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In den letzten Jahren hat sich die RNA zu einem Fokus f�r
gentherapeutische Ans�tze entwickelt; Antisense-RNA,[1]

interferierende RNA (RNAi)[2] und trans-spaltende Ribo-
zyme[3] lassen sich zur Verhinderung unerw�nschter Genex-
pression einsetzen. Eine zus�tzliche Option mit eigenem
therapeutischem Potenzial ist die Verwendung von Ribozy-
men zur spezifischen Ver�nderung von RNA-Sequenzen.[4]

Eine generelle Methode zur Manipulation eines willk�rlich
gew�hlten RNA-Abschnitts mit beliebiger Sequenz k5nnte
die T�r zur Korrektur der ph�notypischen Auspr�gung eines
genetischen Defekts 5ffnen, ohne die entsprechende DNA
anzugreifen. Eine solche Strategie erfordert ein Agens, das
zwei RNA-Spaltungen und zwei Ligationen strikt kontrolliert
katalysiert. Hier berichten wir �ber eine synthetische, nur 141
Nucleotide lange RNA (HP-TW5), die sich vom Hairpin-
Ribozym durch Tandemduplikation (darum Twinribozym
genannt) ableitet und alle funktionellen Anforderungen
einer solchen Prozedur erf�llt. Das Twinribozym HP-TW5
bewirkt die Insertion von vier Nucleotiden an einer spezifi-
schen Stelle einer willk�rlich gew�hlten Modell-RNA. W�h-
rend dieses Prozesses werden 16 Nucleotide der Substratse-
quenz gegen 20 Nucleotide ausgetauscht, die der Reaktions-
l5sung als separates, synthetisches „Reparaturfragment“

zugesetzt werden. Bis zu 30% des Ausgangssubstrats
wurden in das Insertionsprodukt �berf�hrt.

Das Hairpin-Ribozym entstammt dem (�)-Strang der
Tobacco-Ringspot-Virus-Satelliten-RNA und katalysiert die
ortsspezifische Spaltung geeigneter RNA-Substrate unter
Bildung von Fragmenten mit einer 2’,3’-Cyclophosphat-Ein-
heit bzw. einer freien 5’-OH-Gruppe.[5] In der R�ckreaktion
greift das Sauerstoffatom der freien 5’-OH-Gruppe des einen
Fragments die 2’,3’-Cyclophosphat-Einheit des anderen Frag-
ments an, was – unter Ring5ffnung mit Freisetzung einer 2’-
OH-Funktion – zur Ligation beider Fragmente f�hrt. Wegen
der spezifischen konformativen Dynamik des Hairpin-Ribo-
zyms erreichen Bindungsspaltung und Ligation das Gleich-
gewicht, lange bevor die Produkte vom Ribozym dissoziieren.
Deshalb verl�uft hier die Ligation effizienter als mit anderen
kleinen katalytischen RNAs wie dem Hammerhead-Ribo-
zym.[6] Wir wollten die Spalt- und Ligationsaktivit�t des
Hairpin-Ribozyms f�r einen ortsspezifischen und flickenartig
durchf�hrbaren RNA-Sequenzaustausch nutzen und entwi-
ckelten daf�r ein Twinribozym, das zwei Strangspaltungen
und zwei Ligationen in Position trans katalysiert.

Um die Reparatur einer kleinen Deletion auf RNA-
Ebene zu simulieren, wurde das Twinribozym HP-TW5 so
konstruiert, dass es die Insertion von vier spezifischen
Nucleotiden an einer spezifischen Position einer willk�rlich
bestimmten Substrat-RNA unterst�tzt (Abbildung 1). Im
Ribozym/Substrat-Komplex ist eine Folge von vier Nucleo-
tiden im mittleren Bereich des Ribozymstrangs ausgest�lpt
(GAUU, siehe Abbildung 1). Spaltung an den beiden defi-
nierten Orten f�hrt zu einem 16-mer, das wegen des de-
stabilisierenden Einflusses der einzelstr�ngigen Schleife
leicht vom Ribozymstrang dissoziieren kann. Die beiden
RNA-Fragmente, welche die Spaltorte flankieren, bilden
dagegen durchg�ngige Duplexe von 11 bzw. 14 Basenpaaren
und sollten somit vorzugsweise am Ribozym gebunden
bleiben. Das zugegebene Reparaturoligonucleotid enth�lt
zus�tzlich die vier Nucleotide, die komplement�r zur GAUU-
Schleife im Ribozymstrang sind. Die Bindung des Repara-
turoligonucleotids in der durch die Dissoziation des 16-mers
frei gewordenen L�cke verl�ngert daher den urspr�nglich
unterbrochenen Doppelstrang um vier Nucleotide zu einem
kontinuierlichen Duplex. Dieses Design sowie ein moderater
molarer Gberschuss des Reparaturoligonucleotids sollten die
Produktbildung beg�nstigen.

