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Editierung in vitro und in Zellkultur**
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Abstract: Antagomir-�hnliche guideRNAs adressieren die
Adenosin-zu-Inosin-Editierung an beliebige mRNAs. Vor
allem in der Zelle verbesserte die massive chemische Modifi-
kation die enzymatische Wirkung der kovalenten Konjugate
aus guideRNA und SNAP-ADAR. Die gezielte Modifikation
der guideRNA mit einzelnen Modifikationen ermçglicht die
Kontrolle der Selektivit�t und wurde zur Reparatur der Faktor-
5-Leiden-Mutation eingesetzt.

RNA-Editierung ermçglicht die Umprogrammierung gene-
tischer Information auf der RNA-Ebene.[1] Je nach Position,
an der eine einzelne Adenosinbase zu Inosin umgesetzt wird
(A-zu-I), erzielt man ein anderes Ergebnis. Im offenen Le-
serahmen bewirkt eine Editierung die Substitution einzelner
Aminos�uren; im nichtkodierenden Bereich wird die RNA-
Prozessierung beeinflusst. Durch die zielgerichtete Editie-
rung einzelner Stellen in einer (pre)-mRNA gelingt daher die
Manipulation der RNA- und Proteinfunktion mit großem
Potenzial zur Anwendung in Grundlagenforschung und Me-
dizin (Transkriptreparatur). K�rzlich haben wir eine Strategie
zur Assemblierung einer k�nstlichen guideRNA-abh�ngigen
Maschine vorgestellt, die es ermçglicht, RNA-Editierung
gezielt unter Anwendung der einfachen Watson-Crick-Ba-
senpaarungsregeln an beliebige Kodons zu adressieren.[2] Nun
berichten wir �ber mehrere Verbesserungen dieses Verfah-
rens und zeigen, dass es prinzipiell in Zellkultur anwendbar
ist.

Zur gezielten Editierung haben wir die Protein-adres-
sierte humane Deaminase ADAR1 („Adenosine Deaminase
Acting on RNA“) in ein guideRNA-abh�ngiges Enzym ver-
wandelt. Dies gelang, indem wir die C-terminale katalytische
Dom�ne an ein SNAP-Tag fusionierten (Schema 1).[2] Das
SNAP-Tag[3] ermçglicht die Bildung definierter 1–zu-1-Kon-
jugate mit guideRNAs, welche 5’-terminal mit einem O6-
Benzylguanin (BG) ausgestattet sind. In solchen Konjugaten
erf�llt die RNA zwei Aufgaben: Erstens lenkt sie die De-
aminase zur beabsichtigten Stelle auf einer beliebigen
mRNA. Zweitens bildet sie die RNA-Sekund�rstruktur, die

zur effizienten und selektiven Editierung einer einzelnen
Adenosinbase notwendig ist, ohne dass dabei benachbarte
Basen �bereditiert werden. Besonders attraktiv ist die mo-
dulare Natur des Ansatzes, durch welche die Maschine auf
nahezu jedes Ziel programmiert werden kann, indem eine
passende guideRNA entworfen wird.

Punktmutationen (SNP) kçnnen einen starken Effekt auf
die Prozessierung eines Transkriptes oder auf die Funktion
eines Proteins haben.[4] Folglich stehen viele SNP in direktem
Zusammenhang mit Krankheiten. Die formale Umprogram-
mierung von Adenosin zu Guanosin ermçglicht es der A-zu-I-
Editierung, Ph�notypen genetischer Erkrankungen zu mo-
dellieren, zu reparieren oder abzuschw�chen.[5] Die Anwen-
dung in Forschung oder Therapie erfordert jedoch das Wirken
der RNA-Proteinkonjugate in der Zelle. Die direkte Trans-
duktion der Konjugate d�rfte schwierig sein.[6] Eine Alter-
native w�re die Expression der Editierungsmaschine in einem
genetisch ver�nderten Tier oder Zellmodell. W�hrend das
SNAP-ADAR-Protein genetisch kodierbar ist, bençtigt die
guideRNA strikt die Modifikation mit der BG-Gruppe.[3] Im
Hinblick auf Anwendungen in vivo interessierten wir uns
daher f�r die Stabilisierung der guideRNA durch chemische
Modifikation.

