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Zeitaufgelöste Charakterisierung von
Ribozymen durch Fluoreszenzresonanzenergie-
Transfer (FRET)**
Andreas Jenne, Walter Gmelin, Nikolai Raffler und
Michael Famulok*

In zunehmendem Maûe werden Ribozyme zur Inhibierung
der Genexpression auf der Ebene von Protein-codierenden
mRNAs eingesetzt.[1, 2] Die Möglichkeit, Ribozyme in lebende
Organismen endo- oder exogen einzuschleusen, eröffnet
ihnen dabei ein breites Anwendungspotential in der Genthe-
rapie,[1, 3±5] der funktionellen Genomanalyse[6] und der Bio-
technologie.[7] Das am häufigsten verwendete Ribozym ist das
Hammerhead-Ribozym (HHR), eine kleine katalytische
RNA, die andere RNA-Moleküle intermolekular spalten
kann.[8] Ihre Spezifität wird über Substratbindungsstellen
determiniert, die in ihrer Sequenz und Länge variabel sind,
so daû die Spaltungsaktivität gegen fast jede beliebige mRNA
gerichtet werden kann. Trotz des universellen Einsatzpoten-
tials gibt es eine Reihe von Faktoren, die bei der Entwicklung
therapeutischer Ribozyme in Betracht gezogen werden müs-
sen, etwa die Zugänglichkeit der Ribozymbindungsstellen auf
der Ziel-RNA in vivo,[9] die Selektivität der Substraterken-
nung[1] und die Effizienz der Spaltung im intrazellulären
Milieu.[10, 11] Auch wenn zu einigen dieser Faktoren computer-
unterstützt Vorhersagen möglich sind,[12] kommt man nicht
umhin, solche Vorhersagen experimentell zu verifizieren,
indem man die HHR-Konstrukte unter den jeweiligen Be-
dingungen kinetisch charakterisiert. Verfahren, die ein Hoch-
durchsatz-Screening von Ribozymen zur schnellen qualitati-
ven Evaluierung der kinetischen Eigenschaften erlauben, sind
daher von besonderem Interesse, zumal es bislang keine befrie-
digenden Lösungen mit den konventionellen Methoden gibt.

Hier berichten wir über eine zeitaufgelöste kinetische
Analyse von Ribozymen im Stundenbereich mit Hilfe von
FRET-Oligonucleotiden[13] (FRET�Fluoreszenzresonan-
zenergie-Transfer[14]). Das FRET-Prinzip wurde bereits frü-
her angewendet, z. B. zur Bestimmung der Aktivität von
Phosphodiesterasen,[15] zur Aufklärung der Struktur von
RNA-Molekülen[16, 17] und zur Quantifizierung von PCR-
Reaktionen.[18] Messungen des intermolekularen FRET mit
einfach markierten Substraten und Hammerhead-Ribozymen

wurden auch zur Bestimmung der Assoziation und Dissozia-
tion von Substrat und Produkt eingesetzt.[19, 20]

In dem von uns verwendeten FRET-Substrat ist die
Fluoreszenz der Fluorophor-Einheit (z.B. 6-Carboxyfluorescein
FAM) durch die räumliche Nähe zu einer fluoreszenzlöschen-
den Einheit (z.B. 6-Carboxytetramethylrhodamin TAMRA)
intramolekular gelöscht (Abbildung 1 a, b). Bei der Spaltung
eines solchen Substrats durch das Ribozym wird ein Fluores-
zenzsignal erzeugt, das zeitaufgelöst mit geeigneten Spektro-
metern quantifiziert werden kann (Abbildung 1c). Da der An-
stieg der Fluoreszenz direkt mit der Spaltungsgeschwindigkeit
korreliert, eignet sich das System zur sensitiven, nichtradio-
aktiven und schnellen Analyse von Ribozymaktivitäten.

