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Abstract: Die 5’-Kappe ist ein Charakteristikum eukaryoti-
scher mRNAs und nimmt im RNA-Metabolismus entschei-
dende Rollen ein, die sich von der Qualit�tskontrolle îber den
Export bis hin zur Translation erstrecken. Die Modifizierung
der 5’-Kappe kçnnte daher die Modulierung dieser Prozesse
und die Erforschung verschiedener biologischer Funktionen
ermçglichen. Wir pr�sentieren einen direkten Ansatz zur Er-
zeugung einer Auswahl N7-modifizierter Kappen basierend
auf der hoch promiskuitiven Methyltransferase Ecm1. Wir
zeigen, dass diese sowie N2-modifizierte 5’-Kappen zur Steue-
rung der Translation entsprechender mRNAs in vitro und in
Zellen genutzt werden kçnnen. Entsprechende Modifikationen
ermçglichen die anschließende Anwendung bioorthogonaler
Reaktionen, z. B. die intrazellul�re Markierung einer Ziel-
mRNA in lebenden Zellen. Die effiziente und vielseitige Ma-
nipulierung des N7-Atoms der mRNA-Kappe ist ein wertvoller
Beitrag zum Methodenrepertoire der chemischen Biologie.

Die eukaryotische Boten-RNA (mRNA) hat sich bei der
exogenen Proteinexpression in eukaryotischen Zellen zu
einer nîtzlichen Alternative zu DNA-basierten Vektoren
entwickelt. Die Vorteile beruhen auf dem nahezu direkten
Start der Translation und den typischerweise hçheren Trans-
fektionseffizienzen, da es ausreicht, ins Zytoplasma zu ge-
langen. Obwohl die im Vergleich zu DNA geringe Stabilit�t
von mRNA durchaus eine Rolle spielen kann, wird die Tat-
sache, dass mRNA das Genom der Zelle nicht permanent
ver�ndert, als Vorteil fîr therapeutische Anwendungen ge-
sehen.[1] Demzufolge finden Ans�tze zur Steuerung der
Translationseffizienz und Stabilit�t spezifischer Transkripte
immer mehr Beachtung.[2] Ein wesentlicher Faktor fîr die
Initiation der Translation von mRNAs ist die Wechselwirkung
der 5’-Kappe mit dem eukaryotischen Translationsinitia-
tionsfaktor eIF4E, und Ver�nderungen der 5’-Kappe kçnnen
die Translation direkt beeinflussen.[3] Zus�tzlich zur allge-
meinen Bedeutung fîr die Translation kçnnen mRNAs in
eukaryotischen Zellen asymmetrisch verteilt und in vielen
F�llen lokal translatiert werden.[4] Die molekularen Details

dieser Mechanismen, wie dem zur subzellul�ren Lokalisation
fîhrenden aktiven Transport, sind jedoch kaum verstanden.[5]

Um diese dynamischen Prozesse zu erforschen, werden Me-
thoden zur Markierung von mRNAs bençtigt. Idealerweise
sollte die Ziel-mRNA so wenig wie mçglich ver�ndert
werden, sodass zweistufige chemo-enzymatische Ans�tze[6]

eine attraktive Alternative zum derzeit weit verbreiteten
Einsatz fluoreszenzmarkierter RNA-bindender Proteine
bilden (�bersichtsartikel in Lit. [7]).

Bislang wird die eigentliche Klick-Reaktion mit RNA
typischerweise in fixierten Zellen durchgefîhrt, abgesehen
von einem Bericht, bei dem eine Tetrazin-Ligation einer
kurzen synthetischen RNA in lebenden Zellen durchgefîhrt
wurde.[8]

Wir zeigen zum ersten Mal die Manipulierung einer be-
stimmten eukaryotischen mRNA in lebenden Zellen. Die
Translationseffizienz dieser mRNA kann ohne Ver�nderung
der Sequenz und ohne den Einsatz von RNA-bindenden
Proteinen einfach aufgrund der enzymatischen Anfîgung
einer kleinen funktionellen Gruppe entweder in die N7-Po-
sition oder die exocyclische Aminofunktion (N2) der Kap-
penstruktur gesteuert werden. Diese Modifikationen wurden
fîr Klick-Reaktionen in lebenden Zellen genutzt und er-
mçglichten daher sowohl die Markierung eines Biomolekîls
als auch die Steuerung seiner biologischen Funktion in le-
benden Zellen (Abbildung 1).

