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Zusammenfassung Pfander, Stephanie; Apothekerin
Titel: In vitro Selektion von Ribozymen mit Proteaseaktivitat

Ribonukleinsauren (RNA) gehdren zu den fasziniesesnd und spannendsten
Biopolymeren der aktuellen Forschung. lhre manittigien Funktionen sind fir eine
Vielzahl von biochemischen Prozessen von essesttiBédeutung. Zu den bekanntesten
Aufgaben der RNA gehort die Umsetzung genetischiriation in Proteine. Dabei ist
RNA neben der Eigenschaft als Informationstragechaaktiver Katalysator fur die
Knlpfung der Peptidbindung im Ribosom. Die funk&ta Vielfaltigkeit von RNA wurde
in den letzten Jahren durch die Erforschung derré&pitation mittels RNA-Interferenz
bedeutend erweitert; deren Beteiligung an versemed zellularen Mechanismen und
Krankheiten wird aktuell intensiv erforscht. Die tBeckung katalytisch aktiver RNA
Sequenzen, so genannter Ribozyme, war ein weikdedenstein in der Erforschung des
multifunktionellen Potentials von RNA. Das zunéclistrch die Natur eingeschrénkte
Katalysespektrum von Reaktionen an Phosphodiektarnte durch die Anwendung dier
vitro Selektion oder SELEX (BStematic_Eolution of Ligands by Eponential Enrichment)
und die dadurch mogliche Entdeckung neuer kinsttidRibozyme um ein Vielfaches
erweitert werden. Diese Erkenntnisse Uber die A&lteen Funktionen von
Ribonukleinsauren stitzen die Hypothese einer RN&t\Wwobei das entsprechende
Ribozym fiir jede hierfur essentielle Reaktion naatht gefunden werden konnte.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erweitegues Repertoires katalytisch aktiver
RNA-Spezies durch die Selektion von Ribozymen motgolytischer Aktivitat.

Aufgrund der hohen Stabilitdit der Peptidbindung litste dies eine besondere
Herausforderung dar. Um das Repertoire an funkiemeGruppen, die der RNA zur
Verfigung stehen, zu erweitern und eine Peptidspglin Analogie zu Serinproteasen zu
ermoglichen, wurde ein neuartiger Cofaktor entwittkend hergestellt, der zwel
unterschiedliche funktionelle Einheiten miteinanderbindet. Zum einen wurde eine
katalytische Triade integriert, deren Aminosaurenir§ Histidin und Aspartat durch kurze
Linker miteinander verbunden sind. Zum anderen giiciit eine kurze PNA- (Peptide
Nucleic Acid) Sequenz eine Verankerung der Triadedar RNA-Bibliothek und bringt
dadurch Cofaktor und Katalysator in raumliche Naheinander.

Zur Realisierung dieses Projekts wurde der verbssénsatz der direktern vitro
Selektion mit linkergekoppelten Substraten gewdahbitd hierfir ein geeignetes
Selektionsschema konzipiert. Die einzelnen Selaksohritte konnten durch Vorversuche
etabliert werden. Dies beinhaltete zuné&chst digtgge multifunktioneller Peptidsubstrate,
die neben zwei unterschiedlichen Affinititsmarkauch inerte Linker und eine geeignete
funktionelle Gruppe fir die kovalente Verknupfung der RNA-Bibliothek enthielten. Als
nachster Schritt erfolgte die Optimierung der Kgajtion von Peptidsubstrat und RNA-
Bibliothek. Hierfir wurde ein Protokoll gewéhlt, slanit RNA-Molekulen, die durcln
vitro Transkription gewonnen werden, kompatibel ist unddieser Arbeit durch die
Anwendung eines neu synthetisierten Initiatornuitisorealisiert wurde. Die auf diese
Weise generierte Bibliothek von RNA-Peptid-Konjugratdiente als Ausgangspunkt eines
jeden Selektionszyklus, der nach Transkription Wwhjugation durch eine doppelte
Immobilisierung, zunachst der inaktiven und ansft#¢ind der aktiven Sequenzen, sowie
der spezifischen Anreicherung aktiver Molekile tur&everse Transkription und
Polymerase-Kettenreaktion komplettiert wurde. Eer&te durchgefiihrte Testselektion tUber
10 Runden und anschlieBende Analytik des minimagessicherten RNA-Pools
ermoglichten eine Konkretisierung potentieller Eeglellen, sowie die weitere
Optimierung der einzelnen Selektionsschritte.

Das in dieser Arbeit etablierte Selektionsschematebi nun eine exzellente
Ausgangsposition fur die Durchfihrung einervitro Selektion fur die Generierung von
Ribozymen mit Proteaseaktivitat.






Summary

In Vitro Selection of Ribozymes with Proteolytic Activity

Ribonucleic acids (RNAs) are among the most fasicigebiopolymers of the current
research. Their diverse functions are responside fvariety of essential biochemical
processes. The most prominent task of RNA is th@ression of genetic information
into proteins, with RNA acting both as informatioarrier and as catalyst, enableing
the formation of peptide bonds in the ribosome. IO past years the functional
diversity of RNA was importantly extended by thesativery of gene regulation by
RNA interference, whose participation in cellulaechanism and diseases is currently
intensively investigated. The discovery of catalyéictive RNA sequences, the so-
called ribozymes, was a further milestone in theegtigation of RNA’'s multi-
functional capability. The limited spectrum of naluribozymes, catalyzing basically
only reactions on phosphodiester bonds, was erdabgethe application oin vitro
selection or SELEX _($stematic_Kolution of Ligands by Egonential Enrichment),
which enabled the discovery of new, artificial ilymes of diverse functions. All these
findings about the versatile functions of riboniclacids support the hypothesis of a
RNA world, although ribozymes have not yet beemtbtor all essential reactions.

The aim of this thesis was to expand the repertfil@atalytically active RNA species
by selecting a ribozyme with proteolytic activity.

Due to the high stability of the peptide bond, thevitro selection of such ribozymes
appears to be a demanding task. To enlarge thetya functional groups that are
naturally available in RNA and to enable a pepbded cleavage in analogy of serine
proteases, a novel cofactor was designed and syndlte This cofactor combines two
different functional units: a catalytic triad costéng of the amino acids serine, histidine
and aspartic acid, connected to each other by $ih&drs, and a short PNA (peptide
nucleic acid) sequence, that enables the anchofitige triad by hybridisation with the
RNA pool. In this way the cofactor and the catabst held in close proximity to each
other.

To realize this project, the improved approach ioda in vitro selection with linker-
coupled substrates was chosen and a novel selestioeme developed. The single
steps of the selection procedure were establisgepréliminary tests. This includes
initially the synthesis of multi-functional peptidribstrates, containing two different
affinity tags, inert linkers and a versatile fuocial group for the covalent coupling
with the RNA pool. In the next step the conjugat@inhe peptide substrate with the
RNA pool was optimized. For this purpose a protagak chosen that is compatible
with the in vitro transcribed RNA molecules and uses a novel aldelgdrying
initiator nucleotide. The library of the RNA-pepicconjugates generated in this way
constitutes the starting point for each selectipclec Each round is completed, after
transcription and conjugation, by a double immaliiion strategy, first of the inactive
and afterwards of the active sequences, and theifispamplification of active
molecules by reverse transcription and polymerdsencreaction. The test selection
(over 10 rounds) carried out in this work and thbsequent analysis of the slightly
enriched RNA pool allowed the detection of potdn&eror sources and led to an
immediate optimization of the single selection step

The selection scheme established in this work piessian excellent starting point for
achieving ann vitro selection generating ribozymes with proteolytit\diy.
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Die natirliche Auslese sorgt dafir,

dass immer die Starksten oder die am

besten Angepassten Uberleben.
Charles Darwin

Selektion

Abb. 1.1: nach G. F. Joyce, Angew. Chem. Int. Ed. 2007.

1 Einleitung

1.1 Auf den Spuren der RNA-Welt

Charles Darwin vertffentlichte vor 150 Jahren dienvihm entwickelte
Evolutionstheorie ,On the Origin of Species by Means of Natural Sétm“Y. Der
Grundsatz seiner Theorie Uber die Entwicklung umnelfslt des Lebens beruht auf den
drei Prinzipien Vererbung (Vermehrung), Veranderu@gutation) und Auslese
(Selektion) (Abbildung 1.1) und besagt, dass diggm Spezies bevorzugt Uberleben
und sich vermehren, die sich am besten ihrer Umargleissen kdnnen. Was die Natur
Uber einen Zeitraum von mehreren Milliarden Jalweltbracht hat, ist jedoch auch in
einem kleineren Malfstab, im Reagenzglas, mdglicim £rsten Mal wurde vor 40
Jahren Uber die Durchfuhrung einer solclrewitro Evolution berichtet. Spiegelman
und Mitarbeiter hatten aulRerhalb von Zellen einen egW gefunden,
Nukleinsauremolekile zu vermehren und durch gewalduRere Bedingungen
diejenigen Sequenzen uber mehrere Vermehrungszykieselektieren, die sich durch

Mutationen an ihre Umwelt angepasst haften



2

Die modernen molekularbiologischen Prozesse, did_daen, wie wir es heute kennen,
ermoglichen, beruhen hauptséchlich auf einem du8lgstem. Hierbei sind fir die
Speicherung und Weitergabe der Erbinformation D&goxyribonukleinsduren) und
RNA (Ribonukleinsauren) verantwortlich, wohingegdar Uberwiegende Teil aller
katalytischen Prozesse durch Proteine (Enzyme) glichd werden. Dass solch ein
komplexes System als Ausgangspunkt der Entwickionderner Lebensformen diente,
wird jedoch als unwahrscheinlich angesehen. BerE967/68 vermuteten Wodde
Crick und OrgéeP!, dass RNA-Molekiile urspriinglich die Position vorotBinen
eingenommen haben konnten. Diese Hypothese wurdangnder achtziger Jahre
untermauert, als Ce€hund Altman&’ tatsachlich natiirliche, katalytisch aktive RNA
entdeckten, die so genanntBibozyme in Anlehnung an Riboukleinsdure-Molektile
mit enzymartigen Eigenschaften. Im Vergleich zu Proteinelie aus zwanzig
verschiedenen Aminosauren aufgebaut sind, setzbnRMA-Sequenzen lediglich aus
vier verschiedenen Nukleotiden zusammen und simohath in der Lage, komplexe
Sekundar- und Tertiarstrukturen auszubilden. Dddurentstehen spezifische
Bindungsstellen und katalytische Zentren, die dieun@lage fir die Katalyse
chemischer Reaktionen bilden. Die HypotheseRIEA-Welt, in der alle essentiellen
Funktionen von Ribonukleinsduren tibernommen wurbenyht auf der Tatsache, dass
RNA in der Lage, ist die Speicherung von Informaéio und die Katalyse von
Reaktionen in einem Molekul zu vereinen. Ein mdghic Ansatz, die Existenz der
RNA-Welt zu bekréaftigen, besteht darin, Ribozymer fdie Katalyse aller
lebensnotwendigen Reaktionen zu finden. Diese Reaki sind Bestandteile folgender
Bereiche: die eigene Reproduktion, die Synthese derdGebrauch von Nukleotid-
basierten Cofaktoren, der Acylgruppentransfer figr 8ynthese von Peptiden und die
Katalyse grundlegender Stoffwechselw&geMit anderen Worten, es mussten
verschiedene katalytisch aktive RNA-Spezies vorbandein, die unter anderem
Phosphodiesterbindungen spalten und knipfen kénmenneue RNA-Molekile zu
synthetisieren. Zusatzlich sollten sich Ribozymée wuch moderne Enzyme heute,
Nukleotid-basierter Cofaktoren wie Coenzym A bediekonnen, um die Ubertragung
funktioneller Gruppen zu erleichtern und ihre kgtiathe Vielfaltigkeit zu erhéhen. Die
Knipfung von Peptidbindungen ist vor allem in despgten® RNA-Welt von

Bedeutung, da diese den Ubergang in die erstereiRfbasierten Lebensformen
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ermoglicht hatte. Nicht zuletzt stellt die Katalyg®indlegender Stoffwechselreaktionen
die erforderliche Energie und Bausteine fur derarhes Lebens zur Verfigung.
Ribozyme flr die Katalyse all dieser Reaktionenrigmauf zwei verschiedenen Wegen
gefunden werden: durch die Suche nach weiterenrlichién Ribozymen oder die
Entwicklung neuer kinstlicher Ribozyme. Somit ertigbggn die Studien zur
Durchfuihrung einemn vitro Evolution nach Spiegelman und die Entdeckung heki@r

Ribozyme in Kombination die Untermauerung der RNA&WW heorie.

Natirliche Ribozyme

Nach der Entdeckung der ersten Ribozyme wurde ¥iekzahl weiterer katalytisch
aktiver RNA naturlichen Ursprungs gefunden. Dasalgéische Repertoire der bisher
bekannten natirlichen Ribozyme umfasst hauptsédcHie Hydrolyse und Umesterung
von Phosphodiestern. Die einzige Ausnahme bildst wlahl zugleich bedeutendste
Ribozym, das Ribosom. Mit der Verdffentlichung déiistallstruktur konnte gezeigt
werden, dass das Peptidyltransferase-Zentrums, iegdlaipfung der Amidbindung
erfolgt, vor allem aus der 23S rRNA des Ribosomstdig und sich der Grol3teil der
Proteinbausteine auRerhalb der funktionellen Zentrefinde®). Vor allem diese
Entdeckung untermauert stark die Existenz der RN&tyda man nun der Antwort auf
die Frage: was war zuerst vorhanden, ,Huhn oder ®&NA oder Protein, einen grof3en
Schritt naher gekommen #ét. Es ist davon auszugehen, dass das Ribosom uggighiin
nur aus RNA bestand und die Proteinbausteine ersger spateren Entwicklung zur
Erh6hung der Leistung hinzugekommen sind.

Durch neue Kiristallstrukturen mit annahernd atomaneflosung fir die meisten der
bekannten natirlichen Ribozyme ist es nun moglidn genauen Mechanismus der
RNA-Katalyse aufzuklaren. Dabei zeigt sich, dashtwie zunédchst angenommen alle
Ribozyme Metalloenzyme sind, welche divalente lofierdie Katalyse benétigen und
positionieren, sondern die funktionellen Gruppen Mekleotide selbst aktiv an Saure-
Base-katalysierten Reaktionen teilnehmen kéHteEin Beispiel sei hierbei besonders
hervorgehoben: mit der Kristallstruktur des gim®ddyms wurde ein weiteres
Katalyseprinzip erstmals bei naturlichen Ribozynesmtdeckt. Das glmS-Ribozym ist
gleichzeitig auch ein so genannter Riboswitch,edst durch die Bindung des Cofaktors

Glucosamin-6-Phosphat aktiv. wird. In diesem Falldogh nicht durch
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Konformationsanderung, wie es normalerweise bei R#roswitches erfolgt, sondern
durch Bindung des Cofaktors innerhalb einer vongaten Tasche und dessen direkter,
aktiver Beteiligung an der Katalyse im aktiven Zzant*> 3! Dieses Beispiel zeigt,
dass RNA in der Lage ist, raumliche Strukturen absden und unter Einbindung von
Cofaktoren Reaktionen zu katalysieren.

Tabelle 1.1Natirliche Ribozyme und Ribonukleoprotein-Enzyme
(modifiziert nach™)
Ribozym Aktivitat (Reaktionsprodukt)

Hammerhead

Hepatitis Delta Virus

Selbstspaltung durch Umesterung

Hairpin .
(2’,3’ zyklisches Phosphat)

Varkud satellite

glImSRiboswitch-Ribozym

Gruppe | Intron Selbstsplicing durch Umesterung

Gruppe Il Intron (3-OH)

RNase P* Prozessieren primarer tRNA durch Hydrolyse
(3'-OH)

Spliceosom* RNA Splicing durch Umesterung

(U2 + U6 snRNAS) (3-OH)

Ribosom* Peptidyltransfer

(23S rRNA) (Amid)

* Ribonukleoprotein-Enzyme; In Abwesenheit der €ir@inheiten zeigt
RNase P in manchen Spezies relevante Aktivitaicedgbm (U2 und U6
SnRNA alleine) Splicing-verwandte Aktivitat, die chemnistisch dem
Spliceosome ahnéft! und rRNA keine Aktivitat.

Kinstliche Ribozyme

Das Repertoire an Reaktionen naturlicher Ribozyias,wir bis jetzt kennen, reicht bei
weitem nicht aus, um alle Funktionen, die in derARWelt ausgefiihrt werden mussten,
abzudecken. Mit Hilfe dein vitro Evolution war es jedoch mdglich, weitere Ribozyme
mit den gewulnschten katalytischen Eigenschaften @unger RNA-Bibliothek zu
selektieren, so genanrkénstliche Ribozyme Durch die Entwicklung der Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCRIfregten sich im Vergleich zu den

ersten Experimenten von Spiegelman enorme MoglitdrkeGold*®, Szostak” und
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Joycé'® etablierten Anfang der Neunziger die Methode itevitro Selektion oder
SELEX (Systematic_Kolution of Ligands by_Eponential Enrichment) und waren
dadurch erstmals in der Lage, gezielt nach RNA-Midken mit bestimmten
Eigenschaften zu suchen. Dabei kbnnen zwei untedathe Zielsetzungen verfolgt
werden. Zum einen die Suche nach so genannten &ptarmdas sind RNA-Sequenzen,
die in der Lage sind, bestimmte Molekule spezifisarbinden. Zum anderen die Suche
nach neuen Ribozymen, die gewlinschte Substratetzensend ausgewahlte Reaktion
katalysieren konnen. Seitdem wurde eine Vielzahuenekunstlicher Ribozyme
gefunden, die das Spektrum an katalysierten Reaktianmens erweiterten. Tabelle 2
zeigt neben einer Auswahl von Reaktionen, die dkiéhstliche Ribozyme bisher

katalysiert werden konnen, auch deren mogliche amlkn einer RNA-Welt.

Tabelle 1.2Reaktionen kiinstlicher Ribozyme und ihre méglicherFunktionen in der
RNA-Welt®

Reaktion Ref. Funktion RNA-Welt
5> 3’ RNA Ligation 11521 Replikation
5'> 5' RNA Ligation [22]

AMP-capped 553’ Ligation [23]

Polymerisierung [24-26]

5'> 5’ Self-capping 271 Cofaktoren Synthese: CoA, NAD

28,291 Cofaktoren Gebrauch: Molekile mit Phosphat

Redox Reaktionen (30,31 Cofaktoren Gebrauch: NADNADH

(32, 33]

Thioester Bildung Cofaktoren Synthese: Acetyl-CoA

[33]

Acyl-Aktivierung Evolution der Translation

Acyl-CoA Synthese (32, 34]

Aminoacyl-Transfer [35-37]

Amid-Bindungsknipfung [38-41]

Acyl-Transfer [42. 43]

andere Stoffwechselwege:

[44]

N-gykosid. Nukleosid Biosynthese

[45]

Bindungskntipfung Fettsaure Biosynthese

[46]

Claisen-Kondensation Zucker Metabolismus

Aldol-Kondensation
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In vitro Selektion

Die Methode dein vitro Selektion beruht auf einer festen Abfolge mehr&dhritte, in
denen alle Kriterien der Darwin’schen Evolutionsthe enthalten sind. Zunachst wird
eine Bibliothek von Nukleinsauresequenzen bendtigt, aus einem randomisierten
Bereich in der Mitte und konstanten Primerregioaanden Enden besteht. Diese wird
durch Standard-DNA-Oligonukleotidsynth&&e erzeugt und kann mittels PCR
amplifiziert werden. Die dadurch entstandene dogipiigige DNA (dsDNA) dient als
Matrize fiir die sich anschlieBendte vitro Transkriptiof® *°. Hieraus resultiert die
RNA-Bibliothek, die den Ausgangspunkt der Selektioiidet (Abbildung 1.2). Im
ersten Schritt der Selektion erfolgt die Zugabegispezifischen Substratmolekuls, mit
dem die gesuchten aktiven RNA-Sequenzen eine Reakiiler Bindung eingehen.
Dabei erwerben aktive RNA-Spezies gleichzeitig efmkergruppe, wodurch sie im
zweiten Schritt, der Immobilisierung, aus dem RN&oePisoliert und von inaktiven
Molekulen unterschieden werden kénnen (Selektigkjive Sequenzen werden dann
durch Reverse Transkription wieder in cDNA (compdetary DNA) umgeschrieben
und somit der Vervielfaltigung mittels PCR zugaohli Der an aktiven Sequenzen
angereicherte  DNA-Pool dient nun erneut als Ausgpngkt fir den nachsten
Selektionszyklus. Der Aspekt der Mutation wird ier dMethodik deiin vitro Selektion
einerseits durch den Einsatz einer Bibliothek sgat. Dies ermdglicht die Umsetzung
einer sehr groRen Anzahl verschiedener Sequeitzisnzu 16° zu Beginn der
Selektion. Wahrend des PCR-Schritts besteht arsaterauch die Mdglichkeit, durch
den Einsatz von Enzymen ohne ,proof-reading* Akt Mutationen einzufiihren und
somit die Diversitat der Sequenzen weiter zu ernobeeser zusatzliche Schritt macht

diein vitro Selektion (nach Szostak) zarvitro Evolution (nach Joyce).

Anhand dieses Selektionsschemas kdnnen RNA-Molegélektiert werden, die ein

bestimmtes Substrat spezifisch binden kdnnen, sargge Aptamere. Zuséatzlich sind
auch katalytisch aktive Sequenzen, die selbst Reaktion mit dem Substrat eingehen,
anhand dieser Selektionsstrategie zuganglich (Rribe}x. Dieser Ansatz wird auch als
direkte Selektion bezeichnet, da das Selektionskriterium die Katabiser bestimmten

Reaktion ist. Folglich wird direkt nach katalytisaktiven RNA-Sequenzen gesucht. Im
Gegensatz dazu besteht die Mdglichkeit, gegen dmerdangszustand einer Reaktion

zu selektieren. Indirekt wird dabei davon ausgegangdass das resultierende Aptamer
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auch die gewiinschte Reaktion katalysieren kannseBi&onzept wurde bereits sehr
erfolgreich bei der Entwicklung katalytischer Ariiper angewendet (siehe Kapitel
1.2). Bei der Selektion katalytisch aktiver Nukkmren wurde es jedoch nur in

wenigen Fallen erfolgreich einges&t*.

Substrat mit
»X Ankergruppe

RNA
Bibliothek

Transkription Reaktion

DNA >X-RNA
./O

RT-PCR Immobilisierung
»-X-RNA Verwerfen
inaktiver RNA

Abbildung 1.2: Allgemeines Schema der direktén vitro Selektion. Ausgehend von
einer chemisch synthetisierten DNA-Bibliothek Gldrt man diese mittels
Transkription in die entsprechende RNA-BibliothdRurch Zugabe des mit einer
Ankergruppe modifizierten Substrats erwerben digmm RNA-Sequenzen die
Ankergruppe, welche mit dem Substrat eine BinduRg\ftamer) oder eine Reaktion
(=Ribozym) eingehen kodnnen. Im anschlielenden Imnsadnlingsschritt werden
aktive RNA-Spezies selektiv von inaktiven Sequeniker die Ankergruppe getrennt
und mit RT-PCR vervielfaltigt. Die resultierende BMBibliothek, die an aktiven

Verbindungen angereichert ist, dient nun als Valtig die nachste Selektionsrunde.

Eine Einschrankung der direkten Selektion ist dis@che, dass die RNA dabei stets
selbst die Funktion eines Reaktanten erfillt. Dadet Methode dem vitro Selektion
einem breiteren Spektrum an Reaktionen zugangliath wurde in den Arbeitsgruppen
von Eaton und Jaschke das Prindigr direkten Selektion mit linkergekoppelten
Reaktanden entworfeft® °* ¢! Dieses erméglicht die Generierung von Katalysator
fur die Umsetzung zweier beliebiger Reaktanden,enmd einer der beiden

Reaktionspartner A Uber einen inerten Linker kovalait der RNA verbunden wird.
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Der zweite Reaktant B tragt wiederum eine AnkergrmipKatalysieren nun aktive
RNA-Sequenzen die gewilnschte Reaktion A + B, ergrerbliese gleichzeitig die
Ankergruppe und kdnnen isoliert werden. Durch devkér werden dabei Reaktant und
Katalysator rdumlich voneinander getrennt, so d&sse sterische Hinderung bei der
Faltung der RNA und der Katalyse auftritt.

Soll nun auf eine Bindungsspaltung anstelle einad@hgsknipfung selektiert werden,
kommt ein etwas anderes Schema zum Einsatz. IremdieBall sind alle RNA-
Sequenzen der Bibliothek bereits zu Beginn tUberziaspaltende Substrat mit einer
Ankergruppe versehen und nur aktive Spezies verligliese durch Abspaltung des
Substrats. AnschlieBend werden inaktive Molekuleclummobilisierung aus dem
Pool entfernt. Bei der Durchfiihrung einer solchetel&ion auf eine Spaltungsreaktion
ist dabei stets zu beachten, dass RNA-Molekile #ektevsten sich selbst spalten
konnen. Aus diesem Grund ist in vielen Fallen dielietrung von Ribozymen mit

RNaseaktivitat der wahrscheinlichere Ausgang esnlrhenin vitro Selektion.

Seit der erstenn vitro Selektion 1990 konnten neben Ribozymen auch zah&e
Aptamere isoliert werden, die mittlerweile mehr als 100 sadiedene Zielmolekile
spezifisch binden kénn&f. Dabei unterscheiden sich die Substrate erheblichren
Eigenschaften, beispielsweise in ihrer MolekulgrdBeexistieren Aptamere sowohl fir
einzelne Aminosauren (L-Arginin), kleine Peptideul§Stanz P), aber auch ganze
Proteine (HIV-1 Reverse Transkriptds8) Diese Vielfaltigkeit zeigt, dass
Nukleinsduren nahezu jedes Targetmolekil gezideraren und spezifisch binden
konnen. Dabei sind sie durdh vitro Selektion schnell und einfach zuganglich und
haben daher grof3es Potential fir eine breite Anwegdzum Beispiel auch als
Arzneimittel. Der bekannteste Vertreter ist woh$ dgptamer Pegaptanib (Macugen®),
das spezifisch VEGF_é&scular_adothelial_gowth factor) bindet und zur Behandlung

der altersabhéangigen Makuladegeneration eingesettt

Durch in vitro Selektion konnten neben Ribozymen und RNA-Aptameagich

DNAzymé®>*®! und DNA-Aptamer€? isoliert werden, obwohl bisher keine
nattrlichen Vertreter bekannt sind. Hierfir kann éhnliches Selektionsschema wie
oben beschrieben verwendet werden. Dabei enté@tigh der Schritt der Transkription,
durch die DNA in RNA umgeschrieben wird. Anstellesden ist die Isolierung des
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Sense-Stranges aus der dsDNA erfordeffich Aufgrund der fehlenden 2
Hydroxylgruppe ist die Moglichkeit der aktiven Biéigung durch funktionelle Gruppen
an der Katalyse sowie die Ausbildung komplexer &l und Tertidrstrukturen
eingeschrankt im Vergleich zur RNA. Deshalb wurdehér angenommen, dass die
katalytischen Fahigkeiten von DNAzymen dem katagfien Repertoire von
Ribozymen unterlegen sind. Neueste Ergebnisse \vbrer®an und Mitarbeitern
konnten diese Vermutung jedoch fir die Kniupfungeei€-C-Bindung durch eine
Diels-Alder-Reaktion entkraftéif. Es konnte gezeigt werden, dass ein Diels-Alder
DNAzym in der Lage ist, die gewunschte Reaktionaett gleichen Effizienz bekannter
Ribozyme zu katalysieren.

