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1 Einleitung 

1.1 Allergie-Atopie-Anaphylaxie 

Allergien und Asthma zählen zu den am häufigsten vorkommenden Erkrankungen in 

der modernen Gesellschaft. Sie sind Gegenstand intensiver medizinischer Forschung. 

Ihre Anfänge reichen bis in das frühe 19. Jahrhundert zurück und beginnen 1819 mit 

der Beschreibung des Heuschnupfens durch Bostock 1. Der Begriff Allergie (griechisch: 

allos = abnorm) wurde 1906 durch Pirquet offiziell in die medizinische Literatur 

eingeführt. 1923 verwendeten Coca und Cook erstmals die Begriffe Atopie und 

Anaphylaxie. Weitere Meilensteine waren 1921 der Nachweis der Übertragbarkeit von 

Typ I-Allergien mittels Serum 2 sowie 1966 die Identifikation des Immunglobulins E (IgE) 

3, 4. 

 

1.1.1 Definitionen 

Unter Allergie wird eine spezifisch immunologisch vermittelte 

Überempfindlichkeitsreaktion des Organismus gegenüber Fremdsubstanzen verstanden 

5. Atopie ist die familiär auftretende Neigung, Allergien vom Typ-I bei gleichzeitig 

erhöhten Serumspiegeln an IgE zu entwickeln 6, 7. Hypersensitivität kennzeichnet eine 

abnorme oder exzessiv gesteigerte immunologische Empfindlichkeit gegenüber einem 

sensibilisierenden Agens, Anaphylaxie die systemisch verlaufende Maximalvariante 

einer durch IgE vermittelten allergischen Sofortreaktion 8. Von Lemanske und Busse 9 

wurde Asthma 2003 als eine chronisch-inflammatorische Erkrankung der Atemwege 

definiert, bei der Mastzellen, Lymphozyten, Granulozyten und Epithelzellen eine 

wesentliche Rolle spielen. In prädisponierten Individuen werden dadurch periodisch 

wiederkehrende Symptome wie Kurzatmigkeit, Husten oder Engegefühl in der Brust 

verursacht, die mit einer spontan oder durch Therapie reversiblen Atemwegsobstruktion 

einhergehen. 

 

1.2 Bedeutung allergischer Erkrankungen  

Allergische Erkrankungen stellen die häufigsten chronischen Erkrankungen im 

Kindesalter in westlichen Industrienationen dar. Sie besitzen eine erhebliche 

volkswirtschaftliche Bedeutung, da sie bei Erwachsenen zu mehreren Millionen 

Arbeitsunfähigkeitstagen pro Jahr führen 10. Ihre zunehmende Prävalenz war bereits 

Mitte der 90er Jahre mit jährlichen Kosten von ca. 5 Mrd. DM in Deutschland, mit ca. 6 

Mrd. Dollar in den USA und mit ca. 1,6 Mrd. US-Dollar in Großbritannien verbunden 11, 
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12. Steigende Prävalenzen an Asthma spiegeln sich in der erhöhten Anzahl von 

Krankenhauseinweisungen, Notfallbehandlungen und Mortalitätsraten wieder 13. Allein 

in Deutschland versterben in Verbindung mit Asthma jährlich ca. 3000 - 4000 Menschen 

10. 

 

1.3 Epidemiologie allergischer Erkrankungen und von Asthma 

1.3.1  Allgemeine epidemiologische Zusammenhänge 

Die Häufigkeit von Allergien hat sich in den letzten 50 Jahren weltweit dramatisch 

erhöht. Besonders stark angestiegen sind sogenannte Typ I-Allergien, zu denen 

Heuschnupfen, allergisches Asthma und atopische Ekzeme zählen 14, 15. Bei Allergien 

und Asthma bestehen international große Prävalenzunterschiede. Industrienationen wie 

Großbritannien, Australien und die USA weisen hohe Prävalenzen auf, niedrige 

Prävalenzen sind in Entwicklungsländern sowie in Osteuropa zu verzeichnen 16. 

Deutschland nimmt im internationalen Vergleich bei 13 - 14-jährigen Jugendlichen einen 

Platz im oberen Drittel der untersuchten Länder ein. Die Prävalenz von Asthma liegt 

hier bei ca. 15 %, von Heuschnupfen bei ca. 13 % und von atopischen Ekzemen bei ca. 

7 %. Bei Erwachsenen rangiert Deutschland im mittleren Drittel, wobei die Häufigkeit 

von Heuschnupfen zwischen 14 - 23 %, von Asthma bei 2 - 4,5 % sowie von bronchialer 

Hyperreaktivität bei 16 - 44 % schwankt 15, 17, 18. 

 

1.3.2   Ursachen des Prävalenzanstieges allergischer Erkrankungen 

1.3.2.1  Allgemeine Ursachen 

Es wird angenommen, daß komplexe Wechselwirkungen aus genetischer 

Prädisposition und multiplen Umweltfaktoren für die erhöhte Pravalenz allergischer 

Erkrankungen von Bedeutung sind. Eine verstärkte Aufmerksamkeit in den öffentlichen 

Medien, die Weiterentwicklung medizinischer Diagnostikmethoden sowie eine 

individuell erhöhte Wahrnehmung kommen zusätzlich in Frage. Durch Studien kann 

belegt werden, daß sich der Trend zur steigenden Prävalenz von Asthma bei 

Schulkindern und Erwachsenen zwischen den frühen 90er Jahren bis ca. 2003 

verlangsamt hat 19-21. Die Ursachen dafür sind im wesentlichen unbekannt. 
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1.3.2.2  Hygiene-Hypothese 

Die sogenannte Hygiene-Hypothese postuliert, daß das Immunsystem von in 

westlichen, industrialisierten Ländern lebenden Menschen aus Mangel an 

Gelegenheiten nicht mehr ausreichend auf die Abwehr von Infektionen trainiert ist. Dies 

hat zur Folge, daß sich bei Kontakt mit harmlosen Umweltbestandteilen, wie z. B. Pollen 

oder Gräsern, eine immunologische Abwehrreaktion in Form der IgE-Produktion 

ausbildet. Für die Hygiene-Hypothese spricht, daß Populationen mit einem hohen Grad 

an parasitärer Durchseuchung (z. B. Ureinwohner Lateinamerikas) hohe endogene IgE-

Spiegel und niedrige Prävalenzen an Asthma und Heuschnupfen aufweisen 22. Studien 

belegen zudem, daß Individuen nach Maserninfektionen 23 oder Pertussis-Impfungen 24 

keine Allergien entwickeln. Auch scheint das vermehrte Vorkommen bestimmter 

Bakterienspezies im Darm, wie Lactobazilli, Eubacteriaceae oder Anaerobiern, mit 

einem verminderten Risiko für die Entwicklung von Asthma einher zugehen 25, 26. 

 

1.3.2.3  Spezielle Ursachen allergischer Erkrankungen und von Asthma 

a) Genetische Disposition 

Für die Vererbung allergischer Erkrankungen und Asthma sind mehrere Gene von 

Bedeutung. Sie verteilen sich auf die Chromosomen 5, 6, 7, 11 und 12 und kodieren für 

die Interleukine-3 (IL-3), IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, für Haupt-Kompatibilitäts-Komplex 

(MHC)-Klasse-II-Moleküle, den Tumornekrosefaktor (TNF)-α sowie für die β-Kette des 

IgE-Rezeptors-I 27. Zusätzlich wurden HLA-DR2, ADAM-33 oder TIM-1 als mit Allergie 

und Asthma in Zusammenhang stehende Gene identifiziert 28-30. Darüberhinaus gibt es 

verschiedene Gen-Polymorphismen, die mit der Entwicklung und/oder Ausprägung 

allergischer Erkrankungen und von Asthma in Zusammenhang stehen 31-33. Obwohl 

genetische Faktoren ohne Zweifel an der Ausbildung allergischer Erkrankungen beteiligt 

sind, können sie die bei allergischen Erkrankungen beobachteten Prävalenzanstiege 

nicht hinreichend erklären. 

 

b) Umweltfaktoren  

Der Einfluß der Umwelt bei der Entwicklung von Allergien wird insbesonders nach der 

deutschen Wiedereinigung 1990/1991 offenkundig. Allergische Erkrankungen bei 

Kindern und Erwachsenen in stark umweltbelasteten Großstädten der ehemaligen DDR 

waren weniger häufig als bei vergleichbaren Personen in geringer belasteten 

Großstädten der ehemaligen BRD 34. Eine 1994 durchgeführte Wiederholungsstudie 
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weist in Ostdeutschland einen Prävalenzanstieg von Heuschnupfen und atopischen 

Sensibilisierungsraten nach 35. Parallel dazu wird auch ein Zusammenhang zwischen 

der erhöhten Konzentration von Autoabgasen (Diesel) und der Exazerbation 

präexistierenden Asthmas bzw. atopischer Erkrankungen angenommen 36, 37. Die 

Bedeutung des Umweltgases Ozon ist nicht eindeutig geklärt, da eine große 

interindividuelle Variabilität besteht und durch wiederholte Ozon-Expositionen auch eine 

Toleranzinduktion erzeugt werden kann. 

Weitere Umweltfaktoren sind die seit Mitte der 90er Jahre deutlich gestiegene Allergen-

Exposition sowie die soziale Herkunft. Verschiedene Studien haben gezeigt, daß Kinder 

von gut ausgebildeten Eltern öfter sensibilisiert sind und häufiger Allergien entwickeln 

als Kinder von gering gebildeten Eltern 15. Das Risiko von Kindern, eine Atopie zu 

entwickeln, steigt mit dem Fehlen von Geschwistern oder weiteren Familienmitgliedern 

38. Kinder, die auf einem Bauernhof aufwachsen, scheinen dagegen vor atopischen 

Erkrankungen und Asthma geschützt zu sein 39. Ursächliche Bedeutung wird dabei dem 

Kontakt zu bakteriellen Antigenen wie Lipopolysaccharid/Endotoxin zugeschrieben, da 

es über entsprechende Rezeptoren auf Monozyten eine vor Allergien schützende Th-1-

Immunantwort induziert 39, 40
. 

 

c) Triggerfaktoren  

Triggerfaktoren können die Ausprägung bzw. Exazerbation allergischer Erkrankungen 

und von Asthma beschleunigen. Vor allem die Inhalation von Zigarettenrauch führt zu 

einer dosisabhängigen Verschlechterung der Lungenfunktion und kann bestehendes 

Asthma verschlimmern 41. Studien belegen, daß Kinder rauchender Mütter ein erhöhtes 

Risiko haben, an Asthma zu erkranken 42. Durch jedes zusätzlich rauchende 

Familienmitglied wird das Erkrankungsrisiko weiter erhöht 43. Ein weiterer Triggerfaktor 

sind frühkindliche, virale Infektionen. Dabei spielt insbesondere der Nachweis des 

„Respiratory Syncythial-Virus“ eine wesentliche Rolle 44. 
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1.4 Pathogenese des Asthma bronchiale 

1.4.1 Allgemeine Zusammenhänge 

Allergisches Asthma bronchiale ist durch eine hyperreagible, ödematose und chronisch 

entzündete pulmonale Atemwegsmuskulatur gekennzeichnet. Typisches Asthma-

Symptom ist die intermittierende, chronische Atemwegsobstruktion. Der dem Asthma 

zugrunde liegende Pathomechanismus ist durch komplexe zelluläre und humorale 

immunologische Prozesse gekennzeichnet, bei dem Th-2-Zellen eine zentrale Rolle 

spielen (Abbildung 1). Bei Patienten mit Asthma lassen sich Th-2-Zellen sowohl lokal 

als auch systemisch vermehrt nachweisen 45-47. Über ihr charakteristisches 

Expressionsmuster an Zytokinen aktivieren Th-2-Zellen B-Zellen, Mastzellen sowie eo- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

sinophile Granulozyten und induzieren so akute und verzögerte allergische 

Entzündungsreaktionen (Abbildung 1). Während akute allergische Reaktionen 

Antikörper-vermittelt ablaufen und über eine IgE-Produktion gekennzeichnet sind, 

weisen verzögerte Reaktionen vor allem eine Eosinophilie bzw. eine Mastozytose auf.  

 

 

Allergen 

Antigen präsentierende 

Zelle 

Naive 

Th-Zelle 

Th-2-Zelle 

IL-4, IL-5, IL-9, 

IL-6, IL-13 

B-Zelle 

IgE 

Mastzelle 

Histamin 

Leukotriene 

IL-5, TNF-α 

Eosinophiler Granulozyt 

Zytokine 

Chemokine 

Leukotriene 

Proteasen 

Eotaxin 

Bronchialer Gewebeumbau 

Asthma 

Abbildung 1. Zelluläre Zusammenhänge in der Pathogenese des Asthma bronchiale  

(modifiziert nach 1). 