Antisense-Oligomere sind in der Regel global am R�ck-
grat modifiziert.[7] Ein typisches Beispiel sind die Antago-
mirs,[8] welche global 2’-O-Methylgruppen, terminal Phos-
phothioatgruppen und eine einzelne Cholesteringruppe ent-

Schema 1. guideRNA-abh�ngige Deaminasen. Die N-terminalen RNA-
Substratbindedom�nen (dsRBD) werden durch ein SNAP-Tag ersetzt,
welches die Bildung definierter 1–zu-1-Konjugate mit kurzen guide-
RNAs ermçglicht, wenn sie 5’-terminal mit O-Benzylguanin (BG) modi-
fiziert sind. Die guideRNA adressiert die Editierungsaktivit�t an neue
mRNA-Substrate.
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halten. Derartige Modifikationen machen die Sonden nu-
kleaseresistent, sodass eine langanhaltende Blockade von
microRNAs (mehr als eine Woche) durch einmalige Trans-
fektion erzielt werden kann.[8] Die hohe Lipophilie unter-
st�tzt das �berwinden der Zellmembran und erhçht die
Mobilit�t zwischen Zellkern und Zytosol.[9] Das Cholesterin
wiederum ermçglicht eine rezeptorvermittelte Aufnahme in
verschiedene Gewebe, sodass die Gabe zus�tzlicher Trans-
fektionshilfen unnçtig wird.[8] Folglich wurden Wirkungen
von Antagomirs in M�usen bei systemischer Gabe beschrie-
ben, die mit bemerkenswert geringer Toxizit�t und Immu-
nogenit�t einhergingen.[10]

F�r RNAs, die katalytisch aktive Proteinkomplexe
adressieren, etwa der Antisense-Strang einer siRNA im
RISC, ist die Situation komplexer. Da sie ihre Aufgabe in der
aktiven Tasche eines Proteinkomplexes erf�llen, sind sie viel
weniger f�r chemische Modifikationen empf�nglich.[11] Den-
noch wurde gezeigt, dass sich Modifikationen an ausgew�hl-
ten Stellen[12] positiv auf die Pharmakokinetik, Selektivit�t,[13]

Toxizit�t und Immunogenit�t[14] auswirken. Verschiedene
Modifikationen, etwa 2’-O-Methyl, 2’-Fluor und LNA werden
verwendet.[11,14]

Eine große H�rde auf dem Weg zur In-vivo-Anwendung
w�re genommen, wenn die Deaminasedom�ne chemisch
modifizierte guideRNAs als Substrate bei der Editierung von
mRNAs akzeptiert. Um die Editierung nicht total zu blo-
ckieren, mussten wir die Stellen und den Modifikationsgrad
umsichtig optimieren. Wir w�hlten 2’-O-Methlyierung und
terminale Phosphothioate aus, da sie besonders einfach zu
synthetisieren und kommerziell g�nstig erh�ltlich sind, und
schließlich haben sie sich in zahlreichen Anwendungen be-
w�hrt.[7–15] In unserem In-vitro-Reparaturassay[2] an Stop66-
eCFP-mRNA mit der optimierten 17-nt-guideRNA testeten
wir systematisch die Akzeptanz der Editierung gegen�ber 2’-
O-Methylgruppen. Wie zu erwarten, wird die Editierung
vollst�ndig blockiert, wenn man ein Proteinkonjugat ver-
wendet, dessen guideRNA drei 2’-Methoxygruppen direkt
gegen�ber der Zielbase platziert (vergleiche Abbildung 1B
und 1A). Bereits fr�her wurde gezeigt, dass stark modifizierte
Nukleins�ureanaloga die RNA-Editierung inhibieren.[16]

