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sion in Bakterien**
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Die Expression eines bestimmten Gens kann durch das Ein-
bringen eines kiinstlichen RNA-basierten Schaltelements ef-
fektiv reguliert werden. Bei der Entwicklung eines solchen
Schaltelements kann man sich an einer Vielzahl natiirlicher
RNA-Schalter orientieren, die bereits charakterisiert
wurden."! 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.”) Andererseits werden be-
reits seit einiger Zeit durch die Verkniipfung von Aptameren
mit ,,Hammerhead“-Ribozymen (HHR) so genannte Apta-
zyme hergestellt, deren Aktivitit sich durch Ligandenbin-
dung spezifisch regulieren lisst.** In den letzten Jahren
zeigte sich indes, dass die katalytisch aktive Konformation
natiirlicher HHRs durch tertidre Wechselwirkungen zwischen
den Helices I und 1T stabilisiert wird."”! Diese Wechselwir-
kungen fithren dazu, dass das liangere, in seiner Faltung sta-
bilisierte HHR eine viel hohere Aktivitdt aufweist als die
friher fiir die Konstruktion von Aptazymen genutzten Mi-
nimalmotive des HHR. Das natiirliche HHR-Motiv kann
selbst bei sehr niedrigen Magnesiumkonzentrationen, wie sie
auch in Zellen vorherrschen, RNA effizient spalten.”! Im
Folgenden werden wir ein neuartiges ligandgesteuertes
,Hammerhead“-Ribozym vorstellen, das den Einsatz solcher
Aptazyme fiir die RNA-basierte Kontrolle der Genexpressi-
on in Bakterien ermoglicht.

Schon 2004 fiigten 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 Sdugerzellkultur als auch im
Tierversuch drastisch reduziert.** Durch Zugabe von Nuc-
leosidanaloga konnte die Expression des Reportergens zu-
mindest teilweise wiederhergestellt werden, da die Nucleo-
sidanaloga in die zellulire RNA und damit auch in das
Ribozym eingebaut und dieses somit inaktiviert wurde.®?
Fiir eine allgemeine Anwendung kiinstlicher Schalter in un-

[*] M. Wieland, Prof. Dr. ). S. Hartig

Fachbereich Chemie
Universitdt Konstanz
UniversititsstrafRe 10, 78457 Konstanz (Deutschland)
Fax: (+49) 7531-88-5140
E-Mail: joerg.hartig@uni-konstanz.de
Homepage: http://www.uni-konstanz.de/FuF/chemie/jhartig

[**] J.S.H. dankt der VolkswagenStiftung fur die grofiziigige Férderung
im Rahmen des Lichtenberg-Programms. Weiter mochten wir Astrid
Joachimi fiir ihre ausgezeichnete technische Unterstiitzung danken.

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

Angew. Chem. 2008, 120, 2643 —2646

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

terschiedlichen Organismen, auch in Bakterien, sollten diese
jedoch durch moglichst ungiftige Verbindungen reguliert
werden konnen. 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.'” Spiter wurde ein Aptamer, das
das Xanthin-Analogon Theophyllin spezifisch bindet,!" in die
mRNA von Bakterien eingefiigt, was eine achtfache Reduk-
tion der Genexpression durch Zugabe von Theophyllin zur
Folge hatte.'” Kiirzlich 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.'™™ Diese
RNA-Schalter zeichnen sich dadurch aus, dass die Riboso-
menbindungsstelle (RBS) nach der Bindung von Theophyllin
zugdnglich wird. Eine einstringige Shine-Dalgarno(SD)-Se-
quenz in der RBS ist wichtig fiir eine effiziente Auslosung der
Translation.'®! Die Regulation der Expression durch ligan-
denvermittelte Anderung der Zuginglichkeit der RBS findet
sich oft auch in natiirlichen RNA-Schaltern."”

Bei der Entwicklung eines HHR-basierten RNA-Schal-
ters nutzten wir als Grundlage ein schnell spaltendes ,,Ham-
merhead“-Ribozym, das tertidre Wechselwirkungen zwischen
den Helices I und II zulédsst. Des Weiteren konstruierten wir
das Ribozym so, dass erst durch die Spaltung der mRNA die
RBS einstringig und damit leicht zugingig 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-
pelstriangig vorliegt (SD/Anti-SD, Abbildung 1 A). In diesem
Zustand ist die Genexpression vollstdndig ausgeschaltet, was
durch ein Kontrollexperiment, in dem man das HHR durch
eine gezielte Punktmutation im aktiven Zentrum inaktivierte,
bestitigt 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 ermoglicht wird (HHR, Abbildung 1B). Dieses
Design, bei welchem die blockierte RBS erst durch das
Spalten der mRNA zugéngig wird, sollte es erstmals ermog-
lichen, Ribozyme in Bakterien als kiinstliche RNA Schalter
zu nutzen. Interessanterweise hat das schon erwéhnte natiir-
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, fithrt dann aber zu einer reduzierten Genexpression.
Die Wirkungsweise des glmS-Schalters basiert darauf, dass
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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 | und Il des Ribozyms
sowie die Maskierung der Shine-Dalgarno-Sequenz (SD/Anti-SD, grau).
Die autokatalytische Spaltung der mRNA macht die Ribosomenbin-
dungsstelle zugénglich und aktiviert so die Genexpression. B) In-vivo-
Expression von eGFP in Escherichia coli: Das Kontrollplasmid enthilt
kein eGFP-Gen (kein eGFP); ein aktives HHR mit tertiiren Wechselwir-
kungen zwischen Helix | und Il 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).