Wir haben kîrzlich îber einen chemo-enzymatischen
Ansatz zur Markierung der N2-Position der 5’-Kappe in vitro
produzierter und mit einer Kappe versehener RNAs unter
Verwendung einer Variante der Trimethylguanosin-Synthase
aus Giardia lamblia (GlaTgs2-V34A) berichtet.[9] Die Akti-
vit�t dieser Methyltransferase erfordert die vorherige Me-
thylierung des N7-Atoms, und selbst mittels Protein-Engi-
neering ver�nderte Varianten zeigten nur eine eingeschr�nkte
Aktivit�t auf grçßere AdoMet-Analoga, wodurch die Aus-
beute von Markierungen auf ca. 30% begrenzt ist.[9b,c] Bei der
Suche nach einem geradlinigeren und effizienteren Ansatz
wurden wir auf Ecm1 aufmerksam – eine Kappen-(Guanin-
N7)-Methyltransferase aus dem Microsporidia-Parasiten
Encephalitozoon cuniculi – dessen aktives Zentrum eher in
einer Bindungsfurche als in einer Bindungstasche lokalisiert
ist (Abbildung S1).[10] Basierend auf der Kristallstruktur
haben wir vermutet, dass Ecm1 mçglicherweise hoch pro-
miskuitiv bezîglich des Cosubstrats ist, weil grçßere Substi-
tuenten am S-Atom aus der Bindungsfurche herausragen
kçnnten (Abbildung S1). Tats�chlich stellten wir fest, dass
rekombinant produziertes Ecm1 nicht nur, wie kîrzlich be-
schrieben,[10a] in der Lage war, eine Methylgruppe auf das N7-
Atom des Minimalsubstrates GpppA (1) zu îbertragen
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(Abbildung S2), sondern ebenfalls Allyl-, Penteninyl, Vinyl-
benzyl- oder Azidobutenyl-Gruppen von den entsprechenden
AdoMet-Analoga (2b–e), die analog vorheriger Protokolle
synthetisiert wurden, anfîgt.[9c,11] Die Erzeugung der Pro-
dukte 3a–e wurde mittels Umkehrphasen-HPLC und Mas-

senspektrometrie best�tigt (Abbildungen 2, S3 und S4).
Auffallend ist, dass Ecm1 in der Lage war, selbst die sterisch
anspruchsvollen Substrate 2d und 2e effizient und nahezu
quantitativ umzusetzen (Abbildungen 2C und S3, basierend
auf HPLC-Analysen), wodurch es sich von GlaTgs2-V34A

Abbildung 1. Konzept der Steuerung der Translation und der Markierung von mRNA in lebenden Zellen íber die 5’-Kappe. Die 5’-Kappe einer
mRNA wird an der N7-Position unter Verwendung der Methyltransferase Ecm1 aus Encephalitozoon cuniculi modifiziert, welche f�hig ist, sperrige
Seitenketten von AdoMet-Analoga effizient zu íbertragen.