Einleitung 
 

 6 

1.4.2 Zelluläre Prozesse beim Asthma bronchiale  

Nach Aufnahme von Allergenen werden diese durch Antigen-präsentierende Zellen 

prozessiert. Verschiedene Allergen-Epitope werden mit Hilfe von MHC-Klasse-II- und 

kostimulatorischen Molekülen T-Helferzellen präsentiert. Im Anschluß daran 

differenzieren sich naive T-Helferzellen zu Th-2-Zellen. Diese sezernieren ein 

spezifisches Muster an Zytokinen, wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 und IL-13 48. IL-4 und IL-13 

fördern im Zusammenspiel mit der kostimulatorisch wirksamen Interaktion zwischen 

CD40 und seinem Liganden den Isotypen-Klassenwechsel in B-Zellen und induzieren 

eine allergen-spezifische Produktion von IgE, welches an seinen hochaffinen Rezeptor 

auf Mastzellen bindet. Ein erneuter Antigenkontakt führt zu einer Quervernetzung von 

IgE-Rezeptoren auf der Mastzellmembran und zur akuten Freisetzung von 

verschiedenen Mediatoren (Histamin, Proteoglykane, Proteasen, Prostaglandine, 

Leukotriene) und Zytokinen (TNF-α, IL-4, IL-5) mit der Ausbildung einer pulmonalen 

Inflammation, Bronchokonstriktion und gesteigerter Mukussekretion. Die von Th-2-

Zellen ausgeschütteten Zytokine IL-5 und IL-9 fördern die Aktivierung und Proliferation 

eosinophiler Granulozyten. Diese sind insbesondere bei den allergen-induzierten 

„Spätphasen-Reaktionen“ von Bedeutung. Durch eosinophile Granulozyten werden u. a. 

zytotoxische Proteine und reaktive Sauerstoffspezies freigesetzt, die zu einer 

Schädigung des Bronchialepithels und zur bronchialen Atemwegshyperreagibilität 

(AHR) führen.  

 

1.4.3 Molekulare Prozesse in Th-2-Zellen 

Die intrazelluläre Signalkaskade in Th-2-Zellen verläuft über a) die allergen-vermittelte 

Interaktion zwischen MHC-II-Molekülen und dem T-Zell-Rezeptor (TCR), b) die 

kostimulatorische Interaktionen zwischen den Molekülen CD80/CD86 und CD28, sowie 

über die Zytokine IL-4 bzw. IL-13. Obwohl dabei verschiedene Transkriptionsfaktoren 

eine Rolle spielen, nimmt der „Signal Transducer and Activator of Transkription“ (STAT) 

6 eine zentrale Stellung ein (Abbildung 2). STAT6 wird nach Bindung von IL-4 bzw. IL-

13 an den IL-4-Rezeptor (IL-4R) über die Aktivierung von Tyrosinkinase JAK1 und JAK3 

phosphoryliert, transloziert in den Zellkern und bindet an spezifische, IL-4-abhängige 

Zielgene 49. Diese kodieren u. a. für den Immunglobulin-Klassenwechsel zum IgE, die 

B-Zell-Differenzierung, die Expression von MHC II-Molekülen sowie für die Expression 

des niedrigaffinen IgE-Rezeptors CD23.  
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1.4.4 Entwicklung allergie-spezifischer Th-2-Zellen 

Naive T-Helferzellen können sich unter dem Einfluß von IL-4, IL-10 und IL-13, aber 

auch beim Fehlen von IL-12 und TNF-α zu Th-2-Zellen entwickeln 50. Bei geringen 

Antigenmengen, einer niedrigen Affinität zum TCR oder wenn die kostimulatorischen 

Moleküle CD28/CD80 selektiv miteinander wechselwirken, kommt es ebenfalls 

bevorzugt zu einer Th-2-Zell-Polarisierung. Die in aktivierten Th-2-Zellen exprimierten 

Transkriptionsfaktoren GATA-3 und c-Maf fördern eine Th-2-Polarisierung und hemmen 

eine Th-1-Polarisierung 51, 52. Über die verminderte Produktion von Interferon-γ sowie 

die lokale Sekretion von Prostaglandinen, Progesteronen, IL-4 und IL-10 kann eine 

initiale Th-2-Polarisierung bereits intrauterin erfolgen 50. Nach neuesten Erkenntnissen 

sind an einer Th-2-Zell-Polarisierung auch natürlich vorkommende, IL-10 und TGF-ß-

sezernierende, regulatorische T-Zellen beteiligt 53. 

 

 

 

 

IL-4 

IL-13 

↑ MHC-II, ↑ CD23, ↑ IgE-Switch, ↑ B-Zelldifferenzierung 

MHC-II 

TCR 

CD 80/CD86 

CD 28 

Allergen 

JAK 1, JAK 3 

STAT6 nF-kB AP-1, NF-AT, c-MAF 

IL-4R 

Th-2-Zelle 

Antigen-präsentierende Zelle 

Abbildung 2. Aktivierung IL-4-abhängiger Gene in Th-2-Zellen. TCR = T-Zell-Rezeptor, 

IL-4R = IL-4-Rezeptor, MHC = Histokompatibilitäts-Molekül Typ II, AP-1 = Aktivator-

Protein-1, NFAT = Nukleärer Faktor für akivierte T-Zellen, c-MAF = aviärer muskulo-

aponeurotischer Fibrosarkom-Faktor, NF-kB = Nucleärer Faktor-kB, STAT6 = Signal 

Transducer and Activator of Transkription 6, JAK = Januskinase. 
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1.5 Therapie von Allergien und allergischem Asthma 

1.5.1 Allgemeine therapeutische Strategien 

Die grundlegenden therapeutischen Strategien bei allergischen Erkrankungen und 

Asthma beruhen auf der Kombination von antiinflammatorisch (Kortiko-Steroide, 

Antihistamine, Leukotrien-Antagonisten, Tryptase-Inhibitoren) bzw. bronchodilatatorisch 

wirksamen Medikamenten (Beta-2-Sympathomimetika, Anticholinergika, Methylxantine). 

Prophylaktisch wirksame Medikamente sind Mastzellstabilisatoren wie 

Cromoglyzinsäure. Gleichermaßen zu Prävention und Therapie allergischer 

Erkrankungen bzw. Asthma geeignet ist die spezifische Immuntherapie (SIT). Sie ist 

jedoch nicht bei allen Allergien wirksam und muß für eine hinreichende Wirkung 

mindestens drei Jahre lang angewendet werden. Der bisher einzige kausale 

Therapieansatz besteht in der strikten Allergenkarenz wie z. B. durch Entfernung von 

Haustieren bei Tierhaar-Allergien oder der Verordnung milbendichter Bettüberzüge bei 

Hausstaub-Allergien.  

Patienten mit einer Allergie bzw. allergischem Asthma sind oftmals lebenslang auf 

verschiedene Medikamente angewiesen. Dabei wird häufig keine adäquate 

Krankheitskontrolle erzielt. Insbesondere steroidhaltige Medikamente sind darüber 

hinaus mit zum Teil starken Nebenwirkungen assoziiert. 

 

1.5.2  Neue Therapieansätze bei Allergien und Asthma  

Fortschritte in der Analyse der molekularen Strukturen von Allergenen haben im 

Rahmen der SIT zur Entwicklung von T-Zell-Epitopen, Allergenfragmenten oder 

gentechnisch veränderten Allergenen geführt. Ihre Anwendung kann die spezifischen 

Nebenwirkungen einer SIT reduzieren. Im Tiermodell können allergische 

Entzündungsreaktion in der Lunge über eine DNA-Vakzinierung mit Dermatophagoides 

pteronyssinus (Typ 2) unterdrückt werden 54. Therapeutische Ansätze mit Th-1-

Zytokinen oder CpG-haltigen Oligodeoxynukleotiden zeigen, daß Th-2-spezifische 

Immunantworten supprimiert werden können 55, 56. Eine weitere Strategie beruht auf der 

Neutralisierung bzw. Antagonisierung von IL-4 und IL-5. So weisen ein löslicher, 

humanisierter, rekombinanter IL-4-Rezeptor und ein monoklonaler, humanisierter Anti-

IL-5-Antikörper positive Effekte auf die Lungenfunktion bei Patienten mit mildem Asthma 

sowie die allergische bedingte Eosinophilie auf 57, 58. Parallel dazu sind ein 

humanisierter IL-4-Rezeptor-Antagonist 59 bzw. ein humanisierter, monoklonaler 

Antikörper gegen IgE entwickelt worden 60.  
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In der jüngeren Vergangenheit sind neue Strategien auf der Basis von Nukleinsäuren in 

den Vordergrund des Interesses der Asthma-Therapie gerückt 61-63. Therapeutische 

Ansätze bei Allergie und Asthma beinhalten u. a. den Einsatz von IL-4-spezifischen 

Antisense-Oligonukleotiden (AODN) 64, IL-5-spezifischen Ribozymen 64, 65 sowie von 

DNAzymen 64. Das Prinzip der siRNA zur Unterdrückung einer Genexpression wurde 

2001 von Tuschl et al. eingeführt 66. Da die experimentellen Untersuchungen der 

vorliegenden Arbeit zu diesem Zeitpunkt bereits abgeschlossen waren, wird auf die 

siRNA-basierte Strategie nicht weiter eingegangen. 

 

1.6  Ribozyme 

1.6.1  Definition und Eigenschaften 

Ribozyme sind RNA-Moleküle mit katalytischen Eigenschaften. Sie binden 

sequenzspezifisch über Watson-Crick-Basenpaarungen an eine Target-mRNA und 

katalysieren in Anwesenheit zweiwertiger Metallionen die Spaltung von RNA-

Phosphodiesterbindungen 67. Durch die Degradation der mRNA wird die Translation 

und damit die Expression des entsprechenden Proteins unterdrückt. Seit ihrer 

Entdeckung vor ca. 25 Jahren wurden verschiedene Klassen von Ribozymen 

beschrieben: selbst-spaltende Introns (Gruppe I-Intron-Ribozym aus T. thermophila) 68, 

das RNase P-Ribozym aus E. coli 69 und kleine katalytische RNA´s. Zu letzteren zählen 

das Hepatitis-δ-Virus-Ribozym 70, das Neurospora-Varkud Satellit-Ribozym 71, das 

Hairpin-Ribozym 72 sowie das Hammerhead-Ribozym 73: 

 

1.6.2  Das Hammerhead-Ribozym 

Das Hammerhead-Ribozym, im folgenden kurz als Ribozym bezeichnet, besteht aus 

einer hochkonservierten katalytischen Domäne und zwei Substratbindungsregionen, die 

5’- und 3’-seitig der Konsensusspaltsequenz lokalisiert sind (Abbildung 3). 

 

 

 

 

 

 

 

Spaltstelle 

Stamm I 

Stamm II 

Stamm III 
Ribozym 

Katalytische Sequenz des Ribozyms 

Substrat-mRNA 

NUH 
N = A, C, G, T 
H = A, C, T 

Abbildung 3. Struktur des Hammerhead-Ribozyms. 
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Abbildung 3. Struktur des Hammerhead-Ribozyms. 

Ribozym

Ziel-RNA

2‘,3‘ zyklischer 

Phosphatrest

5‘-OH-Gruppe

Ribozym

Ziel-RNA

2‘,3‘ zyklischer 

Phosphatrest

5‘-OH-Gruppe

Die Ribozym-vermittelte Katalyse beinhaltet nach Bildung eines Ribozym-Substrat-

Komplexes die Spaltung einer Phosphodiesterbindung (Abbildung 4). Die 

Spaltungsreaktion erfolgt 3’-seitig zur Substratbindungsregion und führt zur Bildung 

eines 2’,3’-zyklischen Phosphodiesters und einer 5’-OH-Gruppe. Das 5’-NUH-3’-Triplett 

wurde als Konsensusspaltsequenz des Ribozymes identifiziert 74. Dabei steht N für 

jedes der vier Ribonukleoside, U für Uridin und H für jedes der vier Ribonukleoside 

außer Guanosin. Durch Auswahl einer entsprechenden Sequenz, die komplementär zu 

der der Target-mRNA ist, ist es prinzipiell möglich, ein Ribozym zu kreieren, das die 

Expression des jeweiligen Proteins spezifisch inhibiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4. Schematische Darstellung der Ribozym-vermittelten Spaltung einer 

Phoshodiester-Bindung. Das Ribozym überträgt ein Proton auf den 5’-Hydroxyterminus 

(grün), ein Mg2+-gebundenes Hydroxylion übernimmt ein Proton der angreifenden 2'OH-

Gruppe (rot), wodurch die Phosphodiesterbindung gespalten wird (modifiziert nach 75). 

 

1.6.3  Anwendung von Ribozymen 

Ribozyme, einschließlich Hammerhead-Ribozyme, werden sowohl zur Untersuchung 

von Genfunktionen als auch für die Entwicklung therapeutischer Strategien eingesetzt. 

Sie kommen vor allem bei viralen Erkrankungen (AIDS, Hepatitis-B, Hepatitis-C) 76-79, 

Tumorerkrankungen 80 und Gefäßerkrankungen 81 zur Anwendung. In ersten klinischen 

Studien werden ein anti-angiogenetisches Ribozym („ANGIOZYMETM“), ein antivirales 

Ribozym („HEPTAZYMETM“) sowie ein antiproliferatives Ribozym („HERZYMETM“) 

getestet (www.rpi.com).  

http://www.rpi.com/
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1.7  DNAzyme 

1.7.1  Identifizierung und Eigenschaften 

DNAzyme sind synthetisch hergestellte DNA-Moleküle mit RNA-spaltenden 

Eigenschaften (Abbildung 5). 1994 wird erstmals ein DNAzym durch eine 

Selektionsstrategie aus einer DNAzym-Library isoliert und für die katalytische Spaltung 

von RNA benutzt 82.  

 

 

 

Die Entwicklung des sogenannten 10-23 DNAzyms erfolgte 1997 durch in-vitro-

Selektion aus einer Population von insgesamt 1014 verschiedenen DNA-Molekülen 83. 

Der Name 10-23 DNAzym weist darauf hin, daß es sich dabei um diejenige DNA 

handelt, die in der 10. Amplifikationsrunde aus dem 23. Klon isoliert wurde. Das 10-23 

DNAzym besteht aus einer Mg2+ -abhängigen, katalytischen Domäne von insgesamt 15 

Nukleotiden (nt) sowie zwei Substratbindungsregionen für die sequenzspezifische 

Bindung der Ziel-RNA. Das 10-23 DNAzym spaltet innerhalb der Target-RNA eine 

spezifische Phosphodiesterbindung zwischen einem paaren Purin und einem unpaaren 

Pyrimidin, in deren Folge ein 2’,3’-zyklischer Phosphatrest und eine 5'-OH-Gruppe 

verbleiben. 

