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Ligandenabhangige Regulierung einer Transfer-RNA in Bakterien™*
Barbara Berschneider, Markus Wieland, Marina Rubini und Jorg S. Hartig*

Als Boten-, Transfer- und ribosomale RNA (mRNA, tRNA
und rRNA) sind Ribonucleinséduren von essenzieller Bedeu-
tung wihrend der Genexpression. Uber diese bereits seit
langem bekannten Funktionen hinaus sind RNAs auch an der
Regulierung der Genexpression beteiligt. Zum Beispiel
konnen bestimmte Motive in mRNAs, sogenannte RNA-
Schalter (,,riboswitches“), die Genexpression durch ligan-
denabhingige Bildung von Sekundérstrukturen in der RNA
steuern.'! Das Konzept der natiirlichen RNA-Schalter kann
durch das Einfiigen von ligandenbindenden Sequenzen (Ap-
tameren) in die mRNA nachgeahmt werden, was eine externe
Regulierung der Genexpression ermoglicht.> Auf dieser
Grundlage entwickelten sowohl Ogawa und Maeda als auch
unsere Arbeitsgruppe ein erweitertes Expressionssystem, bei
dem mithilfe durch Liganden schaltbarer Ribozyme die
Translation in Bakterien reguliert werden kann.*”! In Hefe
wurden auf der Basis dhnlicher Liganden-gesteuerter Ribo-
zyme verschiedene Logikschalter konstruiert.!

Diese Beispiele zeigen, dass sich dieser einfache, aber
dullerst effektive Mechanismus von ligandenabhéngigen,
selbstspaltenden Ribozymen auf verschiedene Organismen
iibertragen lisst. Unserer Meinung nach sollte es aber auch
moglich sein, das Prinzip auf weitere Klassen von RNA iiber
die Regulierung von mRNAs hinaus anzuwenden, was wir
hier am Beispiel von tRNAs zeigen. In unserem System ak-
tiviert die Theophyllin-vermittelte Selbstspaltung eines
Hammerhead-Ribozyms (HHR) eine tRNA; erst nach er-
folgter Spaltung kann diese von der Translationsmaschinerie
genutzt werden.

Unserer Kenntnis nach ist dies das erste kiinstliche
Werkzeug zur Regulierung einer tRNA in lebenden Zellen
mithilfe einer niedermolekularen Verbindung. Allerdings
haben Westhof und Mitarbeiter gezeigt, dass die tRNA* in
Hefe spezifisch von dem Antibiotikum Tobramycin gebunden
und dadurch die Aspartylierungsreaktion gehemmt wird.”
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AufBlerdem wurden selbstspaltende HHRs bereits zuvor in
tRNAs und rRNAs der Hefe eingebaut, um einen Polyme-
rase-II-unabhingigen Polyadenylierungsmechanismus zu un-
tersuchen."”! Erst kiirzlich wurde ein In-vitro-Translations-
system zur Bestimmung von Theophyllin entwickelt, dessen
Grundlage die Verkniipfung eines Minimalmotiv-HHRs und
einer tRNA darstellt.['"]