Abbildung 2. Enzymatische Modifizierung des Kappenanalogons GpppA (1) an N7 unter Verwendung von Ecm1. A) Ecm1 katalysiert den Transfer
von a) Methyl-, b) Allyl-, c) Penteninyl-, d) 4-Azidobut-2-enyl- und e) 4-Vinylbenzyl-Resten auf das N7-Atom des Kappenanalogons 1. B) HPLC-
Analysen repr�sentativer Modifizierungsreaktionen. In jedem Fall wurden 1 mm 1, 5 Mol-% Ecm1, und ein 1- bis 3-facher molarer �berschuss des
entsprechenden AdoMet-Analogons 2a–e eingesetzt. Die Absorption bei 300 nm, die auf N7-modifizierte Kappenanaloga hinweist, ist gezeigt.
Nicht-modifiziertes 1 zeigt nur eine schwache Absorption bei dieser Wellenl�nge. Der Zeitversatz betr�gt 2%. C,D) Zeitverl�ufe Ecm1- (C) und
GlaTgs2-V34A-katalysierter Reaktionen (D) unter Verwendung von 2a, 2d oder 2e mit 5 Mol-% Enzym sind aufgefíhrt. Die Daten repr�sentieren
Mittelwerte von zwei unabh�ngig voneinander durchgefíhrten Messungen unterschiedlicher Proteinpr�parationen. Graue Ziffern zeigen die Num-
merierung des Puringerísts.
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unterscheidet, das ebenfalls Substrat-
Promiskuit�t zeigt, allerdings eine
deutlich geringere Aktivit�t fîr 2d
und 2e aufweist (Abbildung 2 D). Die
ausgepr�gte Substrat-Promiskuit�t er-
mçglicht die schnelle und effiziente
Umsetzung einer Reihe von AdoMet-
Analoga und macht Ecm1 daher zu
einem idealen Enzym fîr die Herstel-
lung modifizierter 5’-Kappen.

Um sicherzustellen, dass dieser
Ansatz fîr l�ngere RNAs geeignet ist,
haben wir eine 106 nt lange RNA
mittels In-vitro-Transkription herge-
stellt und das Vaccinia-System (ohne
Verwendung von AdoMet 2 a) fîr die
5’-Guanylierung zur Erzeugung von
GpppRNA genutzt. Diese GpppRNA
wurde fîr die N7-Azido-Modifizie-
rung unter Verwendung von Ecm1 und
2d eingesetzt. Um die Analyse zu er-
leichtern, wurde die modifizierte RNA
in einer ringspannungsinduzierten
Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC)
mit DBCO-SRB eingesetzt.[12] Sowohl
die SPAAC-Reaktion als auch die
Diels-Alder-Reaktion mit inversem
Elektronenbedarf (IEDDA)[13]

wurden zun�chst an den N7-modifi-
zierten Kappen 3d und 3e etabliert.
Die Klick-Reaktionen von 3 d mit
DBCO-SRB oder dem Alkyne-Mega-
stokes-Dye sowie von 3e mit Tetrazin-
BDP resultierten in den erwarteten
Produkten, deren Bildung mittels
Massenspektrometrie und Fluores-
zenzanalysen im Gel best�tigt wurde (Abbildungen S6–S7).

Die N7-Azido-modifizierte 106 nt lange RNA wurde in
einer Reaktion mit DBCO-SRB unter etablierten Bedin-
gungen eingesetzt, und nach der Gelelektrophorese wurde die
Fluoreszenz im Gel analysiert. Im Fall der N7-modifizierten
RNA konnte eine stark fluoreszierende Bande der korrekten
L�nge detektiert werden (unter Verwendung der grînen
LED und des Exzitationsfilters 520/35 nm sowie des grînen
Emissionsfilters 609/54 nm), was auf die erfolgreiche Mar-
kierung hinweist und einen signifikanten RNA-Abbau aus-
schließt. Erwartungsgem�ß fluoreszierte die Kontroll-RNA
ohne Kappe, die der gleichen Prozedur ausgesetzt war, bei
dieser Wellenl�nge nicht (Abbildung 3B). In gleicher Weise
ermçglichte die Modifizierung dieser Modell-RNA mit einem
4-Vinylbenzyl-Rest (auch am N7-Atom der Kappe) unter
Einsatz von Tetrazin-BDP die effiziente RNA-Markierung
mittels IEDDA (Abbildung S8). Diese Daten zeigen, dass die
Einbringung verschiedener Modifikationen in die N7-Positi-
on mit einer Kappe versehener RNA fîr die ortsspezifische
Markierung fîr darauffolgende Klick-Reaktionen genutzt
werden kann.

