitse RNA de novo im Reagensglas erzeugt werden kann, sondern er
erlaubt es auch, die Synthesegeschwindigkeit zu bestimmen: 3500 Nukleo-
tide wurden 1n 100 see aneinandergereiht, oder 35 Nukleotide pro sec, ein
Wert der den in vivo Verhdltnmssen durchaus entspricht.

Der vorangehende Uberblick soll zeigen, daBl die in den letzten Jahren
entwickelten In-vitro-Systeme Einblick in die Einzelheiten der Synthese-
mechanismen gewidhren. Ist es bisher gelungen, die Synthese natiirlich vor-
kommender, biologisch aktiver Nukleinsiduren 1im Reagensgglas zu vollzichen,
so liegt es nun nahe, diese Synthesen gerichtet abzuindern, um Nuklein-
sduren mit verinderten genetischen Eigenschaften zu erzeugen. Solche Be-
strebungen sind in mehreren Laboratorien 1m Gange und versprechen ein
neues Kapitel in der biclogischen Forschung zu erdffnen.

Zusammenfassung

Die Desoxyribonukleinsiure ist ein hochspezialisiertes Makromolekiil, das
vorwlegend wenn nicht ausschlieblich als Speicher genetischer Information
cient. Ribonuklemsiuren hingegen iibernehmen eine Vielfalt von Funk-
tionen, unter anderen die eines Informationsspeichers (Genom, im Fall be-
stimmter Viren), eines strukturellen und eventuell auch funktionellen Kle-
ments (als 55, 165 und 235 RNA im Ribosom), eines Intermedifirproduktes
ber der Proteinsynthese (als Aminoacyl-tRNA) oder eines Informations-
iibertrdgers bei der Proteinsynthese (als Messenger-RNA), um blof} einige
der besser bekannten Bewpiele zu nennen.

Der Autor erldutert sodann die Struktur und Funktien der Ribonuklein-
sture, gibt eme Darstellung der RNA-Synthese in der Zelle (Transkription)
und schildert die Replikation RN A-haltiger Viren am Beispiel des Bakterio-
phagen Qf.

Er will damt zeigen, dall die in den letzten Jahren entwickelten in vitro
Systeme Kinblicke in die Kinzelheiten der Synthesemechanismen gewihren.
Ist es bisher gelungen, die Synthese natirlich vorkommender, biologisch
aktiver Nukleinsiuren im Reagensglas zu vollziehen, so liegt es nun nahe,
diese Synthesen gerichtet abzuindern, win Nukleinsiuren mit verdnderten
genetischen Eigenschatten zu erzeugen. Solche Bestrebungen sind in mehre-
ren Lahoratorien im Gange und versprechen eine neues Kapitel in der biologi-
schen Forschung zu erdffnen.

Résumé

I’acide désoxyribonucléique est une macromolécule hautement spécia-
lisée qui sert surtout, sinon exclusivement, de dépdt d'information géné-
tique. Les acides ribonucléiques par contre ont des fonetions multiples; ils
ont, entre autres, les fonctions de dépdt d'informations (génome, en cas de
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virus déterminé), d'élément structurel et peut-étre également fonctionnel
(tel que RINA 55, 165 et 235 dans le ribosome), de produit intermédiaire
dans la syntheése des protéines (tel que 'aminoacyl-tRNA) ou de messager
d'information dans la synthése des protéines (tel que le messenger RNA),
pour énumérer quelques-uns des exemples bien connus.

Liauteur explique enfin la structure et la fonction de 'acide ribonucléique,
déerit la synthése RNA dans la cellule (transcription) et dépeint, 4 I'aide de
exemple des bactériophages Qf, la réplication de virus contenant du RNA.