Wir folgerten, dass es moglich sein sollte, selbstspaltende
Ribozyme zur Regulierung der Aktivitédt einer tRNA in vivo
zu nutzen: Hierzu entwickelten wir in Escherichia coli ein
tRNA-HHR-Fusionskonstrukt, in dem die tRNA-Funktion
direkt von der Ribozymaktivitdt abhédngig ist. Dazu fiigten
wir an das 5-Ende der tRNA ein schnell spaltendes HHR-
Motiv, dessen HelicesI und II tertidire Wechselwirkungen
eingehen konnen (Abbildung 1a).1*!%1 Als Reportersystem
fiir die Funktion der spezifischen tRNA in vivo wéihrend der
Translation verwendeten wir eine tRNAS", deren Anticodon
so abgedndert wurde, dass sie das Amber-Stoppcodon er-
kennt (Amber-Suppressor-tRNAS ). Zusitzlich wurde im
offenen Leseraster des verwendeten Reportergens eGFP ein
Serin-Codon durch ein  Amber-Stoppcodon  ersetzt
(SerSOAUG).'"*! Im Fall einer nichtfunktionalen tRNAS"
sollte die Translation an dieser Stelle vorzeitig abbrechen,
wohingegen eine Aktivierung der tRNA", zum Einbau von
Serin und damit zur Expression des intakten Reporters
fithren sollte (Abbildung 1c). Wie erwartet, fiihrt das Einfii-
gen des Amber-Stoppcodons in das offene Leseraster von
eGFP zu einer vollstdndigen Hemmung der e GFP-Expressi-
on. Lésst man hingegen zusitzlich noch tRNAY , in der Zelle
transkribieren, so kann die eGFP-Expression vollstindig
wiederhergestellt werden (Amber-Suppression).

Unser Ziel war es, ein Konstrukt zu entwickeln, das uns
die Ribozym-vermittelte Regulierung der tRNA in vivo er-
moglicht. Die tRNA sollte dabei erst nach erfolgter Ribo-
zymspaltung von der Translationsmaschinerie genutzt werden
konnen. Dazu sollten das Ribozym und die tRNA derart
verkniipft werden, dass sich die fiir die tRNA typische
Kleeblatt-Sekundérstruktur nicht mehr bilden kann, solange
das Ribozym ungespalten vorliegt (Abbildung 1a und b).
Unter Zuhilfenahme des mfold-Programms!'® gelang es uns,
ein Konstrukt zu entwerfen, bei dem die Helix I von HHR so
weit verldngert ist, dass diese mit dem 5'-Ende der tRNA
hybridisieren kann und somit die Bildung der Akzeptor- und
der D-Helix verhindert ist. Die dadurch entstehende Fehl-
faltung sollte die Prozessierung der tRNA inhibieren und
einen vorzeitigen Abbau dieser RNA einleiten,”? was die
Bildung einer funktionalen tRNA unterbindet. Erst durch die
Selbstspaltung des Ribozyms sollten die beiden entstehenden
RNA-Fragmente dissoziieren und dadurch die richtige Fal-
tung einer funktionalen tRNA ermdoglicht werden (Abbil-
dung 1a). Ein dhnliches Prinzip haben wir bereits erfolgreich
verwendet, als wir die Translation einer bakteriellen mRNA
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Abbildung 1. Ribozym-abhingige Regulierung der tRNA-Funktion in
vivo. a) Die Verkniipfung des HHR mit der tRNA-Sequenz fiihrt zu
einer nichtfunktionalen tRNA, da die Bildung der Akzeptor- und
D-Helix verhindert wird. Der graue Pfeil kennzeichnet die Spaltstelle
des Ribozyms. b) Nucleotidsequenz des HHR-tRNA-Fusionskon-
strukts. Die beiden eingerahmten Nucleotide geben die Position der A-
zu-G-Punktmutation an, durch die das HHR inaktiviert werden kann.I'”)
Das CUA-Anticodon, welches das Amber-Stoppcodon erkennt, ist mit
grauer Schrift dargestellt. c) Fluoreszenzanalyse der eGFP-Expression
im E.-coli-Stamm BL21 (DE3) unter Verwendung der folgenden Kon-
strukte: wt-eGFP-mRNA und wt-Serin-tRNA (eGFP-wt); ein Kontroll-
klon ohne eGFP-Gen (ohne eGFP); ein Amber-Stoppcodon ersetzt ein
Serin-Codon im offenen Leseraster der eGFP-mRNA (eGFP-Ser50-
Stop); eGFP-Ser50Stop mit der entsprechenden Amber-Suppressor-
tRNAY, (+tRNAST,); eGFP-Ser50Stop mit dem HHR-tRNA-Fusions-
konstrukt (+ HHR-tRNA-Fusion) und das gleiche Konstrukt mit der
Ribozym-inaktivierenden Punktmutation im aktiven Zentrum (4 inakt.
HHR-tRNA-Fusion).

dadurch regulierten, dass erst die Selbstspaltung eines Ribo-
zyms und anschlieBende Dissoziation der Spaltprodukte die
Ribosomenbindestelle freigab.!**!