Die Methylierung der N7-Position ist entscheidend fîr die
effiziente Translation, und die N7-methylierte Kappe wird

spezifisch und fest vom eukaryotischen Translationsinitia-
tionsfaktor eIF4E gebunden.[3d] Es wird daher erwartet, dass
Ver�nderungen an dieser Position die Translation beein-
tr�chtigen, wie bereits fîr Ethyl- und Benzylgruppen in vitro
berichtet wurde.[14] Um den Effekt verschiedener Modifika-
tionen einschließlich bioorthogonaler Gruppen auf die
Translation zu untersuchen, haben wir zwei Reporter-
mRNAs, wie die Firefly-Luciferase (FLuc)- und eGFP-
mRNA, konstruiert, die einschließlich einer 5’- und 3’-UTR
sowie eines Poly(A)-Schwanzes ungef�hr 1000–2000 nt lang
sind (Abbildung S9–S11). Die N7-modifizierten Kappenana-
loga wurden in diese Reporter-mRNAs w�hrend der In-vitro-
T7-Transkription eingebaut.[15] Als Negativkontrolle wurde
eine mit einer ApppG-Kappe (die keine Kappen-abh�ngige
Translation eingehen kann) versehene RNA hergestellt. Die
mRNAs, die keine Kappe aufwiesen, wurden unter Verwen-
dung einer 5’-Polyphosphatase in Kombination mit der Exo-
ribonuklease Xrn1 abgebaut (Abbildung S12).

In-vitro-Translationsanalysen ergaben, dass der Aus-
tausch der N7-Methylgruppe gegen grçßere Reste ein-
schließlich der Vinylbenzyl- und der Azidobutenylgruppe in
den meisten F�llen die Translation, wie erwartet, inhibierte
(Abbildung 3C). Die N7-Benzylgruppe reduzierte die

Abbildung 3. Markierung N7-Azidobut-2-enyl-modifizierter RNA mittels SPAAC und die Transla-
tionseffizienz von FLuc-mRNAs mit verschiedenen Kappen. A) In vitro hergestellte und mit einer
5’-Kappe versehene RNA wurde in einer Reaktion mit Ecm1 und dem AdoMet-Analogon 2d fír die
N7-Modifizierung und fír die folgende Markierung mittels Klick-Chemie mit DBCO-SRB einge-
setzt. B) Die Proben einer 106 nt langen RNA mit und ohne N7-modifizierter Kappe wurden mit
DBCO-SRB inkubiert und die Fluoreszenz im Gel (10% denat. Polyacrylamid-Gel) analysiert. Im
oberen Gel ist die SRB-Fluoreszenz gezeigt (unter Einsatz der grínen LED mit einem Exzitations-
filters 520/35 nm und dem grínen Emissionsfilter 609/54 nm) und das untere Gel zeigt die Ethi-
diumbromidf�rbung (EtBr). C,D) Die Translationseffizienz der FLuc-mRNAs mit N7- (C) oder N2-
modifizierten (D) 5’-Kappen. Die RNAs wurden fír 60 min in Kaninchenretikulozyten-Lysat transla-
tiert und die Luciferase-Aktivit�t in einer Vierfach-Bestimmung gemessen (RLU, „relative light
units“). Die Datenpunkte repr�sentieren die Mittelwerte von 2–4 unabh�ngigen Experimenten.
DBCO = Dibenzocyclooctin, SRB = Sulforhodamin B.
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Translationseffizienz jedoch nur m�ßig, was darauf hindeutet,
dass die Grçße des N7-Substituenten nicht der einzige Faktor
ist, der die Wechselwirkung mit eIF4E beeinflusst. Unsere
Beobachtungen sind im Einklang mit der kîrzlich postulier-
ten p-Wechselwirkung mit W166 von eIF4E[14] und deuten
darauf hin, dass selbst Substituenten in der N7-Position zur
Steuerung der Translationseffizienz genutzt werden kçnnen.
Einzelne Substitutionen in der exocyclischen N2-Position
hatten einen geringeren Effekt und ermçglichten die stufen-
weise Reduzierung der Translationseffizienz (Abbil-
dung 3D).