die gespaltene mRNA von einer Nuclease erkannt und ab-
gebaut wird.>¥

Nachdem wir zeigen konnten, dass das beschriebene
Design eine Induktion der Genexpression durch ribozym-
vermittelte Spaltung der mRNA ermoglicht, versuchten wir
nun, die Aktivitidt des Ribozyms durch Liganden zu steuern.
Bereits seit langerem 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 Aktivitit stark eingeschréankt.
Erst vor kurzem gelang es Smolke und Mitarbeitern, die
Helix II eines ungekiirzten HHR mit einem Aptamer zu
verkniipfen, ohne dass die tertidiren Wechselwirkungen und
die katalytische Aktivitit beeintriachtigt werden.

Wir verkniipften das Aptamer an einer anderen Position
mit dem HHR: Damit die tertidren Wechselwirkungen ei-
nerseits nicht gestort werden, andererseits aber auch eine
Regulation der Aktivitdt moglich ist, fiigten wir ein Theo-
phyllin bindendes Aptamer an der Helix III des HHR ein
(Abbildung 2 A). Die Verkniipfungssequenz zwischen Apta-
mer und Ribozym muss so gestaltet sein, dass die Information
iiber die Bindung des Liganden am Aptamer an das Ribozym
weitervermittelt wird. Wir optimierten diese Verkniipfungs-
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Abbildung 2. Ein Theophyllin-abhingiges Ribozym als kiinstlicher
RNA-Schalter: A) Design des Theophyllin-abhingigen ,Hammerhead*-
Aptazyms (theo-HHAZ): Ein Theophyllin-Aptamer wird tiber Helix 111 in
das HHR eingefiigt, sodass die tertidren Wechselwirkungen zwischen
den Helices | und Il (graue Linien) nicht gestért 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 Abhingigkeit von der
Theophyllinkonzentration. Schwarz: kein Theophyllin, rot: 800 um
Theophyllin, griin: 4 mm Theophyllin. C) eGFP-Expression des theo-
HHAz-Klons in Abhingigkeit von der Theophyllinkonzentration (Kenn-
zeichnung wie in B). Wihrend Theophyllin die eGFP-Expression des
HHR-Klons auf die Hilfte 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 2 A) und diese Bibliothek vor ein eGFP-
Reportergen in E. coli klonierten. Isolierte Klone wurden
anschlieBend auf Verdnderungen der eGFP-Expression in
Abhingigkeit von Theophyllin untersucht. Der Vorteil dieses
In-vivo-Screenings liegt darin, dass man ausschlieSlich RNA-
Schalter erhilt, die tatsédchlich in vivo schaltbar sind. Mit
diesem Verfahren identifizierten wir einen Klon (theo-
HHAz, Theophyllin-abhéngiges ,,Hammerhead“-Aptazym),
der in Gegenwart von Theophyllin eine bis auf das Zehnfache
erhohte Expression von eGFP aufweist (Abbildung 2C).
Dagegen wurde beim Referenzklon mit der urspriinglichen
HHR-Sequenz (Abbildung 1) eine verminderte eGFP-Ex-
pression beobachtet (Abbildung2B). Koffein, das sich
nur durch eine zusdtzliche 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 néchstes untersuchten wir den Schaltmechanismus durch
gezielte Mutationen, um die Stabilitdt der identifizierten
Verkniipfungssequenz in Helix III zu modulieren. Die Gen-
expression wurde in Abhéngigkeit der Mutationen beobach-
tet, und die Ergebnisse bestitigen, dass die Duplexstabilitét
von Helix IIT die Grundlage fiir die Ribozymregulation
bildet: Die Schwéchung der Helix III inaktiviert Ribozym-
spaltung und Genexpression vollstdndig, wiahrend die Stabi-
lisierung zu einer verstiarkten, nicht mehr schaltbaren Ex-
pression fiihrt (siehe die Hintergrundinformationen).

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob der
Anstieg der eGFP-Expression in vivo von einer durch
Theophyllin hervorgerufenen Anderung der Spaltungsge-
schwindigkeit herriihrte, wurde das entsprechende in-cis-
schneidende Ribozym durch In-vitro-Transkription herge-
stellt.’! Die Spaltungsreaktionen wurden in vitro bei einer
niedrigen Mg®"-Konzentration (200 pum) ausgefiihrt, um die
Verhiltnisse in vivo nachzuahmen.”"??! Die gemessene Spal-
tungsgeschwindigkeit (k,,,) ohne Theophyllin liegt fiir HHR
iiber 8 min~' und fiir theo-HHAz bei 1.3 min"'. Bei der
Zugabe von 1mm Theophyllin bleibt die Spaltungsge-
schwindigkeit fiir HHR unverédndert, wohingegen sich k&, fiir
theo-HHAz fast verdreifacht (3.6 min~', Abbildung 3). In
Ubereinstimmung mit den In-vivo-Ergebnissen zeigt Koffein
ebenfalls keinen FEinfluss auf die katalytische Aktivitdt der
Ribozyme (siehe die Hintergrundinformationen).

