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Die RNA-Modifikation ist ein wichtiger Mechanismus ho-
herer Organismen zur Regulation und Diversifizierung ihrer
Genprodukte.'*! Typische Modifikationen sind die Pseudo-
uridinylierung, die 2’-Hydroxymethylierung und die Adeno-
sin-zu-Inosin(A-zu-I)-Editierung, die hiufig in tRNA und
rRNA auftreten. Im Unterschied zu anderen Modifikationen
ist die Wirkung der A-zu-I-Editierung auf biochemische Re-
aktionen leicht vorhersagbar, denn Inosin wird vornehmlich
als Guanosin gelesen. Folglich erzeugt die A-zu-I-Editierung
formal eine A-zu-G-Punktmutation auf der RNA-Ebene.
Dies bewirkt unter anderem 1) die hochspezifische Umpro-
grammierung einzelner Aminosiurekodons und 2) die An-
derung des RNA-Spleimusters durch Bildung oder Zersto-
rung von SpleiBelementen.?! AuBerdem beeinflusst eine A-
zu-I-Editierung die RNA-Interferenz!*! durch Umsetzen von
pri-miRNAs,® und Hypereditierung spielt eine Rolle in der
viralen Abwehr.'!' A-zu-I-Editierung ist fiir das Uberleben
hoherer Organismen essentiell. Ein typisches Beispiel ist die
ortsselektive Editierung des Glutamatrezeptors.'? Ein
neueres Beispiel legt dar, wie A-zu-I-Editierung die Adaption
an Umweltbedingungen ermdoglicht.”! Der Blick in den ge-
netischen Code zeigt, dass 12 der 20 kanonischen Amino-
sduren (ndmlich Asp, Glu, Asn, Gln, His, Lys, Arg, Ser, Thr,
Tyr, Ile und Met/Start) sowie alle drei Stop-Kodons mittels
Editierung veréndert werden konnten. Da es sich bei diesen
Aminosiduren um solche handelt, die essentiell fiir die En-
zymkatalyse, fiir posttranslationale Modifikationen (Signa-
ling) und fiir allgemeine Proteinfunktionen sind, erwarten
wir, dass die gerichtete enzymatische Editierung solcher
Kodons vollig neue Moglichkeiten zur Manipulation von
RNAs und deren Proteinprodukten eroffnen wird.

Es wurde bereits gezeigt, wie man Pseudouridinylierun-
gen!® und 2'-Hydroxymethylierungen'® umprogrammiert, um
in die Genexpression einzugreifen. Dies ist denkbar einfach,
da die entsprechenden Enzyme ohnehin mittels kurzer
gRNAs zu ihren mRNA-Substraten dirigiert werden, sodass
die Umprogrammierung der gRNA-Komponente
reicht."”! Hingegen sind Adenosindeaminasen, die auf RNA
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abzielen (ADARs), leider keine Riboproteine, sondern sie
erkennen ihre Reaktionspartner mittels N-terminal lokali-
sierter dsRNA-bindender Doménen.!"? Hinzu kommt, dass
die fiir die Reaktion unerldssliche RNA-Sekundarstruktur im
RNA-Substrat selbst vorliegen muss. Beides erschwert,
ADAR-Enzyme zur spezifischen Reaktion mit neuen Sub-
straten zu bringen. Dennoch wire es hochst rational und
wiinschenswert, ADAR é&hnlich einem Riboprotein nach den
einfachen Watson-Crick-Basenpaarungsregeln zu adressie-
ren. Um die Deaminase in ein gRNA-abhingiges Enzym zu
verwandeln, wurde die C-terminale Domine von hADARI1
(aa 798-1226) mit dem C-Terminus eines SNAP-Tags!"!! fu-
sioniert, wobei alle natiirlichen Substratbindungsdoménen
(aa 1-797, Abbildung 1A) entfernt wurden. Das entspre-
chende Fusionsprotein wurde in Anlehnung an die Literatur
exprimiert und aufgereinigt (siche Hintergrundinformatio-
nen).'’ Kovalente gRNA-Deaminase-Konjugate wurden
durch chemoselektive Reaktion des SNAP-Tags mit 5'-O-
Benzylguanin-modifizierter gRNA  hergestellt (Abbil-
dung 1B, Synthese der BG-gRNA siehe Hintergrundinfor-
mationen).'!! Bei Substratkonzentrationen von ca. 1pum
werden die Konjugate wie erwartet innerhalb von 30-60 min
quantitativ gebildet (Abbildung 1C) und konnten, falls er-
wiinscht, per Heparin-Ionentauscher aufgereinigt werden.
Das UV-Spektrum des Konjugats iiberlappt gut mit der
Summe der beiden Komponenten, SNAP-Deaminase und
gRNA (Abbildung 1D). Da dem Konjugat die natiirlichen
Substratbindungsdoménen fehlen, erfiillt die gRNA gleich
zwei Aufgaben: erstens die Bindung an das Substrat und
zweitens die Bildung des Strukturmotivs, das eine effiziente
Editierung erlaubt.