Die groldte Bedeutung von DNAzymen kommt bishersdeuenzspezifischen Spaltung
von RNA mithilfe von divalenten Kationen als Cofai¢n zu. Die DNAzyme 17-8 und
10-23, die 1997 von Joyce und Mitarbeit®¥nselektiert wurden, werden heute als
biotechnologische Werkzeuge in Laboratorien eingésem RNA Sequenzen an einer

gewilnschten Position gezielt zu schneiden.

In vitro Selektion mit modifizierten Nukleotiden und Cofakbren

Wie bereits erwahnt, sind chemische Diversitat sochit auch katalytisches Potential
von Nukleinsauren, Ribozymen und DNAzymen im Veidiezu Proteinen deutlich
eingeschrankt. Vor allem funktionelle Gruppen, dis Saure-Base Katalysator bei
neutralem pH (z. B. Histidin), als primares Alkyln (z. B. Lysin), als Carboxylat (z.
B. Aspartat) oder als Thioalkohol (z. B. Cystein)n@ieren konnen, fehlen den
Nukleinsaurefi®. Dies hat zur Folge, dass ein GroRteil der kafagt aktiven
Nukleinséduren divalente Metallionen als Cofaktozen Durchfiihrung von Reaktionen
verwenden. Fehlende funktionelle Gruppen kénnendgedauch anderweitig zugefihrt
werden, beispielsweise indem modifizierte Nuklegtid eingesetzt werden. Joyce und
Mitarbeiter selektierten auf diese Weise ein DNAzyas in der Lage ist, durch einen
ahnlichen Mechanismus wie RNase A Ribonukleinsdunathilfe eines aktiven
Histidinrestes zu spalten. Dabei fungiert ein lmamla das durch Modifikation von
Deoxyuridin eingefuhrt wurde, als Base. Auch Saotgasen sollen auf diese Weise
nachgeahmt werden. Madder und Mitarb&fter synthetisierten 2’-Amino-2'-

Desoxyuridin-Derivate, die mit Serin, Histidin umkkpartat modifiziert wurden. In
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weiteren Versuchen soll durch den Einbau der eetsygnden Phosphoramidite in
DNA Oligomere die Formierung von DNA-Duplexen eriéigt werden, innerhalb

derer die katalytische Triade korrekt positionisttund die dadurch in der Lage sein
sollen, die Funktion einer Serinprotease zu erfillEine weitere Moglichkeit der
Bereitstellung von Cofaktoren ist die Zugabe kleioeanischer Molekiile wéahrend der
Selektion. Auch durch diesen Ansatz konnten DNAzygeeeriert werden, die den
Mechanismus der RNase A ubernehmen und mithilfelvbiistidin als Cofaktor in der

Lage sind, Ribonukleinsauren zu spdftdn Ein weiteres Beispiel fur das
Miteinbeziehen von Cofaktoren sind Arbeiten vonv&itan und MitarbeiteH?, die

ein Deoxyribozym selektiert haben, das die Periathiingige Elimination von

Purinbasen (Depurinierung) ermaoglicht.
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1.2 Die Peptidbindung: eine ,harte Nuss* fir Protea  sen

Proteasen erflllen durch Spaltung von Peptidbindnrnig lebenden Mechanismus eine
Vielzahl wichtiger Funktionen. Sie sind ubiquit&eazyme, d. h. sie kommen in allen
Geweben und Zellen, in allen Arten von Organismemn. vhr allgegenwartiges
Auftreten spiegelt sich auch in ihren vielfaltigeonktionen wider. Zu den Aufgaben
von Proteasen im Proteinstoffwechsel zahlt die diytische Spaltung von
Nahrungsbestandteilen, wodurch die Absorption éiezeAminosauren und kleiner
Peptide aus dem Magen-Darm-Trakt ermdglicht wirdu3é&rdem werden durch
proteolytische Reaktionen bestimmte Proteine namhBiosynthese durch Abspalten
von Peptidfragmenten aktiviert bzw. deaktiviert. iWwhin werden durch den Abbau
nicht mehr bendtigter Proteine durch Proteasen Asdaren fur die Neu-Synthese von
Proteinen bereitgestellt. Die Entwicklung von Past Inhibitoren in der medizinischen
Forschung ist von grol3er Bedeutung, da Proteastn anderem an der Bildung von
Tumoren und deren Metastasierung beteiligt sindiiber hinaus spielen proteolytische
Reaktionen bei der Regulation der Blutgerinnungs dé@mplementsystems, der
Fibrinolyse und intrazellularen Signalwegen (widspe&lsweise der Apoptose) eine
wichtige Rollé™".

Die Peptidbindung

Eine Peptidbindung entsteht formal durch die Reakiler a-Carboxylgruppe einer
Aminosaure mit des-Aminogruppe einer zweiten Aminosaure unter Freiseg eines
Wassermolekils. Das Gleichgewicht dieser Reakiagt Energetisch auf der Seite der
Hydrolyse und erfordert daher bei der Bildung deptRibindung Energie. Wahrend der
Biosynthese von Proteinen, genauer bei der Beladen@’-Hydroxylgruppe der tRNA
mit der entsprechenden Aminosaure, wird ATP vertiigum die Carboxylgruppe der
Aminosaure als Aminosaureester fiur das Fortschreitler Proteinsynthese zu
aktivieren. Die eigentliche Knupfung der Peptidhind im Ribosom ist dann eine
thermodynamisch spontan ablaufende Reaktion, dia Peptidyltransferasezentrum
katalysiert wird, das sich ausschlieRlich aus 23F8NA (ribosomale RNA)

zusammensetzt. Neueste Erkennthi8seefiirworten die Vorstellung, dass sich das
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Ribosom flr die Ausbildung einer Peptidbindung haéphlich Mechanismen bedient,
die entropischen Ursprungs sind. Dazu gehdrenxdikte Positionierung der reaktiven
Gruppen in raumlicher Nahe zueinander (durch Wealréeingen der rRNA mit den
konservierten CCA-Enden der tRNAs und dedminogruppe in der P- und A-Stelle),
die Bereitstellung eines elektrostatischen Umfel@@s die bendtigte freie Energie fur
die Ausbildung des stark polaren Ubergangszustandes vermindern), die
Abschirmung des reaktiven Zentrums gegen einentéitaler Wassermolekile und die
leichtere Ausbildung der Abgangsgruppe durch Peattmansfer. Ein anderer
Mechanismus, der bereits Einzug in Lehrblicher dectigmie gehalten hat, namlich
dass das Stickstoffatom N3 des Adenosin-Restes AB46rRNA im aktiven Zentrum
in Form einer allgemeinen Base an der Katalyseillygtést, konnte in neuesten

Untersuchungen nicht bestatigt werd@n

Trotz der energetisch bevorzugten Hydrolyse sinati®eindungen in wassriger Losung
und ohne Zugabe von Katalysatoren sehr stabil @sittzen Halbwertszeiten zwischen
7 und 600 Jahren (pH 7 und 25°€¥7®. Die Spaltung einer Peptidbindung,
beispielsweise von Glycin-Glycin, geschieht erstteunVerwendung von 1 M
Natronlauge ( ~ 2 Tage bei 25 °C), 1 M Salzsaurg £t 150 Tage bei 25 °C) oder in
Anwesenheit von Metallkomplexen, die beispielswé{sbalt, Palladium oder Kupfer
enthalteH”. Diese hohe kinetische Stabilitat erklart sich ctiurdie mesomeren
Resonanzstrukturen der Peptidbindung und deren  epuégfen
Doppelbindungscharakter. Daraus ergeben sich eaeame Anordnung der an der
Peptidbindung beteiligten Atome sowie eine verl@i€tN-Bindung der Peptidgruppe
in Vergleich zur N-G-Einfachbindung. Diese Konformation fihrt zu eimeaximalen
Uberlappung dern-Orbitale, welche die Starrheit der Peptidbindumlzet. Die
partielle Doppelbindung zwischen Kohlenstoff- unticl&toffatom stabilisiert die
Bindung, wahrend gleichzeitig die Carbonylgrupper deeptidbindung wenig
zuganglich fur einen nukleophilen Angriff ist.
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Serinproteasen

Proteasen spalten Proteine durch eine Hydrolyseosalknamlich der Addition eines
Wassermolekils an eine Peptidbindung. Die Eintgikerfiolgt in vier Hauptklassen:

Serinproteasen
Aspartatproteasen

Cysteinproteasen

w0 NP

Metalloproteasen

Dabei gehoren nahezu ein Drittel aller ProteaserKiasse der Serinproteas&if*, die

einen stark nukleophilen Serinrest im katalytisclmtrum ausnutzen, um bei der
Spaltung die nicht reaktive Carbonylfunktion depfibindung angreifen zu kénnen.
Dabei wird wahrend der Katalyse das Acylpeptid kistig kovalent auf das Enzym
Ubertragen. Durch rontgenkristallographische Stmaktalysen konnte bereits in den
Sechziger Jahren gezeigt werden, dass dieserve&@erinrest Teil einddatalytischen

Triade!®?®4 ist, welche eine besonders hohe Nukleophilie efitfitg(Abbildung 1.3).

In dieser Anordnung ist der Serinrest Uber eine d&fstoffbricke mit einem
Histidinrest verknupft, so dass die Serinseitemketpositioniert und deren
Hydroxylgruppe polarisiert wird. Die NH-Gruppe deBstidinrests wiederum bildet
eine Wasserstoffbriickenbindung zu der Carboxylatigeueiner Aspartatseitenkette,
wodurch die Eigenschaften des Histidins als Pratakeeptor zusatzlich verstarkt
werden. Die exakte Charakterisierung aller wahredet Katalyse auftretenden
Wechselwirkungen ist bis heute nicht erschopfendlage und wird immer noch

genauer untersucht (z. B).

-0 --0
- . __-H™¥~_—Ser -0 ~ - ~—Ser
Asp/\| - NN Asp/\(f.'_ H-n 7o -H
His His

Abbildung 1.3: Die katalytische Triade. Im aktiven Zentrum von iggmteasen
ermoglicht die katalytische Triade die Bildung airstark nukleophilen Serinrests.
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Aufgrund der spezifischen Anordnung der katalytesthTriade kann auf den
Mechanismus der Hydrolyse durch Serinproteasergessen werden (Abbildung 1.4),

welcher von Fastrez und Feréfit1973 experimentell durch die Spaltung von Peptiden

bestatigt wurde.
Oxyanion-
tasche
<
) o .
1] R Vs
Ral O : 2o, &
EAC g VR
= - 7N
O N3 HT O e AN o He Ay < OnSer O A Onser

—  » Asp I:,

R 7 Acyl-Enzym

tetraedrisches Ro. _H
Zwischenprodukt D E

O\\?ART’

% ~0. O~
/\C,//O ‘H\N/%N.-‘H ~——Ser Asp/\c'/" “Hey Xy [0)
= [~

~—-Ser

o}

a ‘Acyl—Enzym

Oxyanion-
I H tasche E H20
0" YR) .
- =
e % F

Hoo &
o-. oM
p/\?/ ~H\N/§NWH')

(0]

e ’Acyl-Enzym

tetraedrisches
Zwischenprodukt

Abbildung 1.4: Mechanismus der Hydrolyse einer Peptidbindung durch
Serinproteaséft!.

Zunachst erfolgt nach der Substratbindung (A) derkleophile Angriff der
Hydroxylgruppe des Serinrests auf das Carbonylkwttéfatom der zu spaltenden
Peptidbindung (B), wodurch ein tetraedrisches Zingesprodukt gebildet wird. Dieses
tragt formal eine negative Ladung am Sauerstoff @arbonylgruppe und wird durch
Wechselwirkungen mit der so genannten Oxyanion&asigs Enzyms stabilisiert. Die
Interaktionen finden dabei zwischen der negativadung des Zwischenprodukts und
den NH-Gruppen des Proteinriickgrates statt. Im Anss resultiert aus dem Zerfall
des Zwischenprodukts und der Ubertragung einesofsovvom Histidin auf die
entstandene Aminogruppe das Acylenzym und das r@ittate Spaltprodukt mit der
freien Aminofunktion kann sich vom Enzym lésen (@duD). Die Hydrolyse der

Estergruppe des Acylenzyms erfolgt unter Mitwirkuemes Wassermolekiils (E)
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prinzipiell nach dem gleichen Mechanismus wie deal&ing der Peptidbindung zuvor:
Das Wassermolekil greift die Carbonylgruppe desr&san, wobei wiederum der
Histidinrest durch Abstraktion eines Protons dedsakleophile erhdht und erneut ein
tetraedrisches Zwischenprodukt gebildet wird (Fgse Struktur zerfallt in Analogie zu

Schritt C, wodurch die freie Carbonsaure gebildiet \{G) und durch deren Freisetzung
das Enzym schlief3lich in seinen Ausgangszustanitkuersetzt wird (H).

Dem Reaktionsmechanismus der Serinproteasen lagserzwei allgemeine und weit

verbreitete Katalyseprinzipien zuordnen: die kontdeKatalyse, wobei im Verlauf der

Katalyse eine reaktive Gruppe im aktiven Zentrumns &mzyms vorubergehend eine
kovalente Bindung mit dem Substrat eingeht, undatligemeine Saure-Base-Katalyse,
wobei ein anderes Molekil als Wasser (in Fall derirfproteasen das Histidin), die

Funktion eines Protonendonors oder -akzeptors itharh

Trotz der strukturellen Homologie verwandter Semr@asen (z. B. Chymotrypsin,

Trypsin und Elastase) beeindrucken diese Enzymehdilnre hohe Substratspezifitat,
welche entscheidend durch Wechselwirkungen mit Asdoreresten an der
aminoterminalen Seite der zu spaltenden Peptidbmddeterminiert wird. Von

zentraler Bedeutung ist hierbei die direkt angraedeeSeitenkette, welche die speziellen
Anforderungen der jeweils entsprechenden Binduetisstn Enzym erfiillt. So spaltet

beispielsweise Trypsin spezifisch Peptidbindungeathn Aminosauren mit positiv

geladenen Seitenketten wie Arginin und Lysin, vekdse mit einem Aspartatrest der
S1-Bindungstasche ionische Wechselwirkungen eingelmed so die zu spaltende
Bindung im aktiven Zentrum optimal positionierenucdh wenn in Lehrblchern

Enzymspezifitat oft anhand des Beispiels der Wdahid@ingen zwischen Substrat und
S1-Bindungstasche der Chymotrypsin-verwandten Serieasen veranschaulicht wird,
zeigten Mutationsstudien der entsprechenden Amuresadass es nicht so einfach ist,
die Spezifitat der einen Protease in eine anderellzerfihren. Neben der S1-
Bindungsstelle sind noch weitere Elemente an Sattétidung und Substraterkennung
beteiligt. Dazu gehoren die weiteren Bindungstascief der aminoterminalen Seite
der zu spaltenden Peptidbindung, sowie Wechselwgéno des Enzyms mit den

Aminosaureresten auf der carboxyterminalen Setédgangsgruppe.
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Katalytische Antikorper

Naturlich vorkommende proteolytische Aktivitat winicht nur im Zusammenhang mit
Enzymen beobachtet, sondern konnte auch bei derekiwsellen und funktionellen
Verwandten, den Antikdrpern, gezeigt werden. Dagliolde katalytische Potential von
Antikérpern (CAbs _atalytic antibodies, Abzym) wurde zum ersten Mal in den
Siebzigern von S. Erhan und L. D. Gréflérbeschrieben. Sie agieren einerseits wie
Antikorper, indem sie ihr komplementares Antigemachst erkennen und binden.
Andererseits kbnnen sie zusatzlich wie ein Enzyme dReaktion an ihrem Substrat
katalysieren. Unspezifische katalytische Antikorgeseten ubiquitar bei gesunden
Menschen auf, als Teil ihrer angeborenen Immunabw&kit haufiger werden jedoch
antigenspezifische CAbs in Verbindung mit Autoimrkeamkheiten beobachtet, bei
denen sie sowohl schéadliche als auch heilsame Wirkhaben kdnnen. Von grofter
Bedeutung ist hierbei die Aktivitdt als Proteaseaben den Funktionen als DNasen,
RNasen, Esterasen oder Amyld&8n

Ihre proteolytischen Eigenschaften machen katalyéis Antikdrper zu vielseitig
einsetzbaren Werkzeugen in Medizin, Diagnostik aneémischer Industrie. Hierfur ist
es jedoch notwendig, ,mafRgeschneiderte” katalyisghtikorper kunstlich herstellen
zu konnefi®®?. Der allgemeine Grundsatz der enzymatischen Ksgalywurde
urspriinglich 1946 von Pauling beschrieben und spéa Jencke® ausgebaut. Er
bestent darin, dass durch molekulare Bindung undabi&tierung des
Ubergangszustandes einer Reaktion diese ermoglictit Diesen Grundsatz machten
sich LernéP® und Schult?® zunutze und gewannen die ersten katalytischen
Antikorper. Dabei werden Analoga von Ubergangsznwsta der gewiinschten
Reaktionen, beispielsweise Phosphonamidite zurt@pmalvon Amiden, als Haptene fir
Immunisierungen eingesetét, bei denen auf das natiirliche Reservoir voft118°
verschiedenen Antikdrpern zurlckgegriffen wird. DHgdrolyse von Amiden durch
CAbs erfolgt dabei mit einer Geschwindigkeitskongta k. von 0.08 mif und einem
kw-Wert von 562 uM. Spezifische katalytische Antikérp zur Spaltung
krankheitsassoziierter Peptide und Proteine koneleenfalls durch Immunisierung
angefertigt werden (z. B*®). Die Analyse der Aminosauresequenzen und Molecula
Modelling Untersuchungen zeigten, dass sich diesegnenen Antikorper, ebenso wie
einige natirliche CAbs, des gleichen Mechanismus Sgrinproteasen bedienen und

ebenfalls katalytische Triaden, bestehend aus Sklistidin und Aspartat, besitzen.
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Diese Erkenntnis macht man sich zur Entwicklungever katalytischer AntikGrper mit
Proteaseaktivitdt zunutze, indem die AminosaurenTai@ade mittels ortsspezifischer
Mutagenese gezielt in nicht katalytisch aktive Kdtper (gegen ein bestimmtes Peptid)
eingebaut werden. Durch diesen Ansatz konnte esmgsge proteolytische Aktivitat im
Vergleich zum Wildtyp-Antikérper erhalten werd&h Durch das Vorhandensein einer
Triade liegt es nahe, dass sich katalytische Anpgd im Allgemeinen &hnlicher
katalytischer Mechanismen bedienen wie SerinpreteaSie besitzen eine grol3ere
Affinitat fir den Ubergangszustand der Peptidbirgdafs fiir deren Grundzustand und
stabilisieren somit das tetraedrische ZwischengbdAulRerdem konnte auch bei
katalytischen Antikdrpern eine kovalente Bindung &eibstrats und die Bildung eines
Acyl-Antikdrpers durch den nukleophilen Angriff deeaktiven Aminoséuren der

katalytischen Triade nachgewiesen werden.

Zu den moglichen klinischen Anwendungen katalyscntikorpelf® % gehoren

aufgrund ihrer Fahigkeiten:

1. der Abbau oder die Spaltung kleiner toxischer Molekm menschlichen Kérper zu
dessen Entgiftung (beispielsweise Kokain oder Nijot

2. die Aktivierung von Prodrugs bei der zielgerichire@hemotherapie und

3. die Bekdmpfung von Krankheiten wie HIV-Infektioneder Alzheimer durch

gezielte Spaltung krankheitsassoziierter pathogeeptide und Proteine.

Kinstliche Serinproteasen — Serinprotease-Mimetika

Die grol3e Effizienz und Selektivitat, mit der diatNr in der Lage ist, Reaktionen unter
milden Bedingungen zu katalysieren, hat Forschdrorscimmer dazu inspiriert,

enzymatische Mechanismen auch flir die organiscih8ge nutzbar zu machen. Das
angestrebte Ziel ist dabei stets die Entwicklungafdgeschneiderter”, kinstlicher

! Hierfir mussen die ausgekligelten

Enzyme oder Enzym-Mimetikd®® 9
dreidimensionalen Strukturen, die die Natur in Milen von Jahren hervorgebracht
hat, imitiert werden. Die besondere Herausforderdagei ist, dies innerhalb einer
Zeitskala zu realisieren, die fur die Forschundipkabel ist. Als Modellreaktion ist die

Hydrolyse von Amiden besonders geeignet, da siea@asn im wassrigen Medium nur

durch geeignete Katalysatoren erreicht werden kamd zum anderen der
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Mechanismus, mit dem Serinproteasen eine solchdtu8gaerméglichen, sehr gut
untersucht ist und dadurch leichter nachgeahmtevekdnn.

Fur die Entwicklung solcher kunstlicher Serinprea oder Mimetika gibt es
verschiedene Ansatze (Abbildung 1.5), die jedocimvselben Prinzip ausgehen:
Enzyme sind Makromolekile, die Reaktionen durctéahr indem sie durch
Abschirmung eines Grol3teils der wassrigen Phaseopkidbe ,Reaktionsraume*
schaffen und somit die fir die Reaktion noétige iin@dynamische Stabilitat des
Ubergangszustandes ermdoglich®n Dabei konnen die katalytisch funktionellen
Gruppen, die in diesen ,Reaktionsraumen® lokalisiesind, sowohl aktive
Aminosaurereste des Enzyms selbst, als auch hifimytge Cofaktoren (wie in
Holoenzymen) sein. Als Konsequenz hieraus ergitit, slass jede Substanzklasse, die
eine Geruststruktur ausbilden kann und abschirmdfigenschaften besitzt, fur die
Entwicklung kunstlicher Enzyme genutzt werden kabBme Einfihrung katalytisch
aktiver Gruppen ist hierbei durch Modifikation deeriistsubstanz oder durch Zugabe
von Cofaktoren moglich. Kinstliche Enzyme kénnemhnder Art des verwendeten

Gerustmolekdls in folgende Gruppen eingeteilt werde

1. Makromolekiile: Proteine und proteinahnliche Strugau(synthetische Polymere)
2. weniger komplizierte Systeme wie Peptide

3. nicht peptidische makromolekulare Rezeptoren.

Letztere bestehen aus einer Substratbindungssteite konnen mit funktionellen
Gruppen modifiziert werden (Cyclodextrine, Krondmest usw.). Die nachfolgenden
Beispiele geben nur einen kleinen Einblick in dassEhungsgebiet kinstlicher Enzyme
und beschaftigen sich ausschlie3lich mit der Hyd®lvon Ester-, Amid- oder
Peptidbindungen durch Serinprotease-Mimetika nmsittéerin, Histidin und/oder
Aspartat oder deren funktioneller Gruppen.

Als makromolekulare Gerustverbindungen kommen séwphthetische Polymereals
auch Proteine zum Einsatz. Zu Letzteren zahlen dkatalytischen Antikorper als
semisynthetische, kiunstliche Enzyme (siehe vorberigapitel), welche die bisher
erfolgreichsten Protease-Mimetika darstéff€h (Abb. 1.5 A). Nach wie vor ist
rationales Design ,mal3geschneiderter* Enzyme nuingé moglich, da anhand der
Aminosauresequenz die Faltung eines Enzyms niadwggorhergesagt werden kann.

Deshalb kommen bei der Optimierung enzymatischegerSchaften einerseits
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evolutionare Methoden (gerichtete Evolutialirected evolution) zum Einsatz, wobei
Zufalls-basierte Mutationen in ein natirliches Emzgingebaut werden und die daraus
entstandene Bibliothek an verédnderten Enzymen autaMen mit verbesserten
Eigenschaften untersucht wittt*%! zum anderen kann ein natiirliches Enzym, dessen
Struktur genau bekannt ist, mittétsotein-Engineering (Abb. 1.5 B) neue katalytische
Aktivitat erlangen, indem durch ortsspezifische Bjgnese aktive Aminoséuren
eingefuhrt werden. Beispielsweise wurde Cyclophileine Prolin-lsomerase ohne
hydrolytische Aktivitat, durch den gezielten Einbaan Serin, Histidin und Aspartat in
die Peptidbindungstasche in eine Prolin-spezifisEndopeptidase umgewand@ét.
Bei der Spaltung des Dipeptides Alanin-Prolin kemndabei eine katalytische Effizienz
(Substratspezifitat)k{a/Km) von 0.2 » 16 M™* s* und eine verbesserte Reaktionsrate
(KeafKunca) VON 8 ¢ 18-fach erreicht werden.

Synthetische Polymeresind die weiteren Makromolekile neben Proteinéa fidr die
Gewinnung von Enzym-Mimetika verwendet werden. Emgdende Vorteile
synthetischer Polymere sind ihre einfachere Zugémggit, die hohere Stabilitat, und
dass sie in der Lage sind, ein gro3eres SpektruniReaktionen zu katalysieren,
vorausgesetzt es gelingt, die Prinzipien enzymagisKatalyse auf sie zu tbertragen.
Die Einfuhrung katalytisch aktiver Gruppen erfolgteist durch Copolymerisation
geeigneter Monomere, die die gewiinschte Funkti@taiiagen. Um eine geeignete
Bindungsstelle flr das gewiunschte Substrat zu rhdéommt haufig die Methode des
.Pragens” odetmprinting zum Einsatz (Abb. 1.5 C). Dabei wird die Vernetzues
Polymers in Anwesenheit des Substrates bzw. eimedofons des Ubergangszustandes
durchgefuhf®!. Lele und Mitarbeitdt®® °! penutzten hierfiirN-Methacryloyl-
Derivate von L-Serin, L-Histidin und L-Aspartat urfdhrten die Polymerisation in
Anwesenheit eines TemplateN-Nicotinyltyrosylbenzylester) durch, welches ein
Substratanalogon darstellt, das in der Lage istfaMienen zu koordinieren. Die
zusatzliche Beigabe von Cobalt-ll-lonen ermdéglicliie Koordination der
Aminosaurereste und des Templates und somit auwh rdumliche Annaherung der
katalytisch aktiven Gruppen und des Substrats.Udiersuchungen zur hydrolytischen
Aktivitat der Polymere wurde jedoch nur anhand ¥#stern als Substrat durchgefihrt,
und nicht mit Amiden oder Peptiden.