Wenn man gegen�ber der Zielbase jedoch nur eine einzelne
2’-Methoxygruppe verwendet, so ist eine Inhibierung zwar
noch gegeben, aber diese ist nicht mehr vollst�ndig (ca. 50%
Inhibition, Abbildung 1C). Bemerkenswerterweise wirken
einzelne Modifikationen in unmittelbarer N�he der Gegen-
base gar nicht oder nur sehr m�ßig auf die Ausbeute der
Editierung ein (Abbildung 1 D,E). Die volle Inhibition er-
fordert also die kooperative Wirkung mehrerer benachbarter
2’-Modifikationen. Schließlich testeten wir eine guideRNA,
die dicht mit 2’-Methoxygruppen ausgestattet war und nur
eine kleine L�cke von drei nat�rlichen Ribonukleotiden um
die Zielbase herum enthielt. Zus�tzlich enthielt dieses Olig-
omer zwei 5’-terminale und vier 3’-terminale Phosphothioat-
modifikationen, wie dies auch Antagomirs typischerweise
haben.[8] Obwohl der resultierende 17-nt-Duplex an der gui-
deRNA massiv chemisch modifiziert war, wurden ausge-
sprochen gute Editierungsausbeuten von � 80 % erzielt
(Abbildung 1F). Antagomir-�hnliche guideRNAs werden
demnach gut von der Deaminasedom�ne akzeptiert, solange

sie eine minimale Aussparung (3 nt) entlang der Zielstelle
enthalten.

Nukleins�ure-abh�ngige Enzyme tolerieren chemische
Modifikationen typischerweise schlechter. Gapmere etwa, die
RNaseH-Aktivit�t umadressieren, erfordern eine Ausspa-
rung von 7 bis 10 nichtmodifizierten Deoxyribonukleoti-
den,[17] w�hrend der Antisense-Strang von siRNAs zwar 2’-
Fluor[12] gut akzeptiert, aber unter globaler 2’-Methoxylie-
rung[7, 8, 11] vollst�ndig funktionslos ist. Generell wird bei
siRNAs ein niedriger Grad an Modifikation empfohlen.[11]

Unser Befund ist demnach unerwartet aber folgenreich: Es
sollte mçglich sein, SNAP-ADAR-Proteine in Zellkultur
oder in einem Tier zu exprimieren und die RNA- oder Pro-
teinfunktion durch die Gabe chemisch stabilisierter guideR-
NAs zu manipulieren.

Um dies zu illustrieren exprimierten wir SNAPf-ADAR1
und den fluorogenen Reporter unter Kontrolle des CMV-
Promotors transient in HEK-293T-Zellen und stimulierten
die Transkriptreparatur durch Lipofektion der guideRNA.
SNAPf-ADAR1 und Stop66-eCFP wurden dazu in den
pcDNA3.1-Vektor kloniert. Wildtyp(Trp66)-eCFP diente als
Positivkontrolle. Die Cotransfektion beider Plasmide in
einem 1–zu-1-Verh�ltnis erfolgte im 24-Loch-Format mittels
Lipofectamine 2000. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit
Trypsin abgelçst, gleichm�ßig auf 96-Loch-Platten verteilt

Abbildung 1. Effekt chemisch modifizierter guideRNAs auf die Editie-
rung des Stop66–Kodons in eCFP-mRNA (mRNA schwarz; guideRNA
grau; die Zielbase ist mit einem Sternchen markiert; 2’-OMe-modifi-
zierte Basen sind rot in Kleinbuchstaben, Phosphothioatverkn�pfungen
gr�n mit „s“ markiert). Editierungsausbeuten wurden aus dem Verh�lt-
nis der Fl�chen von Adenosin (rot) und Guanosin (blau) in den Se-
quenzierspuren f�r SNAP-ADAR1 (links) und SNAP-ADAR2 (rechts)
abgesch�tzt. Editierungsbedingungen: 3 h bei 30/37 8C; 50 nm mRNA,
500 nm BG-guideRNA, 650 nm SNAP-ADAR1 oder -ADAR2, 75 mm