Vorteile in der Anwendung von DNAzymen gegenüber Ribozymen liegen insbesondere 

in ihrer relativ leichten und kostengünstigen Synthese sowie ihrer deutlich höheren 

Nukleaseresistenz. Eine vergleichende Studie mit 35 10-23 DNAzymen und 6 

Ribozymen gegen die full-length-mRNA des Vanilloid-Rezeptors (Subtyp I) ergab, daß 

die DNAzyme höhere Aktivitäten gegenüber der entsprechender Ribozyme aufweisen 

84.  

 

Katalytische 

Domäne 
Bindungsarme 

Substrat-mRNA 
Spaltstelle 

 

Abbildung 5. Das 10-23 DNAzym. 
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1.7.2  Anwendung von 10-23 DNAzymen 

10-23 DNAzyme werden in-vitro bzw. in Zellen im Rahmen der Entwicklung 

therapeutischer Strategien bei viralen Erkrankungen 85, Tumoren 86-88 sowie bei 

Gefäßerkrankungen 89 eingesetzt. In tierexperimentellen Modellen sind DNAzyme vor 

allem auf den beiden zuletzt genannten Gebieten eingesetzt worden 90-92.  
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2  Zielstellung der Arbeit 

Anhand von allergischen stat6-knockout-Mausmodellen ist gezeigt worden, daß der 

Transkriptionsfaktor STAT6 eine zentrale Rolle in der Pathogenese des allergischen 

Asthma bronchiale spielt. Nukleinsäure-basierte Strategien auf der Grundlage von 

Ribozymen und DNAzymen stellen eine neue Form eines therapeutischen Ansatzes bei 

allergischen Erkrankungen und Asthma dar. 

Ziel der Arbeit ist es, aktive Ribozyme und DNAzyme zu identifizieren, welche die 

mRNA des Transkriptionsfaktors STAT6 der Maus spalten können. Die Ermittlung 

potentieller Ribozym-Spaltstellen erfolgt über eine computerunterstützte 

Sekundärstrukturvorhersage auf der mstat6-RNA. Potentielle DNAzym-Spaltstellen 

werden über einen Multiplex-Aktivitäts-Assay identifiziert. Die Aktivität von Ribozymen 

und DNAzymen wird in in-vitro-Assays überprüft. Die Ergebnisse sollen als Grundlage 

für die weiterführende Testung mstat6-spezifischer Ribozyme und DNAzyme in Zellen 

bzw. in einem allergischen Mausmodell dienen.
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3  Material und Methoden 

3.1   Material 

3.1.1 Chemikalien 

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5 : 1) (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Agar-Agar* 

Agarose 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 

Ammoniumazetat 

Ampicillin 

Betain 

Bovines Rinderserumalbumin (BSA, Boehringer-Mannheim, Mannheim, Deutschland) 

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-ß,D-galacto-pyranosid (X-gal)  

Bromphenolblau (3`,3``,5`,5``-Tetrabromophenolsulfonphtalein, Serva, Heidelberg 

Deutschland) 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) 

Dithiothreitol (DTT, Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Ethanol 

Ethidiumbromid (EtBr) 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)  

Formaldehyd 

Glucose 

Glycerol (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Harnstoff (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Hefe (BD-Difco, Heidelberg, Deutschland) 

Isopropyl-ß-D-thiogalactosid (IPTG) 

Isopropanol 

Kaliumchlorid (KCl) 

Natriumchlorid (NaCl, Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Natriumazetat 

Natriumhydroxyd (NaOH, Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Magnesiumchlorid (MgCl2, Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Magnesiumsulfat (MgSO4) 

Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) 
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Phenol:Chloroform:Isoamyl (25 : 24 : 1, Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Sodium-Dodecylsulfat (SDS) 

Sucrose 

N,N,N´,-N´-Tetramethylethylendiamin (ΤEΜΕD) 

Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Tryptone (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

Wasserstoffperoxid (H202) 

Xylencyanol (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

*Chemikalien ohne Herstellerbezeichnung wurden von Roth bezogen 

 

3.1.2 Verwendete Kits  

Big Dye-Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, Weiterstadt, 

Deutschland) 

DNA PlasmidMaxi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

Invisorb TwinSpin Cell Mini Kit (Invitek, Berlin-Buch, Deutschland) 

PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

QIAquick Gel Extraktions Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

QIAquick PCR Purification Kit, (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

Qiaprep Spin Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

Ribomax-T3-Transkriptionskit (Promega, Madison, USA) 

Ribomax-T7-Transkriptionskit (Promega, Madison, USA) 

TA-Kloning-Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

 

3.1.3 Enzyme, Größenstandards, RNase-Inhibitor 

Alle eingesetzten Enzyme und Größenstandards wurden, sofern nicht anders benannt, 

von der Firma New England Biolabs, Beverly, USA bezogen 

Amplitaq-DNA-Polymerase (Perkin Elmer, Weiterstadt, USA) 

T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

DNase I (Promega, Madison, USA) 

RNasin (Promega, Madison, USA) 

Moloney Murin Leukemia Virus-Reverse Transkriptase (MMLV-RT, Promega, Madison, 

USA) 
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Rz-2354-Antisense 5’-TCACAGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGCATCCAC-3’ 

Rz-2354-Sense 

Rz-311-Antisense 5’-TAGATGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGCCAGAGC-3’ 

Rz-311-Sense 

Rz-284-Antisense 5’-TTCATGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGTCTGTGC-3’ 

Rz-284-Sense 5’-TCGAGCACAGACTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACATGAATGCA-3’ 

Name Sequenz 

5’-TCGAGCTCTGGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACATCTATGCA-3’ 

5’-TCGAGTGGATGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTGTGATGCA-3’ 

 3.1.4 Gele, Puffer, Medien und Lösungen 

DNA-Agarose-Gel (10 x TBE-Puffer, 1,4 % Agarose, 0,1 µg/ml EtBr) 

DNA-Auftragungspuffer (50 % Glycerin, 0,2 % SDS, 0,05 % Bromphenolblau, 0,05 % 

Xylencyanol) 

EtBr-Lösung (1 mg EtBr ad 1 ml ethanolischer Lösung) 

LB (Luria Bertani)-Medium (10 g Tryptone, 5 g Hefe ad 1 l Aqua dest., pH 7,5) 

LB-Nährmedium (15 g Agar-Agar ad 1 l LB-Medium, 50 µg/ml Ampicillin) 

SOC-Medium (2 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 20 mM Glucose, 10 mM NaCl, 

10 mM MgCl2, 10 mM MgS04, 250 mM KCl ad 1 l Aqua dest., pH 7,0) 

MOPS-EDTA-Puffer (200 mM MOPS, 50 mM Natriumazetat, 5 mM EDTA) 

RNA-Agarose-Gel (10 x TAE-Puffer, 1,4 % Agarose, 0,1 µg/ml EtBr) 

RNA-Probenpuffer (62,5 % deionisiertes Formamid, 1,15 M Formaldehyd, 200 µg/ml 

Bromphenolblau, 200 µg/ml Xylencyanol, 1,25 x MOPS-EDTA-Natriumazetat, 50 µg/ml 

EtBr) 

RNA-Ladepuffer (40 % Sucrose, 0,5 % SDS und 100 mM EDTA, pH 8,5 ad 10ml 

DEPC-Wasser) 

Tris-AzetatT-EDTA (TAE)-Puffer (0,4 M Tris-Azetat, 10 mM EDTA, pH 8,3, Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) 

Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (1 m Tris-Borat, 20 mM EDTA, Essigsäure, pH 8,3, Roth, 

Karlsruhe, Deutschland)  

Tris-HCl-Puffer (1 M Tris-HCl, 1% SDS, pH 8,5, Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

 

3.1.5   Primer, Oligonukleotide und Plasmide 

 Primer und die für Ribozyme kodierenden Oligonukleotide wurden von der BioTez-

GmbH und von TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland) synthetisiert (Tabelle 1). Die 

verwendeten 10-23 DNAzyme wurden von Sigma, Steinheim, Deutschland bezogen. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 1. Sequenzen der verwendeten Ribozym-kodierenden Oligonukleotide.  
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Das die cDNA des Transkriptionsfaktors stat6 der Maus (mstat6, Accession number 

L47650, GI 1008876) enthaltende Plasmid pB-mstat6 wurde freundlicherweise von J. N. 

Ihle (Howard Hughes Institut, Department of Biochemistry, St. Judes Childrens 

Research Hospital, Memphis, Tennessee, USA) zur Verfügung gestellt. Der 

Expressionsvektor pGvaL ist ein Geschenk von A. Lieber (Markey Molecular Medicine 

Center, Divison of Medical Genetics, University of Washington, Seattle, USA). 

 

3.1.6 Zellen 

Top 10-One Shot (Invitrogen, Carlsbad, USA) 

 

3.1.7   RNase-Freiheit von Chemikalien und Geräten 

Für die Durchführung von Untersuchungen unter Verwendung von RNA wurden, sofern 

erforderlich, RNase-freie Chemikalien und Einwegmaterialien eingesetzt. RNase-freie 

Glaswaren wurden durch Erhitzen im Trockenofen über 6 Stunden bei 200 °C und 

RNase-freie Lösungen durch Inkubation mit 0,1 % DEPC-Wasser über 12 h mit 

anschließender Sterilisation hergestellt. Das Ansetzen RNAase-freier Lösungen erfolgte 

unter Verwendung von 0,1 % DEPC-Wasser. Sofern erforderlich, wurde bei 

Inkubationen ein RNase-Inhibitor verwendet. Vor dem Start von Gelelektrophoresen 

wurde die fertig zusammengesetzte Elektrophorese-Apparatur für 15 min mit 3 % H202-

Lösung inkubiert und anschließend mit RNase-freiem Aqua dest. gespült. 

 

3.2  Methoden 

3.2.1 Standardmethoden 

3.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR wurde in Gegenwart von 5 U Amplitaq-DNA-Polymerase, eines 

magnesiumfreien PCR-Puffers, des Mastermixes (0,2 mM dNTP, 2 mM MgCl2, 1 M 

Betain, 0,2 µM Sense- bzw. Antisense-Primer) und 50 - 100 ng DNA im Trio 

Thermoblock (Biometra, Deutschland) nach der Hot Start Methode durchgeführt. Dabei 

wird der Reaktionsansatz ohne Zugabe von Amplitaq DNA-Polymerase und PCR-Puffer 

bei 90 °C vorinkubiert und die fehlenden Reagenzien anschließend als Master-Mix 

zugegeben. Die Reaktionsansätze wurden mit Mineralöl überschichtet und für die 

Ribozym-spezifische PCR ein T7-Primer und ein Reverse Primer bzw. für die mstat6-

spezifische PCR ein Stat6-A-Primer, Stat6-S-Primer und ein St6-Primer verwendet 

(Tabelle 2). 
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St6 (AS) 5’-GTCAGAAGAGAACCGCTGG-3’ 

Stat6-S (AS) 5’-AACGCAACACGCCCTCTGT-3’ 

Stat6-A (S) 5’-AGGAGATGCCGTAGGCGT-3’ 

mstat6-spezifische PCR Sequenz 

Rz ( AS)  5’-GTCCTCACGGACTCATCAG-3’  

T7 ( S )  5’-TAATACGACTCACTATAGGGCGA-3’  

Ribozym-spezifische PCR Sequenz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 2. Verwendete Primer zur Amplifikation von Ribozymen bzw. mstat6. 

 

3.2.1.2 DNA-Agarose-Gelelektrophorese 

PCR-Produkte und Plasmid-DNA wurden über Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 

Die Auftragung der DNA (100 ng) erfolgte in einem DNA-Auftragungspuffer, die 

Auftrennung bei 95 V über 60 min in einem EtBr-haltigen (50 µg/ml), 1,4 % TBE-

Agarose-Gel, das mit 10 x Tris-Borat-EDTA-Laufpuffer überschichtet wurde. Zur 

Detektion und Dokumentation der Ergebnisse wurde der UV-Transilluminator T1 

(Biometra, Deutschland) mit der Videokamera (MWG-Biotech, Deutschland) verwendet. 

Die Größe der entstehenden Amplifikate wurde mit einem 100 bp- bzw. 1 kb-

Größenstandard charakterisiert. 

 

3.2.1.3 RNA-Agarose-Gelelektrophorese 

50 - 250 ng isolierte RNA wurde über Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Die 

Auftragung der RNA erfolgte in einem RNA-Probenpuffer und einem RNA-Ladepuffer. 

Die RNA wurde bei 65 °C für 15 min denaturiert und nach 3 min auf Eis in einem 1,4 % 

TAE-Agarose-Gel, das mit 10 x TAE-Laufpuffer überschichtet wurde, analog zur DNA-

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Größe der entstehenden Amplifikate wurde 

mittels eines 100 bp- bzw. 1 kb-Größenstandards charakterisiert. 
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Rz-2354 Rz-2354-pGvaL 

Rz-311 Rz-311-pGvaL 

Rz-284 Rz-284-pGvaL 

Rz-kodierendes Oligonukleotid Plasmidbezeichnung 

3.2.1.4 Präparation Ribozym-exprimierender Vektoren und Klonierung 

pGvaL wurde mit 5 U Sal I und 20 U Pst I bei 37 °C für 2 h verdaut und durch 

elektrophoretische Auftrennung auf einem 1,4 % TBE-Agarose-Gel mit anschließender 

Reinigung über den QIAquick Gel-Extraktions Kit nach den Vorschriften des Herstellers 

präpariert. Jeweils 10 µM der komplementären, Ribozym-kodierenden Oligonukleotide 

wurden bei 94 °C über 5 min denaturiert und über 1 h auf Raumtemperatur abgekühlt. 