Die G�ltigkeit des experimentellen Designs wurde
zun�chst durch Analyse des Zeitverlaufs der Reaktion �ber-
pr�ft. Dazu wurde ein auf die Gelelektrophorese (im DNA-
Sequenzierautomaten) fluoreszenzmarkierter Substrate und
Produkte gest�tzter Assay in Verbindung mit numerischer
Peakintegration genutzt (f�r Details siehe Experimentelles).[7]

Die Substrat-RNA wurde mit einer �quimolaren Menge des
Ribozyms bei 37 8C inkubiert und nach 4 h wurde das
Reparaturoligonucleotid (20-mer) in 2.7fachem Gberschuss
�ber das Substrat zugegeben und die Reaktion weitere 2 h bei
37 8C belassen. Abbildung 2 zeigt die Originaldaten des
Experiments: Nach 4 h werden die charakteristischen Spalt-
produkte und noch 24% der Substrat-RNA detektiert
(Bahn 2); die Zugabe des Reparaturoligonucleotids f�hrt
zur Bildung neuer Produkte, die als zwei zus�tzliche Banden
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(Bahn 3 und 4) detektiert werden – die 34/35-mere, die durch
Ligation des 20-mers mit dem 14- bzw. 15-mer-Spaltprodukt
entstehen, und das gew�nschte „reparierte“ RNA-Molek�l
(49-mer), das aus der Ligation des 20-mers mit beiden
Fragmenten hervorgeht; nach 2 h sind 10% des Startmate-
rials in das 49-mer �berf�hrt und 5% liegen noch unprozes-
siert in der L5sung vor (Bahn 3), nach weiteren 24 h bei

Raumtemperatur ist eine weitere Anreicherung der Liga-
tionsprodukte zu beobachten und das Verh�ltnis von Produkt
zu urspr�nglichem Substrat hat sich noch vergr5ßert: 30%
der Substrat-RNA sind in das 49-mer �berf�hrt worden und
7% liegen unver�ndert vor (Bahn 4).

Zur Gberpr�fung der chemischen Identit�t des 49-mers
haben wir dessen Sequenz analysiert (Abbildung 3). Dazu
wurde zun�chst die Reaktionsmischung eines analogen
Experiments (mit f�nffacher Menge) durch Gelelektropho-
rese wie oben beschrieben in die Komponenten getrennt. Das
sich entwickelnde Bandenmuster wurde online verfolgt und

Abbildung 1. Reaktionsschema der durch HP-TW5 unterst	tzten RNA-
Reparatur. Die Substrat-RNA ist mit HP-TW5 hybridisiert (oben) und
wird an den beiden mit Scherensymbolen gekennzeichneten Stellen
spezifisch gespalten. Das Fragment zwischen den beiden Spaltorten
(16-mer, rote Buchstaben) wird am Ribozym durch das Reparaturoligo-
nucleotid (20-mer, gr	ne Buchstaben) ersetzt. Das 20-mer wird
schließlich mit den flankierenden Substratsequenzen unter Bildung
des HP-TW5/Produkt-Komplexes (unten) ligiert. Die gr	nen Kugeln
symbolisieren 5’- und 3’-terminale Fluoreszenzeinheiten, die f	r die
Detektion genutzt werden (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2. a) Fragmentierungs- und Ligationsschema (vgl. auch Ab-
bildung 1). b) Gelelektrophoretischer Assay zur Verfolgung der Reak-
tion. Bahn 1: Start der Spaltungsreaktion. Bahn 2: Reaktionsmischung
nach 4 h bei 37 8C (unmittelbar vor der Zugabe des Reparaturoligonuc-
leotids). Bahn 3: Reaktionsmischung 2 h nach der Zugabe des Repara-
turoligonucleotids (fortgesetzte Inkubation bei 37 8C). Bahn 4: Reakti-
onsmischung nach weiteren 24 h bei Raumtemperatur. F	r weitere
Details siehe Text. Man beachte, dass Fragmente, deren L%nge sich
nur um ein Nucleotid unterscheidet, nicht aufgel@st werden. Gr	nde
sind eine beschleunigende Wirkung der 2’,3’-Cyclophosphat-Einheit am
15-mer sowie unterschiedliche Einfl	sse der Fluoresceingruppe am 5’-
oder 3’-Ende. Die Peakh@hen sind durch die Software zur Datenprozes-
sierung standardisiert, sodass die Summe aller Peakfl%chen in ver-
schiedenen Bahnen nicht konstant ist.
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die Elektrophorese gestoppt, sobald der Peak der 49-mer-
Bande den Laserstrahl passiert hatte (Abbildung 3a). Die
RNA wurde vom Gel eluiert, revers transkribiert und die
resultierende cDNA durch PCR amplifiziert, dann geklont
und sequenziert (f�r Details siehe Experimentelles). Zum
Vergleich wurde eine Probe der Substrat-RNA (ohne vor-
herige Gelelektrophorese) auf die gleiche Art behandelt.
Abbildung 3b zeigt das Ergebnis der gelelektrophoretischen
Analyse beider PCR-Produkte. Die Sequenzanalyse lieferte
die in Abbildung 3c pr�sentierten Daten. Vier unabh�ngige