KCl, 25 mm Tris-HCl, 10 mm DTT, 0.75 mm MgCl2, 2 mm Heparin,
pH 8.3). Eine vollst�ndige Sequenzierung ist in den Hintergrundinfor-
mationen (Abbildung S3) gezeigt.
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und f�r weitere 24 h inkubiert, worauf die Lipofektion mit
verschiedenen guideRNAs folgte (50 pMol in 150 mL pro
Loch). Nach einem Tag Inkubation wurde der Fluoreszenz-
ph�notyp im Mikroskop ausgewertet.

W�hrend die Positivkontrolle (Abbildung 2A) eine klar
sichtbare Fluoreszenz aufwies, konnte keine Fluoreszenz ge-
messen werden, wenn das nichtfunktionale Stop66-eCFP-
Gen in Gegenwart von SNAPf-ADAR1 oder die BG-modi-
fizierten Antagomir-�hnlichen guideRNA allein exprimiert
wurde (Abbildung 2B,C). Weitere Kontrollen finden Sie in
Abbildung S6. CFP-Fluoreszenz war hingegen nachweisbar,
wenn Stop66-eCFP mit SNAPf-ADAR1 coexprimiert und

anschließend mit unserer Standard-BG-modifizierten guide-
RNA ohne 2’-Methoxy- und Phosphothioatgruppen transfi-
ziert wurde (Abbildung 2 D). Im Vergleich zur Positivkon-
trolle war die Zahl hell leuchtender Zellen jedoch gering. Um
die Wirkung chemischer Modifikationen zu untersuchen,
transfizierten wir Stop66-eCFP und SNAPf-ADAR1 coex-
primierende Zellen auch mit der BG-modifizierten Antago-
mir-�hnlichen guideRNA. Im Vergleich zur Standard-gui-
deRNA (Abbildung 2 D) zeigte die chemisch stabilisierte
guideRNA (Abbildung 2 E) eine markante Zunahme an
fluoreszierenden Zellen. Dies belegt klar die erwarteten
Vorteile der chemischen Modifikation in der zellul�ren An-
wendung.

In vitro profitiert die Editierung stark von der kovalenten
Konjugation zwischen guideRNA und Deaminase. Setzt man
statt der BG-modifizierten die 5’-aminomodifizierten guid-
eRNAs ein, so erh�lt man je nach den Bedingungen eine
Reduktion oder ein vollst�ndiges Ausbleiben der Editie-
rung.[2] Entsprechend testeten wir die zellul�re Transkript-
reparatur auch in Gegenwart der NH2-guideRNAs. Wie er-
wartet wurde die eCFP-Fluoreszenz gar nicht (Abbil-
dung 2F) oder kaum (Abbildung 2G) wiederhergestellt,
wenn guideRNAs verwendet wurden, die die Deaminase
nicht �ber eine kovalente Bindung adressieren kçnnen. Of-
fensichtlich erfolgt die kovalente Konjugation in der Zelle
ausreichend schnell und ist Voraussetzung f�r eine effiziente
Transkriptreparatur. F�r die Umsetzung BG-modifizierter
Gruppen, etwa Fluorophore, mit der hier verwendeten
SNAPf-Tag-Variante wurde die Kinetik der Konjugation zu
2.8 � 104

m
�1 s�1 bestimmt und es wurde gezeigt, dass diese

ausreicht zur Anwendung im Zytosol lebender Zellen.[18]

