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Ein Aptazym-Design f�r die RNA-basierte Schaltung der Genexpres-
sion in Bakterien**
Markus Wieland und J�rg S. Hartig*

Die Expression eines bestimmten Gens kann durch das Ein-
bringen eines k�nstlichen RNA-basierten Schaltelements ef-
fektiv reguliert werden. Bei der Entwicklung eines solchen
Schaltelements kann man sich an einer Vielzahl nat�rlicher
RNA-Schalter orientieren, die bereits charakterisiert
wurden.[1] Der glmS-RNA-Schalter stellt dabei den einzigen
bisher bekannten „riboswitch“ dar, der auf einer autokata-
lytischen Spaltung der Boten-RNA (mRNA) nach der Bin-
dung eines Metaboliten beruht.[2] Andererseits werden be-
reits seit einiger Zeit durch die Verkn�pfung von Aptameren
mit „Hammerhead“-Ribozymen (HHR) so genannte Apta-
zyme hergestellt, deren Aktivit1t sich durch Ligandenbin-
dung spezifisch regulieren l1sst.[3, 4] In den letzten Jahren
zeigte sich indes, dass die katalytisch aktive Konformation
nat�rlicher HHRs durch terti1re Wechselwirkungen zwischen
den Helices I und II stabilisiert wird.[5–7] Diese Wechselwir-
kungen f�hren dazu, dass das l1ngere, in seiner Faltung sta-
bilisierte HHR eine viel h=here Aktivit1t aufweist als die
fr�her f�r die Konstruktion von Aptazymen genutzten Mi-
nimalmotive des HHR. Das nat�rliche HHR-Motiv kann
selbst bei sehr niedrigen Magnesiumkonzentrationen, wie sie
auch in Zellen vorherrschen, RNA effizient spalten.[5] Im
Folgenden werden wir ein neuartiges ligandgesteuertes
„Hammerhead“-Ribozym vorstellen, das den Einsatz solcher
Aptazyme f�r die RNA-basierte Kontrolle der Genexpressi-
on in Bakterien erm=glicht.

Schon 2004 f�gten Mulligan und Mitarbeiter schnell
spaltende „Hammerhead“-Ribozyme mit den oben be-
schriebenen Helix-I/Helix-II-Wechselwirkungen in die
mRNA eines Reportergens ein. Die Expression des Repor-
ters wurde daraufhin sowohl in S1ugerzellkultur als auch im
Tierversuch drastisch reduziert.[8, 9] Durch Zugabe von Nuc-
leosidanaloga konnte die Expression des Reportergens zu-
mindest teilweise wiederhergestellt werden, da die Nucleo-
sidanaloga in die zellul1re RNA und damit auch in das
Ribozym eingebaut und dieses somit inaktiviert wurde.[8,9]

F�r eine allgemeine Anwendung k�nstlicher Schalter in un-

terschiedlichen Organismen, auch in Bakterien, sollten diese
jedoch durch m=glichst ungiftige Verbindungen reguliert
werden k=nnen. Ein erster Schritt in diese Richtung war der
Einbau eines Aptamers in die mRNA eines Reportergens,
dessen Expression nach Zugabe des aptamerspezifischen Li-
ganden gehemmt wurde.[10] Sp1ter wurde ein Aptamer, das
das Xanthin-Analogon Theophyllin spezifisch bindet,[11] in die
mRNA von Bakterien eingef�gt, was eine achtfache Reduk-
tion der Genexpression durch Zugabe von Theophyllin zur
Folge hatte.[12] K�rzlich durchmusterten Gallivan und Mitar-
beiter eine randomisierte Bibliothek von bakteriellen
mRNA-Varianten, die Theophyllin-Aptamere enthalten, und
identifizierten dabei Sequenzen, die eine ligandenvermittelte
Induktion der Reportergenexpression zeigen.[13–15] Diese
RNA-Schalter zeichnen sich dadurch aus, dass die Riboso-
menbindungsstelle (RBS) nach der Bindung von Theophyllin
zug1nglich wird. Eine einstr1ngige Shine-Dalgarno(SD)-Se-
quenz in der RBS ist wichtig f�r eine effiziente Ausl=sung der
Translation.[16] Die Regulation der Expression durch ligan-
denvermittelte Hnderung der Zug1nglichkeit der RBS findet
sich oft auch in nat�rlichen RNA-Schaltern.[17]