Zuerst untersuchten wir die Reparatur der Nonsense-
Mutation Stop® (UAG)—Trp* (UGG) im offenen Leserah-
men (ORF) im Gen des cyan-fluoreszierenden Proteins
(eCFP) (Abbildung2A)."®! Dieses Gen wurde aus zwei
Griinden gewdhlt: Zum einen wird die Editierung durch ein
positives Fluoreszenzsignal ausgelesen, zum anderen befin-
den sich nahe des Stop*-Kodons keine weiteren Adenosin-
basen, was eine unerwiinschte Ubereditierung ausschlieft.
Laut Literatur bildet ein >15Basenpaare (bp) langer
dsRNA-Duplex mit einem mittig gelegenen A/C-Fehlpaar
das minimale Strukturmotiv fiir die effiziente Editierung, und
zwar — bemerkenswerterweise — ausschliellich der fehlge-
paarten Adenosinbase.'¥! Daher wurde eine aus 17 Nucleo-
tiden (nt) bestehende gRNA entworfen, die die Zielbase
(UAG) mittig in die gewiinschten Umgebung platziert. Der
Einfachheit halber wurde die Konjugation in situ durchge-
fithrt, indem SNAP-Deaminase und BG-gRNA direkt zur
Editierungsreaktion gegeben wurden, iiblicherweise mit dem
Protein in 1.3-fachem Uberschuss iiber der gRNA, um den
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Abbildung 1. Uberfiihren von hADAR1 in eine gRNA-abhingige Deaminase: A) Das SNAP-Deaminase-
protein besteht aus der katalytischen Doméne von hADAR1 (aa 798-1226) ohne natiirliche Substratbin-

dungsdominen (dsRBD) fusioniert mit dem C-Terminus des SNAP-Tags.

werden durch Reaktion der SNAP-Deaminase mit BG-gRNA gebildet. C) SDS-PAGE-Analyse (4-20%) der
Konjugation nach Inkubation der SNAP-Deaminase (1.5 um) mit unterschiedlichen Mengen 5'-BG-modifi-
zierter gRNA (5'-r(UCGAUUGAACACCAUAGCAC)) fiir 2 h bei 30°C. Die Proben wurden ohne weitere
Reinigung geladen. SNAP-Deaminase 69 kDA; gRNA-Deaminase-Konjugat 76 kDa. D) UV-Spektrum der
SNAP-Deaminase (blau), der gRNA (rot) und des Konjugats (schwarz). Die gestrichelte Linie stellt die
Addition der Extinktionskoeffizienten der gRNA und der SNAP-Deaminase dar.

vollen Umsatz der gRNA zu erzwingen. Reaktionen wurden
iiber einen Konzentrationsbereich der mRNA (500 nM bis
hinab zu 10 nm) durchgefiihrt, der etwa den Konzentrationen
von mittel bis stark exprimierten mRNAs in Sidugetierzellen
entspricht (10°-10° Kopien/Zelle). Das Konjugat wurde ge-
wohnlich im 2- bis 10-fachen Uberschuss iiber der mRNA
eingesetzt. Editierungsreaktionen wurden durch Abfangen
der gRNA mittels Hybridisierung mit einem Uberschuss an
revers-komplementdrem ssDNA-Oligomer beendet. Die
editierte mRNA wurde in cDNA revers transkribiert, durch
Polymerasekettenreaktion (Taq) amplifiziert und anschlie-
Bend analysiert.