Die Ligation von Plasmid und doppelsträngigem Insert wurde mit 4 U T4-DNA-Ligase, 

50 fmol linearisiertem pGvaL, je 150 fmol Rz-284, Rz-311 bzw. Rz-2354 und 

Ligationspuffer bei 14 °C über 12 h durchgeführt. Chemisch-kompetente E. Coli-

Bakterien wurden mit den im Rahmen der Arbeit verwendeten Plasmiden Rz-284-

pGvaL, Rz-311-pGvaL und Rz 2354 pGvaL- nach den Vorschriften des Herstellers 

transformiert. Die transformierten Bakterienkulturen wurden in SOC-Medium und 0,5 M 

ß-Mercaptoethanol bei 37 °C für 1 h inkubiert, jeweils auf Agarplatten aus LB-Medium, 

welches 50 µg/ml Ampicillin, 50 µg/ml X-Gal und 50 µg/ml IPTG enthielt, ausplatiert und 

bei 37 °C für 20 h bebrütet. Ausgewählte Klone weißer Kolonien wurden im LB-Medium 

kultiviert und zur Plasmid-Präparation eingesetzt. Die Präparation der Plasmid-DNA 

erfolgte mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit bzw. Qiaprep Spin Maxiprep Kit nach den 

Vorschriften des Herstellers. Die DNA wurde mit einem 10 mM Tris-HCl-Puffer (pH 8,5) 

eluiert. Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte spektralphotometrisch bei 260 nm, 

wobei 1 optische Dichte (OD) einem Gehalt von 50 µg/ml DNA entspricht. Die Identität 

der Ribozym-exprimierenden Plasmide (Tabelle 3) wurde durch PCR, 

Restriktionsverdau und durch Sequenzierung überprüft. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 3. Bezeichnung der Ribozym-exprimierenden Plasmide. 
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3.2.1.5  Restriktionsverdau 

Die Plasmide pGvaL-Rz 284, pGvaL-Rz 311 und pGvaL-Rz 2354 wurden mit 20 U Xba 

I, 5 U Nhe I, Plasmide von pB-mstat6 mit 20 U Xho I und 20 U EcoR I in Anwesenheit 

von 1 µg/ml BSA und Reaktionspuffer bei 37 °C für 1 h inkubiert. Die entstandenen 

Fragmente wurden über DNA-Agarose-Gelelektrophorese identifiziert. 

 

3.2.1.6 Sequenzierung 

Alle Sequenzierungen erfolgten nicht-radioaktiv nach Sanger 93. PCR-Produkte wurden 

mit Hilfe des PCR Purification Kits aufgereinigt, mit 10 mM Tris-Puffer (pH 8,5) eluiert 

und nach asymmetrischer Amplifizierung auf einem denaturierenden 8,75 % 

Polyacrylamid-Gel, das nach Lösen von Harnstoff in Acrylamid/Bisacrylamid (37,5 : 1), 

5 x TBE-Puffer und Aqua dest. mit 2,5 µl TEMED und 10 % APS auspolymerisiert 

wurde, im Sequenzer ABI Prism 377 bei einer Laufzeit von 8 bis 10 Stunden 

sequenziert. Während des Vorlaufes wurden die Proben mit 50 µM EDTA-Formamid 

versetzt, für 2 min bei 95 °C inkubiert und anschließend auf das Gel aufgetragen. 

 

3.2.1.7  Asymmetrische PCR 

Je 50 ng Ribozym- bzw. pB-mstat6-DNA wurden in Gegenwart des BigDye Terminator 

Cycle Sequencing Ready-Reaction Kits, je eines 0,2 µM Ribozym-bzw. mstat6-Primers 

(Tabelle 4) sowie 1 M Betain im Trio Thermoblock unter folgenden 

Reaktionsbedingungen amplifiziert: einem primären Denaturierungsschritt bei 95 °C 

über 2 min folgen die Denaturierung bei 95 °C für 20 sec., Hybridisierung bei 50 °C über 

30 sec. und Extension bei 60 °C über 4 min bei 25 Reaktionszyklen. Einzelsträngige 

DNA wurde auf 4 °C abgekühlt und mittels QIAquick Nukleotid Removal Kit gemäß der 

Arbeitsanleitung aufgereinigt. 
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Tabelle 4. Zur asymmetrischen PCR verwendete Primer. 

 

3.2.1.8  Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolpräzipitation 

RNA-haltige Proben wurden im Verhältnis 1 : 1 mit einem Phenol-Chloroform-Isoamyl-

Gemisch (25 : 25 : 1) gelöst. Nach einer Zentrifugation bei 20.000 x g über 10 min 

wurde die obere, RNA-haltige wässrige Phase abgenommen und die RNA durch 

Zentrifugation bei 15.000 x g über 30 min sowie nachfolgender 30-minütiger Inkubation 

mit 2 mM Ammoniumazetat und 2,5 Volumenanteilen an Ethanol (96 %) präzipitiert. 

Nach der Entfernung des Überstandes wurde das Pellet zweimal mit 75 % Ethanol 

gewaschen.  

 

3.2.2 Spezifische Methoden 

3.2.2.1 Präparation der mRNA des mstat6 und der Ribozyme 

mstat6-RNA und Ribozym-RNA wurden durch in-vitro-Transkription mit dem RiboMax-

T3 bzw. -T7-Transkriptionskit hergestellt. Die entsprechenden Templates wurden durch 

Inkubation von 0,5 µg Plasmid-DNA mit 5 U Nhe I bzw. 20 U EcoR I unter Verwendung 

von 10 % Volumenanteil Reaktionspuffer und 10 % Volumenanteil BSA bei 37 °C für 

2,5 h linearisiert. 

1 - 1,5 µg linearisierte Ribozym- bzw. pB-mstat6-DNA wurden mit 50 U T3- bzw. T7-

RNA-Polymerase in Anwesenheit von T3- bzw. T7-Transkriptionspuffer, 25 mM rNTP-

Mix und 40 U RNasin für 3 h bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde durch Verdau mit 1 U 

DNase für 15 min bei 37 °C entfernt. RNA wurde mittels Invisorb Twin Spin Cell Min Kit 

gemäß der Arbeitsanleitung isoliert. Die RNA wurde mit einem 10 mM Tris-HCl-Puffer 

eluiert und ihre Integrität durch RNA-Agarose-Gelelektrophorese überprüft. Die 

5’-TAATACGACTCACTATAGGGCGA-3’ 

Reverse 5’-GAAACAGCTATGACCATG-3’ 

Rz-Sequenzier 5’-GTGGCCAAAAAAGCTAGC G-3’ 

Ribozym-Primer Sequenz 

Stat6-A 5’-AGGAGATGCCGTAGGCGT-3’ 

stat6-Sequenzier 

mstat6-Primer Sequenz 
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III / IV St6-S/St6-F2 5’-AGGAGATGCCGTAGGCGT-3’/5’-GATGGAAGGGCCCTGGCAGGTGGCGG-3’ 

I / II St6-mSS/mSA-FAM 5’-GACTGCTTCCAGAGCACTT-3’/5’-CGGGGTCAGGAUGGCTCCTC-3’ 

Mix Sequenz 
Primer  

(Sense/Antisense) 

Bestimmung des RNA-Gehaltes erfolgte spektralphotometrisch bei 260 bzw. 280 nm, 

wobei 1 OD einem Gehalt von 40 µg/ml RNA entspricht. 

 

3.2.2.2 Ribozym-Einzel-Aktivitäts-Assay 

1 µM mstat6-RNA wurde mit je 10 µM pGvaL-RNA, 10 µM Rz-284-pGvaL-RNA, je 10 

µM Rz-311-pGvaL-RNA und Rz 2354-pGvaL-RNA in Anwesenheit von 50 mM Tris-HCl-

Puffer, pH 7,4 und 2 mM DTT inkubiert. Die RNA wurde für 90 sec. bei 95 °C 

denaturiert und nach Zugabe von 40 U RNasin und 10 mM MgCl2 bei 37 °C für 30 min 

inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden über RNA-Agarose-Gelelektrophorese 

analysiert. 

 

3.2.2.3 Identifizierung aktiver DNAzyme 

3.2.2.3.1 Multiplex-Aktivitäts-Assay 

1 µg mstat6-RNA wurde unter RNase-freien Bedingungen mit je 5 nM DNAzymen 

(verteilt auf 4 Mixe) in Anwesenheit von 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 10 mM MgCl2, 150 

mM NaCl und 0,01 % SDS bei 37 °C für 60 min inkubiert. Nach Phenol-Chloroform-

Extraktion und anschließender Ethanol-Präzipitation schloß sich die Reverse 

Transkriptase-Reaktion (RT-Reaktion) an. 

 

3.2.2.3.2 RT-Reaktion 

Je 1 µg mstat6-RNA wurde mit 2 sequenz-spezifischen 5’-Carboxyfluoreszein-

markierten Primern (0,5 µM) bei 70 °C für 10 min denaturiert (Tabelle 5).  

 

 

Tabelle 5. Die für die RT-Reaktion verwendeten Primer.  

 

Die Hybridisierung der Primer erfolgt bei 45 °C für 1 min. Die sich anschließende RT-

Reaktion wurde in Anwesenheit von 200 U/µl MMLV-RT, 0,5 mM dNTP’s und 

Reaktionspuffer bei 45 °C für 1 h mit anschließender Termination bei 90 °C für 5 min 

durchgeführt. 
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3.2.2.3.3  Fragmentlängenanalyse 

Die Länge der Reaktionsprodukte der RT-Reaktion wurde über Fragmentlängenanalyse 

in den Sequence Laboraties Göttingen mit dem ABI PRISM 307 (Applied Biosystems, 

USA) bestimmt. 

 

3.2.2.4 DNAzym-Einzel-Aktivitäts-Assay 

Für die Ermittlung von DNAzym-Aktivitäten wurden 0,025 µM mstat6-RNA mit 5 µM 

DNAzymen unter RNase-freien Bedingungen in Anwesenheit von 50 mM Tris-HCl (pH 

7,4), 2 mM DTT, 40 U RNase-Inhibitor und 10 mM MgCl2 bei 37 °C zu verschiedenen 

Zeitpunkten miteinander inkubiert. Zur Denaturierung wurde die RNA vorher für 90 sec. 

bei 95 °C inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden über RNA-Agarose-

Gelelektrophorese analysiert.  
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4    Ergebnisse  

4.1   Herstellung und Charakterisierung von Ribozymen zur Spaltung der 

RNA des stat6 der Maus 

4.1.1   Auswahl von Ribozym-Bindungsstellen über eine Sekundärstruktur- 

  vorhersage des stat6 der Maus mittels MFold 

Für die vorliegenden Untersuchungen werden Ribozyme mit einer GUC-

Konsensussequenz verwendet. Insgesamt sind 22 GUC-Tripletts auf der RNA des 

mstat6 vorhanden. Die Lokalisation potentieller GUC-Spaltstellen auf der mstat6-RNA 

erfolgt über die computergestützte Sekundärstruktur-Vorhersage mit Hilfe von MFold, 

Version 3.0 
94, 95. Bei der Auswahl potentieller Spaltstellen werden GUC-tragende 

einzelsträngige Sequenzen und Loop-Strukturen berücksichtigt (Abbildung 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6. Sekundärstruktur-Vorhersage der mRNA des Transkriptionsfaktors stat6 

der Maus, berechnet unter Verwendung von MFold. Die ausgewählten Spaltstellen-

Bereiche sind umrandet. 
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4.1.2  Strukturmerkmale der Ribozym-Bindungsstellen  

Von den 22 GUC-Tripletts auf dem mstat6-Transkript werden GUC-284 und GUC-311 

sowie GUC-2354 als potentielle Ribozym-Spaltstellen ausgewählt (Abbildung 7 - 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7. Ausschnitt aus der unter Verwendung von MFold berechneten 

Sekundärstruktur des mstat6-Transkriptes im Bereich von GUC-284 und GUC-311. Die 

Positionen der jeweiligen Konsensussequenzen sind durch Pfeile markiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8. Die über MFold ermittelte Sekundärstruktur des mstat6-Transkriptes im 

Bereich von GUC-2354. Die Position der Konsensussequenz ist durch einen Pfeil 

markiert. 

GUC-284 

GUC-311 

GUC-2354 
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3’ A G U A C A A G A C A C  5’ 

5’ C C C A G A U C A U G U C U C U G U G G G G C C U 3’ 

3’ U U C U A C G G U C U-U 5’ 

5’  U U U C C A A G A U G U 
C 

C C C A G A A A A A C U  3’ 

GUC-284 

GUC-311 

3’ G G T G U C  G U A G G T 5’ 

5’        U C C U C C A C A G U C C C A U C C A C U C A U U  3’
 3’ 

GUC-2354 

mstat6-mRNA 

mstat6-mRNA 

mstat6-mRNA 

Ribozym 

Ribozym 

Ribozym 

GUC-311 und GUC-2354 befinden sich innerhalb einzelsträngiger Loop-Strukturen. 