Bei der Entwicklung eines HHR-basierten RNA-Schal-
ters nutzten wir als Grundlage ein schnell spaltendes „Ham-
merhead“-Ribozym, das terti1re Wechselwirkungen zwischen
den Helices I und II zul1sst. Des Weiteren konstruierten wir
das Ribozym so, dass erst durch die Spaltung der mRNA die
RBS einstr1ngig und damit leicht zug1ngig vorliegt. Dieses
neue Design war notwendig, da das alleinige Spalten in der 5’-
untranslatierten Region der mRNA in Bakterien im Unter-
schied zu eukaryotischen Zellen oft keinen nennenswerten
Einfluss auf die Genexpression hat. Hierzu integrierten wir
die SD-Sequenz in die Helix I des HHR, sodass diese dop-
pelstr1ngig vorliegt (SD/Anti-SD, Abbildung 1A). In diesem
Zustand ist die Genexpression vollst1ndig ausgeschaltet, was
durch ein Kontrollexperiment, in dem man das HHR durch
eine gezielte Punktmutation im aktiven Zentrum inaktivierte,
best1tigt wurde (inaktiviertes HHR, Abbildung 1B). Das
aktive HHR hingegen spaltet die mRNA derart, dass die
Anti-SD-Sequenz entfernt und die Expression des Report-
ergens erm=glicht wird (HHR, Abbildung 1B). Dieses
Design, bei welchem die blockierte RBS erst durch das
Spalten der mRNA zug1ngig wird, sollte es erstmals erm=g-
lichen, Ribozyme in Bakterien als k�nstliche RNA Schalter
zu nutzen. Interessanterweise hat das schon erw1hnte nat�r-
liche Ribozym, das Teil des glmS-RNA-Schalters ist, den
entgegengesetzten Effekt: Durch die spezifische Bindung von
Glucosamin-6-Phosphat wird das Ribozym zwar auch akti-
viert, f�hrt dann aber zu einer reduzierten Genexpression.
Die Wirkungsweise des glmS-Schalters basiert darauf, dass
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die gespaltene mRNA von einer Nuclease erkannt und ab-
gebaut wird.[2, 18]

Nachdem wir zeigen konnten, dass das beschriebene
Design eine Induktion der Genexpression durch ribozym-
vermittelte Spaltung der mRNA erm=glicht, versuchten wir
nun, die Aktivit1t des Ribozyms durch Liganden zu steuern.
Bereits seit l1ngerem wird die Helix II genutzt, um ver-
schiedene Aptamere mit dem Minimalmotiv des HHR zu
verbinden. Diese Aptazyme waren zwar sehr gut schaltbar,
aber auch in ihrer katalytischen Aktivit1t stark eingeschr1nkt.
Erst vor kurzem gelang es Smolke und Mitarbeitern, die
Helix II eines ungek�rzten HHR mit einem Aptamer zu
verkn�pfen, ohne dass die terti1ren Wechselwirkungen und
die katalytische Aktivit1t beeintr1chtigt werden.[19]

Wir verkn�pften das Aptamer an einer anderen Position
mit dem HHR: Damit die terti1ren Wechselwirkungen ei-
nerseits nicht gest=rt werden, andererseits aber auch eine
Regulation der Aktivit1t m=glich ist, f�gten wir ein Theo-
phyllin bindendes Aptamer an der Helix III des HHR ein
(Abbildung 2A). Die Verkn�pfungssequenz zwischen Apta-
mer und Ribozym muss so gestaltet sein, dass die Information
�ber die Bindung des Liganden am Aptamer an das Ribozym
weitervermittelt wird. Wir optimierten diese Verkn�pfungs-

Abbildung 1. Design eines schnell spaltenden „Hammerhead“-Ribo-
zyms (HHR), das durch Spaltung der mRNA in Bakterien die Expressi-
on des Reportergens eGFP aktiviert. A) Neues Design zur Modulation
der Expression in Bakterien. Wichtige Merkmale sind die Konservie-
rung der Wechselwirkungen zwischen Helix I und II des Ribozyms
sowie die Maskierung der Shine-Dalgarno-Sequenz (SD/Anti-SD, grau).
Die autokatalytische Spaltung der mRNA macht die Ribosomenbin-
dungsstelle zug*nglich und aktiviert so die Genexpression. B) In-vivo-
Expression von eGFP in Escherichia coli : Das Kontrollplasmid enth*lt
kein eGFP-Gen (kein eGFP); ein aktives HHR mit terti*ren Wechselwir-
kungen zwischen Helix I und II wurde, wie in (A) gezeigt, in die 5’-UTR
des eGFP-Gens kloniert (HHR), ebenso eine HHR-Variante, die durch
eine Punktmutation inaktiviert wurde (inaktiviertes HHR, Details in
den Hintergrundinformationen).