Abbildung 2 zeigt ein typisches Ergebnis der gerichteten
Editierung. Die Sequenzierung des ORF der mRNA nach
reverser Transkription/PCR-Amplifikation belegt die ausge-
sprochen ortsspezifische A-zu-G-Umsetzung am adressierten
UAG-Stop-Kodon in 60-90% Ausbeute (Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S2). Bemerkenswert ist, dass keine der
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, T . : stellt werden kann (Abbil-
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. dung 2C). Von diesen Platten
Wellenldnge / nm .
> wurden 24 Klone sequenziert,

von denen die eine Hilfte den
positiven und die andere Halfte
den negativen Fluoreszenzphi-
notyp aufwies. Wie erwartet
enthielten alle 12 positiven
Klone den wiederhergestellten
Trp%-Kodon (Hintergrundin-
formationen). Nur einer der 12
Klone hatte eine zusétzliche
stille A-zu-G-Mutation erwor-
ben, die aus einer Ubereditie-
rung resultieren konnte. Unter
den 12 negativen Klonen war ebenfalls nur ein einziger Klon,
der den reparierten Trp®-Kodon enthielt, dessen Phinotyp
jedoch durch eine weitere A-zu-G-Missense-Mutation zer-
stért war, welche aus einer Ubereditierung resultieren
konnte. Zusammengenommen zeigt dies auf, mit welcher
Leichtigkeit die Deaminaseaktivitit herangezogen werden
kann, um einzelne Kodons selektiv unter geringer Nebenre-
aktion zu editieren.

Wesentlich ist auch, dass die Editierung strikt die kova-
lente Verkniipfung von Deaminase und gRNA erfordert.
Obwohl das entsprechende Sekundérstrukturmotiv vorhan-
den ist, wird kein Umsatz iiber dem Hintergund erhalten,
wenn die Editierung in Gegenwart der unmodifizierten
Amino-gRNA durchgefiihrt wird (Abbildung 2D und S3).
Das Entfernen der natiirlichen Substratbindungsdoménen hat
offensichtlich die Erkennung des RNA-Motivs als Substrat so
stark herabgesetzt,) dass die kovalente Verkniipfung mit der
Deaminase Voraussetzung fiir die RNA-Reparatur wird. Man

B) gRNA-Deaminase-Konjugate

& Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 11329 —11332


http://www.angewandte.de

A)

A GAC ACG A C
I unnnon
ACU CUG UGC U G

\ 4
A*

CCA CAA
i nun -n

GGU GUU CAA vor Editierung

Angewandte

Editierung mit NH,-gRNA
vor Editierung

+ gRNA-Deaminase-Konjugat

durch gerichtete
Editierung

\

RNA-Reparatur l

ACU CUG UGC UI'G
TBC! L64 CGS WEB

GGU GUU CAA
G¥ v Q¥

funktionales cyan-fluoreszentes Protein
nach Editierung

Editierung mit BG-gRNA

AcTcreTecfr§ deaTarTcaAn

nach Editierung

Abbildung 2. Reparatur der Stop*-Nonsense-Mutation in ecfp-mRNA: A) Ubersicht. B) Verfolgen der A-zu-G-Umsetzung mittels Sequenzierung
nach reverser Transkription, [eCF-mRNA] =100 nm; [BG-gRNA]=1.0 um; [SNAP-Deaminase]=1.3 um, 3 h. C) Plattenassay: Reparierte Gene er-
zeugen einen fluoreszierenden Phinotyp. D) Plattenassay, der die Abhingigkeit der gerichteten Editierung von der Konjugation demonstriert: Eine
Reparatur der RNA erfolgt nur mit BG-modifizierter gRNA und nicht mit unmodifizierter Amino-(NH,)-gRNA.