Zahlreiche Versuche wurden bereits unternommenin@etease-ahnliche Aktivitat
durch Peptide zu imitieren, in die die Aminosédurereste der kdisthen Triade
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eingebaut wurden. Als Grundlage hierfur kdnnenkiagdi, zyklische, verzweigte oder
gefaltete Peptid€®® dienen, entworfen durch Molecular Modelling (Abb.5 D),
kombinatorische Ansatze mit zwei oder drei unabfgery Peptidkettdtf® % oder
Peptid- Dendrimef&® ! Allerdings wurden auch diese Experimente meist mi
aktivierten Estern durchgefthrt und zeigten biginar moderate katalytische Aktivitat.
Diese musste teilweise revidiert werden, da dieeBngsse nicht reproduziert werden
konnted 21 In einem Ubersichtsartikel von 1996 beurteilen M.Corey und E.
Corey die aktuellen Fortschritte zute novoDesign von Peptiden als Biokatalysatoren
und vergleichen diese mit katalytischen Antikorpenekonstruierten Enzymen, nicht
peptidischen Mimetika und Ribozym&fl. Sie schlussfolgerten, dass katalytische
Aktivitat nur moglich ist, wenn Peptide eine fe&tenformation aufweisen, woraufhin
vermehrt Screening oder Modelling vorgeformter titen zum Einsatz kamét 2

Die Entwicklung vonmakromolekularen Rezeptoren als Enzym-Mimetika zahlt
ebenfalls zum traditionellen ,Design-Ansatz“. Hierb kommen eine Vielzahl
makrozyklischer Verbindungen wie CyclodextHg!?®) Cylophan&®, Kronenether,
Kryptande®®® und viele mehr zur Anwendung. Allen ist gemeinssiaie in der Lage
sind, hydrophobe Hohlraume zur Verfigung zu stelidie als Bindungsstelle und
aktives Zentrum dienen. So sind nicht modifizie@gclodextrine (Abb. 1.5 E)
beispielsweise in der Lage, die Hydrolyse von Esterd aktivierten Amiddtf® 2" zu
katalysieren. Optional kbnnen geeignete funktien€tuppen wie Imidazole, Histidine,
Peptid&?® Metallkomplexe und viele mehr als aktive Gruppémefiihrt werden.

Das einzige System von Mimetika, das es bisherdeitReaktionsrate von Enzymen
aufnehmen kann, sind einfachmtramolekulare Reaktionen wie beispielsweise
Zyklisierungen und dabei im Speziellen nukleopHieaktioneA® (Abb. 1.5 F).
Hierbei wird die zu katalysierende Reaktion Tenezi thermodynamisch begunstigten
Zyklisierungsreaktion, wodurch Systeme geschaffaarden, die in der Lage sind,
extrem stabile Bindungen innerhalb von Sekundespalten. Diese Intramolekularitét
kann auch durch kovalente Bindung des Mimetikumslas Substrat induziert werden
(induced intramolecularity), wodurch eine Hydrolysieht aktivierter Amidbindungen
bei neutralem pH mdglich ist. Dabei wird die Enz@ubstrat Bindung imitief£?.
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Abbildung 1.5: Kinstliche Serinproteasen und Serinprotease-Mimics A:
Katalytischer Antikorper VIPase: Spaltet Vasoalktivetestinales Peptid (VIP) mithilfe
einer Triade bestehend aus Ser, His, Asp; gewomhenh Immunisierund’; B
Protein-Engineering von Cyclophilin: Umwandlung e&inProlinisomerase in eine
prolinspezifische Peptidase durch Einfihrung -eikatalytischen Triade mittels
ortsspezifischer Mutagené$®: C: Imprinting-Verfahren von synthetischen
Polymeren: Copolymerisation in Anwesenheit modgiter Methacryloylmonomer (mit
Ser, His, Asp), Substratanalogon und®@lonen (abgewandelt tibernommen H;

D: Helikale Peptide mit Esteraseaktivitat: die veanphiphilen Peptidhelices sind C-
terminal miteinander kovalent verknipft; die Inneites des Komplexes bildet eine
hydrophobe Tasche; jeweils ein Aminosaurerest diexd& befindet sich N-terminal an
einer Helix (abgewandelt tibernommen Ha8; E: a-Cyclodextrit'®; F: Induzierte
Intramolekularitat: Amidhydrolyse in neutralem Ppbatpuffer durch Formaldehyé.
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Trotz zahlreicher Anstrengungen konnten bisher &éiinstlichen Enzyme geschaffen
werden, die es mit der komplexen Leistung nattelidénzyme aufnehmen kdnnten. In
Anbetracht dessen, dade novoSynthesen von Enzymen beim aktuellen Stand der
Forschung kaum mdglich und Berechnungen Uber darerwartende Struktur immer
noch zu ungenau sind, geht der Trend neuer Teamniken zu in Vvitro
Evolutionsmethoden. Dabei steht nicht mehr dasiipeze Binden des Substrates als
Selektionskriterium im Vordergrund, sondern dieeklie und gezielte Isolation
aufgrund der gewiinschten Funktion des EnZzyfhs Dies entspricht exakt den
Vorteilen der direkten linkergekoppeltan vitro Selektion von Ribozymen, deren
Prinzipien nun versucht werden auf die EvolutionnvBnzymen zu uUbertragen.
Allerdings erfordert dieses Vorhaben, durch dienfteng von Genotyp und Phenotyp
bei Proteinen, einen weitaus groReren methodisabémand3?.

Letzten Endes spricht fur die Methodik der Selekt®owohl fir Ribozyme als auch fir
kinstliche Enzyme, dass sich natlrliche Enzyme ihmién extrem spezialisierten
Funktionen auch im Laufe der Evolution durch Setekt Vervielfaltigung und

Mutationen entwickelt hab&d.
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2 Zielsetzung

Die Hypothese einer RNA-Welt, die im Laufe der Examn der heutigen Form des
.modernen* Lebens vorausgegangen sein konnte, komhirch die Entdeckung
natlrlicher und kinstlicher Ribozyme bereits erggidénd untermauert werden.
Allerdings ist nach wie vor ungewiss, in welchercich der Ubergang hin zu DNA-
und Protein-basierten Lebensformen vollzogen hatfséhluss dartber konnten
Ribozyme geben, die Reaktionen an Peptidbindungatalysieren koénnen und
Ribozyme, die ihr eingeschranktes katalytischeemit, bedingt durch ihre geringe
Anzahl funktioneller Gruppen, unter Verwendung v@ofaktoren erweitern. Vor

diesem Hintergrund ist das Ziel dieser Arbeit idi&itro Selektion von Ribozymen mit

Proteaseaktivitdt unter Einbindung von Cofaktor&@iese sollen in Analogie zu

Serinproteasen eine katalytische Triade, bestela@sdSerin, Histidin und Aspartat,
enthalten. Um eine solche Selektion durchfihrehkénen, missen folgende Schritte

etabliert werden:

e Zunadchst soll das Peptidsubstrat entworfen und elwittFestphasensynthese
hergestellt werden. Neben der eigentlich zu spaéienSequenz enthalt dieses
weitere funktionelle Einheiten. Inerte Linker ermidigen die flexible Verknipfung
des Substrats einerseits mit einer Ankergruppe amdererseits mit der RNA-
Bibliothek. Hierflir wird N-terminal eine funktiorlel Gruppe eingefihrt, die eine
Konjugation mit der RNA ermdéglicht. Zusatzlich wirsvischen das Peptid und die
RNA-Bibliothek eine zweite Ankergruppe eingefiigtelene bei der Isolierung
aktiver Spezies die Unterscheidung zwischen Rib@zymit der gewinschten
Proteaseaktivitat von denen mit RNaseaktivitaturia

* FUr die Herstellung von RNA-Peptid-Konjugaten bédas zum einen einer
effizienten Methode, die die Modifikation einém vitro transkribierten RNA-
Bibliothek erlaubt und zum anderen einer Konjugmsgirategie, die eine
quantitative und kovalente Verknipfung mit dem Rispibstrat ermdglicht. Hierflr

sollen verschiedene Ansétze untersucht und mitderaverglichen werden.
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» Des Weiteren soll ein Cofaktor hergestellt und aktarisiert werden, der sowohl
die drei Aminosauren der Triade in rAumliche N&keizander bringt als auch

durch Hybridisierung mit der RNA eine Verankerummeéglicht.

Fur die Durchfiihrung der eigentlichen Selektion seilszunachst die einzelnen Schritte
eines Selektionszyklus an die speziellen Anspriftldseegesuchten Ribozyms angepasst
und hierflr optimiert werden. Diese beinhalten Transkription der RNA-Bibliothek,
die Konjugation der RNA-Bibliothek mit dem multifktionellen Peptidsubstrat, die
aufeinander folgende zweifache Immobilisierung unterwendung unterschiedlicher
Ankergruppen und Affinitatsharze sowie die Rever$eanskription und die
Polymerase-Kettenreaktion.

Zusatzlich werden fur die Etablierung im Vorfelddudie Analytik im Anschluss der
Selektion eine Positivkontrolle fur die SpaltungsdBeptids und eine analytische
Untersuchungsmethode fir die Bestimmung der Akiiverhaltener Ribozyme bendtigt.
Nach erfolgreicher Selektion sollen die Sequenzen angereicherten Bibliothek
kloniert und sequenziert werden und erste Untersugbn zur Aktivitat und Struktur

der aussichtsreichsten Klone erfolgen.
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3 Ergebnisse
3.1 Konzeption der Selektionsstrategie

Das Ziel dieser Arbeit ist die Generierung kinktic Ribozyme mit Proteaseaktivitat
unter Verwendung der Methode dervitro Selektion. Zur Realisierung dieses Projekts
haben wir uns fur den verbesserten Ansatz dertéineRelektion mit linkergekoppelten
Substraten entschieden. Das bedeutet, dass jedgietlider RNA-Bibliothek Uber
einen inerten Linker kovalent mit dem zu spaltenBeptidsubstrat verbunden ist und
das Selektionskriterium die Spaltung des PeptideldiRNA-Katalyse darstellt. Das
folgende Selektionsschema gibt die einzelnen Sehdiér Selektion im Detail wieder

(Abb. 3.1).

e ~7
' '
® -Peptid— RNA'E ® -PepEtld—(
; ; ’ . .
Ronjugatign~~os" o Selektionsreaktion
II I
RNA RNA-@ -Peptid—C
Bibliothek RNA
RNA-@ -Pep
Transkription I v ¢ Immobilisierung 1
RNA-@ -Peptid—@
DNA RNA
RNA-@-Pep
VI \%
RT-PCR
RNA-@ -Pe
Immobilisierung 2
RNA verwerfen
—< Biotin RNA-@ -Peptid—¢  RNA-Peptid-Konjugat mit zwei Affinitdtsmarkern:
i ) inaktive Sequenzen, Immobilisierung auf Streptavidin
0—0 Streptavidin RNA;‘; ® -Pep:?id—( mogliche Spaltstellen des RNA-Peptid-Konjugats
& His,-Label RNA-@ -Pep gespaltenes RNA-Peptid-Konjugat mit einem Affinititsmarkern:
aktive Sequenzen, Immobilisierung auf Ni*'-Sepharose

*Oo Ni*-Sepharose RNA selbstspaltende RNA ohne A ffinitatsmarker:

RNAase Aktivitit, keine Immobilisierung

Abbildung 3.1 Allgem. Schema fir die Selektion von Ribozymen IRrbteaseaktivitat.
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Ausgehend von einer dsDNA Matrize wird dureh vitro Transkription (I) unter
Verwendung eines Initiatornukleotids eine RNA Batiek generiert, in der samtliche
Sequenzen am 5-Ende mit einer funktionellen Gruppedifiziert sind. In einer
anschlieienden Konjugationsreaktion (Il) wird daspaltende Peptidsubstrat kovalent
an die RNA gebunden. Als Besonderheit verfigt daptiBsubstrat neben einer
Funktionalitat, welche die Knupfung an die RNA egfiéht, zusatzlich tGber zwei
unterschiedliche Affinitatsmarker. Das Biotin, déeste Ankergruppe, befindet sich
dabei am C-Terminus des Peptids, wohingegen selzweite Ankergruppe, der His
Marker, zwischen der RNA und dem Peptid befinde¢. &uf die Konjugation folgende
Selektionsreaktion (lll), in der die Spaltung despfds durch aktive RNA-Spezies
stattfinden soll, wird in Anwesenheit eines Cofaktodurchgefuhrt. Durch eine
eingeschrénktere Anzahl funktioneller Gruppen deiklBobasen im Vergleich zur
Vielfalt der Aminosauren besteht die Mdoglichkeigsd RNA allein nicht in der Lage
ist, eine Peptidbindung zu spalten. Aus diesem Gmuind ein Cofaktor, welcher die
drei Aminosduren der katalytischen Triade von Sedteasen enthalt, der
Selektionsreaktion zugegeben. Die anschlielRende ligh&git einer zweifachen
Immobilisierung stellt eine Neuerung des Selekisohemas dar, die bis dahin in
unserem Arbeitskreis noch nicht verwendet wurdecBulie besondere Anordnung der
beiden unterschiedlichen Affinitatsmarker wird inend aufeinander folgenden
Immobilisierungsschritten (IV und V) eine Isolieguproteolytisch aktiver Sequenzen,
von nicht aktiven und sich selbst spaltenden RNAZS3s ermoglicht. Bei der ersten
Immobilisierung auf Streptavidin (IV) werden alleaktiven Sequenzen aufgrund des
noch vorhandenen Biotins entfernt. Aktive Sequenizaben durch die Spaltung des
Peptids das Biotin verloren, ebenso wie sich sedpattende RNA-Sequenzen. Erstere
kénnen dann durch das noch vorhandene-Eabel mittels der Immobilisierung auf
Ni?*-Sepharose (V) spezifisch fiir die anschlieBendevigiiltigung durch Reverse
Transkription und Polymerase Kettenreaktion (RT-PQR) isoliert werden.

Fur die Etablierung der beschriebenen Selekticaiggfie missen zunachst folgende
Verbindungen hergestellt werden:

1. das modifizierte Peptidsubstrat,
2. ein entsprechendes Initiatornukleotid

3. geeignete Cofaktoren
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Zusatzlich wird eine effiziente und reproduzierbtethode fir die Konjugation von
RNA und Peptidsubstrat bendtigt. Die aufeinandégeiode Immobilisierung auf zwei
verschiedenen Harzen mittels Affinitditschromatograpvurde in dieser Weise noch

nicht durchgefihrt und bedarf einer intensiven @prung.

3.2 Design und Synthese multifunktioneller Peptidsu bstrate

Das fur die Selektion benotigte Peptidsubstrat mwss bereits erwahnt, verschiedene
Funktionalitdten enthalten (Abb. 3.2). Zuné&chst deueine kurze Peptidsequenz von
funf Aminosauren ausgewahlt, die das eigentlichespaltende Peptid darstellt (Abb.
3.2 A). Hierfur diente die Substratspezifitat deriBprotease Trypsin als Orientierung.
Trypsin spaltet sehr spezifisch PeptidbindungenhnAminosduren mit basischen
Seitenketten wie Arginin (Arg, R) oder Lysin (LyK), welche durch ihre positive

Ladung zu zahlreichen Wechselwirkungen mit Nukleepaund dem Zucker-Phosphat-
Ruckgrat der RNA in der Lage sind. Zusatzlich elitdée Peptidsequenz ein Prolin
(Pro, P), das durch einen ,Knick” im Peptidrickgdses Arginin fur die Spaltung

pradestinieren soll und ein Phenylalanin (Phe, vi@lches durch eine aromatische
Seitenkette zu einer leichteren UV-photometriscBetektion beitrdgt und zusatzlich

dipolare Wechselwirkungen ermdglicht.
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Abbildung 3.2: Multifunktionelles Design der Peptidsubstrate (Beispiel von HNA-

(PEG)-HsGPRGF-PEGK(Biotin); A: das eigentliche, zu spaltende Peptidsub$Brat;
flexible und inerte Polyethylenglykol-LinkeiC: Affinitatsmarker Biotin, eingefiihrt
durch Modifikation der Lysin Seitenkett®; Affinitatsmarker Hig-tag; E: N-terminale,

funktionelle Gruppe fur die Konjugation von Peptithd RNA (z. B. Hydrazin-
Nikotinsaure).
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Polyethylenglykol (PEG) unterschiedlicher Lange {®6,oder 10 Einheiten) wurde
aufgrund seiner guten L&slichkeit in wassrigen &ysin, fehlender Ubergeordneter
Strukturen, grofRRer Flexibilitat und chemischer Bedigkeit als Linker an beiden
Enden der Peptidsequenz gewahlt (Abb. 3.2 B). &iminale Modifizierung der PEG-
Linker, einerseits mit einer Carbonsdurefunktiond umndererseits mit einer
Fluorenylmethoxycarbonyl- (Fmoc) geschitzten Amimdtion, machen sie der
Festphasensynthese von Peptiden unter Standargbaden zuganglich. AulRerdem
kénnen mittels dieser Linker sowohl RNA-Bibliothelnd Peptidsubstrat als auch
Peptidsubstrat und der Affinitatsmarker Biotin fled miteinander verbunden werden,
ohne dass es bei Interaktionen der einzelnen fomélen Einheiten untereinander zu
sterischen Hinderungen kommt. Als Ankergruppe wurden einen Biotin ausgewahlt
(Abb. 3.2 C), das durch die groRe Affinitat zum téno Streptavidin ideale
Eigenschaften fir eine effiziente und spezifisamenbbilisierung aufweist. Biotin ist
durch modifizierte Lysinreste der Peptidsynthesehtezuganglich und wurde bereits in
zahlreichen Selektionsstrategien erfolgreich vedeenAls weiterer Affinitatsmarker
wurde eine Sequenz von sechs aufeinander folgadddidinen, ein so genanntes klis
tag, zwischen RNA und Peptidsubstrat eingefuhrio(Ah2 D), welches eine Isolierung
durch Komplexbildung mit immobilisierten Nilonen (beispielsweise auf Sepharose-
Harz) ermdglicht. Diese Methode, die auch als IMAC (Infmiiaed Metal lon Affinity
Chromatography) bezeichnet wird, wurde bisher hagbtlich zur Aufreinigung von
Proteinen angewendet. Als funktionelle Gruppen di@& Konjugation mit der RNA-
Bibliothek werden abhangig von der jeweiligen Kappjsstrategie am N-Terminus
Hydrazin-Nikotinsaure (Abb. 3.2 E), Cystein odeditgich die freie, terminale
Aminogruppe, ebenfalls durch Festphasen-Peptidegetteingefihrt.

Bereits 1963 entwickelte der Chemiker R. B. Meetdidie Festphasen-Peptidsynthese
(SPPS, Solid Phase Peptide SynthE&fs)welche heute die Methode der Wahl zur
Herstellung synthetischer Peptide darstellt. Diess@reidenden Vorteile gegeniber der
Synthese in LOsung sind die Minimierung von Nebedpkten durch
sequenzspezifische Kopplung und Entschitzung, dieem Ausbeuten durch die
Verwendung eines Uberschusses an Reagenzien, deste leEntfernen dieser
Uberschissigen Reagenzien durch extensives Waseghdn Abfiltrieren und die
Mdglichkeit der Automatisierung (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3:Schematische Darstellung der Festphasen-Peptitssgn(SPPS).

Alle Peptide (PNA-Sequenzen und PNA-Peptid-Hybridieser Arbeit wurden mittels
SPPS nach der Fmoc-Strategie manuell in einerréitiize synthetisiéft? und
werden in Kapitel 5.3 ausfuhrlich beschrieben. (Oiabellen 5.1-3 geben einen
Uberblick tber die verwendeten Monomere.). Fir Biablierung der Konjugations-
reaktionen und des Immobilisierungs-protokolls vamrdzunéachst einfachere Peptide
synthetisiert, die nicht alle funktionellen Einleit tragen oder unterschiedliche
Modifikationen am N-Terminus aufweisen. Tabelle )bt einen Uberblick aller
synthetisierten Sequenzen. Lediglich Peidvurde zur automatisierten Synthese bei
der Firma Biosyntan in Auftrag gegeben, da die Ausé der manuellen Synthese bei
insgesamt 16 Kopplungsschritten deutlich sinkt.

Die Synthesen wurden imN,N-Dimethylformamid (DMF) durchgefihrt unter der
Verwendung des Standardkopplungsreagenz fir Amimesionomere 2-{-
Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium Télmaroborat (TBTU) sowie Diiso-
propylethylamin (DIPEA) zur Aktivierung. Als Festpbe wurde Rink-Amid-Harz mit
einer Beladung von 0.4-0.8 mmol/mg Harz verwendet/ches eine Spaltung des
fertigen Peptids in 95 %iger Trifluoressigsaure ATkind gleichzeitiger Entschiitzung
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der Seitenketten ermdglicht. Die Aufarbeitung deptlls erfolgte zunachst durch
Diethyletherfallung und anschlieRende durch Auigging mittels HPLC. Die Struktur
sowie das entsprechende HPLC-Chromatogramm deierigni Verbindungen sind

beispielhaft fir Pepti@ in Abbildung 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.1: Ubersicht synthetisierter Peptide

Verbindung Peptidsequenz Ausbeute

1 H:N-PEG-GPRGF-PEGK(Biotin)-F-CONH, 5%
2 HoN-HNA-PEG-GPRGF-PEGK(Biotin)-F-CONH, 13 %
3 H:N-C-PEG-GPRGF-PEGK(Biotin)-F-CONH, 15 %
4 AcNH-D-PEG-H-PEG-S-F-CONR 10 %
5 NH>-HNA-PEG, -He-GPF-CONH 10 %
6 NH2-HNA-(PEG;)-Hs-GPRGF-PEGK(Biotin)-CONH; --

7 AcNH-D-PEG-H-PEG-S-G-CONH 50 %

HNA = Hydrazin-Nikotinsaure; bN- = freie Aminofunktion am N-Terminus; AcNH- =
acetylierte Aminogruppe am N-Terminus; -CONH C-Terminus liegt nach Abspaltung vom
Harz als Amid vor.
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Abbildung 3.4:HPLC Chromatogramm und Struktur des aufgereinigteptids2.
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3.3 Initiatornukleotid

Fur die von uns entworfene Selektionsstrategie theda einer effizienten und
ortsspezifischen Methode zur Einfuhrung einer fioridllen Gruppe, die eine
Konjugation mit dem gewiinschten Peptidsubstrat glictit**®. Eine solche Methode
ist auch allgemein fir Untersuchungen zur StrukiDgnamik und biologischen
Funktion von RNA von groRem Nutzen, da hierflr bfodifikationen mit nicht-
natirlichen Gruppen, wie Farbstoffen, Affinitatskemn, Linkermolekilen oder
Crosslinkern benétigt werden. Fir den Einbau eiselchen Modifikation sind
verschiedene Strategien denkbar. Fir kleine RNA4&ezen, die chemisch hergestellt
werden, ist dies verhaltnismaRig leicht durch dieerwendung modifizierter
Phosphoramidite und postsynthetische Derivatisgpaiwnerreichen. Andererseits bringt
eine spezifische Modifizierung langerer RNA-Sequmzdie Ublicherweise mittels
enzymatischer Transkription gewonnen werden, eaveigse Herausforderung mit sich,
denn nur die beiden Enden der RNA bieten leichtamgfiche Positionen. Interne
Positionen konnen lediglich durch komplexere Anséatmodifiziert werden,
beispielsweise  mittels  Splint-Ligation  oder niclatirlicher  Basenpaare.
Modifikationen am 3-Ende der RNA erfolgen Ublichweise durch Ligation
modifizierter (Oligo-)Nukleotide oder durch spegdhe Oxidation der Ribose und
anschlieBende Derivatisierung des entstandenen hydde Eine effektive und
erfolgreich angewendete Methode zur Modifikation &vEnde ist der Gebrauch
chemisch modifizierter Guanosinderivate, die algdtornukleotide verwendet werden.
Dabei macht man sich die Tatsache zu Nutze, dassDi#A-abhangige RNA-
Polymerase des Bakteriophagen T7 spezifisch Guaralsi erste Base einbaut und
gleichzeitig Derivatisierungen des Nukleotids akip'™®. Auf diese Weise wurde
bereits die Einfuhrung verschiedenster funktiomell&ruppen wahrend der
Transkription am 5'-Ende ermoglicht®**%

Die Konjugation zweier Verbindungen durch die Reakteines Aldehyds mit einem
Amin oder Hydrazin bietet eine orthogonale Methade Kopplung zwischen Aminen
und NHS-Estern oder der Thiol-Maleimid Chemie undde bereits erfolgreich bei der

Derivatisierung  modifizierter  Oligonukleotide  mit ielen  verschiedenen
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Funktionalitdten wie Liganden fur Metallkomplexeesiphasen, Aminozucker oder
Peptide verwendet. Die selektive Einfihrung vonehigden in lange RNA-Sequenzen
konnte bisher nur durch Modifizierung von Thiophlegpmodifizierter RNA nach der
Transkription oder wie bereits erwahnt durch Pexiogidation der 3’-terminalen
Ribose realisiert werden. Die folgende Synthesesimeuen Initiatornukleotids, das
eine geschitzte Aldehydfunktion tragt, ermégliaistraals die direkte Einfihrung einer
geschitzten Aldehydfunktion fur die Konjugation nAminen, Hydrazinen oder

Hydraziden.

3.3.1 Synthese

Ein Initiatornukleotid wurde konzipiert und syntisgtrt, um die Maoglichkeit zu
schaffen eine Aldehydfunktion direkt in ein RNA-Tskript einzufihren. Hierfur sind
zwei unterschiedliche Synthesestrategien denkbarpeide erfolgreich durchgefuhrt
wurder™* (Abb. 3.5).

Fur den Syntheseweg A wird das kommerziell erfeiidiPhosphoramidfit” 8 mit dem

im Arbeitskreis bereits verfiigbaren 2’,3'-O-Silyésrhiitzten Guanosift 1*29 durch
Aktivierung mit 4,5-Dicyanoimidazol (DCI) gekoppelbyntheseweg B hingegen geht
von 4-(2-Hydroxyethoxy)-Benzaldehytl aus, der zunachst durch Reaktion mit 2,2-
Diethyl-1,3-propandiol 12 in Anwesenheit vonp-Toluolsulfonsaure zum Acetal-
geschitzten Hydroxyethoxy-Benzaldehyd-Derid&8 umgesetzt wird. Anschlie3end
erfolgt die Kopplung des Alkohols mit dem 2’,3’-OR$-geschiitzten Guanosin-
Phosphoramidil4 wiederum durch Aktivierung mit DCI.

In beiden Synthesewegen folgen dann Oxidation zhosphat und Spaltung der Silyl-
Schutzgruppen. Nach Aufreinigung mittels Umkehrgina€hromatographie wurde das
Acetal-geschiitzte Initiatornukleotitld in 10-16 % Gesamtausbeute isoliert. Reinheit
und Identitat wurden durch'"NMR, HPLC und MALDI-TOF MS nachgewiesen.