Auf der Basis eines bekannten HHR-Substrat-Komple-
xes[21] (Abbildung 1 a) haben wir ein FRET-Substrat (SL1)
konstruiert und zur zeitabhängigen Messung der Aktivität des
Ribozyms HHR1 eingesetzt. Als Referenz und Negativkon-
trolle wurde eine inaktive HHR-Mutante (HHR1mut) mit
identischen Substratbindungsstellen verwendet. Aus dem bei
einer Reihe von Substratkonzentrationen ermittelten spal-
tungsbedingten Fluoreszenzanstieg konnten die Michaelis-
Menten-Parameter von HHR1 in einem einzigen Experiment
erhalten werden. Abbildung 2 b zeigt die Eadie-Hofstee-Auf-
tragung zur Bestimmung der kcat/KM-Werte als Ergebnis
dieser Messung. Um den Einfluû der FAM/TAMRA-Markie-
rung auf die Spaltungseffizienz zu ermitteln, haben wir die
Kinetikparameter auch konventionell (Auftrennung der
Spaltprodukte durch Polyacrylamid-Gelektrophorese und
Auswertung der Gele durch Autoradiographie)[22] mit einem
32P-markierten Substrat ohne FRET-Markierung (S1) be-
stimmt (Abbildung 2 a). Es zeigte sich, daû für beide Sub-
strate (S1 und SL1) sowohl die kcat- als auch die KM-Werte in
der gleichen Gröûenordnung lagen, was beweist, daû das
FRET-Substrat für unsere Zielsetzung bestens geeignet ist.

Um zu testen, ob sich unser Verfahren zur schnellen
Charakterisierung von Ribozymen eignet, haben wir in
parallelen Ansätzen Aktivitätsmessungen unter Veränderung
jeweils eines anderen physikochemischen Parameters durch-
geführt. Abbildung 3 a zeigt den zeitabhängigen Verlauf der
Spaltung als Ergebnis einer typischen Messung. In den
Abbildungen 3 b ± d ist die Abhängigkeit der Reaktionsge-
schwindigkeit vom pH-Wert, der Temperatur bzw. der Mg2�-
Konzentration wiedergegeben. Unter den gewählten Bedin-
gungen waren der optimale pH-Wert 8, die optimale Mg2�-
Konzentration 8 mm und die optimale Temperatur 30 8C.
Dieses relativ niedrige Temperatur-Optimum reflektiert
wahrscheinlich die nicht sehr starke Bindung des Substrats
an das Ribozym. Der Grund könnten die kurzen, nur fünf
GC-Basenpaare enthaltenden Hybridisierungsbereiche bei
zugleich relativ geringer Mg2�-Konzentration (4.0 mm)[23] sein.
Schlieûlich untersuchten wir den Einfluû des Aminoglycosids
Neomycin B, eines HHR-Inhibitors, auf die Spaltung (Daten
nicht gezeigt). Es stellte sich heraus, daû die Spaltungsge-
schwindigkeit in Gegenwart von 100 mm Neomycin nur noch
ein Drittel der Geschwindigkeit ohne den Inhibitor betrug,
was mit den Daten übereinstimmt, die in einer früheren Studie
mit konventionellen Methoden ermittelt worden waren.[24]

Um apparative Meûungenauigkeiten und unspezifische
Fluoreszenzeffekte (z. B. Fluktuation des Signals als Folge
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Abbildung 2. Ermittlung der Kinetikparameter von HHR1 (c� 4nm) bei
37 8C. Eadie-Hofstee-Auftragung und Kinetikparameter der Spaltungsak-
tivität von HHR1 a) mit 5'-32P-markiertem Substrat S1, das keine FRET-
Markierung trägt, und b) mit FRET-Substrat SL1. V [nmminÿ1]�Reak-
tionsgeschwindigkeit.

Abbildung 3. Charakterisierung der Spaltungsaktivität von 4nm HHR1
bei 200 oder 300 nm SL1. a) Zeitabhängiger Verlauf der Spaltung mit der
reziprok exponentiellen Regressionskurve (nur 1% aller gemessenen
Datenpunkte sind abgebildet). y�Anteil an Spaltprodukt. b) ± d) Ab-
hängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit V von b) dem pH-Wert, c) der
Temperatur und d) der Mg2�-Konzentration. Die kcat/KM-Werte bei 25 8C
(0.0134nmÿ1 minÿ1) und 30 8C (0.138 nmÿ1 minÿ1) wurden ebenfalls be-
stimmt.

von Temperaturschwankungen) zu eliminieren, wurden die
Datenpunkte um die Ribozym-unabhängigen Referenzwerte
korrigiert, die man mit der inaktiven Mutante HHR1mut

erhalten hatte. Darüber hinaus ermöglichte das Korrektur-
verfahren auch die Bestimmung der Aktivität von in situ