Um sicherzustellen, dass der Effekt der Kappen-Modifi-
zierung auf die Translation biologisch relevant ist, haben wir
ebenfalls die Translation von eGFP-mRNAs, die verschiede-
ne Kappen aufwiesen, in lebenden Zellen analysiert. HeLa-
Zellen, die mit m2

7,3’-OGpppG- (d.h. ARCA) und der N2-
Allyl-modifizierten eGFP-mRNA transfiziert wurden, ent-
wickelten eine grîne Fluoreszenz, wobei N7-Allyl- oder N7-
Azidobut-2-enyl-modifizierte eGFP-mRNAs oder die Nega-
tivkontrolle mit einer ApppG-Kappe in konfokalen Laser-
rastermikroskopie-Aufnahmen nicht zu einem signifikant
îber dem Hintergrund liegenden Signal fîhrten (Abbildun-
gen 4 und S13). Diese Ergebnisse wurden mittels durchfluss-
zytometrischer Daten fîr eGFP-mRNAs, die mit einer
ARCA-, N7-Azido- oder ApppG-Kappe versehen waren,
best�tigt (Abbildung S15). Diese Experimente lassen ver-
muten, dass die durch In-vitro-Studien ermittelte Transla-
tionseffizienz die tats�chliche Translation in eukaryotischen
Zellen widerspiegelt und schließen alternative Translations-
initiationsmechanismen, die mçglicherweise den Effekt der
Kappenmodifikationen an der 5’-Kappe in lebenden Zellen
îbertreffen, aus. Unsere Ergebnisse zeigen, dass einige en-
zymatische Modifikationen an der eukaryotischen 5’-Kappe

besser toleriert werden als andere und dass diese Modifika-
tionen zur Steuerung der Translationseffizienz von mRNAs
genutzt werden kçnnen.

Zus�tzlich zur Steuerung der Translation kçnnen einige
der nicht-natîrlichen Kappenmodifikationen fîr nachfol-
gende bioorthogonale Reaktionen und mçglicherweise sogar
fîr die mRNA-Markierung in lebenden Zellen genutzt
werden. Die intrazellul�re Markierung einer bestimmten
Ziel-mRNA, die keine Ver�nderungen in ihrer Nukleotidse-
quenz aufweist, wîrde die direkte Analyse der subzellul�ren
Lokalisation und des Transports dieser mRNA zu einem be-
stimmten Zeitpunkt erlauben. Bislang konnte die kovalente
Markierung von RNAs in S�ugerzellen nach dem zuf�lligen
Einbau modifizierter Nukleotide in naszierende Transkripte
oder der enzymatischen Modifizierung von an die Ziel-
mRNA angefîgten RNA-Kennzeichnungen oder syntheti-
scher siRNAs erzielt werden.[6, 8] Bis auf die von Pyka et al.[8]

beschriebene Tetrazin-Ligation wurde die Klick-Reaktion an
sich jedoch immer nach der Fixierung von Zellen durchge-
fîhrt.[6] Wir haben kîrzlich und in diesem Beitrag gezeigt,
dass sowohl N2- als auch N7-Kappen-modifizierte Modell-
mRNAs verschiedene Klick-Reaktionen einschließlich den
bioorthogonalen SPAAC- und IEDDA-Reaktionen einge-
hen.[9a–c,16] Wir haben nun basierend auf der SPAAC-Reakti-
on, die bereits erfolgreich fîr die Markierung anderer Klassen
von Biomolekîlen auf der Zelloberfl�che von Modellorga-
nismen sowie selbst in lebenden Zellen angewendet wurde,[17]

die intrazellul�re Markierung Kappen-modifizierter, aber
ansonsten unver�nderter, eGFP-mRNAs in lebenden S�u-
gerzellen erzielt.