Fur den Einbau wahrend der Transkription bietei sian zwei Mdglichkeiten. Die
Aldehydfunktion des Initiatornukleotids kann direkéntschitzt und fir die
Transkription verwendet werden. Alternativ.  kann da#cetal-geschitzte
Initiatornukleotid eingebaut und die Entschitzungolgt im Anschluss an die
Transkription (siehe Abschnitt 3.3.3).
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Abbildung 3.5: Synthese des Acetal-geschitzten Aldehyd-Initiatklieatids 10.
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (ap i(2.0 equiv), DCI (10.0 equiv),
Acetonitril, Rt, 10 min; ii: t-Butylhydroperoxid BHP, 16.0 equiv), Rt, 10 min, iii
Entfernen des Losungsmittels; iv: Tetrabutylammonfluorid (TBAF, 50 equiv), in
Tetrahydrofuran (THF), Rt, 14 Std; (@1 (1.0 equiv),12 (1.25 equiv) und p-
Toluolsulfonsaure (0.05 equiv) in Toluol, 3.5 h @4i7 °C refluxieren; (c) i13 (1.0
equiv), 14 (1.2 equiv), DCI (1 equiv), THF, Rt, 20 min; iiBHP (10.0 equiv), Rt, 30
min, iii. Entfernen des Losungsmittels; iv. TBAF.@6equiv), in Tetrahydrofuran
(THF), Rt, 14 Std.
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3.3.2 Modellreaktionen

Bevor die Chemie fir die Konjugationsreaktion festgt werden konnte, wurden
zunachst verschiedene Modellreaktionen mit kleiMengen des Initiatornukleotids
und ausgiebiger Analytik durchgefthrt. Hierfur werdas Initiatornukleotid 0 mit 2
%iger Trifluoressigsaure-Losung entschitzt, wordalirs freie Aldehydfunktion15
resultiert, die mit verschiedenen Nukleophilen (AmHydrazin und Hydrazid) zur
Reaktion gebracht wurde (Abb. 3.6). Die Reaktiomemden mittels HPLC analysiert
und die Identitat der Produkte durch Massenspéekbime bestatigt (Tabelle 3.2).
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N
H 15 OHOH Hoocm © NS

o] N7 N’NHQ 17

HOOC O
= ~
L. (T
N™ "N X
H
18

Abbildung  3.6: Durchgefihrte  Modellreaktionen  zur  Etablierung  der
Konjugationsstrategie. Benzylamin, Benzoylhydrazaidd 6-Hydrazin-Nikotinsaure
wurden mit dem entschitzten Initiatornukleofi8 gekoppelt. Die Konjugation mit
Benzylamin unter reduktiven Bedingungen ergab zlisktdas Benzylalkohol-Derivat
19 als Nebenprodukt.

Tabelle 3.2:2MALDI-TOF MS Analyse der Verbindungen 10 und 15-19

Verbindung Summenformel [M+H] " berechnet [M+H] " MALDI
10 CueH3sNs011P 626.22 626.1
15 C19H22N5040P 512.12 512.1
16 Co6H31NgOP 603.20 603.3
17 CoeH2eN7O010P 630.17 630.1
18 CusHo7NgO1 1P 647.16 647.2

19 Ci19H24N50:0P 514.13 514.3
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Die Reaktion mit Benzylamin ergab nur unter den iBgangen einer reduktiven
Aminierung nach Zugabe von Natriumcyanoborhydrid si@bile Reaktionsproduk®.
Aufgrund der reduzierenden Bedingungen wurde dagtiornukleotid 15 auch zum
entsprechenden BenzylalkoholderivB® umgesetzt, was die Gesamtausbeute dieser
Konjugationsreaktion einschrankt (Abb. 3.7 A). Imedensatz dazu fuhrten die
Reaktionen mit Benzoylhydrazid und 6-Hydrazin-Niketure zur quantitativen
Bildung der entsprechenden Kopplungsprodukfeund 18) unter nicht-reduzierenden
Bedingungen. Aus diesem Grund haben wir uns furrésid-modifizierte Peptide zur
effizienten Kopplung mit dan vitro transkribierten RNA entschieden.
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HO OH
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@ Aldehyd 15
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Abbildung 3.7:RP-HPLC-Chromatogramm der Initiatornukleotid-Kaygie 16-18 mit
verschiedenen NukleophilenA: Reaktionsverlauf der Konjugation vo@5 mit
Benzylamin unter reduzierenden Bedingungen nach1B5und 28 Stunden. Nach 28
Stunden wurdd5 komplett zum Benzylaminkonjugd6 umgesetzt. Allerdings wurde
durch die reduzierenden Reaktionsbedingungen damykdkoholderivat 19 des
Initiatornukleotids Uberwiegend gebilde3, C und D: Chromatogramm der
aufgereinigten und isolierten Konjugate. Die untbisdlichen Retentionszeiten des
Konjugats16 in A und B sind durch die HPLC-Analyse an zweiarathiedlichen
Instrumenten und S&aulen vom gleichen Typ bedingt. IBentitdt der Produkte wurde
jedoch jeweils durch Massenspektroskopie bestatigt.
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3.3.3 Einbau des Initiatornukleotids durch T7 Polym  erase

FUr den Einbau des Initiatornukleotids in die RNAhrend der Transkription wurde die
Acetal-geschitzte FormlO verwendet und anschlieRend entschitzt (Abb. 318),
bereits berichtet wurde, dass Aldehyd-modifiziedekleotide mit Nukleophilen im
aktiven Zentrum von Polymerasen unter Bildung ei8ehiff'schen Base reagieren

konnei3!,

< ]
o o o N/J\NHZ
\/\o_ﬁ_ov (o]
N
. © 100 OHOH (f)"‘\"'
o o NN SNH,

+
= NTP. O\/\O'\F‘T"’v
s T7 RNA o o & OH
+ Polymerase Et\k

DNA-Matrize

RNA

Abbildung 3.8:Schematische Darstellung des Einbaus des Iniiakbeotids10 am 5'-
Ende einer RNA-Sequenz wahrend der Transkriptiander T7 RNA-Polymerase und
anschlie3ender Entschitzung der Aldehydfunktion.

Das InitiatornukleotidLO wurde fur verschiedene Matrizen dem Standardarmesa¢ézin

vitro Transkription in einer Konzentration von 4 mM zggben (siehe Abschnitt 5.3).
Um die Einbaurate gegeniiber GTP (Guanosintriphdsghaerhéhen, wurde dessen
Konzentration von 4 mM auf 0.4 mM reduziert. Didggassung des Verhaltnisses von
Aldehyd-GMP zu GTP auf 10:1 hat zwar einerseitse eiaduzierte Ausbeute der
Transkription zur Folge, allerdings konnte dadudid Einbaurate des Aldehyd-GMP
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auf 70-75 % erhoht werden. FUr die Analyse und @infgung des Aldehyd-
modifizierten Transkriptionsprodukts konnte keinelejektrophoretische Methode
angewendet werden, da der Mobilitdtsunterschied ckdurden Einbau des
Initiatornukleotids nicht ausreichend grof3 ist. tkessen wurden die Transkripte
mithilfe von HPLC analysiert und aufgereinigt, detia unpolare Acetalgruppe hat auf
einer C18-RP-Saule (Umkehrphase) eine deutlichedWégbung der Retentionszeit um
7.5 min (RNAsme) bzw. 3 min (RNAoome) zur Folge (Abb. 3.9). Der erfolgreiche
Einbau in ein RNAsmer konnte zusatzlich durch die Bestimmung der Masséels
MALDI-TOF MS bestatigt werden (m/z 8348.4 [M+H] (berechnet fiir
[CosaH32N9g0177P25) " 8350.26)

A) RNA B) RNA 5
o ( J
— UV 'Abso_rption 260nm

—— UV Absorption 260nm Radioaktivitéit

Radioaktivitit

|

|

_,ﬁ WI\\_ \M N \L P
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Abbildung 3.9:Selektive Modifizierung von RNA. Einbau vdm in ein RNAsmer (A)

und RNApgmer (B) durchin vitro Transkription. Transkriptionsansatze wurden nighil
von HPLC analysiert. UV Absorption (schwarz), Raditivitat (grau);
Radioaktivitatssignale sind um ~1 min durch die #guration des Radioflow
Detektors verschoben. m) nicht-initierte Transkripte; «) Aldehyd-initiierte

Transkripte.

3.3.4 Stabilitat der RNA nach Inkubation mit TFA

Im Anschluss an die Transkription tragen die Aldkimitierten RNA-Sequenzen
immer noch die Acetal-Schutzgruppe. Durch eine &uafbereitung der Transkripte in
wassriger 2 % Vol. Trifluoressigsaure-Losung (THFAgrden diese entschitzt. Um
sicherzustellen, dass diese Handhabung der RNAures Milieu zu keinem Schaden
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fuhrt, wurden Primer-Elongationsstudien mit der TBé&handelten RNAgmer als
Matrize einer Reversen Transkription durchgefuldl 3.10). Dabei konnte keine
verminderte Bildung des Volllangen-Produkts im Meich zur nicht TFA-behandelten
RNA festgestellt werden. Dies ist gleichbedeutent aer Tatsache, dass die RNA
durch die Entschitzung mit TFA funktionell intakeibt.

1 2 3 4 5

Initiator-
nukleotid

2% TFA - + - +

..“‘

Abbildung 3.10: Elektrophoretische Analyse der Produkte der Rewverranskription
ausgehend von TFA-behandelten Matrizen. i: Rf§ferPool mit und ohne eingebautes
Initiatornukleotid (10 pmol), 2 % TFA, 20°C, 15 min mit 1 M NaHCGQ; Lésung auf
pH 7 eingestellt, direkt fir die Reverse Transkoiptverwenden; iii: RNA-Pool (10
pmol), 3'-Primer(10 pmol, 5'3?P-markiert, 200000 cpm), Standard RT-Protokoll (40
L) nach Angaben des Herstellers (Invitrogen) mitp&Script” Il Reverse
Transkriptase; iv: Reaktionen mit gleichem Voluniek-Ladepuffer stoppen. Aliquote
wurden mittels 12 % denaturierender PAGE analysWwenn nicht anders aufgefihrt,
wurden stets denaturierende Polyacrylamid-Gele eedst. 1 %P markierter 3'-
Primer; 2-5 RT-Reaktionsansatze mit und ohne Initiatornukteobder TFA-
Aufarbeitung.



Ergebnisse 39

3.4 Synthese von RNA-Peptid-Konjugaten

3.4.1 Konjugation am 3’-Ende der RNA

Die Modifizierung am 3-Ende von RNA-Transkriptest idurch die spezifische
Oxidation vizinaler Hydroxygruppen der Ribose dufériodat moglich**. Aus der
Spaltung resultieren zwei Aldehydfunktionen, welah& Aminen, Hydrazinen oder
Hydraziden unter reduzierenden Bedingungen Kongugédlen kdnnen (Abb. 3.11).

Abbildung 3.11:Reduktive Aminierung der 3’-terminal Periodat-ariden RNA und
moglicher Verlust der 3'-terminalen Base durch Brifiatior**,

Eine Mdglichkeit, die quantitative Oxidation dert8rminalen Ribose durch Periodat
nachzuweisen, ist die Verwendung von Polyacryla@®&en, denen N-Acryloyl-3-
aminophenylboronsaure (APB) vor der Polymerisierangegeben wurdé®. Bei der
Durchfihrung der Gelelektrophorese treten Wechsklwgen zwischen den
Boronsaure-Derivaten, die kovalent mit der Gelmaberkntpft wurden, und detis-
Diolen intakter Ribose auf. Dies fuhrt zu einer gsameren Migration von nicht
oxidierten RNA-Molekulen im Vergleich zu oxidiert&&NA-Molekulen durch das Gel.
Abbildung 3.12 zeigt ein solches Experiment. Linksrde RNAsmer VOr und nach
Periodatoxidation auf ein Standard 15 % Polyacrida@el aufgetragen und es ist kein
Unterschied in der Laufweite der beiden Banden éeersmen. Rechts wurden die
gleichen Proben auf ein 15 % Polyacrylamid-Gel atriggen, dem vor der

Polymerisierung 5 % APB zugemischt wurden. Hier este deutlich langsamere
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Migration der nicht oxidierten RNA durch Wechselkuingen mit dem inkorporierten

Boronsaurederivat erkennbar.

15 % PAGE Gel 15 % PAGE Gel
+5 % APB
1 2 1 2

H,C=CH

=0

HN

8h) | C..

APB

Abbildung 3.12: Nachweis der Periodatspaltung der 3’-terminalenoBe mit APB-
PAGE. Links: Standard PAGE; Rechts: Modifizierte A durch Zugabe von APB: 1
RNAZSmeﬁ 2. OXIdlerte RNASmeF

Zur Etablierung der Konjugationsstrategie wurdeiagakktiv markierte RNAgmer mit
Natriumperiodatlésung unter Lichtausschluss oxtdigrd die Reaktion durch Zugabe
von 2,3-Butandiol gestoppt. Anschlie3end erfolgte Klonjugation mit Peptid und 2
(Tab. 3.1) und die Analyse der ReaktionsprodukieldGelelektrophorese (Abb. 3.13
A). In der ersten Bahn (1) ist das RMNAer als Kontrolle aufgetragen, in 2 und 3 die
Konjugationsreaktionen mit dem Amin-Peptlidbei pH 8 und pH 5.5 und in 4 die
Konjugation mit dem Hydrazin-Pepti2l Die Kopplung mit Peptid hat bei pH 5.5
nicht funktioniert, da die Aminofunktion in protarter Form vorliegt. Aber auch bei
pH 8 ist nur eine extrem dinne Produktbande zunekke (Kasten). Fur das Hydrazin-
Peptid 2 hingegen ist eine nahezu quantitative UmsetzungRMA zu erkennen,
allerdings deutet die Entstehung einer zusatzlicBamde auf die Bildung eines
Nebenprodukts hin. Aufgrund der geringeren MoHilites Nebenprodukts liegt die
Vermutung nahe, dass durch den Uberschuss an Rsgitld Aldehydfunktionen der
oxidierten RNA reagiert haben und somit das Ri#r(Peptid}-Konjugat entstanden
ist. Um die Bildung des Nebenprodukts zu minimienearde als N&achstes der
Uberschuss an Peptid variiert (Abb. 3.13 B und @ig elektrophoretische Analyse
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zeigt fur die Bahnen 1-5 die Konjugationsansatzet reinem jeweiligen
Peptidiberschuss von 0, 10, 50, 100, 200-fach inglgieh zur eingesetzten Menge an
RNA. Eine Umsetzung von > 90 % des Edukts ist berab einem 50-fachen
Peptidtberschuss erreicht. Wird die Peptidkonzeatraweiter erhéht, nimmt die
Intensitat der Produktbande leicht ab und das Nabelukt formiert sich in einem
starkeren Ausmal3. Die quantitative Auswertung dgseEments ist in Abbildung 3.13
C dargestellt und kommt zu demselben Ergebnis.flitievurden die Banden aus dem
Gel (B) ausgeschnitten, die Radioaktivitat der pigen Banden bestimmt und

zueinander in Relation gesetzt.

A1 2 3 4 B 1 2 3 4 5 C Optimierung des Hydraziniiberschusses

W RNA..,,-(Peptid), - .
; - /\\
] B RN Pepiia .‘.‘

‘ ’ b :
10 50 100 200
. RNA.... :
Uberschuss x-fach

[ =@~ Edukt % == Produkt % == Nebenprodukt % |

Radioaktivitit %

Abbildung 3.13: A: Konjugationsreaktionen von RNAner mit Peptid1l und 2. 1.
RNA2sme; 2 Konjugation mitl bei pH 8; _3 Konjugation mitl bei pH 5.5;_4
Konjugation mit Peptid®. B: Optimierung des Peptidiberschusses fur digugation
mit Peptid2. 1. kein Peptid (Negativkontrolle),-2 10 x, 50 x, 100 x und 200 x
Uberschuss Peptigt C: Quantitative Auswertung der Optimierung naalsgchneiden
der Banden und Bestimmung der Radioaktivitat; Summe Edukt + Produkt +
Nebenprodukt = 100 %;e}] RNA2smer (Edukt), ¢) RNAzsmerPeptid (Produkt), x)
RNA2smer(Peptid} (Nebenprodukt).

Fur alle weiteren Konjugationsexperimente wird #slrazin-Peptid2 mit einem 50-
fachen Peptidiberschuss verwendet, da bei diesarzefdration die maximale
Umsetzung erreicht wurde. Mit dem Amin-Peptid konnte keine ausreichende
Konjugatbildung erzielt werden.

Nachdem diese Konjugationsstrategie fur die kurk&fSequenz von 25 Nukleotiden
optimiert werden konnte, folgten als néachstes Kgajwnsreaktionen mit RNA-
Sequenzen unterschiedlicher Lange und teilweisgorarsierten Bereichen. Abbildung
3.14 (links) zeigt PAGE-Analysen der Konjugatioraktonen von RNAgmer (A),
RNA49mer (B), RNA1o9mer(P00I 1; C) und RNAs.7smer(P00I 2; D) nach Periodatspaltung
mit Peptid2.
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Konjugation am 3’-Ende

A B C D
1 2 3 4 5 6|17 8

o~ -
'w

Abbildung 3.14: Konjugation am 3’-Ende nach Periodatspaltung urapgfung mit
Peptid2. Verwendete RNA-Sequenzen: A: RBes B: RNAyomes C: RNAggmer (P0OI
1), D: RNAvs.7smer (P00l 2);_13,5,7: Negativkontrollen RNA;_21,6,8: RNA-Peptid@)-
Konjugationsansatz; A: 18 % PAGE, B-D: 12 % PAGE.

Bei der weiteren Verwendung dieser mit Biotin marten Verbindungen,
beispielsweise bei der Immobilisierung durch Ati#tschromatographie, hat sich
gezeigt, dass die nahezu quantitativ gebildetenjugate nicht ausreichend stabil sind.
Diese Beobachtung entspricht den experimentellgeltfiissen von Timofeeat al**”]
und lasst sich durch eine mdgliche R-Elimindtth(Abb. 3.11) erklaren.

3.4.2 Konjugation am 5’-Ende der RNA

3.4.2.1 GMPS als Initiatornukleotid

Eine effiziente Methode zur ortsspezifischen Eindilg funktioneller Gruppen in
RNA-Transkripte stellt die Verwendung eines modifiten Guanosinmonophosphats
(GMP) als Initiatornukleotid wéahrend der Transkiopt dar. Das schwefelmodifizierte
Guanosinphosphorothioat (GMPS) wurde bereits ety fir in  vitro
Selektionsstrategien verwend8t und erméglicht durch post-transkriptionale
Modifikationen der Thiophosphat-Gruppe die Einfiigu unterschiedlicher
Funktionalitaten. McPhersoet all**® stellten RNA-Peptid-Konjugate mit GMPS-
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modifizierten RNA-Sequenzen nach dem MechanismugNive Chemical Ligation®
her. Diese Methode wurde flr die zu entwickelndiel@m®nsstrategie ibernommen und
adaptiert (Abb. 3.16).

Zunéchst wurden die Bedingungen der Transkriptianirtgehend optimiert, dass eine
maximale Einbaurate fur GMPS am 5-Ende der Trapskrerreicht wird. Hierfar
wurde wahrend der Transkription das Verhaltnis GMPS zu GTP variiert und die
Ansatze im Anschluss an die Transkription auf eifé®@M (N-Acryloylaminophenyl-
Quecksilberchlorid) enthaltenden Polyacrylamid38lanalysiert (Abb. 3.15). Durch
Wechselwirkungen der Phosphorothioats mit der ogilidehaltigen Gelmatrix
resultiert eine langsamere Migration der GMPS-paiti Transkripte, wodurch eine
Auftrennung von GMPS-initiierten und nicht inititen RNA-Sequenzen maglich ist
und die Einbaurate ermittelt werden kann. Mit eif@eMPS/GTP-Verhaltnis von 4 mM
zu 0.2 mM konnten Einbauraten von bis zu 90 % &nzierden.

18% PAGE
APM +5% APM
H,C=CH
=0 1 2 K] 4 5
HN
HgCl
+GMPS p uvﬁ
- GMPS »| B8 R d
Ansatz 1 2 3 4 5
ATP, CTP, UTP (mM) 4 4 4 1 4
GTP (mM) 4 2 1 0.2 4
GMPS (mM) 1 2 3 4 0

Abbildung 3.15: Optimierung der GMPS Konzentration im Transkripsansatz.
Links: Konzentration aller NTP und GMPS im jewedig Ansatz (Nr. 1-5). Rechts:
APM-Gelanalyse der Transkriptionsansatzéb)1Auftrennung der Transkripte mit (+)
und ohne (-) GMPS.

Bei der eigentlichen Konjugationsreaktion (Abb.6BA) wird zuné&chst in die 5’-GMPS
modifizierte RNA durch Alkylierung des Schwefelatemit Phenyle-Bromothioacetat
20 eine Thioester-Funktion eingefiihrt. AnschlieRerfdlgt durch Zugabe des Peptids

3 (Tab. 3.1) mit N-terminalem Cysteinrest in newralésung eine Umesterung des
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Phenylthioesters mit der Thiolgruppe des Cystedas entstandene Intermediat fuhrt
Uber eine spontane, intramolekulare Umlagerung zyewinschten RNA-Peptid-

Konjugat, das Uber eine Peptidbindung miteinandekniipft ist.

A S _SH
W/\Br HOoOC s H
o) 20 © NH,
e e SR s s T &
o o) o]

B C
130 3 4
*
o
B

Abbildung 3.16:A: Synthese von RNA-Peptid-Konjugaten nach dem Meishaus der
Native Chemical Ligatidh'®. B + C: Konjugation am 5-GMPS mit Pepti durch
Native Chemical Ligation; Verwendete RNA-SequenZBnRNAzsmes C: RNA76-78mer
(Pool 2); 1 und 3: Negativ-kontrollen RNA; 2 und 4 RNA-PeptidB)-
Konjugationsansatz; B: 18 % PAGE, C: 12 % PAGE.isuliid-Dimer RNA-GMPS-
GMPS-RNA, wird durch Zugabe von NaBHvahrend der Reaktion reduziert; **
RNA2smer (N und (n+1)-mer) durch unspezifische Nukleotidee am 3’-Ende der
Transkripte durch die T7 RNA-Polymerase angefligtes.

Die Methode wurde zunachst anhand der KonjugatmnReptids3 und der RNAsmer
Sequenz etabliert. Die Formierung des Konjugatsnteomurch gelelektrophoretische
Analyse und Bestimmung der Masse bestatigt werdéb.(3.16 B; Abschnitt 5.5.2.1).
Auch die Kopplung mit der RNA.7smer (POOI 2), die einen teilweise randomisierten

Sequenzbereich enthalt, war erfolgreich (Abb. T18).
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3.4.2.2 Aldehyd-GMP als Initiatornukleotid

Als Alternative zur post-transkriptionalen Einfuhgufunktioneller Gruppen erméglicht
die Verwendung des Initiatornukleotid® die direkte Modifikation der RNA mit einer
Aldehydfunktion und erlaubt dadurch die Konjugationt Amino-, Hydrazin- oder

Hydrazid-modifizieren Verbindungen.

Die Darstellung von RNA-Peptid-Konjugaten nach dresStrategie erfolgt durch
Kopplung der Aldehyd-modifizierten RNA-Sequenzermelis Abschnitt 3.3.3) Uber
einen Zeitraum von vier bis sechs Stunden bei Rampératur und 50-fachem
Uberschuss des Peptids (Abb. 3.17). Es wurden &éacipich Konjugate mit der
RNA2smer und der RNAoomerBibliothek und den PeptideB und 6 hergestellt. Die

jeweiligen Reaktionsansatze wurden durch Gelelpkivoese analysiert. Fur das
Konjugat RNAsmerPeptid@) konnte zusatzlich die Masse mit MALDI-TOF MS
bestimmt werden. Die RNA-Transkripte wurden dabeargitativ mit den Peptiden
verknupft, was durch eine signifikant reduzierte blitht bei der Gelelektrophorese

gezeigt werden konnte.

Q H
I (@) _
o{EN-o-k-0 NN N
o " /CONHQ
o]

o) 20der.6
50 equiv.
0.3 M NaOAcpH 5.5
4-6 h; 25 °C
O O
\ A I ¢ CONH
L AR R |
7SN
H

Abbildung 3.17: Konjugationsreaktion von 5’-Aldehyd-modifizierteRNA mit
Hydrazin-modifizierten Peptidehoder6.
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A 18% PAGE B 12% PAGE
1 2 3 4 5 6
RNA,, .. -Peptid-6-
Konjugat > .
e RNA, j.-Peptid-6
RNA, 5 -Peptid-29 . Konjugat
Konjugat

RNA, oo -Peptid-2-
Konjugat

RNAZﬁmer * ’ ‘
RNAZSmer ’ ”

Abbildung 3.18 Konjugation von Aldehyd-derivatisierter RNéyer (A) und RNAgomer
Bibliothek (B) E?P-markiert) mit Peptid2 (2 und § und Peptid6 (3 und 6.
Elektrophoretische Analyse der Reaktionsansatzend 3 Negativkontrolle (RNA
ohne Peptid). * RNAsmer (N) und RNAgmer (N+1) durch unspezifische Nukleotide, die
am 3’-Ende der Transkripte durch die T7 RNA-Polyaserangeflgt werden.
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3.5 Aminosaure-basierte PNA-Hybrid-Cofaktoren

3.5.1 Design und Synthese

Nukleinséuren sind durch die ihnen zur Verflugurehenden funktionellen Gruppen in
ihrem katalytischen Repertoire eingeschrankterPatsteine. Bei der Selektion eines
Ribozyms mit Proteaseaktivitat kommt die hohe Sitabi der zu spaltenden
Peptidbindung noch erschwerend hinzu. Proteaseniermd sich komplexer
katalytischer Zentren, um eine Peptidspaltung zndglichen. Wie in der Einleitung
bereits beschrieben, wird hierfir ein aktivierteukleophiler Rest benétigt, der in der
Lage ist, die nicht reaktive Carbonylfunktion dezpBdbindung anzugreifen. Dieser
Rest kann eine Serin-, Aspartat- oder Cysteindeagtite sein. Diese wird mithilfe
anderer Aminosauren in der Anordnung einer katdien Triade oder Duade
polarisiert und erhalt dadurch ihren stark nuklelgwhCharakter. In einem alternativen
Mechanismus gebrauchen Metalloproteasen Zink-ld@en") als Elektrophil. Diese
kénnen Carbonylfunktion des Peptidsubstrates saman oder dienen als Quelle fur
metallgebundene nukleophile Hydroxylionen (Pthd erleichtern dadurch den Angriff
auf die Peptidbindudgy®. Da bereits in anderen Selektionsstrategien Cofakt
erfolgreich verwendet wurden (Abschnitt 1.1), hathsauch fir die anspruchsvolle
Aufgabe der Peptidspaltung eine solche Zugabe atgebAufgrund dessen wurden
Cofaktoren mit folgenden Eigenschaften konzipiert:

1. Alle drei Aminosauren der katalytischen Triade gg@ischen Serinproteasen (Serin,
Histidin und Aspartat) sind in der Sequenz entimalte

2. Diese drei Aminosauren besitzen durch kurze PojjetiaLinker bereits die
passende, raumliche Nahe zueinander, entsprecleandidstand im Enzym (Abb.
3.19).