Abbildung 1. Schematische Darstellung des eingesetzten Assays und der
automatisierten Auswertung. a) Sekundärstruktur von Ribozym und
Substrat. b) die Fluoreszenz- (FAM) und Lösch-Einheiten (TAMRA).
c) Bis zu 96 Reaktionsansätze können zeitaufgelöst mit einem Read-out-
Gerät parallel verfolgt und die Daten computerunterstützt ausgewertet
werden. Die Reaktion ist im linken oberen Teil schematisch dargestellt.
1) Das doppelt markierte RNA-Substrat (z. B. 5'-[F]- und 3'-[Q]-markierte
RNA mit intramolekular reduzierter Fluoreszenz des Donors (l�
535 nm)) und das Ribozym bilden den katalytisch aktiven Komplex.
2) Spaltung des doppelt markierten Substrats. 3) Abdissoziation der Reak-
tionsprodukte vom Ribozym. Dadurch wird das Ribozym für weitere
Umsetzungen verfügbar und der Löscheffekt aufgehoben; letzteres führt
zu einem Fluoreszenzanstieg (hn'), der der Geschwindigkeit der Substrat-
spaltung proportional ist.
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erzeugten Ribozymen in Gegenwart von Zellkernextrakten.
Abbildung 4 zeigt das Ergebnis der Messungen einer T7-
RNA-Polymerase-abhängigen Transkription von Ribozym-
codierenden DNA-Templaten in Gegenwart von HeLa-Zell-
kernextrakten. Zur Kontrolle wurden parallel Messungen

Abbildung 4. Zeitabhängiger Fluoreszenzanstieg von in situ erzeugtem
HHR und Kontrollansätzen in Gegenwart von HeLa-Zellkernextrakten.
HHR1mut-DNA�T7-RNA-Polymerase (schwarz), HHR1-DNA ohne T7-
RNA-Polymerase (blau), HHR1-DNA�T7-RNA-Polymerase (grün),
HHR1-DNA�T7-RNA-Polymerase, korrigiert um die unspezifischen
Hintergrundaktivitäten (rot; siehe Experimentelles).

ohne T7-RNA-Polymerase (blau) sowie mit der inaktiven
HHR-Mutante (schwarz) durchgeführt. In beiden Fällen
steigt die Fluoreszenz leicht an, was wohl auf eine unspezi-
fische Spaltung des Substrats durch Nucleasen im Zellkern-
extrakt zurückzuführen ist. Die grüne Kurve beschreibt die
Fluoreszenz, die bei der Erzeugung von HHR1 in situ
gemessen wurde. Die rote Kurve gibt dieselbe Messung
wieder, korrigiert um die unspezifischen Hintergrundaktivi-
täten (siehe Experimentelles). Ihr erwartungsgemäû sigmoi-
der Verlauf reflektiert den stetigen Anstieg der Ribozym-
konzentration während der Transkriptionsreaktion. Diese
Ergebnisse belegen, daû es prinzipiell möglich ist, Ribozyme
als Reporter zur Messung von Transkriptionsgeschwindigkei-
ten in vitro und in vivo einzusetzen. Ein derartiges Reporter-
system könnte beispielsweise zum Hochdurchsatz-Screening
von kombinatorischen Substanzbibliotheken auf Inhibitoren
von Transkriptionsfaktoren verwendet werden, da es voll-
automatisiert ablaufen kann und ohne zusätzliche Pipettier-
schritte auskommt.

Fazit: Mit FRET-Substraten gelingt die Charakterisierung
von Ribozymen unter den verschiedensten Bedingungen in
einem Bruchteil des zeitlichen Aufwands konventioneller
Methoden. Insbesondere die sehr einfache Automatisierung
und die Echtzeit-Analytik vieler paralleler Reaktionsansätze
sowie die Vermeidung radioaktiver Markierung lassen unser
System für ein Hochdurchsatz-Screening von Ribozymaktivi-
täten und Transkriptionsgeschwindigkeiten sehr attraktiv
erscheinen.