Abbildung 2. Ein Theophyllin-abh*ngiges Ribozym als k>nstlicher
RNA-Schalter: A) Design des Theophyllin-abh*ngigen „Hammerhead“-
Aptazyms (theo-HHAz): Ein Theophyllin-Aptamer wird >ber Helix III in
das HHR eingef>gt, sodass die terti*ren Wechselwirkungen zwischen
den Helices I und II (graue Linien) nicht gest?rt werden. Die Zugabe
von Theophyllin aktiviert das Ribozym und somit die Genexpression.
Theo-HHAz wurde beim In-vivo-Screening einer Bibliothek von Klonen
identifiziert, die durch Randomisieren der Sequenz an den rot umran-
deten Positionen erhalten wurden. B) In-vivo-eGFP-Expression des
HHR-Klons (Sequenz siehe Abbildung 1) in Abh*ngigkeit von der
Theophyllinkonzentration. Schwarz: kein Theophyllin, rot: 800 mm

Theophyllin, gr>n: 4 mm Theophyllin. C) eGFP-Expression des theo-
HHAz-Klons in Abh*ngigkeit von der Theophyllinkonzentration (Kenn-
zeichnung wie in B). W*hrend Theophyllin die eGFP-Expression des
HHR-Klons auf die H*lfte reduziert, wird bei der theo-HHAz-Variante
eine zehnfache Aktivierung beobachtet.
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stelle, indem wir drei Nucleotide randomisierten (rot um-
randet in Abbildung 2A) und diese Bibliothek vor ein eGFP-
Reportergen in E. coli klonierten. Isolierte Klone wurden
anschließend auf Ver1nderungen der eGFP-Expression in
Abh1ngigkeit von Theophyllin untersucht. Der Vorteil dieses
In-vivo-Screenings liegt darin, dass man ausschließlich RNA-
Schalter erh1lt, die tats1chlich in vivo schaltbar sind. Mit
diesem Verfahren identifizierten wir einen Klon (theo-
HHAz, Theophyllin-abh1ngiges „Hammerhead“-Aptazym),
der in Gegenwart von Theophyllin eine bis auf das Zehnfache
erh=hte Expression von eGFP aufweist (Abbildung 2C).
Dagegen wurde beim Referenzklon mit der urspr�nglichen
HHR-Sequenz (Abbildung 1) eine verminderte eGFP-Ex-
pression beobachtet (Abbildung 2 B). Koffein, das sich
nur durch eine zus1tzliche Methylgruppe an der
7-Position des Purins vom Theophyllin unterscheidet,
wirkt nicht aktivierend auf die Genexpression (siehe die
Hintergrundinformationen). Somit konnte gezeigt werden,
dass die hochspezifische Bindung des Aptamers an Theo-
phyllin in der Sequenz des Ribozyms erhalten geblieben ist.
Als n1chstes untersuchten wir den Schaltmechanismus durch
gezielte Mutationen, um die Stabilit1t der identifizierten
Verkn�pfungssequenz in Helix III zu modulieren. Die Gen-
expression wurde in Abh1ngigkeit der Mutationen beobach-
tet, und die Ergebnisse best1tigen, dass die Duplexstabilit1t
von Helix III die Grundlage f�r die Ribozymregulation
bildet: Die Schw1chung der Helix III inaktiviert Ribozym-
spaltung und Genexpression vollst1ndig, w1hrend die Stabi-
lisierung zu einer verst1rkten, nicht mehr schaltbaren Ex-
pression f�hrt (siehe die Hintergrundinformationen).

Um eine Aussage dar�ber treffen zu k=nnen, ob der
Anstieg der eGFP-Expression in vivo von einer durch
Theophyllin hervorgerufenen Hnderung der Spaltungsge-
schwindigkeit herr�hrte, wurde das entsprechende in-cis-
schneidende Ribozym durch In-vitro-Transkription herge-
stellt.[20] Die Spaltungsreaktionen wurden in vitro bei einer
niedrigen Mg2+-Konzentration (200 mm) ausgef�hrt, um die
Verh1ltnisse in vivo nachzuahmen.[21, 22] Die gemessene Spal-
tungsgeschwindigkeit (kobs) ohne Theophyllin liegt f�r HHR
�ber 8 min�1 und f�r theo-HHAz bei 1.3 min�1. Bei der
Zugabe von 1 mm Theophyllin bleibt die Spaltungsge-
schwindigkeit f�r HHR unver1ndert, wohingegen sich kobs f�r
theo-HHAz fast verdreifacht (3.6 min�1, Abbildung 3). In
Nbereinstimmung mit den In-vivo-Ergebnissen zeigt Koffein
ebenfalls keinen Einfluss auf die katalytische Aktivit1t der
Ribozyme (siehe die Hintergrundinformationen).