Um zu belegen, dass der Fluoreszenzph�notyp tats�chlich
aus der Editierung des Stop66-Kodons resultiert, extrahierten
wir die gesamte RNA aus den Zellen, entfernten mçgliche
DNA-Kontaminationen mit DNase I, revers-transkribierten
die eCFP-mRNA mit einem spezifischen Primer und ampli-
fizierten die cDNA mit Taq-PCR. Im Einklang mit der
Fluoreszenzmikroskopie zeigte die Sequenzierung die
hçchste Editierungsausbeute mit der Antagomir-�hnlichen
guideRNA (Abbildung 2H) und keine sichtbare Editierung
in der Negativkontrolle, in der SNAP-ADAR1 ohne gui-
deRNA transfiziert wurde (Abbildung S7 A). Nat�rliche
Editierungsenzyme erreichen, �hnlich unserem In-vitro-
Ansatz zur gerichteten Editierung, eine sehr selektive und bis
zu quantitative Editierung. Da im Zellassay viele Parameter,
etwa die L�nge, Sequenz, Modifikation, Konzentration und
Transfektion der guideRNA noch optimiert werden kçnnen,
ebenso wie das Verh�ltnis und die Transfektion des Repor-
tergens und des SNAP-ADAR-Gens, gehen wir davon aus,
dass sich die Ausbeuten noch weiter steigern lassen werden.

Als letzte Kontrolle transfizierten wir Stop66-eCFP und
SNAPf-ADAR1 coexprimierende Zellen mit einer 2’-Meth-
oxy-Phosphothioat-modifizierten BG-guideRNA, die am
Trp-Kodon 58, also 24 nt stromaufw�rts des Zielkodons
bindet. W�hrend diese BG-guideRNA f�hig ist, eine Stop58-
Mutation in GFP zu reparieren, ist sie nicht in der Lage, die
Stop66-Mutation in eCFP zu reparieren (Abbildung S6 H,
S7 F). Dieses Ergebnis ist in Einklang mit unserer experi-
mentellen Erfahrung. Die Umadressierung der RNA-Editie-

Abbildung 2. Gerichtete RNA-Editierung in 293T-Zellen. Zellen wurden
mit gleichen Mengen Reportergen (Stop66-eCFP oder Wildtyp) und
SNAPf-ADAR1 (oder leerer Vektor) cotransfiziert. Nach 24 h wurden
guideRNAs transfiziert und weitere 24 h sp�ter der Ph�notyp im Fluo-
reszenzmikroskop analysiert. A) Positivkontrolle (wt eCFP mit SNAPf-
ADAR1 und BG-Antagomir-guideRNA); B) Negativkontrolle 1 (Stop66-
eCFP/leerer pcDNA3.1/BG-Antagomir-guideRNA); C) Negativkontrolle
2 (Stop66-eCFP/SNAPf-ADAR1/keine guideRNA); D)–G) Experimente
mit Stop66-eCFP/SNAPf-ADAR1 und verschiedenen guideRNAs:
D) Standard-BG-guideRNA; E) BG-Antagomir-guideRNA; F) Standard-
NH2-guideRNA; G) NH2-Antagomir-guideRNA. Der Messbalken be-
tr�gt 200 mm. H) Sanger-Sequenzierung der extrahierten RNA aus
Zellen, die wie in Experiment (E) behandelt wurden. Details zur Zell-
kultur stehen in den Hintergrundinformationen.
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rung ist hoch selektiv und erfordert die Positionierung der
Zielbase in eine definierte Sekund�rstruktur.[2]

Die chemische Modifikation der guideRNA sollte zu-
s�tzlich die Substratspezifit�t in zellul�ren Anwendungen
verbessern, da die zuf�llige Bindung an teilkomplement�re
Sequenzen im Transkriptom seltener eine ungewollte Fehl-
editierung nach sich zieht.[15] Chemische Modifikationen
sollten jedoch nicht nur die pharmakologischen Eigenschaf-
ten, etwa die Plasmahalbwertszeit, oder Nebeneffekte redu-
zieren, sondern kçnnten weiterhin die Editierungsselektivit�t
verbessern. Wir veranschaulichen dies mit der Reparatur der
Faktor-5-Leiden-Mutation. Diese krankheitsauslçsende
G1746!A-Punktmutation stellt den h�ufigsten genetischen
Risikofaktor f�r die erbliche, multifaktorielle Thrombophilie
in der weißen Bevçlkerung dar.[19] Aufgrund der Punktmu-
tation kommt es zum Austausch einer einzelnen Aminos�ure
(R534!Q) an der Protein-C-abh�ngigen Schnittstelle
R533R534 des Blutgerinnungsfaktors F5. W�hrend der he-
terozygote Defekt das Thromboserisiko nur leicht erhçht
(etwa 8-fach) verursacht der homozygote Defekt einen we-
sentlich st�rkeren Effekt (> 80-fach gesteigertes Risiko).[19]