3. Eine kurze PNA-Sequenz erlaubt eine ,Verankerungs @ofaktors an der RNA
durch eine ausreichend stabile Hybridisierung inmstanten Primerbereich der
RNA-Bibliothek.

4. Ein langerer Polyethylenglykol-Linker verbindet dkatalytische Triade und die
PNA-Sequenz miteinander und verleiht dem Systerichyteitig die erforderliche
Flexibilitat.
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Abbildung 3.19: A: Katalytische Triade in der Kiristallstruktur vonhg@notrypsin
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do; PDB ID <1G{T Abstande: His(@)-
Ser(Gy) 8.36 A und His(G)-Asp(Co) 6.45 A;B: Modell der kiinstlichen Triade mit den
jeweiligen Abstanden zwischen den Aminoséauren.

Peptide Nucleic Acid (PNA) ist ein DNA- bzw. RNA-Alogon, bei dem das Phosphat-
Zucker-Ruckgrat durch ein achirales und ungeladeNe&-Aminoethyl)-Glycin-
Peptid-Riickgrat ersetzt wuftfe: *°2 (Abb. 3.20). Die von Nielsert al**¥! 1991
entwickelten Nukleinsaurederivate weisen entschmeideVorteile im Vergleich zu
DNA- oder RNA-Polymeren auf. Da die PNA dem enzysdien Abbau nicht
zuganglich ist, ist sie in biologischen Systemerobeéers stabil. Gleichzeitig zeigen
PNA-Strange eine hohe Bindungsspezifitit, sowiee eerhbhte Thermostabilitat
gegenuber einem komplementaren DNA- oder RNA-Strangin
Schmelzpunktexperimenten findet man aufgrund dergelmden AbstoRung negativer
Ladungen im PNA-RUckgrat fir PNA/DNA-Duplexe einéhlere Schmelztemperatur
als bei den entsprechenden DNA/DNA-Duplexen. Allggd resultieren aus diesem
Mangel an Ladungen eine deutlich schlechtere Ldséit in wassrigen Systemen und
eine Tendenz zur Bildung von Aggregaten, was dden Einbau von Lysinresten in
die PNA-Sequenz kompensiert werden kann.

B B B B B B
;[R \)):[R R 0 0 0
0 ) .0 . (0] (0] (@)
() (0] (@)
e O“F:—O O-p-o O-p___ ‘~N/\/N\)J\N/\/N\AN/\/N\)1\
U 1 ]
o 3 Ol H H H
5'-Ende DNA: R=H; RNA: R=OH N-Terminus PNA

Abbildung 3.20:Strukturvergleich von DNA und PNA.
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Der so konzipierte Cofaktor wird dem Pool an RNApfeKonjugaten vor der
Selektionsreaktion zugegeben. Bereits ausgebifiekendar- und Tertiarstrukturen der
RNA werden zunéachst durch Erhitzen aufgelost undAdikiihlen in Anwesenheit des
Cofaktors erlaubt den RNA-Sequenzen sich neu zerfalnd die verankerte Triade
dabei miteinzubeziehen (Abb. 3.21). Nach diesemzeéph soll die RNA dabei eine
raumliche Struktur mit einer katalytischen Tasciwedie Triade ausbilden, was bereits
durch Kristallstrukturen verschiedener Ribozyme eigizwerden konnt& %4 um
Interaktionen zwischen dem an der RNA durch Hybratung verankerten Cofaktor
und dem kovalent gebundenen Peptidsubstrat zu neirem wurden in Abhangigkeit
der Konjugationsstrategie PNA-Anker-Sequenzen &ir kbnstanten Primerbereich des
jeweiligen anderen Endes der RNA-Bibliothek entwarfund synthetisiert. Fur eine
ausreichende Stabilitat des angestrebten RNA/PNBrHY ist eine Lange der PNA-
Sequenz von 6-7 Nukleotiden notwendig, sowie eimehdnteil an G-C Basenpaaren.
Dabei ist zu beachten, dass Guaninbasen im PNAgimat Cytosinbasen im DNA-
/IRNA-Strang stabilere Basenpaare bilden als umgekieime Hybridisierung mit PNA-
Strangen ist sowohl in paralleler als auch antipdest Ausrichtung maoglich. Dabei
entspricht der N-Terminus (n’) dem 5’-Ende und @eferminus (c’) dem 3’-Ende bei
den Nukleinsduren. Antiparallele Hybride zeigenSohmelzpunktexperimenten eine
groRere Stabilitat (Abschnitt 3.5.2.1) als in dearghlelen Orientierung. Die
synthetisierten PNA- und PNA-Aminosaure-Sequenzed g Abb. 3.22 dargestellt.
Sequenzen, die komplementar zur 5’-terminalen Reawgenz sind, werden in
Kombination mit der Konjugationsstrategie am 3’-Erder RNA eingesetzt (Abschnitt
3.4.1). Fur die Konjugation am 5-Ende der RNA naddidifikation mithilfe von
Initiatornukleotiden (Abschnitt 3.4.2) kommen daged®PNA-Sequenzen komplementar
zum 3’-terminalen, konstanten Primerbereich zuns&in In allen PNA-Molekdlen ist
ein Lysinrest enthalten, der durch seine positifadene Seitenkette eine bessere
Loslichkeit ermoglicHt®). Eine direkte und effiziente Methode fiir die Helising
dieser PNA-basierten Cofaktoren ist die Festph&spiidsynthese (SPPS) (ausfuhrlich
beschrieben in Abschnitt 3.2 und 5.3). Die Verwerglugeeigneter Monomere
ermoglicht die Synthese des Molekils mit allen fioriellen Einheiten in nur einem
Ansatz. Der Einbau von PNA-Monomeren erfolgt in Rgge zur Kopplung von
Aminosauren. Lediglich ein anderes Kopplungsreadei#TU, O-(7-Azabenzotriazol-
1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium Hexafluorophosh wird fiir PNA-Monomere
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verwendet und ein Capping-Schritt nach jeder Kopgludurchgefihrt. Die
Aufarbeitung im Anschluss an die Spaltung vom Harfolgt wie bei den Peptiden
zunachst durch Fallung mit Diethylether und ans@¥nder Aufreinigung mittels
HPLC. Die Analyse von Reinheit und Identitdt der A°Mrfolgt durch HPLC und
MALDI-TOF MS. Eine Quantifizierung ist durch die 8&&mmung der UV-Absorption
der Nukleobasen bei 260 nm mdglich und wird in Almst 5.3.5 im Detail
beschrieben. Abbildung 3.23 zeigt exemplarischdém PNA-Aminosaure-Cofakt@6
das HPLC-Chromatogramm der aufgereinigten undedeln Verbindung sowie dessen
Strukturformel.

85°C 15°C
+ EE@- & + ?ﬁj > \@
RNA RNA RNA

Abbildung 3.21:Schematische Darstellung des Einbaus der veramké&gtalytischen
Triade wahrend der Faltung der RNA.

Primerbindungsbereich Primerbindungsbereich
5-GGAGCUCAGCCUUCACUGC, — (N), — |GGCACCACGGUCGGAUCCAC-3’
¢’-K- -0 21
¢’-K- -1 22
¢’-K- -PEG,PEG, @ PEG,® n’ 23

¢’-K- -n’ 24
of K- -’ 25
¢’ -GEPEG, B PEG, @ PEG, - K-n’ 26

Abbildung 3.22: Sequenzen der synthetisierten PNA- und PNA-Amingsa
Verbindungen
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Abbildung 3.23: RP-HPLC-Chromatogramm und Struktur des aufgeranig®?NA-
Peptid-Cofaktor6.

3.5.2 Charakterisierung von PNA/DNA und PNA/RNA Hyb  riden

3.5.2.1 Bestimmung der Schmelztemperatur

Ein wichtiges Merkmal zur Charakterisierung einesiklinsdure-Hybrids ist die

Bestimmung seiner Schmelztemperatur. Fir doppatggé Nukleinsduren ist damit

jedoch nicht der Ubergang vom festen in den flissig\ggregatzustand gemeint,

sondern das Aufbrechen der Watson-Crick-Basenpaagdedie Trennung der beiden
komplementaren Strange. Die Schmelztemperagubdschreibt somit den Zeitpunkt
der Denaturierung und gibt gleichzeitig Auskunfeiildie Stabilitat von Duplexen. Eine

Schmelzpunkt-Analyse der PNA-Aminosaure-Cofaktoestaubt eine Abschatzung

daruber, mit welcher Stabilitat die Triade an dé&tARverankert ist. Dabei sind zwei

Aspekte von besonderer Bedeutung:

1. Die Schmelztemperatur muss einerseits ausreichect bkein, so dass wéhrend
einer Selektionsreaktion in einem typischen Temntpepareich von 20-37 °C der
Cofaktor stabil verankert ist.

2. Das gebildete Hybrid darf nicht zu stabil sein,dia Anlagerung der PNA-Sequenz
im konstanten Primerbereich der RNA erfolgt und @afaktor somit mit der

Bindungsstelle der Primer fur die nachfolgende RORRonkurriert.
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Fur die Bestimmung der Schmelztemperatur werdenindmare Mengen der
komplementaren Einzelstrdnge in Phosphatpuffer pkD gelést und die
Konzentrationen so gewahlt, dass eine Ausganggaiimorder Probe von 0.4-0.7
erreicht wird. Die Hybridisierung der beiden Str&ngird gewahrleistet, indem die
Probe zunachst auf 85 °C erhitzt und anschlieBamgsem auf Raumtemperatur
abgekuhlt wird. Die Messung der Absorption erfgdgpbtometrisch in verschlieBbaren
Quarzklvetten bei 260 nm, wéahrend gleichzeitig Beamperatur der Probe erhoht
wird™®. Um mégliche Absorptionséanderungen des Puffersrevithdes Erhitzens zu
korrigieren, wird jeweils parallel eine Kuvette niluffer vermessen und die erhaltene
Basislinie von der Schmelzkurve subtrahiert. Die mgeraturabhéangige
Absorptionskurve, die hieraus resultiert, zeigt eein typischen sigmoidalen
Kurvenverlauf aufgrund der kooperativen Eigensdraftles Schmelzvorgangs. Das
bedeutet, wenn bereits einige Basenpaare aufgedmochurden, erfolgt die
Denaturierung der nachfolgenden Basenpaare umseeltah Der damit verbundene
Anstieg der Absorption wahrend des Schmelzvorgargesaht auf dem Effekt der
Hyperchromizitat. Dieser wird durch den Verlust @eStackings, das in der helikalen
Struktur vorliegt, hervorgerufen. Somit ist der Alystionskoeffizient der Nukleobasen
in einzelstrangigen Oligonukleotiden groéf3er aldDuplexen. Die Schmelztemperatur
Tm ist definiert als diejenige Temperatur, bei der délfte der vorhandenen Spezies als
Hybride vorliegt, und wird durch das Maximum desten Ableitung der Schmelzkurve
bestimmt. In Abbildung 3.24 ist beispielhaft einehBelzkuve und deren 1. Ableitung
fur den Duplex aus einer DNé&nerund dem PNA-Aminoséaure-Cofakt®B gezeigt.

A B
DN 23
0,88 DNA,q, ./ 23 0,0035- Assmer/
GGAGCTCAGCCTTCACTG et L
0,86 PEG, -S-PEG,-H-PEG, D 0,0030- 10 2 7

0,0025 4

0

0,0020

Abs,

0,0015 4

0,0010

T y T T T T T ] 0,0005 T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50
TCO TCO

Abbildung 3.24:A: SchmelzkurveB: 1. Ableitung von Duplex DNAsmef 23.
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Tabelle 3.3:
Schmelzpunkte der PNA-Sequenzen 22-23, komplementanm 5’-Ende
DNA?mer PNA7mer PNA7mer'Tr|ade
5-GGCTGAG-3’ 22 23
DNAlSmer

286+0.2°C g33+05°C 59.5+0.2°C

5-GGAGCTCAGCCTTCACTG-3'
(At=+34.7°C)  (At=+30.9 °C)

DNA7mer 32.0+0.0°C 50.3+02°C 49.6+0.1°C
5-CTCAGCC-3’ (At=18.3 °C) (At=17.6 °C)

DNA7mer (parallel) 350+04°C 33.2+0.1°C

5-CCGACTC-3' -
“self-melting” PNA - 400+1.4°C 34.1+1.8°C
Tabelle 3.4:
Schmelzpunkte der PNA-Sequenzen 24-26, komplementanm 3’-Ende
DNA?mer I:>NA6mer IDNA?mer IDNA?mer‘
5-ACCGTGG-3' 24 25 Peptid 26
DNAlsmer

20.6+08°C 431%+43°C 534+0.1°C 50.7+1.8°C
5-GGCACCACG (At=+22.4°C) (At=+30.0°C)
GTCGGATCC-3'

RNAlsmer

5-GGCACCACG
GUCGGAUCC-3’

69.9+0.3°C 64.2+0.3°C

In den Tabellen 3.3 und 3.4 sind die Schmelzpurddter vermessenen Duplexe
wiedergegeben. Die ermittelte SchmelztemperatudestMittelwert aus mindestens 3
parallelen Messungen. Es wurden Messungen von kemplewischen den PNA-
Aminosaure-Cofaktoren23 und 26 mit einem DNAgmer Und einem RNAgmer
durchgefuhrt, das in der Lange und Sequenz demiljgare konstanten Primerbereich
der RNA-Bibliothek entspricht. Vergleichsmessungemes DNAme mit jeweils

gleicher Sequenz wie PNA2 und 25 zeigten eine Erhdhung der Schmelztemperatur
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(At) und somit eine héhere Thermostabilitdt von Z4-<=C. Experimente mit der reinen
PNA-Sequenz42 und 25) im Vergleich zum PNA-Aminosaure-Cofakt@3 und 26)

bestatigen mit einem nur geringen Unterschied mTdermostabilitdt, dass die Triade
durch den langen Polyethylenglycol-Linker (Pig)Jlexibel genug und weit genug von

der PNA separiert ist, um keinen stérenden Effekidée Duplexbildung auszuiben.

3.5.2.2 Nachweis der Hybridbildung mittels Interkalation

Eine weitere Mdoglichkeit des Nachweises PNA-hattilgybride bietet der Gebrauch
des Cyano-Farbstoffes und Interkalators DISY (3,3'-Diethylthiodicarbocyaniffy”

159 (Abb. 3.25).
©: NN ]@

Abbildung 3.25:Interkalator DiSG(5).

Der Farbstoff DiS@5) bindet mit grof3er Affinitat an PNA/DNA-DuplexBNA/PNA-
Duplexe und bisPNA/DNA-Triplexe wobei eine hypsamine Verschiebung (hin zu
kirzeren Wellenldngen) seiner Hauptabsorptionsbamdsichtbaren Spektralbereich
von mehr als 100 nm erfolgt. Dieser Effekt wird cdudie weniger polare Umgebung
PNA-haltiger Hybride verursacht und ist auf das aladene Peptidrickgrat der PNA
zurtckzufiihren. Die deutliche Verschiebung der Apsonsbande verursacht einen
unmittelbar sichtbaren Farbumschlag von Blau zuléiound bietet dadurch eine
direkte und einfach durchfiihrbare Methode fiir detdRtion PNA-haltiger Hybride.

DNA. .. DNA

Tmer 6mer

DNA

DNA

18mer 1 8mer

Abbildung 3.26:Nachweis PNA-haltiger Hybride mit dem InterkalaB6C,(5).
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Fur die Nachweisreaktionen wurden sowohl PNA/DNApRBxe, PNA/RNA-Duplexe,
als auch DNA/DNA-Duplexe und PNA-Einzelstrange vengdet. Um eine mdgliche
Hybridbildung zu gewahrleisten, wurden zunachse &roben auf 95 °C erhitzt und
anschlieBend auf Raumtemperatur abgekuhlt. Nachk&uder Farbstofflosung konnten
die in Abbildung 3.26 gezeigten Farbungen beobaeieden. Die Proben 5 und 6, die
PNA-Einzelstrange enthalten und fir die somit noe éildung von Aggregaten, aber
nicht von Duplexen moglich ist, zeigen die gleichellblau Farbung, wie die
methanolische Losung des Farbstoffes selbst. BV DNA-Duplexen (Probe 1 u. 2*)
ist eine leichte Verdunklung des Blaus zu erkenridir. das PNAwer (24, Probe 4)
konnte kein deutlicher Farbumschlag beobachtet everdDies gibt Grund zur
Annahme, dass dieser Duplex nicht stabil genuguist,eine flr einen Farbumschlag
ausreichend unpolarere Umgebung zu bieten, wasitdeder deutlich niedrigere
Schmelzpunkt von 43 °C vermuten lasst. Bei PNAipait Hybriden ist flir das
PNA7mer (25, Probe 3, 8, 9) und den PNA-Aminosaure-Cofak®® Probe 10, 11) eine
deutliche Violettfarbung sowohl mit komplementafKA 1gmer als auch RNAgmer ZU
erkennen, wodurch die Hybridbildung und der gemess8chmelzpunkt bestatigt

werden.

* Die Bildung eines DNA/DNA-Duplex mit einem 6mestiunwahrscheinlich und konnte durch eine
Schmelzpunktbestimmung nicht bestatigt werden.
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3.5.2.3 Reverse Transkription in Gegenwart von Cofaktoren

Die Hybridisierung des 3'-DNA-Primers wahrend dezv@rsen Transkription ist ein
essentieller Schritt fur das Gelingen eiireritro Selektion, denn er wird benétigt, um
die angereicherten aktiven Sequenzen im RNA-Podapieren und anschliel3end zu
vervielfaltigen. Da in der von uns gewéhlten Seteldstrategie der PNA-Cofaktor
ebenfalls im 3’-terminalen, konstanten Sequenzblrdies Pools hybridisiert, soll in
diesem Experiment geklart werden, ob die Anwesénder PNA die Reverse

Transkription stort oder ob ein Anlagern des 3nkars ohne Hinderung moglich ist.

Hierzu wurden jeweils fir die PNAer 25 und PNAmer 24 zwei unterschiedliche
Ansatze durchgefihrt. Einerseits wurden der Primuerin der halben Konzentration im
Vergleich zum RNA-Template eingesetzt. Dies gewsisigét eine komplette
Umsetzung des Primers (Abb. 3.29, Ansatznummeruhe! 10-13) fur den Fall, dass
keine stérenden Einflisse der PNA vorhanden simdieferseits wurde ein funffacher
Uberschuss an Primer verwendet. In diesem Ansatzdie Reaktionsbedingungen den
Gegebenheiten wahrend dier vitro Selektion angepasst. Durch den Uberschuss an
Primer bestehen bessere Voraussetzungen dafirddas¥imer die PNA verdrédngen
kann (Abb. 3.29, Ansatznummer 5-9 und 14-18). Zl&dt wird die zugegebene
Menge an PNA in beiden Ansatzen variiert. Die itej@ Ansatz eingesetzten Mengen
an RNA-Template, Primer und PNA sind in Abbildun@2®8 wiedergegeben. Zur
Auswertung wurden die jeweiligen Ansatze auf einnalerierendes 12 %
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und anschlieRend Redioaktivitdt der Banden

gescannt.

Fur die erste Reihe an Experimenten, bei denerPderer in niedriger Konzentration
eingesetzt wurde, ist klar zu erkennen, dass umajipéd/on der eingesetzten PNA-
Konzentration die Verlangerung des Primers qudittitafolgte. Das gleiche Ergebnis
zeigt sich auch wenn der Primer im Uberschuss sitgewird. Hier ist das Verhaltnis
von verlangertem zu nicht verlangertem Primer ieralAnsatzen konstant und somit

vollig unbeeinflusst von der Anwesenheit der PNA.
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PNA,, ... 24 PNA,,.. 25

BL P 1|12 |3[4)|5]|]6]|7]|8]9 BL P 1011|1213 (14|15|16| 17|18
RNA (pmol) 10110110(10]10]10(10]10]10 10110]10{10 )10 (10|10 10]10
3’Primer*(pmol) 51515(5]50]50(50]50]50 515155 150]50(50]50(50
PNA (pmol) 0[5 [10]20[ 0 [10]20(50 (100 015]10]20]0 [10]20( 50]100
cDNA P> - - - -

» »
Primer P - - - - - - -

- -

Abbildung 3.29: Reverse Transkription in Anwesenheit von PNA-Segea 24 und
25. Eingesetzte Mengen der einzelnen Komponenten: :RI9Amer-Bibliothek (pmol);
3'-Primer* (pmol, 5™- *P-markiert, * = radioaktiv); PNAve (25, links, pmol); PNAmer
(24, rechts, pmol); BL = Basenpaarleiter; P = 3’-Pnitme
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3.6 Affinitatschromatographie

3.6.1 Immobilisierung von RNA-Peptid-Konjugaten auf Streptavidin-

Agarose

3.6.1.1 Stabilitdtsuntersuchungen von immobilisierten RNA-Rptid-Konjugaten

Fur das Gelingen der Selektion ist in einem ersg&ehritt eine quantitative
Immobilisierung der nicht aktiven RNA-Sequenzen vessentieller Bedeutung.
Zusatzlich mussen die immobilisierten RNA-Peptidakmate auch eine ausreichende
Stabilitat besitzen, so dass nur diejenigen RNAuBagen vom Harz gewaschen
werden, die aktiv eine Bindung gespalten haben. Woerprifung der Stabilitat der
Konjugate wurden folgende Versuche durchgefiihrthifié der vorhandenen Biotin-
Ankergruppe werden RNA-Peptid-Konjugate durch laképonen mit dem Protein
Streptavidin  auf  Streptavidin-modifizierter ~ Agaroseimmobilisiert.  Die
Immobilisierungsexperimente wurden sowohl fir RM#rPeptid@)-Konjugate als
auch fur Konjugate der RN#omerBibliothek mit Peptid 2 durchgefiihrt. Die
Konjugation erfolgte dabei jeweils Uber eine Aldéfunktion am 5-Ende der RNA,
die durch das Initiatornukleotitlo eingefiihrt wurde (Abschnitt 3.4.2.2). Dabei konnte
fur beide *P-markierten immobilisierten Konjugate gezeigt veerddass diese tber
einen Zeitraum von 24 Stunden eine ausreichendsli&aaufweisen. Wéhrend dieser
Zeit wurde trotz intensivem Waschen keine Radio#@iti in den Waschfraktionen
festgestellt und gleichzeitig blieb die Menge ardiBaktivitdt auf dem Harz konstant
(Abb. 3.30 a). Die Immobilisierung fur das Rbf\er wurde mit dem entsprechenden
HPLC-aufgereinigten Konjugat durchgefihrt und ergaibe nahezu quantitative
Immobilisierung (Abb. 3.30 a, links: Die gemessdradioaktivitat in Waschfraktion
Nr. O betragt ca. 10 %). Fir die RhN#AmerBibliothek wurde hingegen direkt das
Rohprodukt aus der Konjugationsreaktion ohne weitéufreinigung fir die
Immobilisierung verwendet. Aus diesem Grund konmter keine quantitative
Immobilisierung der Radioaktivitat erreicht werd@bb. 3.30 a, rechts: Die gemessene
Radioaktivitat in Waschfraktion Nr. O betragt c8.%).
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Abbildung 3.30:Immobilisierung und StabilitafP-markierter RNA-Peptid-Konjugate.
(a) Aufgereinigtes RNAsmerPeptid@)-Konjugat (links) und der nicht aufbereitete
Konjugationsansatz des RNAmerPeptid@)-Konjugats (rechts) wurden auf
Streptavidin-Harz immobilisiert; das Harz wurde bigum Erreichen des
Hintergrundniveaus der Radioaktivitdt gewaschen died Stabilitat Gber 24 Std. in
wassrigem Puffer bei 25 °C untersucht, indem diedeamn Waschfraktionen &)
gemessene und auf dem Ham) (verbleibende Radioaktivitat verfolgt wurde. Der
Zeitpunkt der proteolytischen Spaltung mit Trypsst durch Pfeile angezeigt. (b)
Gelelektrophoretische Analyse der Verdauprodukt®: RNAzmes (2) RNAsmer
Peptid@)-Konjugat, (3 Verdauprodukt (eluiert in Fraktion Nr. 19),) (BRNA1oomes (5)
RNA109merPeptid@)-Konjugat, (6 Verdauprodukt (eluiert in Fraktion Nr. 14). c)
Struktur des Verdauprodukts des RN#erPeptid@)-Konjugats.
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3.6.1.2 Freisetzung der immobilisierten RNA durch Trypsinspaltung des Peptids

Im Anschluss an das oben beschrieben Immobilisgaexperiment wurde ein
Trypsinverdau der Konjugate durchgefuhrt. DieseltBpg dient als Positivkontrolle
fur aktive, Peptid-spaltende RNA-Sequenzen undesolt quantitative Freisetzung der
gespaltenen Konjugate, bzw. im Falle der Selektien aktiven RNA-Sequenzen,
ermoglichen. Die Versuche konnten zeigen, dassSgheltstelle im Peptid fur das
Enzym trotz der Immobilisierung auf Streptavidinakgse leicht zuganglich ist. 85-90
% der immobilisierten RNA wurde durch den Verdau Trypsin vom Harz freigesetzt
(Abb. 3.30 a). Die gelelektrophoretische Analyse\Waschfraktionen im Anschluss an
die Spaltung zeigten fur das jeweilige Konjugateegstharfe Bande, deren Mobilitat
zwischen der nicht-modifizierten RNA und dem in&aktRNA-Peptid-Konjugat liegt
(Abb. 3.30 b). Dies deutet darauf hin, dass diep3inspaltung spezifisch an der
vorgesehenen Spaltungsstelle und ohne Nebenreafktierfolgt, insbesondere ohne
erkennbare RNA-Degradation. Zusatzlich wurde dasddgprodukt des RNAmer
Peptid@)-Konjugats mittels HPLC isoliert und durch Masgsigroskopie
charakterisiert. Die Analyse ergab die korrekte $4af$ir das erwartete Spaltprodukt am
C-terminalen Ende des Argininrests (Abb. 3.30 c)AUDI-TOF MS-Analyse: m/z
9141.4 [M+H]; berechnet fur [geHa7aN10d010dP2s] " 9147.63).