Il cherche ainsi a démontrer que les systémes in vitro développés au cours
des dernicres années permettent de reconnaitre les particularités des méca-
nismes de synthése, 8i, jusqu’a présent, on a réussi a synthétiser, dans le
tube & essals, des acides nueléiques existant dans la nature et qui sont bio-
logicmement actifs, 1l semble naturel d’essayer de modifier la synthése dans
une direction voulue, afin de créer des acides nucléiques montrant des pro-
priétés génétiques mutuées. De telles expériences sont en cours dans divers
laboratoires et promettent d’ouvrir un nouveau chapitre dans la recherche
hiologique.,

Riassunto

L’acido desossiribonucleico & mna macromolecola altamente specifica
che serve prevalentemente, se non esclusivamente, quale deposito dell’in-
formazione genetica. Gl acidi ribonucleicl invece, hanno delle funzion:
molto diverse, tra Ualtro quella di un deposito dell'informazione {genoma,
nel caso di determinati virus), di un elemento strutturale ed eventnal-
mente anche funzionale (quale RNA 55, 165 e 23 5 nel ribosoma), di un
prodotto intermediario nella sintesi delle proteme (come aminoacyl-tRNA)
o di un trasmettitore di informazioni nella sintesi delle proteine (quale
messenger-RNA), per elencare soltanto aleuni degli esempi meglio conosciuti.

[ autore definisce in seguito struttura e funzione dell’acido ribonucleico,
tratta della sintes: di RNA nella cellula (traserizione) e spiega la replica-
zione del virus contenenti FRNA, servendosi come esempio dei batteriofagi
del tipo Q 8.

Cerca cosl ch dimostrare che 1 sistemi in vitro sviluppati negh ultimi anni,
permettono di farsi un’idea di certi particolari riguardanti i meccanismi di
sintesi. Se fino ad oggi si & riusciti a sintetizzare in provetta gl acidi nucler-
¢l provenienti in natura e biologicamente attivi, & ovvio che si cerchi ora
di modificare specificamente tali sintesi, per generare degl acidi nucleici
con delle proprieta genetiche mutate. Tah sforzi s1 stanno preducendo in
diversi laboratori e promettono di iniziare un nuovo capitolo nella ricerca
biologica,

Summary

Deoxyribonuneleie acid 1s a highly specialised macromolecule which serves
mainly, if not exclusively, as a repository of genetic information. Ribonucleic
acid, on the other hand, assumes a number of functions, amongst others
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that of storing information (genonie in the case of certain viruses), of strue-
tural and possibly also functional element (as 53, 168 and 238 RNA in
ribosome), of intermediary product in protein synthesis (as aminoacyl-
tRNA) or of information carrier in protemn svnthesis (as messenger RNA),
to mention onlv a few of the better known examples,

The author then describes the structure and function of ribonucleic
acul, gives a picture of the RNA synthesis in the cell (transcription) and
considers the replication of RNA-containing viruses, using as an example
the bacteriophage Qp.

The mtention 1s to show that the m vitro svstems developed in recent
vears provide some insight into the details of the mechanism of synthesis,
Since 1t has become possible to carry out in the test-tube the synthesis of
biologically active nucleie acids, it would seem possible to change such
syntheses to produce nueleic acids with altered genetic properties. Attempts
to do this are being made in several laboratories, and promise to open a
new chapter in biological research.

Adresse des Autors: Prof. D, Ch. Weissmann. Institut fiir Molekularbiologic, Winter-
thurerstralie 260, 8057 Zirich.

Diskussion

I’ Hisee (Basel): Tnwiefern kann eine guantitativ gesteigerte Transkription eines
spezifischen Messengers durch eine zeitlich beschleunigte Transkription und inwicforn
durch eine Redundanz des Cistrons erklirt werden ?

(i, Waisssany (Zarich): In Bakterien ist gesteigerte Transkription aul eine Frhithung
der Initiationsfrequenz zurtickzofihren, die eigentliche Polymerisationsrate st steis
etwa diesclbe, Redundanz des Messenger Uistrons kommt selten vor.

H. P. voy Hanx (Basel): Von J. Bosxer ist 1965 eine «chromosomale RNAv be-
schrieben worden, die aus ca. 40 Nukleotiden bestehen soll. und in Chromosomen die
Spezititit der Histone als Genrepressoren bewirken soll. [st diese RNA von unabhangi-
ger Seite bestitigt worden ?

Cr. Wemssyasy (Zirich): Meines Wissens ist cdie von Boxxer gefundene «chromo-
somale RNA» (mit hohem Dihyvdrouracilgehalt) bisher nur von Boxser selbst bzw,
von seinen Schillern beschrichen worden.
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