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Selektive RNA-Modifizierung durch OREOs
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RNA modifications are key regulators of cellular processes, yet selec-
tively introducing these modifications into target RNAs remains
challenging. We developed “designer organelles” to perform highly
selective, guide-RNA-driven pseudouridylation of mRNA in living cells.
Circular guide RNAs further enhance modification efficiency and speci-
ficity. These orthogonal RNA editing organelles (OREOs) thus represent
a versatile new approach to precise RNA modification, with promising
applications from basic research to therapeutic interventions.
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B RNA-Modifikationen sind essenziell fiir
zahlreiche zellulare Prozesse. Unter ihnen
nimmt das Pseudouridin (¥), ein Uridin-Iso-
mer, eine besondere Rolle ein, da es RNA-
Strukturen stabilisiert und die Translations-
effizienz beeinflusst. Insbesondere besitzt ¥
die einzigartige Fidhigkeit, Stopcodons zu
unterdriicken, was zur Therapie genetischer
Erkrankungen genutzt werden konnte, die
durch vorzeitige Stopcodons in Genen entste-
hen. Verfriihte Stop-Signale in mRNAs resul-
tieren in der Produktion von verkiirzten Pro-
teinen die oft nicht-funktional sind. Mehr als
10 % aller Erbkrankheiten werden durch solch
vorzeitige Stopcodons verursacht[1]. Einige
aktuelle Ansatze zur Verwendung von Pseu-
douridin in diesem Bereich beruhen auf der
Uberexpression zytoplasmatischer Enzyme,
was zu Off-Target-Effekten fiihren kann.

Andere nutzen endogene Enzyme, die jedoch
nur eine geringe Effizienz aufweisen [2, 3].

Designer-Organellen zur gezielten
RNA-Modifikation

Um diese Limitierungen zu lberwinden,
haben wir ein System entwickelt, das RNA-
selektive Modifikationen durch maBge-
schneiderte Organellen ermdoglicht. Diese
Designer-Organellen (Orthogonal RNA Editing
Organelles, OREOs) sind inspiriert von dem
Konzept der Phasentrennung. Phasentren-
nung (phase separation) beschreibt den Vor-
gang, bei dem Biomolekiile, z. B. Proteine
und Nukleinsauren, ab einer gewissen Kon-
zentration in der Zelle spontan hochkonzen-
trierte Tropfchen formen. Der Unterschied in
der Konzentration zwischen dem Innerem
des Tropfen und der Umgebung in der das
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A Abb. 1: Aufbau des OREO-Systems durch verschiedene Protein-Doménen. Vorzeitige Stopco-
dons kénnen durch Modifizierung mit Pseudouridin liberlesen werden und es kann ein vollstan-
diges Protein hergestellt werden. Das OREO bildet eine Film-artige Organelle an der Plasma-
membran wobei es eine RNA die mit ms2 /oops modifiziert ist selektiv rekrutieren und mithilfe
einer guide-RNA (nicht dargestellt) modifizieren kann.
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Tropfchen schwimmt, kann schnell 1000fach
sein. Ahnlich wie Oltropfchen in Wasser
entstehen dabei abgegrenzte Bereiche mit
spezifischen chemischen Eigenschaften, die
sich dennoch im standigen Austausch mit
der Umgebung befinden. Um den Konzentra-
tionsunterschied noch weiter zu erhohen,
haben wir in unserer Publikation Tropfen
quasi auf eine Membran geklebt, wodurch
eine Film-artige Designer-Organelle gene-
riert wurde. Diese Filme erlauben es, RNA-
Modifikationsenzyme gezielt lokal anzu-
reichern und bestimmte mRNA-Molekiile
rdumlich zu konzentrieren. Dadurch erhoht
sich die Selektivitiat der gewiinschten RNA-
Modifikation, wahrend Off-target-Effekte im
restlichen Zytoplasma reduziert werden
(Abb. 1, Abb.2).

Um diese Prinzipien in die Praxis umzu-
setzen, werden unsere OREOs aus Fusions-
proteinen gebildet, die aus einer Membran-
anker-Doméne (LCK), einer intrinsisch unge-
ordneten und multivalenten Region des
Proteins FUS welche die Priaferenz hat mit
sich selbst zu interagieren und Phasentren-
nung zu beglinstigen. Weiterhin wird im
Film eine kleine RNA-bindende Doméne
(MCP) und die Pseudouridin-Synthase Dys-
kerin (DKC1) angereichert, die mithilfe einer
guide-RNA (gRNA) ein gezieltes Uridin zu
Pseudouridin in der Ziel mRNA umwandeln
kann. Die zu modifizierende RNA wird tiber
spezifische RNA-Loops (ms2-loops), welche
an MCP binden, gezielt in das OREO rekru-
tiert und dadurch tiberwiegend lokal durch
das DKC1 modifiziert.