Die gerichtete RNA-Editierung hat das Potenzial, derartige
Defekte auf der RNA-Ebene auszugleichen. Ein Blick ins
Gen legt allerdings einen ausgesprochen schwierigen, ade-
nosinreichen Sequenzkontext an der Zielbase offen (Abbil-
dung 3); und der Glutaminkodon (5’-CAA) ist schwieriger zu
aktivieren als der Amber-Stopkodon.[2b, 20]

Wir studierten die Reparatur an einem 1000 nt langen F5-
Transkript, welches die F5-Leiden-Mutation mittig enth�lt.
Dies war f�r unseren Assay[2] erforderlich, da sowohl die F5
pre-mRNA (> 70 kb) als auch die reife mRNA (7 kb) zu groß
sind.[19d] Wir begannen die Reparaturstudie mit einer 17 nt
langen guideRNA, die die Zielbase mittig im guideRNA/
mRNA-Duplex �ber A-C-Fehlpaarung adressiert. Wenn-
gleich keine der 330 Adenosinbasen außerhalb der Helix

editiert wurde, so fanden wir doch eine massive �bereditie-
rung an benachbarten Basen im guideRNA/mRNA-Duplex
(Abbildung 3A). Im Einzelnen wurde Editierung an vier
Stellen beobachtet, wobei die Zielbase kaum aktiviert war (�
20% Ausbeute). Die hçchste Ausbeute wurde direkt neben
der Zielbase erreicht (ca. 50%). Da bekannt war, dass
ADAR2 die Q/R-Seite des Glutamatrezeptors quantitativ
editiert,[1] wechselten wir die Deaminasedom�ne in SNAP-
ADAR von hADAR1 zu hADAR2 und machten uns dabei
die Modularit�t unseres Ansatzes zunutze (Details siehe
Hintergrundinformationen). In der Tat half dies, den 5’-CAA-
Kodon beachtlich zu aktivieren (ca. 70% Ausbeute, Abbil-
dung 3B). Eine Verk�rzung der guideRNA von 17 auf 14 nt
war ausreichend, um die �bereditierung am Rand der Se-
kund�rstruktur zu unterdr�cken; die �bereditierung an der
benachbarten Base blieb jedoch unver�ndert hoch (ca. 50 %,
Abbildung 3B). Die vorangestellten Experimente zu den 2’-
O-methylierten guideRNAs (Abbildung 1A–G) deuteten
darauf hin, dass das Einbringen von 2’-Methoxygruppen eine
Unterdr�ckung der �bereditierung in diesem heiklen
Kodonkontext ermçglichen kçnnte. Um eine Wirkung an der
Zielbase zu vermeiden, setzten wir nur zwei Modifikationen
an die guideRNA, eine gegen�ber der �bereditierungsstelle
und die andere gegen�ber des benachbarten Guanosins.
Tats�chlich wurde die �bereditierung effizient unterdr�ckt,
w�hrend die Editierung an der Zielbase unver�ndert blieb,
mit ungef�hr 70 % Ausbeute (Abbildung 3C). Derartige
Reparaturausbeuten sollten ausreichen, den krankhaften
Ph�notyp deutlich abzuschw�chen.[19] Chemische Modifika-
tionen an der guideRNA sind also nicht nur n�tzlich um die
Nukleaseresistenz zu steigern, sondern stellen auch ein Mittel
zur Feinabstimmung der Editierungsselektivit�t dar.