GUC-284 weist kein ausgeprägtes Loop-Kriterium auf, wird jedoch durch seine 

unmittelbare Nähe zum AUG-Initiationskodon als Ziel-Sequenz ausgewählt. Die 

Ribozym-Bindungsarme sind so konstruiert, daß die katalytische Domäne der Ribozyme 

von Armen mit je 6 nt Länge flankiert ist (Abbildung 9). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9. Struktur und Bindungsarme mstat6-spezifischer Ribozyme mit GUC-

Konsensussequenz. Das AUG-Startkodon ist unterstrichen dargestellt, die 

Bindungsarme sind grau unterlegt. Die katalytische Sequenz der Ribozyme ist 

umrandet, ihre jeweiligen Spaltstellen sind durch Pfeile markiert.  
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4.1.3  Herstellung und Charakterisierung von Ribozym-exprimierenden 

Plasmiden 

4.1.3.1  Ribozym-Expressionsvektor 

Für die Herstellung der Ribozyme wird ein Vektor mit der Expressionskassette pGval 

verwendet (Abbildung 10). pGval kodiert einerseits für eine Vehikel-RNA, die vaRNA I 

des Adenovirus-assoziierten Virus, andererseits für eine Sequenz, die zur Ausbildung 

einer Loop-Struktur führt, in die das Ribozym-kodierende Oligonukleotid hineinkloniert 

wurde 96. Die Expressionskassette verfügt über einen T7-Promotor für die in-vitro-

Transkription des Ribozyms sowie über einen Pol-III-Promotor für die Ribozym-

Expression. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Va-RNA-Gen I T7-Promoter 

Loop-Struktur mit 
Insertionsschnittstellen 

für Ribozyme 

Pol-III-Promotor 

Abbildung 10. Aufbau der Ribozym-Expressionskassette pGvaL. Ribozym-kodierende 

Oligonukleotide werden für eine unabhängige Faltung in eine Loop-Struktur innerhalb 

der vaRNA I und hinter den Pol-III-Promotor insertiert. 
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4.1.3.2 Klonierung von Ribozym-kodierenden Oligonukleotiden in die Ribozym-

Expressionskassette 

Die GUC-284-, GUC-311- und GUC-2354-beinhaltenden Ribozyme werden im 

folgenden als Rz-284, Rz-311 und Rz-2354 bezeichnet. Die Ribozym-kodierenden 

Oligonukleotide werden über die Restriktionsstellen von Sal I und Pst I in die 

Expressionskassette pGvaL kloniert. Dazu wird pGvaL mit den Restriktionsenzymen Sal 

I und Pst I verdaut und die Ribozyme-kodierenden Oligonukleotide unter Verwendung 

von T4-Ligase in die Loopstruktur von pGvaL insertiert. Die Identifizierung derjenigen 

Klone, die Rz-284-pGvaL, Rz-311-pGvaL und Rz-2354-pGvaL exprimieren, erfolgt 

durch Restriktionsverdau, Ribozym-spezifische PCR und Sequenzierung. 

 

a) Restriktionsverdau 

Isolierte Plasmide von pGvaL werden mit Xba I und Nhe I verdaut. Plasmide, die 

Ribozym-kodierende Oligonukleotide enthalten, ergeben eine Größe von 313 bp 

(Abbildung 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11. Restriktionsverdau von pGvaL-Plasmiden mit Xba I und Nhe I. Der 

Nachweis des korrekten Einbaus der Ribozym-Oligos in pGvaL erfolgt über DNA-

Agarose-Gelelektrophorese. Lane 1 = pGvaL ohne Ribozym-Oligos; Lane 2 = Rz-284-

pGval, Lane 3 = Rz-311-pGvaL, Lane 4 = Rz-2354-pGvaL, Lane 5 = 100 bp-Marker 

Lane  1 2   3    4    5 

313 bp 

300 bp 
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b) PCR-Analyse 

Die korrekte Integration der Ribozym-Oligos in pGvaL wird durch PCR mit einem 

Ribozym-spezifischen Primerpaar analysiert. Wenn ein Insert der verwendeten Größe 

vorhanden ist, besitzen die Amplifikate eine Größe von 243 bp (Abbildung 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12. Ribozym-spezifische PCR mit dem Rz-Primer und dem T7-Primer. Der 

Nachweis der korrekten Integration von Ribozym-Oligos in pGvaL erfolgt über DNA-

Agarose-Gelelektrophorese. Lane 1 = Rz-284-pGvaL, Lane 2 = Rz-311-pGvaL, Lane 3 

= Rz-2354-pGvaL, Lane 4 = 100 bp-Marker 

 

 

c) Sequenzierung  

Diejenigen Plasmide, die sowohl beim Restriktionsverdau als auch bei der Ribozym-

spezifischen PCR die erwarteten Produktgrößen zeigen, werden mit Hilfe des T7- bzw. 

Rz-Sequenzierprimers über „Cycle-Sequenzierung“ analysiert (Abbildung 13). Jedes 

Plasmid wird sowohl in 5’-Richtung als auch in 3’-Richtung sequenziert. Plasmide, 

deren Sequenz mit der der insertierten Ribozym-kodierenden Oligonukleotide 

übereinstimmen, werden für die Präparation der Ribozyme eingesetzt. 

 

 

 

Lane  1 2 3 4 

243 bp 



Ergebnisse 

 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13. Repräsentatives Ergebnis der Sequenzierung des Plasmids Rz-311-

pGvaL. pGvaL = Sequenzabschnitt der Loopstruktur der Expressionskassette des 

pGvaL, Rz-311 = Rz-311-Sequenz. 

 

4.1.3.3  mstat6-exprimierendes Plasmid pB-mstat6 

Das Plasmid setzt sich aus pBluescript II KS (+) (2,9 kb) sowie der bereits integrierten 

mstat6-cDNA (3,2 kb) zusammen. Es wird im folgenden als pB-mstat6 bezeichnet 

(Abbildung 14). Die Identität des Plasmides wurde durch Restriktionsverdau, mstat6-

spezifische PCR und Sequenzierung überprüft. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14. Insertionsstellen von EcoR I und Xho I im Plasmid pB II KS (+).  

 

 

 

m-stat6 

pGvaL Rz-311 

 

 

pGvaL 
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a) Restriktionsverdau 

Der Verdau von pB-mstat6 erfolgt mit den Restriktionsenzymen Xho I und EcoR I. Die 

Schnittstellen von Xho I und EcoR I entsprechen den Insertionsstellen der cDNA des 

mstat6 in pB II KS. Bei erfolgter Insertion besitzen Reaktionsprodukte eine Größe von 

3,2 kb (Abbildung 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15. Restriktionsverdau von pB-mstat6 mit Xho I und EcoR I. Der Nachweis 

der Restriktionsprodukte erfolgt über DNA-Agarose-Gelelektrophorese. Lane 1 = 

Amplifiate, die den korrekten Einbau von mstat6 (3,2 kb) in pB II KS (+) (2,9 kb) zeigen, 

Lane 2 = 100 bp-Marker.  

 

 

b) PCR-Analyse von pB-mstat6 

pB-mstat6 wurde mit dem Stat6-S-Primer und dem Stat6-A-Primer bzw. dem ST6-

Primer und dem Stat6-A-Primer über PCR analysiert. Bei integriertem Insert besitzen 

die Amplifikate eine Größe von 320 bp bzw. 170 bp (Abbildung 16). 

 

 

 

 

 

3,2 kb 

2,9 kb 

Lane  1 2 

3 kb 
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Abbildung 16. mstat6-spezifische PCR von pB-mstat6 mit den Primern Stat6-S/Stat6-A 

und ST6/Stat6-A. Der Nachweis der Amplifikate erfolgt über DNA-Agarose-

Gelelektrophorese. Lane 1 = mit Stat6-S/Stat6-A korrespondierende Bande, Lane 2 = 

mit ST6/Stat6-A korrespondierende Bande, Lane 3 = 100 bp-Marker. 

 

c) Sequenzierung von pB-mstat6 

Plasmide von pB-mstat6, die sowohl beim Restriktionsverdau als auch bei der mstat6-

spezifischen PCR die erwartete Produktgröße ergaben, werden über Cycle-Sequencing 

mit Hilfe des Reverse Primers und des ST6-A-Primers sequenziert. Zur Sicherheit wird 

sowohl in 5’-Richtung als auch in 3’-Richtung sequenziert. Plasmide, deren Sequenz mit 

der der insertierten, mstat6-kodierenden Oligonukleotide übereinstimmte, werden für die 

Präparation von mstat6-RNA eingesetzt. 

 

4.1.4  Präparation der Ribozyme und der RNA des mstat6 

Die Präparation der Ribozyme und der mstat6-RNA erfolgt durch in-vitro-Transkription 

mit dem RiboMax-System. Die Plasmide Rz-284-pGvaL, Rz-311-pGvaL und Rz-2354-

pGvaL werden durch Restiktionsverdau mit Nhe I linearisiert und mit T7-Polymerase 

transkribiert. Das pB-mstat6-Plasmid wird mit EcoR I linearisiert, unter Verwendung von 

T3-Polymerase transkribiert und die RNA über eine Phenol/Chloroform-Extraktion 

aufgereinigt. Die RNA-Identifikation erfolgt über RNA-Agarose-Gelelektrophorese 

(Abbildung 17). 

Lane  1 2 3 

320 bp 

170 bp 
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Abbildung 17. RNA-Gelektrophorese nach Ribozym-Präparation und mstat6-RNA-

Präparation. Lane 1 = mstat6-RNA, Lane 2 = Rz-284-RNA, Lane 3 = Rz-311-RNA, 

Lane 4 = Rz-2354-RNA, Lane 5 = Rz-RNA, Lane 6 = RNA-Leiter. 

 

 

4.2  Analyse der Ribozym-Aktivität in einem zellfreien System 

Für den Nachweis der Spaltungsaktivität der Ribozyme wird ein in-vitro-Einzel-

Aktivitäts-Assay unter Verwendung von full-length-mstat6-RNA durchgeführt. Dazu 

werden die Ribozyme unter RNase-freien Bedingungen im Verhältnis von 10 : 1 mit 

mstat6-RNA in Gegenwart von 10 mM Mg2+ bei 37 °C für einen Zeitraum von 30 min 

inkubiert und die Reaktionsprodukte über RNA-Agarose-Gelelektrophorese getrennt. 

Als Negativkontrolle dient Vehikel-RNA. In der RNA-Agarose-Gelelektrophorese lassen 

sich keine Spaltprodukte nachweisen (Abbildung 18). 

 

 

 

 

 

 

 

281 bp 

2,9 kb 

Ribozym-RNA 

mstat6-RNA 

 

Lane  1   2  3   4   5    6 
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Abbildung 18. Ribozym-Einzel-Aktivitäts-Assay unter Verwendung von 1 µM mstat6-

mRNA und jeweils 10 µM Rz-284-RNA, Rz-311-RNA bzw. Rz-2354-RNA. Die 

Reaktionsprodukte sind über RNA-Gelelektrophorese dargestellt. Lane 1 = Rz-284, 

Lane 2 = Rz-311, Lane 3 = Rz-2354, Lane 4 = pGvaL, Lane 5 = mstat6 ohne Ribozyme, 

Lane 6 = 1 kb-RNA-Leiter.  

 

 

4.3   Identifikation und Charakterisierung von 10-23 DNAzymen zur Spaltung 

der RNA des stat6 der Maus 

4.3.1  Design der DNAzyme 

Bei allen nachfolgend aufgeführten DNAzymen handelt es sich um 10-23 DNAzyme, die 

aus Gründen der Übersichtlichkeit als „DNAzyme“ (Dz) bezeichnet werden. Alle 

DNAzyme besitzen eine 5’-RU-3’-Konsensussequenz (R = A, G) und jeweils 9 nt lange, 

spezifische Bindungsarme. Potentielle Spaltstellen weisen eine freie Gesamt-

Hybridisierungsenergie ∆GG ≤ - 25 kcal/mol auf. Tabelle 6 und Tabelle 7 demonstrieren 

die ∆G-Werte von von 41 potentiellen DNAzym-Spaltstellen im Sequenzbereich von 1,7 

- 2 kb bzw. 150 - 600 bp des stat6 der Maus, die diesen Anforderungen entsprechen.  

 

 

 

 

 

0,2 Kb 

m-stat6 

pGval-Rz 

Lane  1 2 3 4 5 6 

3 Kb 
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Tabelle 6. Produktgrößen, Spaltpositionen und freie Hybridisierungsenergien von 21 

DNAzym-Bindungsstellen auf dem Transkript des stat6 der Maus im Bereich von 1,7 - 2 

kb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 7. Produktgrößen und Spaltpositionen und freie Hybridisierungsenergien von 20 

DNAzym-Bindungsstellen auf dem Transkript des stat6 der Maus im Bereich von 150 - 

600 bp. 