3.6.1.3 Streptavidin-Shift mit Biotin-markierten RNA-Peptid -Konjugaten

Eine weitere Mdglichkeit Interaktionen zwischeneptavidin und Biotin-markierten
Verbindungen darzustellen, ist ein Gel-Shift Expemt. Dabei wird nicht das auf
Agarose-Kigelchen immobilisierte Streptavidin  sandeFluoreszenz-markiertes
Streptavidin in Losung verwendet. Ziel dieses Expents war die vollstandige
Bindung radioaktiver RNfyomerPeptidg)-Konjugate durch Streptavidin zu zeigen,
gleichbedeutend mit einer kompletten Verschiebury thdioaktiven Bande des
Konjugats und Komigration mit der Fluoreszenzbadds Streptavidins. Dabei bindet
die RNA, die durch die Konjugation mit dem Peptid 8iotin-Label erhalt, an das
Streptavidin und wandert wahrend der Elektrophomes® viel langsamer durch die
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Gelmatrix als die RNA alleine. Als Positivkontrolirde ein RNAomer verwendet, das
sowohl ein Biotin als auch einen Fluoreszenzfafbsits Marker tragt. Es wurden
sowohl ein Radioaktivitats-, als auch ein Fluorezz8cans des Gels durchgefiihrt
(Abb. 3.31). Bei Betrachtung der Radioaktivitat PAIB.31 A) sind zunachst die nicht
modifizierte RNA (3 und das RNA-Peptid-Konjugat)(2rkennbar. In Anwesenheit des
Streptavidins (3+ 4) nimmt die Intensitdt der Konjugatbande ab undeeneue

radioaktive Bande auf Hohe des Streptavidins emsthBie Bindung erfolgt jedoch

nicht quantitativ.

A: Radioaktivitat-Scan B: Fluoreszenz-Scan
L .23 1_ 2% 3 4 B 3T

C: Radioaktivitit-Scan
2 3

*

*evm}w
\J

> § Ao
Cane BB
i RNA, gome-P00l @ Hisgtag @ Biotin O“’ Streptavidin mit Fluoreszenz-Label

RNA, oo~ Peptid(6)-Konjugat *’ e RNA,,.., mit Fluoreszenz-, Biotin-Label

Konjugat-Streptavidin-Komplex MRNA4Omer-Streptavidin-Komplex

Abbildung 3.31: Streptavidin-Shift Experiment mit Biotin-markieme RNAioomer
Peptid@)-Konjugat. T RNAigemerBibliothek €2P-markiert); 2 RNAgomerPeptid6)-
Konjugat und wahrend der Konjugation nicht umgdsetRNAgome; 3. 2 +
Fluoreszenz-markiertes Streptavidin;Fuoreszenz- und Biotin-markierte Rhufher +
Fluoreszenz-markiertes Streptavidin;: F-luoreszenz-markiertes Streptavidin;: 6
Fluoreszenz- und Biotin-markierte R C: Wiederholung der Ansatzeund 3 3
mit grol3erem Streptavidiniberschuss (~ 2.5.equiv.).
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Die Fluoreszenzbanden (Abb. 3.31 B) bestéatigen theeraktionen zwischen
Streptavidin und RNA-Peptid-Konjugat. Die Bande &&ptavidins (ballein wandert
schneller durch das Gel als im Komplex mit dem Kigai. Fur die Positivkontrolle
RNAsomer (7) ist im Komplex mit Streptavidin _{5 kein eindeutiger Shift der
Streptavidinbande _§6 zu erkennen, jedoch belegt die deutliche Zunahdee
Fluoreszenzintensitat, dass ebenfalls eine Komptixig stattgefunden hat. Das Ziel
dieses Versuches, die vollstandige Bindung Biotarkierter Verbindungen durch das
Streptavidin  wurde zunachst nicht erreicht, kandogh durch einen erhohten
Uberschuss an Bindungsprotein (~ 2.5 equiv.) drzigrden (Abb. 3.31 C)3und
resultiert in einem vollstandigen Shift der RNA-Rdg<onjugat Bande.

Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung einesse&henden Uberschusses an

Streptavidin fur das Gelingen der Selektion.

3.6.2 Immobilisierung auf Streptavidin-Agarose und Ni?*-Sepharose

Eine weitere wichtige Voraussetzung fur die Durtinfing der Selektion ist die
spezifische Trennung von aktiven, nicht-aktiven wsedbstspaltenden RNA-Spezies
anhand der beiden unterschiedlichen AffinitatsmarBeotin und Hig. Fur die

Etablierung eines Protokolls, in dem beide Immsl@lungen (auf Streptavidin-
Agarose und Ni-Sepharose) nacheinander durchgefiihrt werden, wuradioaktiv

markierte RNA-Peptid-Konjugate mit unterschiedlichRNA-Lange (25mer oder
49mer) sowie mit unterschiedlichen Peptiden, dieejis einen Affinitatsmarker (Biotin

oder Hig) tragen, hergestellt. Hierbei kam als Konjugatimnathode die Kopplung am
3’-Ende nach Periodatoxidation zum Einsatz (Abb4.13, mit anschlieRender
Aufreinigung der Konjugate mittels Gelelektroph@eBtr die Immobilisierung wurde

eine Mischung folgernder Verbindungen eingesetzt:

1. RNA2smer Peptid@)-Konjugat - Biotin-Marker
2. RNA9merPeptidb)-Konjugat - Hiss-Marker
3. RNAZsmer - kein Marker

Das Protokoll fur die Immobilisierung enthalt dielgenden Schritte: Zunachst wird

eine Mischung der oben genannten Spezies zweind@iemander mit Streptavidin-



Ergebnisse 63

Agarose-Harz inkubiert und anschlieRend grundliclit mmmobilisierungspuffer
gewaschen (Abschnitt 5.6.1.1). Es ist zu erwartdmss das RNAmerPeptid@)-
Konjugat durch Interaktionen des Biotins mit demmeftavidin vollstéandig auf dem
Harz verbleibt und in den Waschfraktionen das RdNA-Peptidb)-Konjugat sowie das
nicht modifizierte RNAsmerwieder zu finden sind. Anschliel3end werden diakkehen
Waschfraktionen zweifach mit RNiSepharose-Harz inkubiert und wiederum im
Anschluss grundlich mit Bindungspuffer (20 mM NaeBphat, 0.5 M NaCl, 30 mM
Imidazol, pH 7.5) gewaschen. Nach diesem Schrilitesalas RNAgmerPeptidb)-
Konjugat aufgrund der Wechselwirkungen desgtilsrkers mit dem Ni-Sepharose-
Harz auf der Festphase verbleiben und ausschire@is nicht modifizierte RNAmerin
die Waschfraktionen ubertreten. In einem letztehri8Bcwerden die immobilisierten
Spezies auf dem RiSepharose-Harz durch einen Elutionspuffer mit heéine
Imidazolgehalt (20 mM Natrium-Phosphat, 0.5 M Na&lpmM Imidazol, pH 7.5) von
der Festphase gewaschen. Hierbei ist zu erwartass dm Eluat ausschlief3lich
RNA9merPeptidb)-Konjugat enthalten ist. Um das entworfene
Immobilisierungsprotokoll zu verifizieren, werdeleaerhaltenen Waschfraktionen und
Filtrate mittels Gelelektrophorese analysiert (ABI32).
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Abbildung 3.32:Gelelektrophoretische Analyse (18 % Polyacrylad@el) der Filtrate
und Waschfraktionen der aufeinander folgenden Imbsarungen von RNAsmer

Peptid@)-Konjugat, RNAgmerPeptidf)-Konjugat und nicht modifizierter RNAmer auf

Streptavidin-Agarose (links) und iSepharose (rechts).
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Das Gel auf der linken Seite in Abbildung 3.32 relig Analyse des Inhalts der Filtrate
und Waschfraktionen nach zweimaliger Inkubation deusgangsmischung auf
Streptavidin-Agarose. Wie erwartet enthalten digde nach der 1. und 2. Inkubation
das RNAugmerPeptidb)-Konjugat sowie die nicht modifizierte RNéwe: Nach der
ersten Inkubation sind immer noch geringe SpurenRi¢AvsmerPeptid@)-Konjugat im
Filtrat erkennbar, die jedoch nach der zweiten lbation vollstdndig immobilisiert
wurden. Bedauerlicherweise sind zuséatzlich intendanden des nicht modifizierten
RNAomer zU finden, was auf eine nur geringe Stabilitat denjugate (hergestellt am
3’-Ende der RNA nach Periodatoxidation) hinweist.

Das auf der rechten Seite in Abbildung 3.32 daaiistGel zeigt die Ergebnisse der
darauf folgenden Immobilisierung auf *NiSepharose-Harz unter Verwendung der
Filtrate und Waschfraktionen aus dem ersten Imnsailingsschritt. Diese enthalten
nun ausschliellich RNAmerPeptidp)-Konjugat und nicht modifiziertes RNAmner
sowie nicht modifiziertes RNA&mer aufgrund der instabilen Konjugate. Auch in den
aufgetragenen Referenzen beider Konjugate sinchsiie Banden der jeweils nicht
modifizierten RNA detektierbar, wie auch in dentfailen und Waschfraktionen nach
der ersten und zweiten Inkubation.

Wie zu erwarten ist nach den beiden InkubationenNifi-Sepharose kein RN#mer
Peptidb)-Konjugat, das mit dem HjsMarker modifiziert ist, in den Filtraten
nachweisbar. Das Konjugat konnte jedoch im Elu&tideert werden und zeigt somit,
dass eine spezifische Immobilisierung iiber dene-Miarker auf Nf*-Sepharose

maoglich ist. AbschlieRend lasst sich dieses Expemimvie folgt zusammenfassen:

1. Biotin-modifizierte Konjugate kodnnen spezifisch aubtreptavidin-Agarose
immobilisiert werden.

2. Hiss-markierte Konjugate lassen sich spezifisch auf*-Sepharose-Harz
immobilisieren und anschlieBend mit erhohten Kobzgionen an Imidazol oder
niedrigem pH des Puffers von der Festphase eluieren

3. Nicht modifizierte RNA wird wie erwartet in den #dten und Waschfraktionen
angereichert.

4. Die Versuche haben auch sehr deutlich gezeigt, lasgigate, die durch Kopplung
mit Hydrazin-modifizierten Peptiden am 3’-Ende @A nach Periodatoxidation

erhalten werden, fir Immobilisierungen nicht augrend stabil sind.
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3.7 In vitro Selektion

3.7.1 Ausarbeitung und Optimierung des Selektionspr otokolls

3.7.1.1 Optimierung der Transkription

Die Etablierung des Transkriptionsprotokolls fire dHerstellung der 5’-Aldehyd-
modifizierten RNA-Bibliothek fand unter Verwendurdger ersten Charge (StP89,
Syntheseweg A) des Acetal-geschutzten Benzaldelah&@inmonophosphal® als
Initiatornukleotid statt. Auf eine Transkription trder freien Aldehydfunktion wurde
verzichtet, um mdgliche Reaktion mit aktiven Restenkatalytischen Zentrum der
Polymerase zu vermeiden. Nach erfolgter Transkmptind Ethanolfallung wurde der
Reaktionsansatz mittels HPLC aufgereinigt, um (didrssige Monomere und
Reagenzien zu entfernen, aber auch um diejenigel&iinge mit Initiatornukleotid
zu isolieren. Dies ist durch die unterschiedliclutaRtat der beiden RNA Spezies, die
durch den unpolaren Einfluss der Acetalschutzgrugpgeben ist, moglich. Unter
Verwendung der darauf folgenden Chargen, unabhawngiy der Syntheseroute,
veranderte sich jedoch das Chromatogramm im Ansshlan die Transkription
entscheidend (Abb. 3.33 c¢). Nur noch ein geringeteA von 10 % aller Transkripte
hatte eine geschuitzte Aldehydfunktion inkorporiBihe genauere Untersuchung ergab,
dass die Acetalschutzgruppe schon vor der Trarngknigu einem Grol3teil abgespalten
wurde, wahrend im Vergleich dazu das Initiatornokite der ersten Charge auch nach
langerer Lagerung in wassriger Losung noch zu @efo geschitzt ist. Durch den
Verlust des Acetals wird der Polaritdtsunterschieth RNA-Molekilen, die eine
Aldehydfunktion tragen und denen, die keine tragem,gering, dass sie nicht mehr
mittels HPLC getrennt werden konnen. Erfreulichesee konnte in
Konjugationsexperimenten mit diesen Transkripteregg werden, dass diese genauso
effizient gekoppelt werden kénnen. Daraus ergab die folgende Protokollanderung:
von nun an werden alle Transkriptionsansatze mitAGE aufgereinigt. Mithilfe
dieser Aufarbeitung ist jedoch nur eine Isolieratigr Volllangen-Transkripte moglich,
aber keine Unterscheidung von RNA-Spezies mit uneolnitiatornukleotid. Somit

ergibt sich keine Madglichkeit, die Einbaurate destidtornukleotids direkt zu
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bestimmen. Allerdings kann im Anschluss an die Kigafion ein zusammengefasster
Prozentsatz angegeben werden, der die Einbauradedien Konjugationsausbeute
wiedergibt. In Abbildung 3.33 (b) sind zwei exemdahe HPLC-Chromatogramme
wassriger Losungen von Initiatornukleotiden dertesrs(StP89) und der darauf
folgenden Charge (StP113) dargestellt, sowie diefrefuigung der
durchgefuhrten Transkription (Abb. 3.33 c) der RbbferBibliothek. Links: mit

Acetal-geschitztem Initiatornukleotid. Rechts: m@m fast vollstandig entschitzten

damit

Initiatornukleotid.
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Abbildung 3.33:a) Struktur des Acetal-geschutzten Initiatornukibo10 und mit freier
Aldehydfunktion15; b) HPLC-Analyse wassriger Losungen unterschibelicChargen
des Initiatornukleotid4 0. Links: Charge StP 89, > 90 % Acetal-geschuitztenFi0;
Rechts: Charge StP 113: 80 % freie Aldehyd-Fd®nc) Transkriptionsansatze der
RNA10omerBibliothek mit Gberwiegend Acetal-geschitztem iatrnukleotid (links)
und Uberwiegend Initiatornukleotid in der freierd@hyd-Form (rechts). Schwarz: UV-
Absorption bei 260 nm (mAU); Rot: Bestimmung derd®aktivitdt mit Radioflow
Detektor (cpm).
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3.7.1.2 Optimierung der Polymerase-Kettenreaktion

Die Reverse Transkription (RT) und die anschliel@emblymerase-Kettenreaktion
(PCR) ermdglichen es im Rahmen dervitro Selektion katalytisch aktive RNA-
Spezies in jeder Runde zu vervielfaltigen und sodah verwendeten RNA-Pool
anzureichern. Die in dieser Selektion verwendetemé? sind:

5-Primer (A) 5- TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCCTTCACTGC -3’
3'-Primer (B) 5- GTGGATCCGACCGTGGTGCC -3’

Durch den 5-Primer wird das PCR-Produkt um 18 Bpsare verlangert (in unserem

Fall von 109 auf 128 Basenpaare) und dient in dehsten Selektionsrunde als DNA-
Matrize fur die Transkription. Die angefligten Bgsasre enthalten Erkennungssequenz
und Startsignal fir die T7 RNA-Polymerase, den soagnten_Promotorolglich
besteht Primer A aus 38 Nukleotiden wohingegen &rignmit 20 Nukleotiden nur halb
so lang ist. Dies fuhrt zu unterschiedlichen, opten Hybridisierungstemperaturen
wahrend der PCR. Ein Problem des in friheren Selsdt etablierten PCR-Protokolls
ist die Formierung eines unspezifischen PCR-Praduktit einer Lange von ca. 180-
200 Nukleotiden. Dieses wird vermutlich durch ursfieches Anlagern und
Verlangern des Primers A gebildet. Deshalb wuraerFolgenden Optimierungen der
entscheidenden PCR-Parameter, wie die *Mgund Primer-Konzentration,
Hybridisierungstemperatur, Template-Konzentratiowie die Anzahl der PCR Zyklen

durchgeflhrt.

Hybridisierungstemperatur

Fur die Optimierung der Hybridisierungstemperatanngaling temperature) wurde
zunachst ein Ansatz der Reversen Transkription r&ehdardprotokoll durchgefihrt.
Als Matrize diente unmodifizierter RNAomerP0OI. Dieser RT-Ansatz wurde direkt fur
die PCR unter Zugabe aller Reagenzien nach Hexgisdtokoll weiterverwendet. Der
PCR-Ansatz wurde auf zwolf identische Proben aefietind die Reaktion tber 20
Zyklen durchgefiihrt. Wahrend des Schritts, in de ldybridisierung der Primer
erfolgt, wurden variable Temperaturen von 50-65%W@hilt und anschliel3end jede

Probe auf einem 2% Agarose-Gel analysiert. In Ahlnf 3.34 sind auf dem linken Gel
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zunéchst alle 12 Proben aufgetragen. Auf der racBtgte wurden die Proben 8-11 ein
zweites Mal im Vergleich mit der BasenpaarleiteLBnd dem RT-Produkt analysiert.
Es ist gut zu erkennen, dass im Allgemeinen migsteler Hybridisierungstemperatur
die Gesamtausbeute der PCR zunimmt. Ein Maximureischuf dem linken Gel bei

58-59 °C (= Probe 8) erreicht zu sein. Deshalb emrdie Proben 8-11 (58.75-63.75
°C) nochmals aufgetragen. Neben dem 109mer auReersen Transkription ist das
korrekte Produkt mit 128 Basenpaaren, allerdingsimgeringer Menge, zu erkennen.
Die Hauptbande entspricht erneut dem unspezifisstiéngerten Produkt. Fir alle
weiteren PCR-Experimente wurde eine Hybridisiertemgperatur von 62°C gewahlt,
wobei andere Parameter einen weitaus grol3eren usnfauf die Bildung des

unspezifischen PCR-Produkts zu haben scheinen.

RT BL 8 9 10 11 BL

50°C 65°C
-

123456789101112

i
5 o ~g,'.'..,;_¢.;id."-‘ﬁ. o

Abbildung 3.34: Optimierung der Hybridisierungstemperatur bei 8&R. Standard
PCR-Ansatz wurde auf 12 Proben (1-12) aufgeteild whie PCR mit einem
Temperaturgradient von 50-65 °C wahrend des Hydadingsschritts der Primer
durchgefluhrt. Links: 2 % Agarose-Gel der Prober21Rechts: erneute Gelanalyse der
Proben 8-11 mit Basenpaarleiter (BL) und cDNA aes BT als Vergleich. Rote
Kastchen: RT-Produkt: 109 nt, PCR-Produkte: 128emvinscht) und ca. 200 nt
(unspezifisch).

Mg?*-Konzentration

Auch fir diesen Assay wurde zunéchst eine RT-Reaktiit unmodifizierter RNAggmer
durchgefuhrt und anschlieRend mit den Reagenzieri&i PCR, mit Ausnahme der
Mg**-lonen, erganzt. Der Ansatz wurde dann auf achbéhraufgeteilt und die PCR
mit finalen Md¢*-Konzentration von 1mM, 2mM, 4mM, 6mM, 8mM, 10mM5rM
und 20mM durchgefiihrt. Die Analyse der PCR-Produtiigte auf einem 2 %
Agarose-Gel, welches in Abbildung 3.35 gezeigt ist.
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Das Maximum der PCR-Ausbeute liegt zwischen’Vi§onzentrationen von 4mM und
8mM. Jedoch ist auch unter diesen Bedingungen im& ®hr schwache Bande des
gewilnschten Produkts zu erkennen, wahrend die HBaogeé wieder dem
unspezifischen PCR-Produkt entspricht. Fur alleéeven PCR-Experimente wurde eine

Mg**-Konzentration von 4mM verwendet.

1 2 4 6 8 10 15 20 [mM] Mg~
|

BL 1 2 3 4 5 6 7 8 BL
S—" v | 300

' 200
g Dt g ¢ . []ca.180
150
128

100 nt

Abbildung 3.35: Optimierung der Mg-lonen Konzentration bei der PCR. Standard
PCR-Ansatz wurde auf 8 Proben (1-8) aufgeteilt antiM¢**-Konzentrationen von 1-
20 mM eingestellt. Gelanalyse der Proben 1-8 m#cBpaarleiter (BL); PCR-Produkte:
128 nt (erwlnscht) und ca. 175 nt (unspezifischgxivhum der PCR-Ausbeute bei 4-8
mM.

Anzahl der PCR-Zyklen
Fur diesen Versuch wurden drei Ansatze paralletiyefihrt, die sich in der Art des
RNA-Templates sowie in der An- oder Abwesenheit Wfi-Sepharose-Harz, das fiir

die Selektion verwendet wird, unterscheiden.

1. RNA:oomerPeptidg)-Konjugat + N?*-Sepharose-Harz)RNA ist immobilisiert

2. RNAoomerPeptidg)-Konjugat —->RNA in Losung

3. RNAsgomer+ Ni**-Sepharose-Harz —->RNA in Losung

4. Negativkontrolle —->ohne RNA und ohne Harz

Mit diesem Versuch soll geklart werden, ob die Asemheit des Ni-Sepharose-
Harzes die Entstehung der Produktbande verhindient io irgendeiner Weise hemmit.
Zusatzlich bestand die Vermutung, dass das unspamf PCR-Produkt erst in spateren

Zyklen entsteht, da Primer A erst an den bereitkingerten Sequenzen in kompletter
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Lange hybridisieren kann. Es wurde zunéchst die iRT den oben beschriebenen
Ansatzen durchgefihrt und die PCR Komponenten kiegeben. Das erste Mal wurde
nach 5 Zyklen, anschlieBend nach jedem 3. Zykluis, Adiguot entnommen. In
Abbildung 3.36 sind die Ergebnisse dieses Versudaegestellt. Fur alle drei Ansatze
ist zu erkennen, dass nach 5 Zyklen eine ersteyasitte Produktbande entsteht, die
nach 8 Zyklen stark zunimmt. Nach dem 11. Zyklusdwdiese Bande dann wieder
schwacher und eine neue Bande, das unspezifiséingerte Produkt entsteht, wie in
der Gelanalyse deutlich zu sehen ist. Zusatzlidht zich, dass die Prasenz de$'Ni
Sepharose-Harzes mit dem RNA-Template in LésungekeiEinfluss auf die PCR-
Reaktion hat (Vergleich von 2 und 3). Allerdingsainaes einen Unterschied in der
Intensitat der Banden und somit der PCR-Ausbeudiajas RNA-Peptid-Konjugat auf
dem Harz immobilisiert (1) ist oder frei in Losu®) vorliegt. Das Gel rechts zeigt
erneut Ansatz 2 nach 8 Zyklen mit BasenpaarleBé) (nd die Negativkontrolle nach
30 Zyklen. Auch hier ist nach einer grof3en Anzahl Zyklen eine unspezifische
Produktbildung (ca. 75 nt) erkennbar, obwohl keRi¢A-Matrize sondern nur Primer

enthalten ist. Fur alle weiteren PCR Experimentedeweine Anzahl von 8 PCR-Zyklen

verwendet.
BL NK 8 Zyklen
(1) (2) 3) : RNA in
RNA RNA in RNA in Losung 300 Losung
immobilisiert Losung + Harz i ()
5 811 14 5 811 14 5 811 14 Zyklen 200 -
ji| ca. 180 100 —
| o s 75 | =i
- ; : - S 50 nt| -

Abbildung 3.36:Optimierung der PCR-Zyklen. PCR-Ansétze: (1) RNAmiobilisiert
RNA1gemerPeptidf)-Konjugat + Nf*-Sepharose-Harz, (2) RNA in Losuri@NA;osmer
Peptidg)-Konjugat und (3) RNA in Lésung + HarBNAsogmer+ Ni**-Sepharose-Harz;
Links: Gelanalyse der Proben nach 5, 8, 11 undyldea fir alle drei Ansétze. Rechts:
Ansatz RNA in Lésung nach 8 Zyklen mit Basenpatete{BL) und Negativkontrolle
nach 30 Zyklen; PCR-Produkte: 128 nt (erwtinscht)y ga. 180 nt (unspezifisch),
unspezifische Produkte in der Negativkontrolle.
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Immobilisiertes vs. eluiertes RNA-Peptid-Konjugat és RT-PCR-Template

Da das vorherige Experiment gezeigt hat, dass @® Pnit dem auf dem Harz
gebundenen RNA-Template fir die Reverse Transknptschlechtere Ausbeuten
liefert, als das Konjugat in Losung, soll mit dies&ersuch geklart werden, ob die
Elution mit hoher Imidazol- Konzentration oder migeém pH-Wert eine Verbesserung
der PCR-Ausbeuten im Vergleich zur immobilisiertB®NA bringt. Hierfir wurde
zunéchst in drei parallelen Ansatzen RierPeptid6)-Konjugat auf Nf*-Sepharose-
Harz immobilisiert. Das immobilisiert Konjugat w@rdir Ansatz | direkt fur die RT-
PCR verwendet. Eine Elution des Konjugats vom Haurde fir die beiden anderen
Ansatze mit 500 mM wassriger Imidazol-Lésung (ltfeo 0.3 M Natriumacetat-Puffer
pH 4 (1) durchgefiihrt. Das Imidazol-Eluat wurdeeakt weiterverwendet und hatte
somit in der RT eine Konzentration von 250 mM umdder PCR von 125 mM
Imidazol. Das Eluat mit pH 4 wurde zunéachst neidiedt und dann fir die RT-PCR
weiterverwendet. Abbildung 3.37 zeigt das Ergeblieses Experiments bei dem nach 8
und nach 20 Zyklen Aliquote der PCR-Ansatze auéggtn wurden. Als Ergebnis kann
festgehalten werden, dass die RT-PCR in Gegenefativ hoher Konzentrationen von
Imidazol Uberhaupt nicht funktioniert. Bei dieserrt Avon Elution misste ein
anschlieBendes Entfernen des Uberschusses beispgdsmittels Gelfiltration (NAP-

Séaule) erfolgen.
I I 111

BL 8 20 8 20 8 20Zyklen

300

200 [

150 !

100 |- &
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Abbildung 3.37: Immobilisierte vs. eluierte RNA als Matrize fiur HPICR. |
RNA1gemerPeptidf)-Konjugat + Nf*-Sepharose-Har2> immobilisiert, 1t RNA1ogmer
Peptidg)-Konjugat mit 500 mM Imidazol vom Harz eluiert]:IRNA;oomerPeptid)-
Konjugat mit 0.3 M Na-Acetatpuffer pH 4 vom Haraielt, Agarose-Gelanalyse der
Ansatze nach 8 und 20 Zyklen. PCR-Produkte: 128enwinscht) und ca. 200 nt
(unspezifisch).
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Bei den beiden anderen Ansatzen ist kein weseastlicnterschied zwischen
immobilisiertem und eluiertem RT-Template in der shaute nach 8 Zyklen zu
erkennen. Nach 20 Zyklen zeigt sich erneut das emfipche PCR-Produkt. Eine
Elution der immobilisierten RNA-Sequenzen bei saunggH und anschlieRender RT-
PCR ist also mdglich, allerdings waren Verlusteigagn RNA-Sequenzen durch
unvollstandige Elution wahrscheinlich. Deshalb wveurflir alle weiteren RT-PCR

Experimente das immobilisierte RNA-Peptid-Konjugatwendet.