kann daher erwarten, dass das Deaminasekonjugat nur eine
geringe oder keine Umsetzung natiirlicher ADAR-Substrate
bewirkt. In Anlehnung an die Literatur'® wurde anfangs
Cytosin als Gegenbase zur Zielbase gewihlt. Unter den vier
kanonischen Basen ist Cytosin tatsdchlich die beste Wahl,
gefolgt von Uridin. Die Purinbasen sind hingegen schlechte
Substrate, und vor allem mit Guanosin wurde gar kein
Umsatz beobachtet (Abbildung S4). Folglich ist die natiirli-
che Priferenz von hADARI fiir Cytosin als Gegenbase im
SNAP-Deaminase-Konjugat erhalten geblieben.

Um die Spezifitit der gRNA-gerichteten Editierung
nochmals auf die Probe zu stellen, wurde die Reparatur zwei
weiterer nicht-fluoreszierender eGFP-Varianten (eGFP=
griin-fluoreszierendes Protein) untersucht, ndamlich C65Y
(UAC) und G67S (AGC), die jeweils eine Missense-Punkt-
mutation in unmittelbarer Nihe des leicht editierbaren Tyr®-
Kodons (UAU) enthalten (Abbildung 3 A und S5). Da Tyr®
fiir die GFP-Fluoreszenz unerlésslich ist,'” muss dieser
Kodon strikt vor Ubereditierung geschiitzt werden. Die se-
lektive Reparatur beider Punktmutationen gelang dennoch
ohne Beeintrichtigung des Tyr®-Kodons, indem die gRNA so
entworfen wurde, dass der empfindliche Tyr®-Kodon entwe-
der nahe dem 5- oder dem 3'-Terminus der gRNA liegt
(Abbildung 3). Zwar war die Editierung etwas weniger effi-
zient, ihre Selektivitit ist aber bemerkenswert: Keine der
anderen fiinf Adenosinbasen im Bindungsbereich der gRNA
wurde editiert. Dies wurde zusitzlich durch Sequenzierung
von 20 Klonen bestitigt (Hintergrundinformationen).

Dass die Fluoreszenzspektren von eGFP und eCFP leicht
unterscheidbar sind, kann genutzt werden, um die Reparatur
einer mRNA in Gegenwart einer anderen zu untersuchen.
Wurde die Editierung in Gegenwart beider Substrate, Y®-
eGFP- und Stop*®-eCFP-mRNA, nur mit Y®-gRNA durch-
gefiihrt, so kam es ausschlieBlich zur Reparatur des ersten
Substrats, deutlich sichtbar durch die Bildung griin-, aber
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nicht cyan-fluoreszierender Kolonien (Abbildung S6). Die
Zugabe von Stop®-gRNA allein ergab in #hnlicher Weise
ausschlieBlich cyan-fluoreszierende Kolonien, wihrend beide
Substrate in Gegenwart beider gRNAs repariert wurden.
Dies zeigt, dass unsere Strategie die hochselektive Reparatur
von G-zu-A-Punktmutationen selbst in Gegenwart sehr
dhnlicher Gene ermoglicht.