 

 

 

 

DNAzyme 
(Mix III) 

 

Spalt-
Position 

(bp) 

Produkt-
größen 

(bp) 

∆G 
kcal/ 
mol 

DNAzyme 
(Mix IV) 

 

Spalt-
Position

(bp) 

Produkt-
größen 

(bp) 

∆G 
kcal/ 
mol 

Dz 22 542 104 -19,9 Dz 23 538 108 -22,9 

Dz 24 520 126 -17,2 Dz 25 508 138 -21,3 

Dz 26 467 179 -20,6 Dz 27 460 186 -24,9 

Dz 28 425 221 -21,4 Dz 29 410 236 -21,0 

Dz 30 406 240 -18,7 Dz 31 399 247 -19 

Dz 32 362 284 -17,7 Dz 33 337 309 -25,7 

Dz 34 309 337 -21,9 Dz 35 298 348 -17,2 

Dz 36 282 364 -18,3 Dz 37 277 369 -18,3 

Dz 38 270 376 -20,9 Dz 39 266 380 -20,6 

Dz 40 213 433 -23,7 Dz 41 168 478 -24,3 

DNAzyme 
(Mix I) 

 

Spalt-
Position 

(bp) 

Produkt-
größen 

(bp) 

∆G 
kcal/ 
mol 

DNAzyme 
(Mix II) 

 

Spalt-
Position

(bp) 

Produkt-
größen 

(bp) 

∆G 
kcal/ 
mol 

Dz 1 1704 326 -20,9 Dz 2 1720 310 -20,4 

Dz 3 1770 260 -22,2 Dz 4 1776 254 -18,4 

Dz 5 1782 248 -16,6 Dz 6 1787 243 -17 

Dz 7 1795 235 -22,4 Dz 8 1818 212 -20,4 

Dz 9 1830 200 -18,2 Dz 10 1840 190 -21,2 

Dz 11 1863 167 -23,7 Dz 12 1878 152 -21,3 

Dz 13 1883 147 -23,2 Dz 14 1891 139 -22 

Dz 15 1903 127 -16,3 Dz 16 1907 123 -12,7 

Dz 17 1914 116 -17 Dz 18 1918 112 -19,3 

Dz 19 1981 49 -26,7 Dz 20 1990 40 -25,5 

Dz 21 1996 34 -23,1     
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5 ‘ 3 ‘ Dz1 

5 ‘ 3 ‘ 

mstat6-RNA mit FAM-Primer 

5 ‘ 3 ‘ 

Dz2 
Dz3 Dz4 

Dz2-Spaltprodukt 

Dz4-Spaltprodukt 

Fragmentlängenanalyse 

mstat6-cDNA mit FAM-Primer 

4.3.2  Identifizierung von DNAzym-Spaltstellen 

4.3.2.1  Multiplex-Aktivitäts-Assay 

Um gleichzeitig eine Vielzahl potentieller DNAzyme zur Identifiizierung von Spaltstellen 

auf dem mstat6-Transkript zu untersuchen, wird das Prinzip eines Multiplex-Aktivitäts-

Assays angewandt. Substrat-RNA wird in einem Ansatz mit den in Tabelle 6 und 7 

dargestellten DNAzymen inkubiert und nach Extraktion der RNA mit Ammoniumazetat 

und Ethanol mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Primern in cDNA umschrieben. Die 

jeweilige Primerextensionsreaktion bricht dabei an einer vorhandenen Schnittstelle ab, 

so daß Spaltprodukte infolge aktiver DNAzyme über eine Gelsequenzierung mit 

anschließender Fragmentlängenanalyse identifiziert werden können (Abbildung 19).  

 

 

 

Abbildung 19. Prinzip des Multiplex-Aktivitäts-Assays. Nach Inkubation der mstat6-

mRNA mit DNAzymen (aktive DNAzyme sind grau unterlegt) wird die mstat6-mRNA mit 

fluoreszenzmarkierten Primern in cDNA-Fragmente umgeschrieben. Spezifische 

Spaltprodukte infolge aktiver DNAzyme können über Fragmentlängenanalyse 

identifiziert werden.  
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Dz-24 

Dz-25 Dz-37 Dz-38 
Dz-41 

Insgesamt werden 41 DNAzyme in jeweils vier Mixen mit mstat6-RNA inkubiert. Um 

intramolekulare Basenpaarungen zwischen einzelnen DNAzymen zu vermeiden, sind 

die DNAzyme in abwechselnder Reihenfolge auf 4 Gruppen (Mix I, II, III, IV) verteilt 

(Tabelle 6, 7). Die Primerextensionsreaktionen erfolgen bei 45 °C, Reaktionsprodukte 

erscheinen in der Fragmentlängenanalyse als Peaks mit unterschiedlicher 

Retentionszeit. Im Vergleich mit einem Fragmentlängenstandard kann die Größe der 

gebildeten Fragmente und damit das fragmentbildende DNAzym identifiziert werden 

(Abbildung 20). Von insgesamt 41 auf dem mstat6-Transkript getesteten DNAzymen 

sind neun (Dz-3, Dz-17, Dz-18, Dz-24, Dz-25, Dz-37, Dz-38, und Dz-41) aktiv. Davon 

spalten Dz-3, Dz-17, Dz-18 im Sequenzbereich 1,7 - 2 kb, die restlichen im 

Sequenzbereich von 150 - 600 bp. Dz-11 mit der Spaltposition 1863 weist einen 

Basenaustausch auf und besitzt keine katalytische Aktivität, es wird in den 

nachfolgenden Aktivitäts-Assays als Negativ-Kontrolle verwendet. 

 

 

 

 

Abbildung 20. Repräsentatives Beispiel der Fragmentlängenanalyse der Produkte des 

Multiplex-Aktivitäts-Assays. Die Inkubation von 1 µM mstat6-RNA mit 5 nM DNAzymen 

aus Mix IV führt zur Bildung von fünf Fragmenten, die auf die Aktivität von Dz-24, Dz-

25, Dz-37, Dz-38 und Dz-41 hinweisen. Die Größe der Fragmente wird unter 

Verwendung eines Längenstandards identifiziert. 
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4.3.2.2  DNAzym-Aktivitäts-Assay 

Die Aktivität der über den Multiplex-Assay identifizierten DNAzyme wird in einem in-

vitro-Aktivitäts-Assay getestet. Dazu wird full-length-mstat6-RNA mit T3-RNA-

Polymerase synthetisiert und unter RNase-freien Bedingungen mit den entsprechenden 

DNAzymen in Anwesenheit von 50 mM Tris-HCl, 10 mM DTT, 10 mM MgCl2 bei 37 °C 

für einen Zeitraum von 30 min inkubiert. Reaktionsprodukte der DNAzym-vermittelten 

Spaltung werden über RNA-Agarose-Gelelektrophorese getrennt, das inaktive DNAzym 

11 dient als Negativkontrolle (Abbildung 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21. RNA-Agarose-Gelelektrophorese nach Inkubation von mstat6-RNA (25 

µM) mit je 5 µM DNAzymen. Die DNAzym-Aktivität wird anhand der jeweiligen 

Spaltprodukte gezeigt. Größe und Anzahl der entstandenen Reaktionsprodukte 

stimmen mit denen der im Multiplex-Assay identifizierten Spaltstellen überein (Tabelle 7 

und 8). Lane 1 = inaktives DNAzym, Lane 2 = Dz-3, Lane 3 = Dz-17, Lane 4 = Dz-18, 

Lane 5 = Dz-24, Lane 6 = Dz-25, Lane 7 =, Dz-37, Lane 8 = 1 kb-RNA-Leiter, Lane 9 = 

Dz-38, Lane 10 = Dz-41, Lane 11 = 1 kb-RNA-Leiter.  

 

 

 

 

Lane  1    2     3    4    5    6    7    8 Lane   9  10 11 

DNAzyme 

3 Kb 3 Kb m-stat6-RNA 
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4.3.2.3  Kinetische Analyse ausgewählter DNAzyme 

Zur weiteren Charakterisierung des zeitlichen Verlaufes der DNAzym-vermittelten 

Aktivitäten werden Dz-3, Dz-17, Dz-24 ausgewählt und nach t = 0,5 min, t = 15 min, t = 

30 min sowie t = 60 min Inkubation mit mstat6-RNA unter den in Punkt 4.3.2.2 

beschriebenen Reaktionsbedingungen analysiert. Alle drei DNAzyme sind über einen 

Zeitraum von 60 min aktiv (Abbildung 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 22. RNA-Agarose-Gelelektrophorese nach Inkubation von mstat6-RNA (25 

nM) mit je 5 µM Dz-3, Dz-17 und Dz-24. Die zeitliche DNAzym-Aktivität wird anhand der 

jeweiligen Spaltprodukte gezeigt. Größe und Anzahl entstandenen Reaktionsprodukte 

stimmen mit denen der im Multiplex-Assay identifizierten Spaltstellen überein (Tabelle 7 

und 8). Lane 1, 10 = RNA-Leiter, Lane 2, 6, 11, 15 = mstat6-RNA, Lane 3, 7, 12, 16 = 

Dz-3, Lane 4, 8, 13, 17 = Dz-17, Lane 5, 9, 14, 18 = Dz-24.  

 

DNAzyme 

Lane 1   2    3    4    5     6    7    8   9 

t = 0,5 min t = 15 min 

m-stat6 

         10   11  12   13  14  15  16  17   18 
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5 Diskussion 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines therapeutischen Ansatzes bei 

allergischen Erkrankungen, insbesondere des Asthma bronchiale, am Beispiel der 

Spaltung der mRNA des Transkriptionsfaktors STAT6 der Maus. Mit dem Einsatz von 

Ribozymen und DNAzymen wird hierbei eine Nukleinsäure-basierte Strategie verfolgt. 

 

5.1 Stat6 als Target therapeutischer Strategien bei allergischen 

Erkrankungen  

Die Zytokine IL-4 und IL-13 spielen bei der Ausprägung von Symptomen bei Allergien 

und Asthma eine zentrale Rolle (Abbildung 23). Für die Signalwege beider Zytokine ist 

der Transkriptionsfaktor stat6 essentiell. Daher stellen sowohl IL-4 und IL-13 bzw. ihre 

 

Rezeptoren, als auch stat6 selbst potentielle Targets für einen therapeutischen Ansatz 

dar. IL-4 wird wie TNF-α überwiegend in Mastzellen gebildet, zusätzlich kann es von T-

Zellen, Makrophagen und basophilen Granulozyten produziert werden 97. Es ist 

hauptverantwortlich für die Proliferation von Th-2-Zellen und B-Zellen sowie für die IgE-

Produktion von B-Zellen 98. IL-4 stimuliert die pulmonale Expression des endothelialen 

STAT6 stat6-mRNA 

Proliferation IgE Chemokine IL-4, -5, -13, TNF-α 

Th2-Zellen B-

Zellen 
B-Zellen Epithelzellen 

Myozyten 

Fibroblasten 

Th2-Zellen 
Mastzellen 

Eosinophile 

IL-4 

IL-4R 

IL-13 

IL-13R 

Abbildung 23. Die in der Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale über 

stat6 vermittelten biologischen Wirkungen von IL-4 und IL-13. 
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vaskulären Zelladhäsions-Moleküls-1 99 und steigert die antigenpräsentierenden 

Eigenschaften von B-Zellen, Mastzellen und  basophilen Granulozyten 100. Über die 

Induktion des endothelialen vaskulären Zelladhäsions-Moleküls-1 wirkt es stark 

proinflammatorisch, da es T-Zellen, Monozyten und eosinophilen Granulozyten an den 

Ort der Entzündung lockt 101. Die pro-inflammatorischen Wirkungen werden durch die 

Expression des Transkriptionsfaktors Eotaxin verstärkt, der direkten Einfluß auf die 

Aktivität eosinophiler Granulozyten hat 59. Auch die pulmonalen Schleimproduktion wird 

über IL-4 reguliert 102. Studien mit IL-4-knockout-Mäusen demonstrieren, daß IL-4 für 

eine allergenspezifischen IgE-Antwort sowie für die bronchiale eosinophile Inflammation 

verantwortlich ist 103. Transgene, IL-4-überproduzierende Mäuse entwickeln hohe 

endogene IgE-Spiegel und zeigen eine starke konjunktivale Schleimhautbeteiligung. 

Letztere weist die histologischen Merkmale einer allergischen Entzündung auf 104. 

Ähnlich dem IL-4 zeigt auch das vor allem von Th-2-Zellen produzierte, pleiotrope IL-13 

über die B-Zell-vermittelte IgE-Produktion105, die Expression von MHC-II-Molekülen105, 

die Expression des nierigaffinen IgE-Rezeptors 106, die Expression des endothelialen 

vaskulären Zelladhäsions-Moleküls-1 107 sowie über seine anti-apoptotischen Effekte 

auf eosinophile Granulozyten 108 starke pro-allergische Wirkungen. Die Überexpression 

von IL-13 in bronchialen Epithelien transgener Mäuse verursacht eine entzündliche 

lymphogene und eosinophile Infiltration, Goblet-Zell-Metaplasie, subepitheliale Fibrose 

sowie Proliferation glatter Muskelzellen 102. IL-13 knockout-Mäuse haben im Vergleich 

mit Wildtyp-Mäusen geringere endogene IgE-Spiegel und zeigen verringerte Th-2-

abhängige Immunantworten 109.  

Aus den eben geschilderten Zusammenhängen geht hervor, daß beide Zytokine 

überlappende Effekte aufweisen. Ihre redundanten Wirkungen resultieren im 

wesentlichen daraus, daß der überwiegende Anteil der IL-4- bzw. IL-13-sensitiven 

Zellen die Rezeptoren beider Zytokine exprimiert 110. Der IL-4-Rezeptor besteht aus 

zwei funktionellen Domänen, einer α-Untereinheit und einer γ-Untereinheit 111. Der IL-

13-Rezeptor besteht neben der α-Untereinheit des IL-4R aus der IL-13-bindenden IL-

13Rα1-Untereinheit sowie einer IL-13Rα2-Untereinheit 112. Die biologischen Wirkungen 

von IL-4 werden nach Bindung an die α/γ-Einheit des IL-4R vermittelt, in Abwesenheit 

der γ-Untereinheit alternativ über die α-Untereinheit des IL-13R 112. In Abwesenheit der 

IL-4Rα-Untereinheit bindet IL-13 mit geringer Affinität an α1-Untereinheit des IL-13R 113. 

Diese Affinität ist in Anwesenheit der α-Untereinheit des IL-4R signifikant erhöht. Die 

zweite Untereinheit des IL-13R bindet IL-13 mit hoher Affinität, jedoch nicht IL-4. Die 
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funktionelle Bedeutung der IL-13Rα2-Untereinheit ist noch weitestgehend ungeklärt. IL-

13Rα2 scheint keine Rolle für die Signaltransduktion zu spielen, da der 

zytoplasmatische Rezeptoranteil keine entprechenden Signalmotive enthält. Daher wird 

vermutet, daß IL-13Rα2 als Köder („Decoy“) für seinen Liganden dient 114. Die 

Redundanz der Wirkungen beider Interleukine sowie die Variabilität ihrer 

Rezeptoruntereinheiten lassen den Schluß zu, daß sowohl die Interleukine selbst als 

auch ihre Rezeptoren nur eingeschränkt als Targets für eine therapeutische Intervention 

bei allergischem Asthma bronchiale in Frage kommen.  