Primer A Konzentration

Da die Ursache des zu langen PCR-Produkts verrhuilic der unspezifischen
Hybridisierung und Verlangerung des 5-Primers (Aggt, wird im folgenden
Experiment dessen Konzentration im PCR-Ansatz esriiPrimer A wurde in
Konzentrationen von 0.2 bis 4 uM eingesetzt unddigedaraus resultierenden PCR-
Produkte nach 8 Zyklen auf einem 2 % Agarose-Gealyarert (Abb. 3.38 links). Die
Gele zeigen nicht eindeutig, ob bei einer Konzéiamavon 0.2-0.6 uM die Bildung des
unspezifischen Produkts ausbleibt. Fur diesen \tarswurde eine Konzentration des
RNA-Templates fur die RT von 0.1 pM eingesetzt. Flie weiteren RT-PCR
Experimente wurde eine Primer A Konzentration vopM verwendet, da dieser nur
einen geringen Einfluss auf die Bildung des Nebedpkis hat im Vergleich zur
Konzentration des RNA-Templates (siehe n&chsterat&hs Eventuell ware eine
Verringerung auf 0.6 pM Primer sinnvoll, um einedl@ere Anzahl von Zyklen

durchzufiihren zu kénnen und damit die Ausbeutaeigern.

Konzentration des RNA-Templates

Ein weiterer Grund fur die Entstehung des unspe#ien PCR-Produkts kdnnte die mit
steigender Anzahl von Zyklen ebenfalls steigendeod&ktkonzentration im
Reaktionsansatz sein. Eine ,Uberladung” des PCRatxes wiirde dann zusatzlich zur
Bildung unerwiinschten Verbindungen fuhren. In Adhadg 3.38 (rechts) wurden
deshalb RT-PCR-Ansatze mit unterschiedlichen Kotragdanen an RNA-Template
(pmol/20uL Ansatz) getestet. Nach 8 Zyklen ist guterkennen, dass bis zu einer
Konzentration von 0.05 pM (1 pmol/20uL) und 4 puMnkar A hauptsachlich das
erwunschte PCR-Produkt gebildet wird und erst b#henen Konzentrationen diese

erste Bande zugunsten der verlangerten SequenzmiabniFur alle RT-PCR-
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Reaktionen wahrend der vitro Selektion wurden RNA-Template Konzentrationen von
maximal 0.05 uM verwendet.

5’-Primer (A) RNA-Template
0 0.01250.025 0.05 0.1 025 05 uM
BL 0 02 04 0.6 0.8 1.0 2.0 40 yM BL 0 02505 1 2 5 10 pmol20uL

300 ' e |
—— l hs 300 | v
200 | v s 200 | v
150 : e - - 150 | won
. v 100 | v
;20 , 75 [
WL 50 nt| wee
50 nt| s )

Abbildung 3.38: Optimierung der 5-Primer Konzentration (links) durder RT-
Template Konzentration (rechts).
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3.7.2 Durchfuhrung der in vitro Selektion

Fur diein vitro Selektion wurde eine 109-Nukleotide lange DNA-Ritliek verwendet,
die einen zentralen, randomisierten Bereich vorNéRleotiden aufweist. Dieser wird
zu beiden Seiten von konstanten Primerbereichexkiflet. Die eingesetzte Bibliothek
besitzt eine Komplexitat von 1.49 « “%Overschiedenen Sequenzen, von denen
durchschnittlich 2 Kopien, das entspricht einerff§tenge von ~ 5 nmol, als Vorlage
fur die Transkription der ersten Selektionsrundeesetzt wurden. Die Ausbeute dieser
Transkription betrug nach der Aufreinigung durchleBektrophorese und Elution aus
dem Gel 29.5 nmol affP-markierten RNA-Transkripten. Diese wurden volisiig bei
der Konjugation mit dem zweifach markierten Pegdidveiter umgesetzt. Aus dem
Konjugationsansatz wurde in jeder Runde ein Aligeatnommen und mit PAGE
analysiert, um die Einbaurate des Initiatornuki#®in Kombination mit der Ausbeute
der Konjugation zu bestimmen. Aus dem Konjugatiosatz wurde anschliel3end durch
Ethanolféallung der Peptidiberschuss entfernt urddethaltene Pellet an RNA-Peptid-
Konjugaten direkt in der Selektionsreaktion weitgwendet. Hierfir wird das
Konjugat in Selektionspuffer (Na-Phosphat pH 7 3@,mlaCl 200 mM, KCIl 100 mM,
MgCl, 5 mM, CaC} 5 uM, MnCL 5 uM) unter Zugabe von 5 % Polyethylenglykol und
Erhitzen auf 80 °C fur 5 min vollstandig gel6st, dass keine Radioaktivitat an den
Wanden des ReaktionsgefaRes haften bleibt. Angdnek erfolgten die aquimolare
Zugabe des PNA-Aminosaure-Cofakt@&sowie eine erneute Denaturierung fur 5 min
bei 80 °C und anschlieBendes Abkuhlen auf Eis. éentliche Selektionsreaktion
wird dann fur 2 Stunden bei 20 °C durchgefiihrt. iINder Selektionsreaktion wird die
Natriumchloridkonzentration der Loésung auf 1 M astgllt, um elektrostatische
Wechselwirkungen des negativ-geladenen RNA-Ruckguatd der Festphase zu
vermeiden und somit unspezifisches Binden zu mirem. Vor der ersten
Immobilisierung mit Streptavidin wird zunachst diRadioaktivitat der Lésung
bestimmt. Dieser Wert wird bei der spateren Auswegtals 100 % der fur die
Immobilisierung eingesetzten Radioaktivitat festgel Die Immobilisierung auf
Streptavidin erfolgte einmalig mit einem 10-fachHéberschuss an Harz, das zuvor mit

tRNA vorbehandelt wurde, um unspezifische RNA-Bingsstellen des Harzes zu
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sattigen. AnschlieRend wird der Uberstand abfittriend das Harz ca. 5 Mal mit
Waschpuffer (Tris-HCI 50 mM, Harnstoff 8 M, pH 7.g¢waschen. Es folgt Messung
die Radioaktivitat des Harzes und der Waschfraktoriabei wird in jeder Runde der
Wert fur die Einbaurate/Konjugation und der Anteiér auf Streptavidin immobilisiert
wurde, festgehalten und verglichen (Abb. 3.39 Ink¥or der anschlielRenden
Immobilisierung auf Ni*-Sepharose-Harz werden die Waschfraktionen auf eine
Imidazol-Konzentration von 40 mM eingestellt, um gh¢éhes unspezifisches Binden
zu minimieren. Alle Waschfraktionen werden nachede mit dem ebenfalls tRNA
vorbehandelten Ni-Sepharose-Harz inkubiert, welches anschlieBend 4@itmM
wassriger Imidazol-Lésung gewaschen wurde, bis @&adioaktivitdt in den
Waschfraktionen Hindergrundniveau erreicht. Im Arsgss wird das Harz mit Wasser
gewaschen, um es fur die Reverse Transkriptionetten zu kdénnen. Zuvor wird
jedoch die Radioaktivitdt des Harzes bestimmt. &i&¥ert wird einerseits genutzt um
die Menge an RNA-Matrize fir die Reverse Transkoiptzu berechnen und dadurch
die Bildung des unspezifischen PCR-Produkts zu imndegmn (Abschnitt 3.7.1.2).
Andererseits ist dieser Wert das Mal3 dafir, ob Ameicherung von RNA-Spezies im
Verlauf der Selektion erfolgt (Abb. 3.39 rechts).

Die Selektion wurde tber 10 Runden durchgeflhrtevolr ein minimaler Anstieg der
Aktivitdt von 0.1 % in Runde 1 auf 0.9 % in Rund@ édrfolgte. Um eine genauere
Aussage uber die Aktivitat des ,angereicherten” |Bonachen zu kénnen bedarf es

weiterer Untersuchungen.

== Ausbeute der Konjugation Immobilisierung auf Ni>*-Sepharose Harz
807 .0 7 70 71 o e 69 s o 107
70 1 WH_. 5
<
60 - g 0,8
50 1 56 58 60 60 2 o
o 53 58 5 g O
é 40 45 49 47 g
30 1 2 041
] =8=Immobilisierung aufStreptavidin‘ =
20 g 020,
10 1 g
=
0 \ \ \ \ \ \ : \ : ‘ 0,0 -
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Selektionsrunde Nr. Selektionsrunde Nr.

Abbildung 3.39: Links: Graphische Darstellung der Ausbeute fur die
Konjugationsreaktion parallel zur Immobilisierungigr auf Streptavidin im Verlauf der
Selektion. Rechts: Immobilisierungsrate aut'Nsepharose im Verlauf der Selektion.
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3.7.3 Analytik der Proteaseaktivitat der angereiche  rten Bibliothek

3.7.3.1 Verlangerung der Reaktionszeit wahrend der Selektio

Die Selektion ergab nach 10 Runden einen geringfaggereicherten RNA-Pool mit
einer Immobilisierungsrate von 0.92 % im Verglemm Ausgangswert von 0.1 %. Im
Folgenden wurde dieser Pool auf eine erhdohte Peedddvitdt ndher untersucht.
Zunachst sollte unterschieden werden, ob der eshthimmobilisierungsrate die
gewinschte katalytische Aktivitdt oder eine erh@pezifische Bindung der RNA an
das Nf*-Sepharose-Harz zugrunde liegen. Hierfiir wurde aein PCR-Produkt aus
Runde 10 erneut eine Selektionsrunde durchgeflinrtUnterschied zum bisherigen
Selektionsprotokoll wurden jedoch bei diesem Vensudliquote aus der
Selektionsreaktion nach  unterschiedlichen  Zeiten th@nmen, so dass
Immobilisierungsraten nach 2 Std., 4 Std., 8 Stal 84 Std. vorlagen. Fur den Fall,
dass tatsachlich katalytisch aktive RNA-Speziesvienlauf der Selektion angereichert
wurden, musste die Menge an immobilisierter RNArUtie Zeit zunehmen. Wurden
hingegen RNA-Aptamere gegen die Oberflache de€-Skpharose-Harzes isoliert,
sollte sich die Immobilisierungsrate bei einer &agerten Reaktionszeit nicht andern.
Um einen Vergleichswert zu weniger bzw. nicht aepgdrerten RNA-Bibliotheken zu
bekommen, wurde das Experiment parallel mit dem#P@Rlukt aus Selektionsrunde 3
durchgefuhrt. Die Ergebnisse des Experiments sindAbbildung 3.40 (oben)
dargestellt. Es ist ein Anstieg der Immobilisiersirade Uber die Zeit fur beide RNA-
Bibliotheken zu erkennen, allerdings ist dieserdén RNA-Pool aus Runde 10 deutlich
starker ausgepragt und erreicht einen maximalert Véer1.45 %.

Um die Reproduzierbarkeit dieses Anstiegs zu higstat wurde die zeitabhangige
Immobilisierung fur die RNA-Bibliothek aus Runde 1® zwei weiteren Ansétzen
parallel und mit den gleichen Bedingungen wieddri(@0_1 und 10_2). Diese
Ergebnisse (Abb. 3.40 unten) sind jedoch widerdgitit. Einerseits konnten die bisher
hochste Immobilisierungsrate dieser Selektion v zu 2.5 % bestimmt werden,
andererseits sind diese hohen Werte nicht fur kléssungen reproduzierbar und
teilweise kbnnen nach 24 Stunden Uberhaupt kemga@fikianten RNA-Mengen mehr

auf der Festphase detektiert werden.
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Abbildung 3.40:Verandertes Selektionsprotokoll mit Verlangerursy Reaktionszeit.
Oben: Immobilisierungsraten der RNA-Bibliothekers &®unde 3ind_Runde 1®ach 2,
4, 8 und 24 Stunden. Unten: Immobilisierungsraterier Wiederholungsexperimente
der Runde 10 (10_1 und 10_2) nach 2, 4, 8 und @4dsn.

3.7.3.2 DNAzym-Assay

Die Daten, die das im vorherigen Abschnitt besdiamne Immobilisierungsexperiment
mit unterschiedlichen Reaktionszeiten ergab, lagséme eindeutige Aussage uber das
katalytische Potential der angereicherten RNA-Bibiek zu. Deshalb soll eine
zusatzliche Prufmethode (Assay) etabliert werden, worhandene Proteaseaktivitat
detektieren und quantitativ bestimmen zu kdnneme Heicht zugéngliche und mit
geringem materiellem Aufwand verbundene Methode isierbei eine
gelelektrophoretische Auftrennung des Reaktiondaasanach der Spaltungsreaktion.
Folgende RNA-Spezies konnen im Reaktionsgemiscthaéieh sein und mussen

ausreichend gut voneinander getrennt werden:



78

1. intakte RNAomerPeptidg)-Konjugate
2. innerhalb der Peptidsequenz gespaltene RhA-Pep-Konjugate
3. nicht modifizierte oder innerhalb der RNA-Sequeezaltene RNAS 109mer).

Der GroRRenunterschied und somit auch die unterdlotie elektrophoretische
Mobilitdt der oben genannten Spezies werden dalssichliel3lich durch die Lange des
Peptidanteils mit einem Molekulargewicht des kortiple Peptids von 2850 g/mol
bestimmt. Im Verhéaltnis hierzu besitzen RNA-Molekiinit einer Lange von 109
Nukleotiden eine durchschnittiche Masse von 36kBa. Somit hat die Lange des
Peptids nur einen geringen Einfluss auf die Mditiliind dieser ist fir eine Trennung
nicht ausreichend. Diese Einschrankung kann jediocbh eine Verkirzung der RNA-
Sequenz im Vorfeld der elektrophoretischen Analysgangen werden. Die Spaltung
der RNA muss sequenzspezifisch und unter Bildungn \8paltprodukten mit
einheitlicher Lange erfolgen, damit bei einer sggiteAuftrennung Unterschiede in den
Migrationseigenschaften ausschlie3lich der unteesiiichen Peptidlange zugeordnet
werden konnen. Als Ziel fur eine Spaltung bietern $iei einer RNA-Bibliothek nur die
konstanten Primerbereiche an. Bei einem Konjugatdem die Kopplung des Peptides
am 5’-Ende der RNA erfolgte, kommt deshalb fir e8paltung, die eine ausreichende
Verkirzung der RNA-Sequenz erzielt, nur der 5’-tieiaten Bereich in Betracht.

Die von Santoro und Joy&¥ 1997 durchn vitro Selektion gewonnenen DNAzyme 10-
23 und 8-17 stellen ein exzellentes Werkzeug five esequenzspezifische RNA-
Spaltung dar (Abb. 3.41 A). Das 10-23 DNAzym betsteis einem konservierten,
ungepaarten Motiv (15 Basen), das die katalytisboenane des DNAzyms formt.
Diese wird von zwei variablen Bindungsdomanen flartkDas 10-23 DNAzym ist in
der Lage, Purin-Pyrimidin Bindungen mit unterschiaeer Effektivitat zu spalten: AU
= GU> GC >> AC. Das 8-17 DNAzym besteht aus einem kasalyen Motiv mit 12
Basen und die Spaltung erfordert eine AG-Bindung@hcher Adenin ungepaart bleibt
und Guanin ein Wobble-Paar bil&f. Als Bindungsdomanen wurden fiir beide
DNAzyme 7 bis 10 Nukleotide zu beiden Seiten daltBpgsstelle komplementar zum
5'-termnialen Primerbereich der RNA gewahlt (Abb4B B und C). Um die
Spaltungseffizient des 10-23 DNAzyms fur eine G@eRing zu erhdhen, wurde das
Guanosin, das direkt an der Spaltungsstelle mit @gtdin eine Basenpaarung eingeht,
gegen ein Inosif” ausgetauscht (Abb. 3.41 B).
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Abbildung 3.41:A: Allgemeine Darstellung der DNAzyme 10-23 und B, DNAzym-
Design fur eine Spaltung im 5-terminalen Bereichr RNAjoomerBibliothek: 10-23
DNAzym (B) und 8-17 DNAzym (C).

Die Spaltung selbst erfolgt durch wiederholtes Dareren und Anlagern des
DNAzyms an die Ziel-RNA. Hierbei wird zunachst 80 Sekunden auf 85 °C erhitzt,
anschlieBend auf 37 °C abgekuhlt (0.5 °C/s) und Thenperatur fur 3 Minuten
gehalten. Durch erneutes Erhitzen auf 85 °C beglannhachste Zyklus. In einem ersten
Experiment wurde die Anzahl der Zyklen fir beide A¥yme optimiert, wobei die
Aldehyd-modifizierte RNAoomer als Substrat eingesetzt wurde. Der Versuch wurde
parallel fur 7, 20, 40 und 60 Zyklen durchgefuhmtwdie Proben im Anschluss mittels
20 % PAGE analysiert (Abb. 3.42 links). Die erwtateSpaltprodukte sind fur das 10-
23 DNAzym ein 100mer und ein 9mer und fir das @&NAzym ein 101mer und ein
8mer. Bei Betrachtung des Gels ist jedoch auffallipss jeweils zwei kurze
Spaltprodukte gebildet werden. Dies lasst sich RWumie Verwendung des
Initiatornukleotids10 bei der Transkription der zu spaltenden RNA eddaDie untere
Bande entspricht dabei jeweils dem 8- bzw. 9meredBmbau des Initiatornukleotids
und die dariber laufende Bande dem Aldehyd-modifien 8*- bzw. 9*mer. Zwei
Beobachtungen bekraftigen diese Theorie: zum esmspricht das Verhéaltnis von
8mer/8*mer und 9mer/9*mer der typischen Einbaucs Initiatornukleotids von ca.
70%. Zum anderen verschwindet die obere Bande dachKonjugation mit einem
Peptid nahezu vollstandig. Mit steigender Anzall Agklen nehmen die Intensitaten
der Substrat-RNAymerab und die Bildung der Spaltprodukte nimmt dehbtkckennbar
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zu. Das 10-23 DNAzym weist dabei im Vergleich zumdDNAzym eine bessere
Spaltungseffektivitat auf. Nicht zu Ubersehen itrdings auch fur beide DNAzyme
die starker werdende Degradation der RNA, bedingthd das wiederholte Erhitzen.
Der Abbau der RNA ist mit einem starkeren SchmietenBanden und einer hdéheren
Hintergrund-Radioaktivitat verbunden. Letztere kiénnbei der Detektion und

Quantifizierung des Spaltprodukts aktiver RNA-Seten erheblich storen.

10-23 DNAzym 8-17 DNAzym
7 20 40 60 7 20 40 60 Zyklen

s 1A @ !' $ T oimer 1023 DNAzym
L & :

100mer 0 5 10 15 20
Zyklen

9*mer
Imer ~

— S$*mer \” - ‘g

— Smer

R
S

Abbildung 3.42:Links: Optimierung der Zyklenanzahl fir DNAzym 23-und 8-17. Es
wurden mit beiden DNAzymen parallel 7, 20, 40 un@d Byklen durchgefuhrt und
Spaltungsprodukte mit 20% PAGE analysiert. Rechigeitere Optimierung der
Zyklenanzahl fur 10-23: Proben wurden nach 0, 5, 1® und 20 Zyklen analysiert.
DNAzym-Substrat: RNAyomer aus Transkription mit InitiatornukleotidiO; Spaltprodukte
fur 10-23: 100mer, 9mer und 9*mer; Spaltprodukte&il7: 101mer, 8mer und 8*mer. (*
Auftrennung kurzer Spaltprodukte in Oligomere mitiatornukleotid).

Aufgrund der effektiveren Spaltung sollen fur dieatere Prifmethode das 10-23
DNAzym und eine geringere Anzahl an Zyklen verwenderden. Hierfir wurden
erneut verschiedene Anzahlen an Zyklen zwischemd 20 fiur das 10-23 DNAzym
getestet (Abb. 3.42 rechts). Als Ergebnis diesgseBments ist festzuhalten, dass nach
20 Zyklen eine maximale Bildung des Spaltproduldsrimch vertretbarer Degradation
der RNA erreicht ist.

Die Untersuchung der angereicherten RNA-Bibliotreks der 10. Selektionsrunde
erfolgt im Vergleich zur Aktivitait des Pools aus riRle 1. Hierfir wurde das

Selektionsprotokoll parallel fur beide Bibliothekehis zur Selektionsreaktion
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durchgefuhrt und eine Reaktionszeit von 8 Stundamadplt. Im Anschluss erfolgte die
DNAzym-Spaltung tUber eine Dauer von 20 Zyklen nmschlieBender Ethanolféallung.
Das 20 % Polyacrylamid-Gel wurde Uber eine Streete 40 cm entwickelt und
anschlielend mittels Radioaktivitats-Scan analiysfds Kontrollen wurden ebenfalls
nach DNAzym-Spaltung RNAomes RNAioomerPeptidg)-Konjugat und als
Positivkontrolle RNAgsmerPeptidg)-Konjugat nach Trypsinverdau (siehe Abschnitt
3.6.1.2) aufgetragen. In Abbildung 3.43 sind digdbnisse dieses Versuchs dargestellt.
Links sind die Kontrollen wiedergegeben. Alle di@épaltprodukte, fur die nicht
konjugierte RNA (9mer und 9*mer), das Konjugat (®#mPeptid) und das durch
Trypsin gespaltene Konjugat (9*mer-Pep) sind erkann(Bahnen_:2). Fur den
Vergleich der beiden Bibliotheken R1 und R10 (rertgind nur die Banden fur das
9mer, 9*mer und 9*mer-Peptid zu erkennen. Im Béretles gespaltenen Peptids
zeichnet sich in der erhdhten Hintergrund-Radiwdtéti keine definierte Bande ab. Die
Radioaktivitat in diesem Bereich betragt im Verhéltzur Radioaktivitdt der gesamten
Spur fur beide Bibliotheken (Runde 1 und Runde 20%, so dass keine erhdhte
Aktivitat des angereicherten Pool nachgewiesen arekmbnnte.

1234 R1 RI10
- M

9*mer-
A Peptid =

f S 9*mer-
' Pep- tid

e Q%) Of

S— 9mer —

Abbildung 3.43: Links: Kontrollen fir DNAzym-Assay. :1RNA;ogmer Ohne DNAzym-
Spaltung, _2 RNAjoomer Mit DNAzym-Spaltung, 3 RNAjpomer Peptid@)-Konjugat mit
DNAzym-Spaltung,_4 Trypsinverdau des RN#omerPeptidg)-Konjugats mit DNAzym-
Spaltung. Rechts: RDNAzym-Assay fur RNA-Pool aus Runde 1, RTINAzym-Assay
fir RNA-Pool aus Runde 10.
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3.7.4 Erkenntnisse der ersten Durchfihrung

Im Vorfeld derin vitro Selektion wurden bei der Durchfihrung von Testamé#eine
zufrieden stellenden Immobilisierungsraten wedef &treptavidin noch auf Ki-
Sepharose erreicht. Fur das Streptavidin-Agarose-Marden Immobilisierungsraten
von ca. 40 % beobachtet, was im Vergleich zu Kaajiegsraten von durchschnittlich
70 % (iberraschend wenig ist. Dagegen wurden imufldodgenden Schritt auf Ki-
Sepharose-Harz relativ hohe Immobilisierungsratem wis zu 7 % erzielt, wo
eigentlich nur Hintergrundwerte zu erwarten sindn Wahrend der Selektion eine
madglichst quantitative Bindung der nicht aktivengG&enzen auf Streptavidin zu
erreichen, wurde der Ansatz der Selektionsreakimmder Immobilisierung auf 1 M
Natriumchlorid eingestellt. Die Zugabe hoher Kortzationen monovalenter Salze
verhindert unspezifische Wechselwirkungen des megatadenen RNA-Rickgrates
mit der Oberflache der Festphase. Um bei der Imlisadsung auf Ni*-Sepharose
unspezifische Bindung von RNA-Sequenzen weitgetmndninimieren, wurden das
Filtrat des Selektionsansatzes sowie die Waschdradsh vom Streptavidin-Harz vor
der Immobilisierung auf eine erhdhte Imidazol-Komzation von 40 mM eingestellt.
Aufgrund dieser Anpassungen konnten wahrend deek8eh zufrieden stellende
Immobilisierungsraten von 55-60 % auf Streptavidierz und 0.1 % auf Ni-

Sepharose erreicht werden (siehe Abschnitt 3.7.2).

Im Verlauf der Selektion erfolgte jedoch nur einhisegeringer Anstieg der
Immobilisierungsrate auf Kii-Sepharose und somit keine Anreicherung aktiver RNA
Sequenzen in der Bibliothek. Gelelektrophoretischdntersuchungen der
Waschfraktionen beider Immobilisierungsschrittegi, dass in beiden Fallen RNA-
Peptid-Konjugat in nachweisbaren Mengen vorhandan Bies erforderte eine weitere

Optimierung des jeweiligen Immobilisierungs- und sttaprotokolls.
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3.7.4.1 Immobilisierung auf Streptavidin-Agarose

Eine unvollstdndige Bindung der Biotin-markiertenicht aktiven RNA-Peptid-
Konjugate auf Streptavidin-Harz kann im Anschlussiee Immobilisierung zu falschen
Immobilisierungsraten auf Rl Sepharose fiihren. Um zu (iberpriifen, ob der wahrend
der Selektion verwendete 10-fache Uberschuss @pt&tidin ausreichend ist, wurden
Immobilisierungen des RNomerPeptidg)-Konjugats mit 10-fachem und 100-fachem
Streptavidin-Uberschuss durchgefiihrt und die ezhalt Waschfraktionen mittels 12 %
PAGE analysiert (Abb. 3.44). Dabei ist deutlicheziennen, dass in beiden Fallen nach
der Inkubation im Filtrat (F) des Selektionsansataasschliel3lich nicht modifizierte
RNA109mer €nthalten ist. Bei Betrachtung der ersten Waskhfna (W1) allerdings
konnte bei 10-fachem Uberschuss ein Teil des Katgugieder vom Harz gewaschen
werden, welches in den Waschfraktionen des 100efadiberschuss nur in Spuren
wieder zu finden ist.

Fur eine Verbesserung des Selektionsprotokollsesdééshalb ein gréRerer Uberschuss
an Streptavidin-Harz verwendet werden oder einatevemobilisierung mit frischem

Harz erfolgen.

10x Streptavidin 100x Streptavidin

F W1W2W3 F W1 W2 W3

Abbildung 3.44: Immobilisierung auf Streptavidin-Agarose-Harz niiD-fachem
Uberschuss (links) und 100-fachem Uberschuss @pcHEs wurde der nicht
aufgereinigte Konjugationsansatz immobilisiert. Rbbfker und RNAgomer PeptidE)-
Konjugat sind enthalten. F: Filtrat der Inkubatidssing, W1-3: Waschfraktionen 1-3
mit denaturierendem Waschpuffer (Tris-HCI 50 mMyioff 8 M, pH 7.4).

RNAI 09mer~
Peptid(6)-
Konjugat P

RNAI 09mer >




84

3.7.4.2 Immobilisierung auf Ni**-Sepharose

Wahrend der Durchfiihrung der Selektion konnten en dpateren Selektionsrunden
nach der ersten Inkubation des"NHarzes mit dem Filtrat des Selektionsansatzes (1 M
NaCl, 40 mM Imidazol, aus der Immobilisierung awfeptavidin) gréRere Mengen an
Radioaktivitdt immobilisiert werden. Diese wurdesdgch bei der anschliel3enden,
mehrfachen Inkubation mit den Waschfraktionen (8Hslrnstoff, 40 mM Imidazol)
wieder vom Harz gewaschen. Die Vermutung liegt nalass die Waschbedingungen
zu harsch gewahlt wurden, so dass die Wechselwgammzwischen den Nickel-lonen
und dem His-Marker gestort werden. Im Folgenden wurden deslu#b Einfliisse
verschiedener Imidazol-Konzentrationen untersuéhierfir wurde das RNfyomer
Peptidg)-Konjugat direkt auf Ni-Sepharose immobilisiert, das Harz anschlieBend mit
den entsprechenden Imidazol-Konzentrationen geveascand durch die Bestimmung
der Radioaktivitat des Harzes die Immobilisieruagsn berechnet und vergleichen. Die
erzielte Immobilisierungsrate fir die Waschlésungn® Zusatz an Imidazol oder
Harnstoff wurde als maximal erreichbarer Wert aogemen und auf 100 % gesetzt.