Die Leichtigkeit, mit der die drei hier studierten Kodons
(Stop, Tyr und Ser) repariert wurden, die hohe Selektivitét
der Adressierung, zusammen mit dem rationalen Design
belegt das grofle Potential der gerichteten Editierung zur
Anwendung in der Medizin oder als Methode in der Grund-
lagenforschung. Die gerichtete A-zu-I-Editierung konnte
beispielweise genutzt werden, um eine Enzymaktivitét, eine
posttranslationale Modifikation oder eine Protein-Protein-
Interaktion zu unterdriicken, ohne dass dabei das Zielprotein
oder dessen Transkript entfernt werden muss, wie dies bei den
konventionellen Techniken der RNA-Interferenz!'®! und Cre/
Lox-Rekombination™! der Fall ist. Fiir die Entschliisselung
einzelner Funktionen (Katalyse, Signaling, Interaktion) von
Proteinen, die in Multienzymkomplexen eingebettet sind,
konnte dies von besonderem Interesse sein. Weiterhin sind
Einzelnukleotid-Polymorphien (SNPs) die Ursache ver-
schiedener schwerer Krankheiten etwa des Nervensystems,
des Blutes oder von Krebs.® Chemisch stabilisierte®"
gRNA-Deaminase-Konjugate = konnten  moglicherweise
helfen, derartige genetische Krankheiten auszugleichen,
sobald die Proteintransduktion® ausreichend effizient ge-
lingt.

www.angewandte.de

Chemie

11331


http://www.angewandte.de

Angewandte

11332

Zuschriften

A) A
Ey

3
AC UGC UGC GAG A G A
LT LT L | R W[N]
GUG ACG ACG CUC U C UAU GGC
Ao
A*

LS4 YSS

YSS G67

t#
S

G AUA CG CAG GUC ACG A
i unn T e e n
UGC UAU GC GUC CAG UGC UUU
5 \J
a*

CGS YGG Ss7 VGB

Ja

B)

ﬂTlAC.AC.CTCIOC

v

T.CGYC CAGTE@CTTT
YGG 367

Abbildung 3. Gerichtete Editierung anspruchsvoller Substrate: A) Die
Reparatur der Punktmutationen C65Y (UAC) und G67S (AGC) erfolgt
in Gegenwart weiterer A-haltiger Kodons, insbesondere Tyr®® (UAU).
B) Die Sequenzierung der cDNA zeigt die hochselektive Editierung
beider Zielkodons ohne Ubereditierung an irgendeiner der anderen
fiinf Adenosinbasen. C) Die Reparatur der mRNAs wurde im Plattenas-
say durch den positive Fluoreszenzphinotyp bestitigt. Die Sequenz-

analyse einzelner Klone ist in den Hintergrundinformationen zu
finden.

Experimentelles

Editierungsreaktionen wurden direkt im Puffer zur reversen Tran-
skription (50 mm Tris-HCI, 75 mm KCl, 3 mm MgCl,, 10 mm Dithio-
threitol, 2 um Heparin, pH 8.3) bei mRNA-Konzentrationen zwi-
schen 50 und 100nm und in Gegenwart von 5-10 Aquivalenten
Konjugat durchgefiihrt. Konjugate wurden in situ durch Zugabe von
BG-gRNA und SNAP-ADAR erzeugt, mit letzterem im 1.3-fachen
Uberschuss. Reaktionsmischungen wurden fiir 3 Zyklen [30°C/
30 min + 37°C/30 min] inkubiert, und die Editierung wurde durch

Zugabe eines 15-fachen Uberschusses eines revers-komplementiren
ssDNA-Oligomers gestoppt. Der Editierung folgte die reverse Tran-
skription und PCR-Amplifizierung mit Tag-DNA-Polymerase. Per
Sequenzierung oder Plattenassay wurden die PCR-Transkripte ana-
lysiert. Im letzteren Fall wurden die PCR-Transkripte doppelt verdaut
(Xhol/Nhel), in einen leeren pMG211-Vektor ligiert und in kompe-
tente E.-coli-Zellen vom Typ T7 Express transformiert. Nach dem
Ausplattieren auf LB-Ampicillin/IPTG wurde die Editierungseffizi-
enz aus der Anzahl fluoreszierender versus nicht-fluoreszierender
Kolonien bestimmt. Einzelne Klone wurden sequenziert, um ihren
Genotyp auf ungewollte Ubereditierung hin zu untersuchen.
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