Tatséachlich erreichte die eGFP-Expression, sobald die
tRNAST . mit einem aktiven HHR verkniipft und zusammen
mit der Amber-mRNA verwendet wurde, vergleichbare
Werte wie die unverdnderte tRNA in Kombination mit der
unverdnderten wt-eGFP-mRNA (Abbildung 1c, HHR-
tRNA Fusion). Es ist allerdings bemerkenswert, dass eine
Suppressor-tRNA  zusammen mit der entsprechenden
Amber-mRNA ein vergleichbares Expressionsniveau erreicht
wie das natiirliche System; iiblicherweise hat die Amber-
Suppression eine maximale Effizienz von 20 bis 30 % . In-
aktiviert man das angehdngte HHR durch eine A-zu-G-
Punktmutation im aktiven Zentrum (Abbildung 1b), kann
durch Fluoreszenzmessung keine eGFP-Expression mehr
nachgewiesen werden. Somit hédngt die tRNA-Funktion in
diesem System vollstindig von der Ribozymaktivitit ab.
Diese Experimente belegen, dass die in Abbildung 1 gezeigte
Verkniipfung eines HHR mit einer tRNA ein duflerst leis-
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tungsstarkes System zur Regulierung der tRNA-Aktivitét in
vivo darstellt.

Als néchstes wollten wir dieses System so weiterentwi-
ckeln, dass wir die tRNA-AKktivitit durch einen externen Reiz
steuern konnen. Dazu sollte ein Aptamer in das Ribozym
integriert werden, um ein ligandenabhingiges Aptazym zu
erhalten. Wir haben bereits in einer fritheren Arbeit durch
eine In-vivo-Durchmusterung ein Theophyllin-abhéngiges
Aptazym (damals theoHHAZ*! genannt, Abbildung?2) ge-
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Abbildung 2. Ligandenvermittelte Regulierung der tRNA-Aktivitit in
vivo. a) Das theoHHAz-tRNA-Fusionskonstrukt, zusammengesetzt aus
einem Theophyllin-abhingigen Aptazym (theoHHAz) verkniipft mit der
tRNA. Das Theophyllin-Aptamer befindet sich in Helix 11l des Apta-
zyms (Aptamer-Domine in grau dargestellt). b) Nucleotidsequenz des
theoHHAz-tRNA-Fusionskonstrukts. (Die tRNA-Domaine ist identisch
mit der in Abbildung 1b gezeigten.) c) Theophyllin-abhingige tRNA-
Verwendung: eGFP-Expression der urspriinglichen HHR-tRNA- (Drei-
ecke) und der Theophyllin-abhingigen theoHHAz-tRNA-Fusionskon-
strukte (Kreise) in vivo. Die offenen Dreiecke und Kreise reprisentie-
ren entsprechende Konstrukte, die durch die A-zu-G-Punktmutation in-
aktiviert wurden.

funden und charakterisiert, das es ermoglichte, die Transla-
tion durch Zugabe von Theophyllin auszuldsen. Diese Ap-
tamersequenz wollten wir nun verwenden, um die Aktivitét
der tRNA durch Zugabe von Theophyllin spezifisch zu re-
gulieren. Obwohl dieses Aptazym urspriinglich im Zusam-
menhang mit einer mRNA optimiert wurde, wies es interes-
santerweise auch im tRNA-Kontext eine sehr gute Schalt-
barkeit auf (theoHHAz-tRNA-Fusion, Abbildung2c). Gibt
man zu diesem Konstrukt Theophyllin in das Wachstums-
medium, wird die eGFP-Expression konzentrationsabhéngig
induziert, da die tRNA nun von der Translationsmaschinerie
verwendet werden kann.