In Zellkulturexperimenten konnten wir
zeigen, dass die selektive Pseudouridinylie-
rung mit OREOs deutlich effizienter ist als
mit endogenen Enzymen und spezifischer
erfolgt als mit konventionellen zytoplasma-
tischen Systemen, also solchen Systemen,
die einfach im Zytoplasma exprimiert wer-
den und keine Tropfchen oder Filme bilden
[4]. Die selektive Modifikation konnten wir
zusatzlich auf RNA-Ebene mittels Nanopore-
und Bisulfit-Sequenzierung bestatigen.

Zirkulare guide-RNAs erhohen die
Effizienz der Modifikation

Zur weiteren Effizienzsteigerung implemen-
tierten wir zirkuldre gRNAs (circ-gRNAs), die
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durch eine Ribozym-vermittelte Autokata-
lyse gebildet werden und keine freien 5°
und 3‘ Enden besitzen. Circ-gRNAs sind
exonuklease-resistent und stabiler als linea-
re gRNAs[5]. Durch Verwendung dieser
circ-gRNAs erhohte sich der Anteil erfolg-
reich modifizierter Ziel-mRNA signifikant,
was insbesondere bei Krankheit-relevanten
mRNASs interessant ist.

Anwendungspotenzial bei
genetischen Erkrankungen

Um das Anwendungspotenzial unseres
OREO-Systems bei genetischen Erkrankun-
gen zu demonstrieren, untersuchten wir ein
Zellmodell fiir die Hereditdre Fruktoseintole-
ranz. Bei dieser Erbkrankheit fiihrt eine
Mutation im Gen fiir das Enzym Aldolase B
dazu, dass Betroffene Fruktose-1-phosphat
nicht abbauen konnen. In unserem Experi-
ment erhielten HEK293T-Zellen Gene fiir
zwei mRNAs: eine krankheitsrelevante Vari-
ante des Aldolase-B-Gens (ALDOB) sowie
zusatzlich eGFP, das hier als Modell fiir eine
unerwiinschte Off-target-RNA dient. Beide
Gene enthielten ein vorzeitiges Stopcodon
wodurch zundchst kein vollstandiges Protein
erzeugt wurde. Nur das ALDOB-Gen war
zusétzlich mit ms2-loops ausgestattet, sodass
es gezielt in die OREOs rekrutiert und dort
bevorzugt modifiziert werden konnte.
Dadurch sollte in Anwesenheit von OREOs
tiberwiegend das ALDOB-Transkript effizient
modifiziert werden, wahrend eGFP unbeein-
flusst bleibt. Die Produktion von eGFP diente
hier bewusst als Marker fiir unspezifische
Modifikationen: Je weniger eGFP in den Zel-
len nachweisbar war, desto selektiver arbei-
tete unser System. Tatsdchlich stellten wir
fest, dass Zellen mit OREOs bevorzugt Aldo-
lase B produzierten, wahrend eGFP kaum
nachweisbar war. Im Gegensatz dazu zeigten
Zellen mit im Zytoplasma exprimiertem
DKC1 sowohl Aldolase B als auch eGFP, was
auf reduzierte Selektivitit hinweist. Der
Unterschied zeigte sich deutlich im Verhalt-
nis von Aldolase B zu eGFP in OREO-haltigen
Zellen (Abb. 3B).

Die OREO-Technologie erlaubt es, dass nur
Schliisselkomponenten angereichert werden
miissen. Obwohl DKC1 normalerweise als
Heterotetramer Komplex aktiv ist, musste
nur DKC1 mit einem Signal ausgestattet wer-
den, um sich im OREO anzureichern. Das
reduziert die Gene die verdndert werden
miissen dramatisch, und steigert dadurch die
Chance, dass sich eventuell ein therapeuti-
sches Konzept entwickeln lassen konnte.

zytoplasmatisches
DKC1

Unsere Methode 6ffnet eine Tir fiir poten-
zielle therapeutische Anwendungen der
selektiven RNA-Modifikation mit Pseudouri-
din.
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A Abb. 3: Intrazelluldre Lokalisation des
OREO-Systems. A, Differenzielle Protein
Expression nach RNA-Modifikation mit zyto-
plasmatischem (zyto) DKC1 und OREO.
Nachweis der Proteine ALDOB/GFP mit
Antikorper zeigen das Zellen mit OREOs
bevorzugt ALDOB herstellen im Gegensatz
zu Zellen mit zyto DKC1 Expression. B, Fiir
OREOs ist ein mehr als 2.5-faches Verhaltnis
von ALDOB/eGFP messbar. Es wurde ein
ungepaarter zweiseitiger T-Test durchgefiihrt
(n=3; p= 0,0359, *p<0,05) und der Standard-
fehler des Mittelwertes ist dargestellt.

< Abb. 2: Fluores-
zenzmarkierung von
DKC1 (gelb) in
HEK293T-Zellen. Der
Zellkern wurde mit
DAPI geférbt (blau).
Das OREO zeigt eine
klar Plasmamembran-
assoziierte Lokalisa-
tion. Skalierung:

10 uM
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