In diesem Sinne haben wir HeLa-Zellen mit den Kappen-
modifizierten mRNAs transfiziert und anschließend DBCO-
SRB hinzugefîgt. Zur Visualisierung in einem konfokalen

Laserrastermikroskop wurden die Zellen
nach der Klick-Reaktion mittels Paraformal-
dehyd fixiert. Fîr die N7-Azido-modifizierte
mRNA wurden rot fluoreszierende Punkte
detektiert, wobei mRNAs ohne Azido-Modi-
fikation (ARCA- und ApppG-Kappen) keine
signifikante rote Fluoreszenz zeigten. Dies
deutet darauf hin, dass die SPAAC-Reaktion
mit der mRNA erfolgreich in lebenden Zellen
durchgefîhrt werden konnte und dass der
�berschuss des SRB-Farbstoffes effizient
genug aus der Zelle diffundieren konnte
(Abbildung 4). Quantitative RT-PCR-Mes-
sungen best�tigten, dass die eGFP-mRNA in
der Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten in
hçherer Konzentration als die zahlreich vor-
handene b-Aktin-mRNA vorlag (Abbil-
dung S16). Erwartungsgem�ß resultierte die
ARCA-eGFP-mRNA in einer grînen Fluo-
reszenz, was die eGFP-Produktion best�tigte.
Dies signalisiert, dass zumindest ein Teil der
mRNAs im Zytoplasma verfîgbar ist und
nach der Transfektion translatiert wird.

Zusammenfassend haben wir einen enzy-
matischen Ansatz entwickelt, welcher die
Steuerung der Translationseffizienz und die

Abbildung 4. Bioorthogonale Fluoreszenzmarkierung von eGFP-mRNAs in lebenden
HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden jeweils mit N7-Azidobut-2-enyl-GpppG-, ARCA- und
ApppG-eGFP-mRNA transfiziert, gefolgt von der Inkubierung mit DBCO-SRB und Wasch-
schritten. Zur Visualisierung wurden die Zellen nach der Klick-Reaktion in lebenden
Zellen fixiert. Von links nach rechts sind die eGFP-, SRB-, DAPI-Fluoreszenz und der DIC
aufgefíhrt. Maßstab: 50 mm. DAPI = 4’,6-Diamidin-2-phenylindol, DIC = Differentialinter-
ferenzkontrast.
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intrazellul�re Markierung spezifischer mRNAs in lebenden
Zellen ermçglicht. Wir konnten zeigen, dass die Methyl-
transferase Ecm1 eine erstaunliche Promiskuit�t aufweist und
sterisch anspruchsvolle Seitenketten verschiedener AdoMet-
Analoga nahezu unbeeintr�chtigt transferiert. Der effiziente
Transfer ermçglicht zum ersten Mal die einfache Herstellung
langer, translatierbarer und Kappen-modifizierter mRNAs,
wie basierend auf eGFP- und Luciferase-mRNAs, die ca.
1000–2000 nt lang sind, veranschaulicht wurde. Die Steuerung
der Translation durch die Kappen-Modifizierung erlaubt die
Analyse von Funktionen der Ziel-mRNA jenseits der Funk-
tion als Templat fîr Translationen. In Kombination mit bio-
orthogonaler Klick-Chemie haben wir ein Verfahren fîr die
intrazellul�re Markierung einer Ziel-mRNA entwickelt, das
wertvoll fîr die Analyse der subzellul�ren Lokalisation
w�hrend dynamischer Prozesse, wie dem Auswuchs oder der
Entwicklung polarisierter Zellen, ist.
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