Dagegen wird über den Transkriptionsfaktor stat6 die Signaltransduktion von IL-4 und 

IL-13 unabhängig von der jeweiligen Rezeptorkonfiguration vermittelt. T-Lymphozyten 

können sich in Abwesenheit von stat6 nicht in IL-4-produzierende Th-2-Effektorzellen 

differenzieren 115. In verschiedenen allergischen stat6-knockout-Mausmodellen ist der 

über IL-4- und IL-13-induzierte allergische Phänotyp stark vermindert. Dabei sind 

sowohl die Differenzierung von Th-2-Zellen und B-Zellen, der Immungobulin-

Klassenwechsel zum IgE, die eosinophile Infiltration der Atemwege als auch die 

Entwicklung einer bronchialen AHR mit Mukusüberproduktion reduziert 116-118. 

Zusätzlich werden weitere IL-4-abhängige Wirkungen, wie die Expression von 

epithelialen Adhäsionsmolekülen oder die Reifung von Mastzellen, mit beeinflußt. Die 

Rekonstitution von STAT6 in stat6-defizienten allergischen Mäusen kann in pulmonalen 

Epithelzellen die IL-13-vermittelte bronchiale Atemwegshyperreagibilität und vermehrte 

Mukusproduktion wiederherstellen 119. Für STAT6 sind bislang keine spezifischen 

Inhibitoren beschrieben worden. Durch verschiedene Substanzen wie Salizylate, Aspirin 

oder intrazelluläre Peptide, können Phosphorylierungsreaktionen innerhalb der stat6-

Signalkaskade blockiert werden 120-122. Die hier dargestellten Untersuchungsergebnisse 

machen deutlich, daß der Transkriptionsfaktor STAT6 ein relevantes Target für eine 

therapeutische Strategie bei allergischen Erkrankungen, insbesondere beim Asthma 

bronchiale, darstellt.  

 

5.2 Nukleinsäure-basierte Strategien zur Inhibition der stat6-Expression 

Nukleinsäure-basierte Strategien zur Inhibition der stat6-Expression sind in der Literatur 

bisher als Untersuchungen unter Anwendung von AODN 62, 63 bzw. 

Oligodeoxynukleotid-Decoys 61 beschrieben worden. Während AODN zum Abbau der 

RNA durch RNasen führen bzw. die Translation inhibieren, wirken Decoys direkt auf der 

Transkriptionsebene. Hill et al. untersuchten humane und murine AODN zur 
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Identifizierung von aktiven Antisense-Bindungsstellen auf dem stat6-Transkript 62. Dabei 

finden sie von der chemischen Modifikation abhängige AODN-Aktivitäten in murinen 

und humanen Zellkulturen. Die AODN-Aktivitäten nehmen dabei in folgender 

Reihenfolge zu: 2’-deoxy-phosphorothioat-AODN < 2’-O-(2-methoxy)ethyl-AODN < 

Chimeres Konstrukt („9b-AODN“) aus beiden Modifizierungen 62. Da sich das „9b-

AODN“ als am aktivsten herausstellte, wurde es in der humanen Burkitt-Lymphom-

Zelllinie „DND39“ eingesetzt. Das „9b-AODN“ inhibiert die stat6-abhängige Expression 

des Keimbahn C-ε-Transkriptes und zeigt keine Wirkungen auf die Expression von 

stat1, stat2, stat3 und stat5 62. Durch Donahay et al. werden zwei stat6-spezifische, 

Phosphorothioat-modifizierte AODN in einem Mausmodell für allergisches Asthma 

getestet. Beide unterdrücken die Expression der mRNA und des Proteins in der Milz 

unabhängig vom endogenen IgE-Spiegel auf ca. die Hälfte der Ausgangswerte 63. 

Durch Stütz et al. wird ein chemisch modifiziertes, Triplehelix-bildendes Oligonukleotid 

vorgestellt, das Sequenzen enthält, die partiell komplementär zu der STAT6-

Bindungsstelle sowie den NF-kb/PU.1-Bindungsstellen auf dem IgE-Keimbahn-

Promotor sind. Unter in-vitro-Bedingungen blockiert dieses Oligonukleotid die DNA-

Bindung aller drei Transkriptionsfaktoren. Die Anwendung dieses Oligonukleotides in 

humanen B-Zellen ergibt, daß die IL-4-induzierte Aktivität des IgE-Keimbahn-Promotors 

effektiv unterdrückt wird 123. 

Alternativ zu AODN werden auch doppelsträngige Oligonukleotidsequenzen, die die 

Erkennungssequenz eines Gen-Promotors oder Gen-Enhancers enthalten (sogenannte 

Decoys), verwendet. Ein Decoy konkurriert mit dem Gen um die Bindung eines 

Transkriptionsfaktors, so daß die Transkription inhibiert wird. Wang et al. zeigen, daß 

die Applikation eines Phosphorothioat-modifizierten, stat6-spezifischen Decoys in 

murinen Th-2-Zellen und humanen CD4+ T-Lymphozyten die DNA-Bindung von STAT6 

blockiert und die IL-4-vermittelte Proliferation dieser Zellen hemmt 61. Dabei hat die 

Aktivität des stat6-spezifischen Decoys keinen Einfluß auf Zellfunktionen, die über stat1, 

stat3, stat5 und stat5b vermittelt werden. Unter in-vivo-Bedingungen werden stat6-

spezifischen Decoys bisher in experimentellen Mausmodellen für die atopische 

Dermatitis und die Kontaktallergie beschrieben 124. Dabei sind deutlich reduzierte 

pulmonale Infiltrationsraten neutrophiler und eosinophiler Granulozyten nachweisbar 125.  

Neben AODN oder Decoys beinhalten Nukleinsäure-basierte Strategien auch die 

Anwendung von Ribozymen, DNAzymen und siRNA. In der Literatur sind bislang jedoch 
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keine gegen stat6-spezifischen Ribozyme und DNAzyme beschrieben worden. Da die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu einem Zeitpunkt erstellt worden sind, an dem die 

Anwendung von siRNA noch nicht bekannt war, werden Untersuchungsergebnisse, die 

auf der Anwendung STAT6-spezifischer siRNA beruhen, nicht diskutiert.  

 

5.3.  Charakteristika der Ribozyme  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Ribozyme mit einer GUC-

Konsensussequenz und 6 nt langen Bindungsarmen untersucht. Die Bindungsstellen 

sind im Bereich von Loop-Strukturen bzw. in der Nähe des Initiationskodons lokalisiert.  

Die Reaktionsgeschwindigkeit eines Ribozyms wird von der Basenfolge der 5’-NUH-3’-

Konsensussequenz determiniert. Substrate mit einem Purin an der ersten Position des 

NUH-Tripletts und einem Zytosin oder Adenin an der dritten Position werden besonders 

effektiv gespalten 126. Die Reaktionsraten von Ribozymen mit verschiedenen 

Konsensussequenzen weisen in der Reihenfolge AUC, GUC>GUA, AUA, CUC>AUU, 

UUC, UUA>GUU, CUA>UUU, CUU eine abnehmende Tendenz auf 127. Erweiterte 

Untersuchungen zur NUH-Konsensussequenz haben gezeigt, daß eine Substitution des 

zentralen Uridins durch Adenosin oder Cytidin möglich ist 74. 

Neben der ausgewählten Spaltstelle wird die Effizienz der Ribozym-vermittelten 

Katalyse auch von der Länge der Ribozymbindungsarme bestimmt. Bei langen 

Bindungsarmen sinkt die Umsatzrate, da innerhalb der Reaktionskinetik die 

Produktdissoziation zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird. Darüber hinaus 

kommt es bei Ribozymen mit Bindungsarmlängen von >10 nt zur Bildung von 

Sekundärstrukturen, die eine Verminderung der Ribozymaktivität zur Folge haben 128. 

Im Gegensatz dazu nimmt bei Verwendung kurzer Bindungsarme die Spezifität der 

Substraterkennung ab 129. Ribozyme mit Bindungsarmen von je 6 - 8 nt wurden in 

mehreren Untersuchungen, u. a. zur Inhibition des humanen Wachstumshormons 96 

sowie des Tumorsuppressors p16INK4α 130 eingesetzt. Um den diskutierten 

Anforderungen an ein Ribozym mit hohem Substratumsatz und ausreichender Spezifität 

zu genügen, wurden in der vorliegenden Arbeit Ribozyme mit einer GUC- 

Konsensussequenz und symmetrischen Bindungsarmen von jeweils sechs Nukleotiden 

verwendet.  

In den Experimenten wurden drei potentielle Ribozym-Spaltstellen untersucht, die 

entweder im Bereich von Loop-Strukturen oder aber in der Nähe des Initiationscodons 

lokalisiert sind. Die Auswahl der potentiellen Spaltstellen erfolgte auf der Grundlage von 
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Sekundärstrukturberechnungen der stat6-mRNA unter Verwendung von MFold. 

Potentielle Spaltstellen sind insbesondere in Loop-Regionen zugänglicher sind als in 

Stammbereichen 131. Einzelsträngige Loop-Strukturen, wie sie z. B. im Bereich von 

GUC-2354 des mstat6-Transkriptes vorkommen oder die ersten 500 - 1000 Nukleotide 

eines Transkriptes (GUC-284, GUC-311) zeigen eine größere Wahrscheinlichkeit für 

eine Zugänglichkeit als sog. Bulges (Ausbuchtungen) oder doppelsträngige Stamm-

Strukturen 132-134. Da zusätzlich bekannt ist, daß die Positionierung der Ribozym-

Bindungsstelle in die unmittelbare Nähe des AUG-Startkodons die Wahrscheinlichkeit 

für die Identifizierung einer Ribozymbindungsstelle erhöht, fand dies bei der Auswahl 

von GUC-284 Berücksichtigung 134. Im Gegensatz zu „down-stream“-kodierenden 

Bereichen sind hier die für die Bindung des Translationsapparates relativ offenen 

Strukturen gleichzeitg auch für eine Ribozym-Bindung vorteilhaft. Die Ribozym-

vermittelte Inhibition einer Genexpression hängt darüberhinaus auch von der Länge des 

Substrates ab. Bertrand et al. demonstrieren am Beispiel des Pit-1-transkriptes in-vitro, 

daß die Spaltung eines 60 nt langen mRNA-Abschnittes im Vergleich zu einem 950 nt 

langen mRNA-Abschnitt wesentlich effektiver verläuft 135. Als Ursache dafür machen die 

Autoren im wesentlichen die bessere Ribozym-Zugänglichkeit zu den Zielsequenzen 

auf dem kürzeren mRNA-Abschnitt verantwortlich.  

 

5.4  Identifizierung potentieller Ribozym-Spaltstellen 

Auf der Grundlage einer Spaltstellenidentifiaktion über MFold können aktive Ribozyme 

generiert werden 96, 136-140. Andere Autoren zeigen, daß diese Strategie nicht oder nur 

teilweise erfolgreich ist 136, 141. Amarzguioui et al. vergleichen die computergestützten 

Sekundärstrukturvorhersage über MFold mit der Methode eines in-vitro-

Zugänglichkeits-Assays. Am Beispiel der humanen Proteinkinase-1-mRNA zeigen sie, 

daß Ribozyme, deren Spaltstellen über Mfold ermittelt wurden, aktiver sind als 

diejenigen, deren Spaltstellen über das in-vitro-Zugänglichkeits-Assay ermittelt wurden 

142. Beide eben genannten Methoden werden durch Birikh et al. am Beispiel des 

humanen Azetycholinesterase-Transkriptes verglichen. Im Gegensatz zu Amarzguioui 

et al. finden Birikh et al. vermehrt aktive Ribozyme, deren Spaltstellen nicht über MFold, 

sondern über das in-vitro-Zugänglichkeits-Assay ermittelt wurden 143.  

Bei der Vorhersage der Sekundärstruktur der RNA wird davon ausgegangen, daß die 

Struktur mit der geringsten freien Energie (ΔG) die größte Existenzwahrscheinlichkeit 

hat. Da mit der Größe einer RNA auch die Anzahl der Strukturen mit vergleichbarem 
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ΔG steigt, ist die Vorhersage der Sekundärstruktur oftmals nicht exakt möglich. Da die 

in der vorliegenden Arbeit untersuchten mstat6-spezifischen Ribozyme im in-vitro-Assay 

nicht aktiv sind, bleibt zu vermuten, daß sie nicht zugängig sind. 

Neben der Sekundärstrukturvorhersage über MFold gibt es auch experimentelle 

Strategien zur Spaltstellenidentifikation. Diese beruhen zum einen auf dem 

enzymatischen Verdau der Target-RNA mit RNase-H nach der Bindung von AODN, 

zum anderen auf der Benutzung von Ribozym-Bibliotheken („Libraries“) sowie auf in-

vitro-Selektionstechniken 144. Ziel-RNA kann nach Hybridisierung mit kurzen AODN in 

Verbindung RNase-H verdaut werden, wobei potentielle Bindungsstellen anhand der 

RNase-H-vermittelten Spaltung der DNA-RNA-Duplex auftreten. Bislang sind hierzu 

spezifische AODN, semirandomisierte oder komplett randomisierte AODN-Sets 

verwendet worden 131, 143, 145, 146. Zusätzlich werden auch Ribozym-Libraries mit 

komplett oder teilweise randomisierten Bindungsarmen für die Identifikation 

zugänglicher Stellen benutzt 96. Parallel dazu ist die Kombination aus einer Ribozym-

Library und einem Rnase-H-Verdau beschrieben worden 147. Eine relativ neue Methode 

ist die in-vitro-Selektion von Ribozymen 148, 149. Mit dieser Methode kann eine große 

Zahl verschiedener Ribozyme gleichzeitig auf bestimmte Merkmale wie 

Bindungsverhalten oder katalytische Eigenschaften hin selektiert werden. Durch Cairns 

et al. werden erstmals DNAzyme zur Identifikation von Target-Stellen eingeführt 150. 