Die gemessenen Spaltungsgeschwindigkeiten entsprechen
den Werten fiir schnell spaltende Ribozyme, die bei niedrigen
Magnesiumkonzentrationen noch katalytisch aktiv sind.”
Im Unterschied zu vielen Literaturdaten weisen die Ribozy-
me in unseren Experimenten aber einen fast kompletten
Reaktionsumsatz auf (90 % ).>”) Die Theophyllin-Abhiingig-
keit der Spaltungsaktivitdt ist fiir theo-HHAz viel geringer
aus bei einer Verkniipfung des Aptazyms mit der Helix IL.[¥
Trotzdem lésst sich die Genexpression durch das Ribozym
theo-HHAZz in vivo durch Ligandenbindung zu steuern. Es
scheint, dass selbst die méBige Induzierbarkeit, die hier in
vitro beobachtet wurde, ausreichend ist fiir die Regulation
der Expression in vivo. Eine mogliche Erkldrung hierfiir wire,
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Abbildung 3. Reakionskinetik der In-vitro-Spaltung von isolierten Ribo-
zymen. A) Zeitverlauf der Spaltungsreaktion der Ribozyme bei 200 pm
Mg®". Quadrate: HHR, Dreiecke: theo-HHAz. Ausgefiillte 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 wihrend der Transkription ver-
hinderte. B) Konzentrationsabhéngigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit
(relativ zur Reaktion ohne Theophyllin). Quadrate: HHR, Dreiecke:
theo-HHAz.

dass mithilfe des In-vivo-Screenings Ribozyme mit einem
genau fiir die Regulation der Genexpression passenden Ak-
tivititsbereich (k,,, = 1-3 min™') gefunden wurden. Anders
als bei fritheren Strategien mit In-vitro-Selektion wurde hier
durch ein In-vivo-Screening direkt der gewiinschte Phénotyp
isoliert.

Zusammenfassend haben wir hier ein neuartiges ,,Ham-
merhead“-Aptazym vorgestellt, welches den FEinsatz von
Ribozymen als kiinstliche RNA-Schalter ermoglicht. Dieser
Ansatz hat Vorteile gegeniiber dem einfachen Einfiigen der
entsprechenden Aptamersequenz in die mRNA: Das
Schneiden der Boten-RNA stellt eine irreversible und dras-
tische Verdnderung der Information dar. Vergleichbare Aus-
wirkungen auf die Genexpression konnten selbst in Orga-
nismen erwartet werden, bei denen sich die genetischen
Mechanismen betrichtlich unterscheiden. Wir priifen zurzeit,
ob es moglich ist, das entwickelte Aptazymdesign zur Regu-
lation der Genexpression auf Eukaryoten zu iibertragen. Die
Schaltung der Genexpression in Bakterien wurde moglich
durch die Entwicklung eines Mechanismus, bei dem ein
Ribozym die RBS maskiert und diese bei Aktivierung der
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autokatalytischen Spaltung freisetzt. Indem wir ein Aptamer
erstmals lber Helix III einfithrten und so die tertidren
Wechselwirkungen zwischen Helix I und II nicht beeintréch-
tigt wurden, erhielten wir ein Ribozym, das selbst bei nied-
rigen Mg?"-Konzentrationen aktiv bleibt. Durch das an-
schlieBende Screening von Varianten, deren Verkniipfung
zwischen Aptamer und Ribozym randomisiert wurde, konn-
ten wir ein Ribozym identifizieren, das durch Liganden in-
duzierbar war. Dieses Aptazym weist selbst bei geringen
Mg”*"-Konzentrationen eine sehr hohe katalytische Aktivitt
auf. Neben diesem innovativen Design eines kiinstlichen
RNA-Schalters wurden erste Hinweise {iber das benétigte
Aktivitatsfenster fiir ein mRNA-spaltendes Ribozym in vivo
erhalten. Die katalytischen Voraussetzungen regulatorischer
,2Hammerhead“-Ribozyme in vivo werden von uns derzeit
genauer untersucht. Obwohl nur drei Nucleotide der Ver-
kniipfung randomisiert wurden, konnten wir einen duf3erst
wirksamen genetischen Schalter in Bakterien identifizieren
und charakterisieren. Die Durchmusterung gréerer Biblio-
theken sollte die Identifizierung von Ribozymen ermogli-
chen, die sich durch optimierte Regulationsraten auszeichnen
und eine Theophyllin-abhingige Inhibition anstelle einer
Aktivierung aufweisen.
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