Klone des 49-mers sind separat mit identischem Ergebnis
sequenziert worden (Daten nicht gezeigt). Es ist eindeutig
erkennbar, das das Tetranucleotid AAUC an der vorher
festgelegten Position in die Substratsequenz eingef�gt wurde.

Die Demonstration der Tragf�higkeit der entworfenen
Strategie macht sie zu einem Modell f�r die Reparatur einer
Deletionsmutation auf der RNA-Ebene. Die Sequenz der
Ziel-RNA und die Deletion sind zun�chst willk�rlich fest-
gelegt worden. Das urspr�ngliche Hairpin-Ribozym l�sst sich
jedoch f�r die Prozessierung verschiedener RNA-Sequenzen

Abbildung 3. Produktanalyse. a) Spur der pr%parativen Gelelektrophorese der Reaktionsmischung (der Stern markiert den Zeitpunkt des Abbruchs
der Gelelektrophorese). b) Gelelektrophoretische Analyse (15-proz. Polyacrylamid) der PCR-Produkte. Bahn 1: Marker-DNAs, von unten: 110, 147,
190, 242, 331 und 404 bp. Bahn 2: PCR-Produkt der cDNA, die durch reverse Transkription aus dem 49-mer gewonnen wurde, das zuvor aus dem
in (a) gezeigten pr%parativen Gel eluiert worden war (erwartete L%nge: 96 bp). Bahn 3: PCR-Produkt der von der Substrat-RNA durch reverse
Transkription gewonnenen cDNA (erwartete L%nge: 92 bp). c) DNA-Sequenzanalyse f	r die aus dem Substrat (45-mer, oben) und aus dem Produkt
der Reparatur (49-mer, unten) generierten PCR-Produkte nach Klonieren in den Vektor pCR4. Das mittlere Fenster zeigt die Sequenz der Substrat-
bzw. Produkt-RNA wie unter den jeweiligen Kurven verdeutlicht; die flankierenden Sequenzen stammen von den PCR-Primern. Das 16-mer, das in
der Substratsequenz durch die Reparaturreaktion ersetzt wird, ist in Rot angegeben, die Sequenz des zur Reparatur verwendeten 20-mers in Gr	n.
Innerhalb der Substratsequenz markiert der rote Keil den Zielpunkt der RNA-Reparatur, in der Produktsequenz sind die eingef	gten Nucleotide
unterstrichen.
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mit erstaunlicher Flexibilit�t und Spezifit�t adaptieren.[8]

Daher sollte es auch m5glich sein, Twinribozyme zu entwi-
ckeln, die auf genetische Defekte von medizinischer Relevanz
zugeschnitten sind. Krankheiten, die durch kurze Deletionen
verursacht werden (z.B. cystische Fibrose[9]), sind die nahe
liegenden ersten Ziele. Es besteht jedoch kein Grund zu der
Annahme, dass das vorgestellte Reparaturschema auf diese
Klasse von Mutationen beschr�nkt bleibt, obwohl die Repa-
raturreaktion eventuell f�r Basenaustausche oder Insertionen
weniger favorisiert sein wird und das Reparaturoligonucleo-
tid in h5herem Gberschuss erfordern k5nnte.