Experimentelles

Herstellung von HHR1: Der Sense-Strang des Ribozyms, einschlieûlich der
5'-terminalen T7-Promotor-Sequenz, wurde an einem Expedite Oligonu-
cleotide Synthesizer (Millipore, USA) synthetisiert: 5'-TCTAATACG-

ACT CAC TATAGGG TCC TCT GAT GAG GCC GTTAGG CCG AAA-
CTC GT-3' (HHR1-DNA; die Primerbindungsstellen sind kursiv geschrie-
ben). Die Synthese des Antisense-Stranges sowie die Amplifizierung des
doppelsträngigen Templats erfolgten durch Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) mit den Primern 5'-TCTAATACG ACT CAC TATA-3' (5'-Primer)
und 3'-GG CAATCC GGC TTT GAG CA-5' (3'-Primer). Ein typischer
100-mL-PCR-Reaktionsansatz enthielt 10mm Tris-HCl, pH 8.9, 100 mm
KCl, 1.5mm MgCl2, 50 mg mLÿ1 Rinderserumalbumin, 0.05 % Tween 20
(v/v), 200 mm dNTP, 2mm 5'- und 3'-Primer, ca. 200 nm einzelsträngiges
DNA-Templat und 2.5 Einheiten Tth-DNA-Polymerase. Die Amplifizie-
rung erfolgte nach Herstellerprotokoll (Roche, Mannheim) in vier bis fünf
PCR-Cyclen a 95 8C/55 s, 55 8C/1 min, 72 8C/1 min. Die amplifizierte DNA
wurde nach Standardmethoden isoliert[25] und über ein Agarosegel von
überschüssigen Primern gereinigt.

Analog wurde ein doppelsträngiges DNA-Templat, codierend für
eine inaktive Ribozym-Variante, aus folgender einzelsträngigen DNA
hergestellt: 5'-TCTAATACGACTCACTATAGGGTCCTCTTAGGAG-
GCC GTTAGG CCAGAACTC GT-3' (HHR1mut-DNA; Primerbindungs-
stellen sind kursiv, die vier Mutationen fett geschrieben). Man ver-
wendete die Primer 5'-TCTAATACG ACT CAC TATA-3' (5'-Primer) und
3'-GG CAATCC GGT CTT GAGCA-5' (3'-Primer).

Die 5'-FAM- und 3'-TAMRA-markierte Substrat-RNA mit der Sequenz 5'-
FAM-ACG AGU CAGGAU U-TAMRA-3' wurde bei Eurogentec (Bel-
gien) HPLC- und gelelektrophoretisch gereinigt bezogen. Es zeigte sich,
daû aussagekräftige Kinetikmessungen sehr stark von der Einheitlichkeit
des FRET-Substrats abhängig waren. Das Verhältnis von Fluorophor- zu
Lösch-Farbstoff, welches ein Maû für die Reinheit der Probe ist, wurde
anhand der Fluoreszenz wie beschrieben[13, 26] berechnet.

Ein typischer 50 -mL-Reaktionsansatz zur In-vitro-Transkription für die
Ribozym-Herstellung enthielt 40mm Tris-HCl, pH 8.0, 50mm NaCl, 2 mm
Spermidin, 5 mm Dithiothreit, 8 mm MgCl2, 0.2 ± 2mm HHR1-DNA oder
HHR1mut-DNA, 4 mm A/C/G/UTP, 40 Einheiten RNAsin (Promega,
Madison, WI) und 50 Einheiten T7-RNA-Polymerase (Stratagene, Hei-
delberg). Die RNA wurde über ein 16 % denaturierendes Polyacrylamidgel
(37.5:1) aufgereinigt. Zur Messung der Aktivität von in situ erzeugtem
HHR1 enthielt der Ansatz zusätzlich 100 nm SL1 und 10 Einheiten HeLa-
Zellkernextrakt (HeLa Cell Extract Transcription System, Promega,
Madison, WI). Die In-vitro-Transkription wurde durch Zugabe von
Polymerase und Zellkernextrakt gestartet und bei 37 8C für die Dauer
der Messung inkubiert.

Die Echtzeit-Messungen des ribozymbedingten Fluoreszenzanstiegs wur-
den in 50-mL-Reaktionsansätzen durchgeführt. Das Meûsignal umfaût
sowohl den chemischen Schritt der Spaltung als auch die Freisetzung der
Spaltprodukte. Die Fluoreszenz wurde automatisiert mit einem temperier-
baren ABI-Prism-770-Spektrometer gemessen (Applied Biosystems,
USA). In Abständen von 0.5 ± 0.7 s wurden Spektren im Emissions-
Wellenlängenbereich der beiden Farbstoffe (FAM: lmax� 535, TAMRA:
lmax� 582 nm) aufgezeichnet (Anregungsenergie: 488 nm). Alle Messun-
gen waren Triplett-Bestimmungen. Durch Auftragen der relativen Fluo-
reszenz des Fluorophors (DRn-Wert) bei 535 nm gegen die Zeit wurde der
Anteil an gespaltener Substrat-RNA relativ zur Negativkontrolle (identi-
scher Ansatz mit inaktiver HHR1mut-DNA anstatt HHR1-DNA) bestimmt.
Die Rohdaten wurden in Microsoft Excel importiert, bearbeitet und
anschlieûend mit dem Programm KaleidaGraph (Abelbeck Software,
München) ausgewertet.