Die durch eGFP-Fluoreszenzmessung von intakten E.-
coli-Zellen erhaltenen Ergebnisse wurden anschliefend
durch Bestimmung der tatséchlichen exprimierten Menge des
Proteins eGFP verifiziert. Dazu wurde mithilfe eines Konju-
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gats aus Nickel-Nitrilotriacetat (Ni-NTA) und alkalischer
Phosphatase (AP), das an den ,,His-Tag*“ des eGFP bindet,
die Menge an eGFP im Zell-Lysat mit einem Western-Blot
bestimmt (siche die Hintergrundinformationen). Die erhal-
tenen Ergebnisse stimmten dabei sehr gut mit den Fluores-
zenzmessungen iiberein (Abbildung 3): Wenn man ein aktives
HHR mit der tRNA verkniipft, wird eGFP exprimiert; wurde
das HHR des Fusionskonstrukts jedoch durch eine Punkt-
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gesteuerten tRNA in vivo zu charakterisieren. Dazu unter-
suchten wir die isolierte RNA auf einem Northern-Blot,
wobei eine DNA-Hybridisierungssonde gegen das 5-Ende
des entsprechenden Konstrukts verwendet wurde (siehe die
Hintergrundinformationen, Abbildung S1). Wurde ein akti-
ves HHR mit der tRNA verkniipft, konnte auf dem Northern-
Blot ein kurzes RNA-Fragment nachgewiesen werden, das
dem 5'-Spaltprodukt (66 nt) entspricht (Spur 1 und 2). Al-
lerdings ist dabei die Bandenintensitét des 5'-
Spaltprodukts geringer als fiir das inakti-
vierte Konstrukt (Spur 3 und 4). Eine mogli-
che Erkldrung hierfiir konnten Nucleasen
sein, die das Spaltprodukt abbauen.*?! Das
inaktivierte HHR-tRNA-Fusionskonstrukt
kann bei starker Bandenintensitdt mit gro-
Berer Lange nachgewiesen werden. Es muss
angemerkt werden, dass die Zugabe von
Theophyllin zu keiner Anderung der Ban-
denintensitét bei diesen beiden Konstrukten
fiihrte. Dies legt nahe, dass weder die tRNA-
Expression noch deren Stabilitit durch
Theophyllin beeinflusst werden, solange das
entsprechende Aptamer nicht eingefiigt
wurde. Das Theophyllin-abhingige theo-
HHAZz-tRNA-Fusionskonstrukt (das wegen
der zusidtzlichen Aptamersequenz etwas
. langer ist als das HHR-tRNA-Konstrukt)
zeigt erwartungsgeméafl eine deutliche Ab-
nahme des nichtgespaltenen Vollldngenpro-
dukts bei Zugabe von Theophyllin (Abbil-
dung S1B). Das 5'-Spaltprodukt scheint
dabei schnell abgebaut zu werden, was mit
den Angaben in Lit. [19,21] iibereinstimmt.
Als Kontrolle, dass die Hybridisierungssonde
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Abbildung 3. Western-Blot der eGFP-Expression in Escherichia coli: a) SDS-PAGE (oben)
und Western-Blot (unten), bei dem ein Ni-NTA-AP-Konjugat genutzt wurde, um das eGFP
anhand dessen ,His-Tag" nachzuweisen. Die Theophyllin-Konzentration im Medium
betrug 2 mm in den entsprechenden Versuchen. b) Quantitative Auswertung des Western-
Blots aus (a). c) Western-Blot der Theophyllin-abhangigen eGFP-Expression des theo-
HHAz-tRNA-Fusionskonstrukts. d) Quantitative Auswertung des Western-Blots aus (c).

mutation inaktiviert, kann auf dem Western-Blot hingegen
kein eGFP nachgewiesen werden. Ersetzt man das HHR
durch das Theophyllin-abhéngige Aptazym, siecht man auch
hier eine Theophyllin-abhidngige Expression von eGFP nur,
wenn das Ribozym nicht durch eine Punktmutation inakti-
viert wurde (Abbildung 3a und 3b). Abbildung 3¢ und 3d
zeigen einen Western-Blot zu der konzentrationsabhéngigen
eGFP-Expression bei Zugabe von Theophyllin, der wiederum
in sehr guter Ubereinstimmung mit den durch Fluoreszenz-
messung erhaltenen Ergebnissen ist.