Ein alternatives System zur Korrektur von RNA-Sequen-
zen beruht auf dem Einsatz trans-spleißender Ribozyme, die
sich von Intron-RNAs der Gruppe I ableiten.[4a] Im Gegen-
satz zu diesem System, das ein sehr großes prozessierendes
Ribozym erfordert, das mit dem rekonstituierenden Nucleo-
tidsegment und der gesamten mRNA stromabw�rts von der
Mutation fusioniert ist, beruht die hier eingef�hrte Twinri-
bozym-Methode auf einem kleinen Ribozym und einem
kleinen Reparaturoligonucleotid. Der große Vorteil besteht
in der M5glichkeit des Austausches kleiner „Flicken“ von
RNA-Sequenz, sodass prinzipiell jede zug�ngliche Zielse-
quenz mit derselben einfachen Maschinerie angesprochen
werden kann. Wir erwarten, dass dieser entscheidende und
hier neu eingef�hrte Aspekt die Entwicklungsm5glichkeiten
der RNA-Reparatur innerhalb k�nftiger gentherapeutischer
Ans�tze deutlich verst�rkt.

Experimentelles
Synthese des Twinribozyms HP-TW5, des Substrats und des Repara-
turoligonucleotids: Das Twinribozym wurde mit T7-RNA-Polyme-
rase von einem doppelstr�ngigen DNA-Templat transkribiert.[7b] Das
Templat (Gesamtl�nge: 158 bp) wurde aus zwei synthetischen DNAs
(BioTeZ, Deutschland) generiert, jede DNA war 97 Nucleotide lang:
5’-TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAGAGAGAAGTGA-
ACCAGAGAAACACTGCGCTTCGGCGCAGGTATATTACC-
TGGTACCCGGGAGATTTCTGAGA-3’ und 5’-GCGCTGCAA-
GGGGTACCAGGTAATGTACCACGCGCGAACGCGTGTG-
TTTCTCTGGTTGACTTCTCAGAAATCTCCCGGGTACCA-
GGTAATATACCTG -3’. Die beiden Str�nge weisen an ihren 3’-
Enden 36 komplement�re Basen auf (fett gedruckte Buchstaben). Um
falsches Hybridisieren zu verhindern, wurden zwei kurze DNA-
Str�nge zugesetzt: 5’-TTCTCTGGTTCACTT-3’ und 5’-TACAT-
TACCTGGTAC-3’ (BioTeZ). Diese kurzen Str�nge sind jeweils zu
einer Region auf einem der beiden langen DNA-Str�nge außerhalb des
36 bp �berspannenden Primer/Templat-Duplexes komplement�r (kur-
sive Buchstaben). Die enzymatische Auff�llreaktion wurde mit DNA-
Polymerase I (MBI Fermentas) durchgef�hrt. Zu Details der Reak-
tionsbedingungen und der Produktisolierung siehe Lit. [7b].

Das RNA-Substrat wurde am Syntheseautomaten (Gene
Assembler Special, Amersham Pharmacia Biotech) synthetisiert,
mit Fluorescein endmarkiert und wie beschrieben[10] gereinigt. Das
Reparaturoligonucleotid mit endst�ndiger 2’,3’-Cyclophosphat-Ein-
heit wurde aus dem chemisch synthetisierten 29-mer 5’-GUCCA-
GAAAUCUCCCUCACAGUCCUCUUU-3’ durch Spaltung mit
einem Wildtyp-Hairpin-Ribozym (HP-WTTL, f�r Struktur und
Reaktionsbedingungen siehe Lit. [11]) erhalten. Das Produkt wurde
wie bei den Transkripten beschrieben gereinigt.

Reparaturassay: 4 mL einer 1 mm Stamml5sung des Ribozyms
wurden zu 8 mL einer 100 mm Stamml5sung von Tris-HCl, pH 7.5,
gegeben. Die Mischung wurde 1 min auf 90 8C erhitzt und anschlie-

ßend 15 min bei 37 8C inkubiert. Nach Zugabe von 4 mL einer 50 mm

MgCl2-L5sung und 0.8 mL einer 50 mm L5sung von Spermin wurde
die Mischung weitere 15 min bei 37 8C gehalten und anschließend die
Reaktion durch Zugabe von 2 mL einer 2 mm Stamml5sung des
Substrats gestartet. Nach 4 h wurden 1.2 mL einer 9 mm L5sung des
Reparaturoligonucleotids (20-mer) hinzugef�gt, sodass folgende
Endkonzentrationen vorlagen: 200 nm Ribozym, 200 nm Substrat,
40 mm Tris-HCl, pH 7.5, 10 mm MgCl2, 2 mm Spermin und 540 nm
Reparaturoligonucleotid. In Zeitabst�nden wie in Abbildung 2b
gezeigt wurden der Reaktionsmischung 2 mL Aliquote entnommen
und zu 4 mL einer L5sung von 7m Harnstoff und 50 mm EDTA
pipettiert, um die Reaktion zu stoppen. Die Proben wurden mit
einem A.L.F.-DNA-Sequenzierautomaten (Amersham Pharmacia
Biotech) analysiert und die Daten mit der A.L.F.-Fragment-Mana-
ger-Software prozessiert.[7b]