Um unspezifische Fluoreszenzeffekte zu eliminieren, muûte berücksichtigt
werden, daû bei einem Anstieg der Fluoreszenz als Folge der katalytischen
Spaltung die absoluten, nicht aber die prozentualen Fluoreszenzschwan-
kungen zunehmen. Der zeitliche Verlauf der Spaltung wurde anhand der
Kurve, die für die Negativkontrollen gemessen wurde, und deren pro-
zentualer zeitlicher Abweichung vom Anfangswert entsprechend Glei-
chung (1) korrigiert [Fkorr(t): korrigierte Fluoreszenz zum Zeitpunkt t ;
Fneg(t): Fluoreszenz der Negativkontrolle zum Zeitpunkt t ; Fneg(t0): Fluo-
reszenz der Negativkontrolle zum Zeitpunkt t� 0; FHHR(t): gemessene
Fluoreszenz in Gegenwart von transkribiertem HHR zum Zeitpunkt t].

Fkorr(t)� Fneg�t�
Fneg�t0�

FHHR(t) (1)
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Das Prinzip der unpassenden Koordinations-
zahlen: Design und Konstruktion von
supramolekularen M2M3''L6-Clustern mit
C3h-Symmetrie**
Xiankai Sun, Darren W. Johnson, Dana L. Caulder,
Ryan E. Powers, Kenneth N. Raymond* und
Edward H. Wong*

Viele elegante oligomere' und polymere Strukturen basie-
ren auf Metall-Ligand-Wechselwirkungen, die zu wohlorga-
nisierten supramolekularen Architekturen führen. Beispiele
sind ausgedehnte zwei- oder dreidimensionale Anordnun-
gen[1±7] und verschiedene diskrete Cluster.[8±30] Allerdings sind
bislang nur relativ wenige dieser Cluster gezielt hergestellt
worden. Wir haben ein rationales Design für die Synthese
hochsymmetrischer Cluster durch die Verwendung des ¹Prin-
zips der unpassenden Koordinationszahlenª entwickelt. Bei-
spiele sind M2L3-Helicate[15, 24, 31, 32] und ihre meso-Gegenstük-
ke (Mesocate)[32] sowie M4L6-[12, 33±35] und M4L4-Tetraeder.[36]

Bei diesen Clustern koordinieren drei zweizähnige Chelat-
bildner ein drei- oder vierwertiges Metallion pseudo-okta-
edrisch und bileden so eine dreizählige Achse. Ein symme-
trischer, mehrfach zweizähniger Ligand erzeugt das andere
Symmetrieelement: eine zwei-[15, 24, 31, 32] oder dreizählige
Achse[36] oder eine Spiegelebene.[32]

Im folgenden stellen wir das rationale Design eines Hetero-
metall-Clusters vor. Alternativ zur Einführung des Symme-
trieelements durch einen symmetrischen Liganden werden
dabei zwei Metalle verwendet, um zwei nicht zueinander
passende Symmetrieelemente zu erhalten (Abbildung 1). So
beruht dann die Clusterbildung auf dem ¹Prinzip der unpas-
senden Koordinationszahlenª.[37] Prinzipiell bildet der Ligand
einen Teil der asymmetrischen Einheit des Clusters und muû
zwei Bindungsstellen enthalten, z. B. einen harten und einen
weichen Donor, welcher jeweils ein Metallatom gegenüber
dem anderen bevorzugt.

Ein chirales Dreifach-Helicat hat idealisiert D3-Symmetrie,
während ein achirales Dreifach-Mesocat C3h-symmetrisch ist.
Um ein Heterometall-Helicat (oder -Mesocat) der Zusam-
mensetzung M2M3'L6 zu synthetisieren, muû eine dreizählige
und senkrecht hierzu eine zweizählige (Spiegelebene) Bin-
dungsstelle gebildet werden (Abbildung 1).[38]

Stichwörter: Fluoreszenzspektroskopie ´ Hammerhead-Ri-
bozym ´ Ribozyme ´ Screening-Verfahren
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