Die gemessenen Spaltungsgeschwindigkeiten entsprechen
den Werten f�r schnell spaltende Ribozyme, die bei niedrigen
Magnesiumkonzentrationen noch katalytisch aktiv sind.[5,7]

Im Unterschied zu vielen Literaturdaten weisen die Ribozy-
me in unseren Experimenten aber einen fast kompletten
Reaktionsumsatz auf (90 %).[5, 7] Die Theophyllin-Abh1ngig-
keit der Spaltungsaktivit1t ist f�r theo-HHAz viel geringer
aus bei einer Verkn�pfung des Aptazyms mit der Helix II.[3]

Trotzdem l1sst sich die Genexpression durch das Ribozym
theo-HHAz in vivo durch Ligandenbindung zu steuern. Es
scheint, dass selbst die m1ßige Induzierbarkeit, die hier in
vitro beobachtet wurde, ausreichend ist f�r die Regulation
der Expression in vivo. Eine m=gliche Erkl1rung hierf�r w1re,

dass mithilfe des In-vivo-Screenings Ribozyme mit einem
genau f�r die Regulation der Genexpression passenden Ak-
tivit1tsbereich (kobs = 1–3 min�1) gefunden wurden. Anders
als bei fr�heren Strategien mit In-vitro-Selektion wurde hier
durch ein In-vivo-Screening direkt der gew�nschte Ph1notyp
isoliert.

Zusammenfassend haben wir hier ein neuartiges „Ham-
merhead“-Aptazym vorgestellt, welches den Einsatz von
Ribozymen als k�nstliche RNA-Schalter erm=glicht. Dieser
Ansatz hat Vorteile gegen�ber dem einfachen Einf�gen der
entsprechenden Aptamersequenz in die mRNA: Das
Schneiden der Boten-RNA stellt eine irreversible und dras-
tische Ver1nderung der Information dar. Vergleichbare Aus-
wirkungen auf die Genexpression k=nnten selbst in Orga-
nismen erwartet werden, bei denen sich die genetischen
Mechanismen betr1chtlich unterscheiden. Wir pr�fen zurzeit,
ob es m=glich ist, das entwickelte Aptazymdesign zur Regu-
lation der Genexpression auf Eukaryoten zu �bertragen. Die
Schaltung der Genexpression in Bakterien wurde m=glich
durch die Entwicklung eines Mechanismus, bei dem ein
Ribozym die RBS maskiert und diese bei Aktivierung der

Abbildung 3. Reakionskinetik der In-vitro-Spaltung von isolierten Ribo-
zymen. A) Zeitverlauf der Spaltungsreaktion der Ribozyme bei 200 mm

Mg2+. Quadrate: HHR, Dreiecke: theo-HHAz. Ausgef>llte Symbole:
ohne Theophyllin; offene Symbole: 4 mm Theophyllin. Kleines Bild:
PAGE-Analyse der Spaltungsreaktion des theo-HHAz. In-cis-spaltende
Ribozyme wurden durch In-vitro-Transkription hergestellt, indem man
einen Blockierstrang zugab, der mit dem aktiven Zentrum des Ribo-
zyms hybridisierte und so die Spaltung w*hrend der Transkription ver-
hinderte. B) Konzentrationsabh*ngigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit
(relativ zur Reaktion ohne Theophyllin). Quadrate: HHR, Dreiecke:
theo-HHAz.
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autokatalytischen Spaltung freisetzt. Indem wir ein Aptamer
erstmals �ber Helix III einf�hrten und so die terti1ren
Wechselwirkungen zwischen Helix I und II nicht beeintr1ch-
tigt wurden, erhielten wir ein Ribozym, das selbst bei nied-
rigen Mg2+-Konzentrationen aktiv bleibt. Durch das an-
schließende Screening von Varianten, deren Verkn�pfung
zwischen Aptamer und Ribozym randomisiert wurde, konn-
ten wir ein Ribozym identifizieren, das durch Liganden in-
duzierbar war. Dieses Aptazym weist selbst bei geringen
Mg2+-Konzentrationen eine sehr hohe katalytische Aktivit1t
auf. Neben diesem innovativen Design eines k�nstlichen
RNA-Schalters wurden erste Hinweise �ber das ben=tigte
Aktivit1tsfenster f�r ein mRNA-spaltendes Ribozym in vivo
erhalten. Die katalytischen Voraussetzungen regulatorischer
„Hammerhead“-Ribozyme in vivo werden von uns derzeit
genauer untersucht. Obwohl nur drei Nucleotide der Ver-
kn�pfung randomisiert wurden, konnten wir einen 1ußerst
wirksamen genetischen Schalter in Bakterien identifizieren
und charakterisieren. Die Durchmusterung gr=ßerer Biblio-
theken sollte die Identifizierung von Ribozymen erm=gli-
chen, die sich durch optimierte Regulationsraten auszeichnen
und eine Theophyllin-abh1ngige Inhibition anstelle einer
Aktivierung aufweisen.
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