Keine der hier diskutierten Methoden zur Spaltstellenidentifikation hat sich jedoch als 

besonders vorteilhaft herausgestellt. 

 

5.5  Ribozym-Applikation und Ribozym-Expressionskassette 

Eine Applikation von Ribozymen in Zellen kann entweder exogen oder endogen 

erfolgen. Exogen applizierte Ribozyme werden unter zellulären Bedingungen in der 

Regel schnell degradiert, da sie insbesondere an der 2’-OH-Gruppe ihrer Pyrimidine für 

eine Spaltung durch Nukleasen anfällig sind 151. Invertierte Thymidine am 3’-Ende bzw. 

Phosphorothioate am 5’-Ende erhöhen die Ribozym-Stabilität und verlängern ihre 

Halbwertszeit 152. Durch den Einbau eines 2´-C-Allyluridin an Position U4 ist auch eine 

Stabilisierung des katalytischen Kerns von Ribozymen möglich 153. Die erhöhte 

Resistenz gegenüber Nukleasen führt jedoch häufig zu einer veminderten Ribozym-

Aktivität 152. Die Einschleusen von Ribozymen in Zellen kann über einen liposomalen 

Transfer oder über Transfektionsreagenzien aus Poly-L-Lysin oder Polyethylenimin 

erfolgen 154, 155.  
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Die endogene Applikation von Ribozymen basiert auf der Verwendung von Vektoren. 

Diese enthalten eine Expressionskassette, in die ein Ribozym-kodierendes 

Oligonukleotid kloniert wird. Für die endogene Expression von Ribozymen wurden eine 

Reihe von Vektoren, u. a. adenovirale, retrovirale oder lentivirale Vektoren etabliert. Die 

Effizienz der Ribozym-vermittelten Inhibition einer Genexpression beruht neben der 

Auswahl eines geeigneten Vektors auf dem optimalen Design der Expressionskassette. 

Die Expressionskassette enthält die kodierende Sequenz einer Vehikel-RNA, in die die 

kodierende Sequenz des Ribozyms integriert ist. Darüberhinaus verfügt sie über eine 

Promotorregion, über die die intrazelluläre Synthese der das Ribozym enthaltenden 

Vehikel-RNA realisiert wird. Die Eigenschaften der Vehikel-RNA werden auf die des 

insertierten Ribozyms übertragen, d. h. die Vehikel-RNA bestimmt die 

Expressionsintensität, die zelluläre Lokalisation sowie die Nukleasestabilität. Bislang 

sind Expressionskassetten mit verschiedenen Promotoren (Pol-III-Promotor, Pol-II-

Promotor, Moloney-Murine-Leukemia-Virus-Promotor) 156 bzw. Vehikel-RNA (tRNAVAL, 

tRNAMETH, 5S rRNA, U1snRNA, U6snRNA) 157-159 beschrieben worden. 

Von Lieber und Strauß wird 1995 eine Ribozym-Expressionskassette auf der Basis der 

virus-assoziierten RNA I (vaRNA I) des humanen Adenovirus-assoziierten Virus vom 

Typ-II publiziert 96. Die Ribozyme werden dabei in eine Vehikel-RNA integriert, welche 

zum einen aus der vaRNA I des humanen Adenovirus-Typ-II, zum anderen aus einer 

gezielt insertierten Loop-Sequenz besteht. Die Struktur der vaRNA I ist durch 

ausgedehnte, doppelsträngige Bereiche gekennzeichnet. Die Ribozymsequenz wird in 

die Loop-Sequenz kloniert, so daß sich durch die strukturdeterminierende Wirkung der 

Stamm-Bereiche der vaRNA I sowie die strukturarme Loop-Sequenz die eigentliche 

Ribozymstruktur mit großer Wahrscheinlichkeit ausbilden kann. Die Wirksamkeit der 

Expressionskassette ist in mehreren Untersuchungen demonstriert worden 96, 160. 

 

5.6  Charakteristika der DNAzyme 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mstat6-spezifische DNAzyme mit jeweils 9 

nt langen Bindungsarmen verwendet. Die DNAzyme erlangen ihre Spezifität durch die 

Spaltung definierter Purin (Purin = A, G)/Urazil-Bindungen auf der mstat6-RNA. Als 

potentielle DNAzym-Spaltstellen wurden Bindungsstellen mit einer freien Gesamt-

Hybridisierungsenergie ∆GG ≤ - 25 kcal/mol im Bereich von 1,7 - 2 kb bzw. 150 - 600 bp 

herangezogen.  
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Eine Korrelation zwischen der DNAzym-Effizienz und der thermodynamischen Stabilität 

der DNAzym-Substrat-Heteroduplex ist erstmals durch Santoro und Joyce an 

verschiedenen HIV-spezifischen DNAzymen gezeigt worden 83. Um die 

thermodynamische Stabilität der DNAzym-Substrat-Heteroduplex einzuschätzen, 

ziehen die Autoren die freie Hybridisierungsenergie ∆G0 heran und zeigen, daß sich 

∆G0 umgekehrt proportional zur DNAzym-Aktivität verhält. Weitere Untersuchungen 

bestätigen, daß DNAzyme mit einem niedrigen ∆G0 häufig am aktivsten sind 127. Aus 

diesem Grund werden in der vorliegenden Arbeit nur Bindungsstellen mit einem ∆G0 ≤ - 

25 kcal/mol als potentielle DNAzym-Spaltstellen auf der mstat6-RNA herangezogen. 

Die Stabilität der DNAzym-Substrat-Heteroduplex wird darüberhinaus durch seinen GC-

Reichtum, den spezifischen Gehalt an Pyrimidinen sowie die Länge der Bindungsarme 

determiniert 161. Längere DNAzym-Bindungsarme können die Stabilität der DNAzym-

Substrat-Heteroduplex erhöhen und damit die DNAzym-Effzienz steigern. Die Stabilität 

der DNAzym-Substrat-Heteroduplex ist, ähnlich der von Ribozymen, durch eine 

verminderte Umsatzrate limitiert, da auch hier die Produktdissoziation zum 

geschwindigkeitsbestimmenden Faktor wird 127. Aktive DNAzyme weisen überwiegend 

Bindungsarmlängen von jeweils 7 - 9 nt auf 162, 163. Die DNAzym-Aktivität ist zusätzlich 

durch ihre 5’-RU-3’-Spaltstelle determiniert. Cairns et al. demonstrieren, daß die 

Spaltung von RC-Spaltstellen mit R = A, G weniger effizient als die von vergleichbaren 

RU-Spaltstellen mit R = A, G verläuft 150. Zusätzlich kann die Aktivität von DNAzymen 

durch die Anhebung des pH-Wertes sowie durch die Erhöhung der Magnesium-

Konzentration gesteigert werden 83, 164.  

In der vorliegenden Arbeit wurden für die Auswahl der potentiellen DNAzym-Spaltstellen 

Untersuchungsergebnisse berücksichtigt, bei denen verschiedene humane stat6-

Spleißvarianten mit negativen regulatorischen Eigenschaften nachgewiesen werden 165. 

Ursache dieser negativen regulatorischen Eigenschaften ist eine Deletion im 

Sequenzbereich von 1765 - 1863 bp innerhalb von SH2-Domänen, die eine Dimeren-

Bildung des STAT6-Moleküles verhindert und somit zur Entstehung eines inaktiven 

Moleküls führt. Durch die Lokalisation von DNAzym-Spaltstellen im Bereich der 

deletierten Sequenz wird einerseits eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen 

positiv- und negativ-regulatorischer Variante, andererseits die Inhibion der positiv 

regulatorischen Variante angenommen. Aufgrund der großen Homologie menschlicher 

und muriner Gene kann davon ausgegangen werden, daß diese Spleißvariante auf 

Proteinebene auch für murines stat6 wahrscheinlich ist. 
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5.7  DNAzym-Applikation 

Unmodifizierte 10-23 DNAzyme besitzen wesentlich längere Halbwertszeiten (ca. 2 h) 

als vergleichbare Ribozyme (wenige Minuten). Die Resistenz gegenüber der Aktivität 

von Nukleasen kann zusätzlich durch das Hinzufügen einer invertierten Base an das 3’-

Ende gesteigert werden 92. Darüber hinaus sind 2’-O-methyl-Modifizierungen an den 

Bindungsarmen sowie des katalytischen Kernes beschrieben worden, die zu einer 

verstärkten Substrataffinität führen und auf diesem Weg die Aktivität von DNAzymen 

erhöhen können 166.  

 

5.8  Identifizierung potentieller DNAzym-Spaltstellen 

Als eine neue, zeitsparende Möglichkeit zur RNA-Spaltstellenselektion wird durch 

Cairns et al. ein Multiplex-Ansatz vorgestellt 150. Dieser erlaubt die gleichzeitige 

Untersuchung einer Vielzahl potentieller Spaltstellen und ist weitestgehend unabhängig 

von der Transkriptgröße. Auf dem E6/E7-Transkript des humanen Papilloma-Virus 16 

testen Cairns et al. insgesamt 80 verschiedene DNAzym-Spaltstellen und finden 13 

DNAzyme, die unter in-vitro-Bedingungen aktiv sind. Weitere Untersuchungen von 60 

DNAzym-Spaltstellen auf dem c-myc-Transkript der Ratte belegen, daß die im 

Multiplex-Assay aktivsten DNAzyme auch die höchsten Aktivitäten in-vitro sowie in 

glatten Muskelzellen der Ratte aufweisen. Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten 

Ergebnisse zur in-vitro-Aktivität mstat6-spezifischer DNAzyme zeigen vergleichbare 

Ergebnisse. Die über den Multiplex-Aktivitäts-Assay identifizierten acht aktiven 

DNAzyme sind auch unter in-vitro-Bedingungen über einen Zeitraum von bis zu 60 min 

aktiv. Da zum Zeitpunkt des Abschlußes der in-vitro-Untersuchungen mstat6-

spezifischer DNAzyme keine Ergebnisse in Zellen vorlagen, wird darauf nicht weiter 

eingegangen. 
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5.9 Zusammenfassung 

Die komplexe Pathogenese allergischer Erkrankungen und des Asthma bronchiale 

macht die Entwicklung neuer Therapieansätze notwendig. Von grundlegender 

pathophysiologischer Bedeutung für die Entstehung allergischer Erkrankungen sind die 

Zytokine IL-4 und IL-13. In der IL-4- und IL-13-vermittelten Signaltransduktion nimmt der 

Transkriptionsfaktor STAT6 eine zentrale Stellung ein. Untersuchungen an stat6-

knockout-Mäusen zeigen, daß stat6 für die Ausprägung des allergischen Phänotypes 

wesentlich ist. Mit der Anwendung von Ribozymen und DNAzymen wird eine 

therapeutische Strategie auf Nukleinsäure-Basis zur spezifischen Spaltung der mRNA 

des Transkriptionsfaktors stat6 der Maus verfolgt. 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten mstat6-spezifischen Ribozyme besitzen 

eine GUC-Konsensussequenz und 6 nt lange Bindungsarme. Potentielle Ribozym-

Spaltstellen werden auf der Grundlage von Sekundärstrukturberechnungen der mstat6-

RNA identifiziert und liegen in einzelsträngigen Loop-Strukturen. Für eine stabile 

Expression werden die für die Ribozyme kodierenden Oligonuleotide in die 

Expressionskassette pGvaL kloniert. Insgesamt finden drei mstat6-spezifische 

Ribozyme Verwendung, deren Aktivität unter zellfreien Bedingungen getestet wird. Alle 

drei untersuchten Ribozyme sind in-vitro nicht aktiv.  

Unter Verwendung eines Multiplex-Aktivitäts-Assays wird auf der RNA des stat6 der 

Maus ein Screening nach zugänglichen DNAzym-Spaltstellen vorgenommen. Die dafür 

eingesetzten DNAzyme haben eine RU-Konsensussequenz (R = A, G) und besitzen 

Bindungsarme mit einer Länge von jeweils 9 nt. Für die Lokalisation der 

Bindungsstellen ist die thermodynamische Stabilität ∆G0 der DNAzym-Substrat-

Heteroduplex entscheidend. Die reziproke Korrelation von DNAzym-Aktivität und ∆G0 

führt zur Auswahl von 41 DNAzym-Spaltstellen mit einem ∆G0 von jeweils ≤ - 25 

kcal/mol im Sequenzbereich von 150 - 600 bp sowie von 1,7 - 2 kb. Für die Auswahl 

des Sequenzbereiches 1,7 - 2 kb ist die Beschreibung von humanen stat6-

Spleißvarianten von Bedeutung, da sie auf einer Deletion im Sequenzbereich von 1765 

- 1863 bp beruhen. Von den 41 im Multiplex-Aktivitäts-Assay getesteten DNAzymen 

weisen acht DNAzyme eine Spaltungsaktivität auf. Die Testung aller acht DNAzyme in 

einem zellfreien System ergibt, daß sie über einen Zeitraum von 60 min aktiv sind. In 

weiterführenden Experimenten wird zu prüfen sein, ob die unter zellfreien Bedingungen 

aktiven DNAzyme auch in Zellkulturen sowie allergischen Mausmodellen wirksam sind.  
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