Produktanalyse: Der Reparaturassay wurde mit der f�nffachen
Substanzmenge wiederholt (alle anderen Parameter waren unver-
�ndert). Die Reaktionsmischung wurde gleichm�ßig in den 40
Auftragungstaschen eines Polyacrylamidgels verteilt (das entspricht
etwa derselben Menge pro Tasche wie im analytischen Experiment).
Der Elektrophoreseverlauf wurde online verfolgt und die Elektro-
phorese gestoppt, sobald die langsamste Bande den Laserstrahl
passiert hatte. Auf der H5he des Photodiodenarrays wurde ein ca.
4 mm breites Band �ber die gesamte Breite des Gels ausgeschnitten.
Ungef�hr ein Zehntel dieses Gelbands wurde abgetrennt und in ein 2-
mL-Eppendorfgef�ß �berf�hrt. Der Gef�ßboden und der Deckel
waren mit L5chern versehen, und ein St�ck BT1-Membran (Schlei-
cher&Schuell, Deutschland) wurde unter den Deckel geklemmt. Das
Eppendorfgef�ß wurde 140 min in einem Biotrap-Ger�t (Schlei-
cher&Schuell) mit dem Deckel zur Katode bei 120 mA gehalten und
so die RNA vom Gel auf die Membran elektroeluiert.

Zur reversen Transkription wurde die BT1-Membran zusammen
mit 48 mL H2O und 1.5 mL Primer RREP1 RT (5’-Biotinyl-GGG-
AGAAAGAGGAC, 10 mm) 90 s auf 98 8C erhitzt und anschließend
10 min bei 50 8C inkubiert. Nach Zugabe von 6 mL zehnfach kon-
zentriertem RT-Puffer (500 mm Tris-HCl, pH 8.3, 400 mm KCl, 10 mm

DTT), 1.5 mL AMV Reverse Transcriptase „Enhanced“ (Sigma,
Deutschland) und 3 mL dNTPs (jeweils 2.5 mm) wurde die Mischung
1 h bei 42 8C inkubiert. Danach wurde das BT1-Membranst�ck in
eine PCR-Mischung aus 55 mL H2O, 10 mL DTT (100 mm), 8 mL
dNTPs (jeweils 2.5 mm), 5 mL Primer RREP1 UP (5’-
CACGGTGCTCGAGAGTACTACACGCGCTGCAAGTGACA,
10 mm), 5 mL Primer RREP1 LO (5’-GAGATATACCATGGAT-
GATGCTACGGGAGAAAGAGGAC, 10 mm), 10 mL zehnfach
konzentriertem PCR-Puffer und 1 mL Ampli-Taq-L5sung (Perkin-
Elmer, Deutschland) �berf�hrt. Die Buchstaben im Normaldruck
sind die Substrat/Produktsequenzen, die das w�hrend der Reparatur-
reaktion auszutauschende Mittelst�ck flankieren. Die Temperatur-
zyklen f�r die PCR waren wie folgt: 2 min 94 8C, 1 min 45 8C, 1 min
72 8C (2 Anfangszyklen); 1 min 94 8C, 1 min 70 8C, 30 s 72 8C (zus�tz-
liche 35 Zyklen). Nach dem letzten Zyklus wurde die Temperatur
weitere 10 min bei 72 8C belassen. Analysiert wurde das Reaktions-
produkt in einem 12-proz. denaturierenden Polyacrylamidgel. Das
PCR-Produkt wurde mithilfe des TOPO-TA-Cloning-Kits (Invitro-
gen) in einen pCR4-Vektor von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
ligiert. Die anschließende Transformation von 50 mL TOP10-Zellen
(Invitrogen) erfolgte durch Elektroporation.[12] Vier unabh�ngige
Klone wurden gepickt und einer DNA-Sequenzanalyse (ABI-Prism-
377-DNA-Sequenzierautomat) unterzogen. Die gleiche Prozedur,
allerdings ohne pr�parative Gelelektrophorese, wurde mit der
Substrat-RNA (45-mer) durchgef�hrt.

Eingegangen am 22. November 2002 [Z50611]
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