Zusammenfassend haben wir die Anwendbarkeit der ge-
richteten RNA-Editierung zur gezielten RNA-Reparatur
demonstriert. Die chemische Modifikation hat sich dabei als
zuverl�ssiges Mittel herausgestellt, um �berreaktionen zu
unterdr�cken und die Selektivit�t zu steuern. Sogar massive
chemische Modifikation, global mit 2’-Methoxy und terminal
mit Phosphothioaten, wird akzeptiert, solange eine kleine
L�cke von drei nat�rlichen Ribonukleotiden gelassen wird.
Weiterhin konnten wir das Funktionieren des Verfahrens in
der Zelle belegen. Nach unserem Wissen ist dies das erste
Beispiel f�r das Zusammenf�gen eines enzymatisch aktiven
kovalenten Konjugats aus einem Protein und einem Nukle-
ins�ureanalogon in der Zelle. Dies d�rfte auch eine attraktive
Strategie zur r�umlich und zeitlich kontrollierten Assem-
blierung von Proteinarrays darstellen.[21] Im Unterschied zu
konkurrierenden Strategien, welche die Protein-RNA-
Wechselwirkung �ber das MS2- oder lN-Phagensystem[21,22]

verwenden, sind unsere guideRNAs ausgesprochen kurz,
denn zus�tzliche Erkennungsstrukturen wie BoxB (19 nt) und
Linker (10–20 nt), welche derartige guideRNAs � 60 nt lang
werden lassen,[22] sind nicht erforderlich. Unsere stabilisier-
ten, 20 nt kurzen guideRNAs sind sehr gut f�r die Transfek-
tion geeignet und sollten klein genug sein, um keine Im-
munantwort auszulçsen.[7–15] Die Notwendigkeit, unsere
guideRNAs zu transfizieren anstatt sie zu exprimieren, er-
mutigt uns, �ber Mçglichkeiten nachzudenken, weitere che-
mische Modifikationen einzubringen, etwa, um die Editie-

Abbildung 3. Reparatur der F5-Leiden-Mutation. Mçgliche Stellen der
�bereditierung sind durch rote Boxen, �bereditierte Basen sind durch
Pfeile und die Zielstelle durch ein Sternchen markiert. Editierungsbe-
dingungen: 50 nm R534Q F5 mRNA, 200 nm BG-guideRNA, 350 nm

SNAP-ADAR1/2; 3 h at 30/37 8C in 75 mm KCl, 25 mm Tris-HCl,
10 mm DTT, 0.70 mm MgCl2, pH 8.3. Eine �bersicht zur Editierung
aller guideRNAs mit SNAP-ADAR1 und -ADAR2 befindet sich in den
Hintergrundinformationen zusammen mit einer vollst�ndigen Sequen-
zierspur (Abbildung S4, S5).

Angewandte
Chemie

6385Angew. Chem. 2014, 126, 6382 –6386 � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


rung lichtregulierbar zu machen. Unsere Ergebnisse verbes-
sern die Aussicht auf die In-vivo-Anwendung der gerichteten
Editierung in Grundlagenforschung und Medizin deutlich. In
letzterem Sinne demonstrierten wir hier die erste Reparatur
einer krankheitsrelevanten, sinnver�ndernden Punktmutati-
on in vitro. Dies erforderte den Austausch der Deaminase-
dom�ne im SNAP-Fusionsprotein von hADAR1 zu
hADAR2 und die umsichtige chemische Modifikation der
guideRNA, um den Zielkodon in seinem herausfordernden,
adenosinreichen Sequenzkontext selektiv zu editieren. Die
hohe Modularit�t der SNAP-Deaminasen hebt in Kombina-
tion mit ihrer n�tzlichen Toleranz gegen�ber chemischen
Modifikationen das große Potenzial dieses Ansatzes zur
zielgerichteten RNA-Reparatur hervor.
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