Wir haben bereits zuvor durch die Bestimmung der
Spaltungkinetik des ligandenabhéngigen Ribozyms theo-
HHAZz in vitro zeigen konnen, dass die katalytische Aktivitét
tatsichlich durch Zugabe von Theophyllin induziert wird.[
Im Folgenden versuchten wir, die Stabilitdt der Ribozym-
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1000 spezifisch an das 5'-Ribozymende der Kon-
strukte bindet, wurde in der letzten Spur des
Northern-Blots ein Konstrukt ohne einge-
fiigtes Ribozym aufgetragen. Die prozessier-
te und funktionale tRNA alleine wird er-
wartungsgemaif3 nicht detektiert.
Zusammenfassend haben wir ein System
zur Regulierung der tRNA-Aktivitit in E.
coli durch einen externen Liganden entwi-
ckelt. Interessanterweise konnte dabei eine
unerwartet starke eGFP-Expression beobachtet werden,
obwohl die tRNA%e{JA mit dem ,,Release Factor 1“ um die
Bindungsstelle im Ribosom konkurrieren muss.”*%! Dies hat
iiblicherweise zur Folge, dass man hochstens eine 20- bis 30%-
ige Effizienz der Amber-Suppression erreichen konnte.””
Der hier vorgestellte Ansatz mit ligandengesteuerten Ribo-
zymen zur Aktivierung einer tRNA konnte sich deshalb als
duBerst niitzlich beim ortsgerichteten Einbau nichtnatiirlicher
Aminosduren erweisen. Gegenwirtig ist es bereits moglich,
zahlreiche nichtnatiirliche Bausteine in ein gewiinschtes
Protein einbauen, wobei neben den natiirlichen Transla-
tionssystemen der Expressionsorganismen auch orthogonale
Systeme verwendet werden.”**! Dennoch sind diesen An-
sdtzen durch die komplexen Zusammenhinge der tRNA
immer noch Grenzen gesetzt.””! Hier konnte es sich als sehr
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niitzlich erweisen, eine gewiinschte tRNA in vivo spezifisch
an- oder auszuschalten, um den gezielten Einbau von nicht-
natiirlichen Aminosiuren zu erleichtern.

Im Prinzip sollte es mit dem hier vorgestellten System
auch moglich sein, verschieden beladene tRNAs, die dasselbe
Anticodon haben, durch unterschiedliche Aptazyme zu re-
gulieren und somit einen ligandenabhingigen Austausch be-
stimmter Aminoséduren zu erzielen. Um eine solche Anwen-
dung zu verwirklichen, versuchen wir, ein zweites, orthogo-
nales tRNA-System in E. coli zu etablieren, das durch einen
weiteren Liganden gesteuert werden kann. Da die Erkennung
von spezifischen Sekundérstrukturen zur Prozessierung von
tRNAs universell konserviert zu sein scheint,!'” sollte es au-
Berdem moglich sein, das hier vorgestellte System auf andere
Organismen zu iibertragen. Des weiteren konnte dieses
System, kombiniert mit anderen ligandenabhéngigen Syste-
men zur Regulierung der Genexpression, die Entwicklung
von mehrstufigen, hierarchisch arbeitenden ,,Bakteriencom-
putern® sein. Zudem hat der allgemeine Ansatz, Ribozyme
zur Steuerung von Schliisselelementen des genetischen Ap-
parats zu verwenden, das Potenzial, weitere Klassen von
RNAs iiber mRNAs und tRNAs hinaus zu regulieren.
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