An den Immobilisierungsraten (Abb. 3.45) ist dealtlzu erkennen, dass mit steigender
Imidazol-Konzentration zunehmend Konjugat vom Haewaschen wird und die
Immobilisierungsrate sinkt. Dabei werden nur sednimgge Konzentrationen von 5 mM
bis maximal 10 mM ohne gro3ere Verluste toleridriter den Bedingungen, die bei die
Selektion angewendet wurden (40 mM Imidazol + Hefi)ls verbleiben lediglich 16 %

der maximal méglichen Menge an Konjugat auf denzHar

Immobilisierungsraten

100 97
100 87

80
60 45 45
40
20

Immo. RNA (%)

OmM 5mM 10mM 20mM 30mM 40 mM 40 mM
+ Urea
Imidazolkonzentration (mM)

Abbildung 3.45: Immobilisierungsraten auf RfiSepharose-Harz und anschlieRendes
Waschen mit wassrigen Lésungen unterschiedlich&tanol-Konzentration.
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3.7.4.3 Verbessertes Immobilisierungsprotokoll

Aufgrund der gewonnen Erkenntnisse tber die Vorgamghrend der Immobilisierung
wurde ein verbessertes Protokoll mit optimierteiBgungen entworfen und dieses in
verschiedenen Immobilisierungsexperimenten (berpmie folgenden Anderungen

wurden im neuen Protokoll bertcksichtigt:

1. Die Immobilisierung auf Streptavidin erfolgt bei -fathem Uberschuss, wird
jedoch ein zweites Mal mit frischem Harz wiederholt

2. Das aus der ersten Immobilisierung erhaltene Fittes Selektionsansatzes sowie
die Waschfraktionen werden mit Ethanol gefallt, wan gré3ten Teil des
Harnstoffs zu entfernen. Das resultierende Pelletl \yewaschen und fur die
Immobilisierung auf Ni*-Sepharose weiterverwendet.

3. Das Pellet wird in Phosphat-Puffer pH 7.5 (20 mMM®sphat, 0.5 M NaCl, 5
mM Imidazol) geldst. Dieser wird auch fir die Inlation und das anschliel3ende
Waschen des Kli-Sepharose-Harzes verwendet.

4. Das Waschen des NliSepharose-Harzes erfolgt zunachst 20 x mit 20 mM
Natrium-Phosphat-Puffer pH 7.5, der 0.5 M NaCl 8nahM Imidazol enthalt und
abschlieRend 5 x mit Wasser.

Zur Uberprifung des verbesserten Protokolls wukdenimmobilisierungsexperimente
(Abb. 3.46 A-D) mit den folgenden, unterschiedlichgielsetzungen durchgefthrt.
Zun&chst wurde nicht konjugierte RMAmer direkt auf Nf*-Sepharose immobilisiert
(A). Da kein Hig-Marker vorhanden ist sollte die komplette RNA bzingesetzte
Radioaktivitat in den Waschfraktionen zu finden umdhts auf dem Harz verblieben
sein. Ziel dieses Experimentes war die Bestimmuerguthspezifischen RNA-Bindung
auf N*-Sepharose unter den Bedingungen der Selektioriniem zweiten Ansatz
wurde der nicht aufgereinigte Konjugationsansatzekdi auf Nf*-Sepharose
immobilisiert (B). Dieser enthalt sowohl RN#merPeptid)-Konjugat als auch nicht
konjugierte RNAoomer Ziel dieses Versuches war die Bestimmung der maban
Immobilisierungsrate des Konjugationsansatzesglgibedeutend mit der Ausbeute an
Konjugat aus der Kopplungsreaktion. Im dritten Bkpent (C) wurde der nicht
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aufgereinigte Konjugationsansatz zunachst zweimbS#reptavidin immobilisiert und
im Anschluss das geféllte Filtrat sowie die geéltWaschfraktionen mit Kl
Sepharose inkubiert. Als Ergebnis ist zu erwartiass das komplette Konjugat auf der
Streptavidin Festphase verbleibt. Ziel dieses #es war deshalb die Bestimmung
der maximalen Immobilisierungsrate des Konjugatmssatzes auf Streptavidin sowie
das AusmaR der unspezifischen Bindung adaf-Sepharose. In einem letzten Versuch
(D) erfolgte zunéchst wieder die zweifache Immaieiiung auf Streptavidin mit
anschlieRender Inkubation mit NSepharose. Dieses Mal wurde jedoch dem
Konjugationsansatz ein Teil des Konjugationsansatder zuvor mit Trypsin verdaut
wurde, zugemischt. In der Losung sind somit nicladifizierte RNAogmes intaktes
RNA109merPeptidg)-Konjugat mit Biotin-Marker und verdautes RMNAmerPep-
Konjugat mit Hig-Marker enthalten. Die Zielsetzung dieses Experisiemar die
spezifische Wiederfindung der einzelnen Komponentenen Waschfraktionen, auf
Streptavidin oder Nif-Sepharose.

Im ersten Experiment (A) konnte wie erwartet gekzeigerden, dass unter den
Versuchsbedingungen des verbesserten Protokollat maodifizierte RNA eine
vernachléssigbare, unspezifische Bindung von 0.0itedem Nf*-Sepharose-Harz
aufweist. Die eingesetzte Radioaktivitat konntelstahdig in den Waschfraktionen
(WF) wieder gefunden werden. Im zweiten Versuch (B)rde eine maximale
Immobilisierungsrate des RN&merPeptidg)-Konjugats aus dem nicht aufgereinigten
Reaktionsansatz von 50 % ermittelt werden. Auffallelabei ist, dass fur den gleichen
Konjugationsansatz auf Streptavidin in den beidexdeeen Versuchen (C + D)
Immobilisierungsraten von > 60 % erreicht werdemrken. Im Anschluss an die
Immobilisierung mit Streptavidin konnte im drittérersuch (C) eine unspezifische
Immobilisierung auf Ni*-Sepharose von 0.7 % gemessen werden. Im letztesuste
(D) wurde dem bisher verwendeten Konjugationsansatzeiner Radioaktivitat von
220000 cpm (counts per minute) ein Aliquot des Kigajionsansatzes, das zuvor mit
Trypsin verdaut wurde, von ca. 24 000 cpm zugerissbmit sind in der Mischung,
die fur die Immobilisierung eingesetzt wurde, aufgt der durchschnittlichen
Konjugationsraten von 60-70 %, ca. 6-7 % gespadtéfmnjugat enthalten, das keine
Biotin-Gruppe sondern nur noch einen {¢-ldarker tragt. Eine spezifische
Immobilisierung der  Higsmarkierten  Verbindung misste folglich  eine
Immobilisierungsrate von ca. 6-7 % auf’NBepharose ergeben. Wenn dabei die
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ermittelte, maximale Immobilisierungsrate von 50d¥s Konjugationsansatzes (aus
Versuch B) miteinbezogen wird, dann spiegelt defurggene Wert von 5.5 %

anndhernd die zu erwartende Immobilisierung wider.

Die gewonnenen Daten konnten somit die Effektivitées verbesserten

Immobilisierungsprotokolls belegen, welches eineteg Kompromiss darstellt, wenn

einerseits eine unspezifische Bindung vermiederdeversoll und andererseits aktive

RNA-Sequenzen nicht von der Festphase gewaschelemwsollen.
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‘fRNA.\ RN[:W'.\
RNA-Konjugat
100%
50% 50%

Ni 2+ WF Ni 2+ WF
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Abbildung 3.46: Immobilisierungsexperimente mit verbessertem RatoA: RNA1oomer
direkt auf Nf*-Sepharose-Harz (N, unspezifische Bindung der RNA 0.04 %; B:
Konjugationsansatz mit RNAgmer Und RNAgomerPeptidf)-Konjugat direkt auf Ni'-
Sepharose, max. Immobilisierung des Konjugats 5C%gleiche Zusammensetzung wie B
aber zweifache Immobilisierung auf Streptavidin JS#nschlieRend Ki-Sepharose, max.
Immobilisierung des Konjugats auf SA 63 %, unspsdifes Binden des Konjugats aufNi
0.7 %; D: gleiches Experiment wie C plus Zugabe vbD2%6 Trypsin-verdautem
Konjugationsansatz, max. Immobilisierung auf SA%3Immobilisierung auf Ni 5.5 %*.

(* wenn die max. Immobilisierungsrate auf?Nivon 50 % als Korrekturfaktor mit
einbezogen wird, erhélt man 11 % fir die speziisthmobilisierung auf Nf). WF =
Waschfraktionen.
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4 Diskussion und Ausblick

Seit der Entdeckung der katalytischen AktivitatatuNukleinsauren wurden zahlreiche
neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet gesammelteizielten Fortschritte beziehen
sich dabei sowohl auf den Bereich der naturlichabo®/me als auch auf die
erfolgreiche Anwendung voin vitro Selektionsmethoden. Die Fille der kollektivierten
Daten erlaubt detaillierte Einblicke in die weskhikn Aspekte der Nukleinsaure-
Katalyse. Das umfassende Repertoire der durch RNA&r dNA katalysierten

Reaktionen lasst uns das katalytische PotentiatedidBiopolymere erahnen. Die
Realisierung der rdumlichen Darstellung Kkatalytischktiver Spezies in

Kristallstrukturen ermdglichte genauere Untersugam der mechanistischen
Prinzipien, die hinter der RNA-Katalyse stehen. &adfmnnte einerseits nachgewiesen
werden, dass die RNA selbst in der Lage ist, digbgten und reaktiven Funktionen
fur die Katalyse bereitzustellen. Andererseits veurdzahlreichen Fallen auch gezeigt,
dass Nukleinsauren sich divalenter Metallionen odederer Cofaktoren bedienen

kdnnen, die sie in ihre raumliche Struktur miteiribben.

Die umfangreichen Untersuchungen auf dem Gebiet Ribozyme geben jedoch
keinerlei Anhaltspunkte Gber eine mdgliche protésthe Aktivitat von Nukleinséduren.
Dabei stellt die Spaltung von Peptidbindungen e@wahl anspruchvolles als auch
interessantes Traget dar. Dies spiegelt sich auderi intensiven, aber bisher nur mafig
erfolgreichen Suche nach kunstlichen ProteaseAltsnative zu Enzymen wider, die
in der Synthese oder zu therapeutischen ZweckeAranendung kommen konnten.
Ribozyme mit Proteaseaktivitait wirden das Repertoikatalytisch aktiver
Nukleinsduren enorm bereichern und ihr Potentiatlebéend erhdhen, denn die
Spaltung einer Peptidbindung ist aufgrund ihrebiBtat eine nicht einfach zu I6sende
Aufgabe. Proteolytische Enzyme bedienen sich hietmmplexer katalytischer
Systeme, die ein Zusammenspiel mehrerer Aminosabeaspielsweise in Form einer
katalytischen Triade, oder das Miteinbeziehen ewedr Metallionen, beispielsweise in
Metalloproteasen, beinhalten.

Aus evolutionarer Sicht bietet sich ein weiterderassanter Aspekt der Proteolyse als

Peptid-prozessierende Reaktion. Unter der Annatdass die Hypothese der RNA-



90

Welt zutrifft und damit vor der Evolution von Proten katalytische Aktivitat
hauptsachlich durch RNA realisiert wurde, wirde dipaltung von Peptiden
insbesondere wahrend des Ubergangs der RNA-WelPristein/DNA-dominierte
Lebensformen eine wichtige Rolle einnehmen. Dest&kkn liegt die Vermutung nahe,
dass in einer ,spaten® RNA-Welt, in der komplexeRINA-basierte katalytische
Systeme bestanden, die Verwendung von CofaktoreddveErweiterung katalytischer

Potentiale einen entscheidenden evolutionaren Wgebracht haben.

Vor diesem Hintergrund ist die vitro Selektion von Ribozymen mit Proteaseaktivitat
unter Verwendung eines Aminosaure-basierten Cofaktte zugleich faszinierende,
aber auch anspruchsvolle Aufgabe, fur deren Gatinggne aufwendige und
durchdachte Vorarbeit notig ist. Eine erfolgreidberchfihrung der Selektion wirde
einerseits eine neue Klasse Kkinstlicher Proteas@ffnen sowie andererseits
bedeutende neue Erkenntnisse Uber das Potentiatlignkhtalytischen Mechanismen

von Ribozymen liefern.

4.1 Die Selektionsstrategie

Die in vitro Selektionsstrategie, die in dieser Arbeit etablieurde, stellt eine
Modifikation bereits bekannter Strategien dar,aliee Generierung von Ribozymen mit
Proteaseaktivitdt ermdglichen soll. Sie beruhtdmrh Prinzip der Selektion mit Linker-
gekoppelten Substraten. Diese erlaubt eine freil\Wear Reaktanten oder Substrate,
die bei der Selektion zu Einsatz kommen. Sie welidggr inerte und flexible Linker
mit der RNA als Katalysator verbunden. Im Gegengatzden (meisten) anderem
vitro Selektionen, die bisher in diesem Arbeitskreiscdgefuhrt wurden, ist die hier zu
katalysierende Reaktion keine Kniupfungen neuer @Bigen zwischen zwei
Reaktanten, sondern die Spaltung einer PeptidbmdDres bringt zwei Aspekte mit
sich, die diese Selektion zusatzlich erschwerem 2inen ist eine Peptidbindung mit
einer Halbwertszeit von mehreren hundert JahreerguBtabil und zum anderen wurde
schon mehrfach anhand natirlicher und kiunstlichbo&me gezeigt, dass RNA am
effektivsten sich selbst spaltet. Die Herausfordgrwird somit sein, keine Ribozyme
mit RNase-Aktivitat zu selektieren, sondern soldlie,in der Lage sind, die sehr viel

stabilere Peptidbindung zu spalten.



Diskussion und Ausblick 91

4.1.1 Besonderheiten

Um eine kovalente Kopplung von RNA-Bibliothek unedktant bzw. Substrat Uber
einen flexiblen Linker realisieren zu kénnen, wurdasher in unserer Arbeitsgruppe
hauptséachlich zwei unterschiedliche Ansatze vetfagm einen ist eine enzymatische
Ligation modifizierter Dinukleotide am 3’-Ende dBNA moglich. Die Dinukleotide
werden hierfur mittels Festphasen-Chemie syntlegtisnd im gebundenen Zustand mit
dem entsprechenden Linker und Reaktanten modifizrarhier vorliegenden Fall ware
eine aufwendige Modifizierung des Dinukleotids mitem multifunktionellen
Peptidsubstrat erforderlich gewesen, was sich ddiehinkompatibilitdt der beiden
unterschiedlichen Konzepte der Peptid- und DNA/RR&stphasensynthese als
schwierig gestalten wirde. Eine Alternative zur dtign am 3’-Ende ist die
Verwendung von Initiatornukleotiden. Diese Stragegimdglicht wahrend der ohnehin
erforderlichen Transkription die Modifizierung deNA am 5’-Ende mit Einbauraten
von bis zu 95 %! Hierfir wurde ein neues Initiatornukleottd® 10 synthetisiert und
charakterisiert, welches erstmals die direkte Mkdifon der RNA mit einer Acetal-
geschutzten Aldehydfunktion ermdglicht. Dabei singwei unterschiedliche
Syntheserouten (A und B) angewendet worden, didebé@hnliche Ausbeuten von
10-17 % liefern. Allerdings ist bei Syntheseweg & &insatz kostengunstiger Edukte
von Vorteil. Fur dieses spezielle Initiatornuklebtl0 wurden Einbauraten von
durchschnittlich 70-75 % wahrend der Transkripti@nzielt. Die Durchflihrung
verschiedener Modellreaktionen ergab quantitativepp{ungsausbeuten fur die
Umsetzung des Initiatornukleotids mit Hydrazinerero#lydraziden. Die Konjugation
mit Aminen ergab unter reduktiven Bedingungen Auste von ca. 30 %. Deshalb
wurde fur die Konjugationsreaktion wéahrend der K@@ ein Hydrazin-modifiziertes
Peptidsubstrat verwendet.

Bei der Selektion kommt das multifunktionelle Pdptibstrat6 zur Anwendung,
welches komplett in einem Ansatz durch Festphasgtidsynthese hergestellt werden
kann. Es weist die folgenden funktionellen Einhegeif:
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. Die eigentliche Substratsequenz Gly-Pro-Arg-Gly-Ptie wahrend der Selektion

durch die RNA gespalten werden soll. Beim Desigs 8ebstrats haben wir uns an
der Substratspezifitat der Serinprotease Trypsentert, die Peptidbindungen nach

Aminosauren mit positiv geladenen Seitenketten,Avggnin oder Lysin, spaltet.

Die Substratsequenz wird zu beiden Seiten vonenerolyethylenglykol-Linkern
flankiert. Diese ermdglichen eine flexible Verkniipf) des Substrats einerseits mit
der RNA (N-terminal) und andererseits mit dem Attsmarker Biotin (C-

terminal).

Am N-Terminus des Substrats wird der Linker mitegifunktionellen Gruppe
modifiziert, die durch Reaktion mit der Aldehyd-HRaion der RNA eine Kopplung
von Substrat und Katalysator ermoglicht. Aufgrurel duantitativen Umsetzung
des Initiatornukleotids mit Hydrazinen in den Mddedktionen wird N-terminal

Hydrazin-Nikotinsaure eingefuhrt.

. Der Affinitatsmarker Biotin wurde am C-Terminus dBgptidsubstrats in Form

eines Biotin-modifizierten Lysins eingefiuhrt. Ermérglicht das Entfernen nicht
aktiver RNA-Sequenzen aus dem Pool, da alle RNAzi®@pedie nicht in der Lage
sind, das Peptid zu spalten, ein Biotin aufweisen.

Zwischen RNA und dem Peptidsubstrat wird ein weitekffinitatsmarker, ein so
genannter HisMarker eingebaut. Diese Sequenz aus sechs auflendéolgenden
Histidinresten ermoglicht eine Isolierung durch HKwmexierung Festphasen-
gebundener Ni-lonen. Dieser zusétzliche Affinitatsmarker ist oederlich um
verschiedene RNA-Spezies, die keinen Biotin-Markefweisen, von einander
unterscheiden zu kénnen. Es handelt sich dabei MA-Bequenzen, die bei der
Konjugation nicht mit dem Peptid modifiziert wurdees Weiteren RNA-
Sequenzen, die durch Selbstspaltung innerhalb deA-8equenz das Peptid
entfernt haben und eben die proteolytisch aktivelAFSequenzen, die das Peptid
gespalten haben. Nur Letztere besitzen noch dass-tafjs als zweiten
Affinitatsmarker und koénnen aufgrund dessen spsifiaus dem Pool isoliert

werden.
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Fur die Konjugation der RNA-Bibliothek mit dem midnktionellen Peptidsubstrat im
Anschluss an die Transkription wurden verschiedémgplungsstrategien ausgetestet.
Am 3’-Ende der RNA kann durch gezielte Periodatakimh der vizinalen Alkohole der
terminalen Ribose eine Dialdehyd-Funktion quantitagingefiihrt werden. Diese
erlaubt eine Konjugation mit Aminen oder Hydrazinener Bildung einer Schiff'schen
Base. Die Umsetzung mit dem Amino-funktionalisierteeptidl ergab nur in Spuren
das gewiinschte Produkt, wohingegen eine Kopplunglem Hydrazin-modifizierten
Peptid 2 eine vollstindige Umsetzung verschiedener RNA-8egen gelang.
Allerdings zeigte sich in spateren Immobilisierumgserimenten, dass die auf diese
Weise gewonnenen RNA-Pep@®iKonjugate nicht ausreichend stabil genug sind, um
einein vitro Selektion damit durchfiihren zu kbnnen.

Eine weitere Konjugationsmethode bietet die Einfiligr eines Guanosin-
phosphorothioat als Initiatornukleotid wahrend @enskription am 5’-Ende der RNA.
Durch post-transkriptionale Modifikationen der Tpimsphat-Gruppe erfolgt nach dem
Mechanismus der ,Chemical Native Ligation“ die Kappy mit N-terminal Cystein-
modifizierten Peptiden3]. Die Kopplungsstrategie konnte fiir kurze RNA-Samen
mit nahezu quantitativen Ausbeuten durchgefiihrideser Allerdings wurden diese bei
der Konjugation mit dem RNA-Bibliotheken nicht aofet und die Reproduzierbarkeit
der Produktbildung war nicht in jedem Experimengejgen. Somit ist auch diese
Kopplungsstrategie fir die Durchfiihrung dewitro Selektion nicht geeignet.
Schliel3lich wurde eine dritte, neue Kopplungsstiatentworfen, welche die Vorteile
der beiden zuvor untersuchten Methoden kombini&rtn einen sollte mithilfe eines
Initiatornukleotids die stabile Einfihrung einer 8iitkation mit hohen Ausbeuten
erfolgen. Zum anderen hatte die Kopplung eines WJde mit einem Hydrazin-Peptid
auch fir langere RNA-Sequenzen Konjugate in nahgaantitativen Ausbeuten
erbracht. Aus diesem Grund wurde das InitiatormtidelO0 neu synthetisiert, wodurch
die Einfuhrung einer aromatischen Aldehydfunktiom die RNA wahrend der
Transkription mdglich war. Konjugationen mit denpBesubstrater? und 6 konnten
sowohl mit dem RNAgnerOligonukleotid also auch mit dem RNfmerPoOI

erfolgreich und effizient realisiert werden.
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Die letztlich entwickelte Konjugationsmethode bie&ne einfache und verlassliche
Moglichkeit langere RNA-Sequenzen an ihren 5-Endenmodifizieren. Dabei ist
diese Strategie vielfaltig einsetzbar, denn sovgatjede RNA-Sequenz kann durch
vitro Transkription synthetisiert werden und die nahembegrenzte Vielzahl an
Peptiden mit unterschiedlichsten Modifikationen dstrch Festphasen-Peptidsynthese
zuganglich. Die direkte enzymatische Einfihrungeeidldehyd-Gruppe und deren
postsynthetische Modifizierung bieten dabei einethagonale Methode der
Modifizierung langer RNA-Sequenzen und bereicheomis das Repertoire an

Konjugations- und Modifizierungsstrategien.

Eine weitere wichtige Voraussetzung fur die Entwiok) eines Selektionsprotokolls fur
die Generierung von Ribozymen mit Proteaseaktivitélr die Etablierung einer

Positivkontrolle, die es erlaubt eine Spaltung Begtidsubstrats zu imitieren. Da die
von uns konzipierte Substratsequenz sich an denst@i#gnforderungen der
Serinprotease Trypsin orientiert hatte, bot sioh elnzymatische Spaltung der RNA-
Peptid-Konjugate durch Trypsin an. Diese wurde zinen in Losung durchgefihrt
und lieferte spezifisch das gewtnschte Spaltproduktches durch Bestimmung der
Masse verifiziert werden konnte. Auch die Freisetzwon RNA-Peptid-Konjugaten,

die Uber den Biotin-Marker auf Streptavidin-Agarasamobilisiert wurden, erfolgte

guantitativ und unter Bildung einer spezifischemdtktbande. Letztlich erlaubt der
Trypsin-Verdau der Konjugate die Lokalisation datatytisch aktiven Sequenzen im

DNAzym-Assay im Anschluss an die Selektion.

Die Zugabe von Cofaktoren wahrend der Selektiomi®iereits mehrfach erfolgreich
angewendet werden. Neben verschiedenen divalenétallidnen wie M§", C&* oder

Mn** kommen hauptsachlich Aminosauren und DipeptideEinsatz. Auch in dieser
Selektionsstrategie sollen Cofaktoren zugegebenlemerum der RNA die schwierige
Aufgabe der Peptidspaltung zu erleichtern. Dabeteni sich die Aminoséuren der
katalytischen Triade von Serinproteasen an. Alteggliwirde die ledigliche Zugabe von
Serin, Histidin und Aspartat in den Puffer der 8gtmsreaktion immer noch eine
gleichzeitige und rdumlich korrekte Anlagerung derei Reste mehr als
unwahrscheinlich machen. Aus diesem Grund wurdendidei Aminoséauren durch

kurze Polyethylenglykol-Linker mit jeweils zwei Eiaiten miteinander verbunden. Der
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Vorteil dieser Anordnung ist, dass die katalytisektiven Reste bereits in einer
raumlichen Annaherung zueinander sind, die in etesa Abstadnden der Triade in der
Kristallstruktur von Serinproteasen entspricht. iGieeitig ist die Anordnung immer
noch ausreichend flexibel, so dass ein EinlagerdienRNA-Struktur erfolgen kann.
Um die Wahrscheinlichkeit einer solchen Einlagerungatzlich noch zu erhdhen,
wurde an die Triade Uber einen langen PolyethylgmdiLinker von zehn Einheiten
eine kurze PNA-Sequenz angehangt. Diese soll déak@@o durch Hybridisierung mit
der RNA wahrend der Selektionsreaktion verankertNAPerlaubt dabei als
Nukleinsdure-Analogon einerseits eine spezifischgridisierung und andererseits,
aufgrund der erhdhten Thermostabilitdt durch dibleiede AbstoRung negativer
Ladungen im Rickgrat, den Einsatz relativ kurzegqugazen mit sieben Nukleotiden.
Um eine ausreichende Stabilitat des Hybrids zulenmasollten in der PNA-Sequenz
mindestens drei bis vier GC-Basenpaare enthalten D& Hybridisierung erfolgte im
konstanten Bereich an den jeweiligen Enden der M\Aothek, wobei in
Abhangigkeit der Konjugationsstrategie jeweils dadgegengesetzte Ende gewahlt
wurde. Die Synthese des PNA-Aminoséaure-Cofaktorelgte ebenfalls komplett
mithilfe der Festphasen-Peptidsynthese, wobei doppkung der PNA-Monomere
lediglich mit einem anderen Kopplungsreagenz sogiieem zusatzlicher Capping-
Schritt durchgefiihrt wurden. Die Hybridbildung d€sfaktors mit komplementéarer
DNA oder RNA wurde mithilfe unterschiedlicher Mettem analysiert. Die
Durchfihrung von Schmelzpunktexperimenten ergalHfgliride aus PNAyer (22 und
25 oder PNAmerTriaden 23 und 26) mit DNAigmer 0der RNAgmer
Schmelztemperaturen zwischen 50 und 69 °C, woddrehStabilitat der formierten
Hybride bei der Selektionstemperatur von 20 °C ggz&verden konnte. Dieses
Ergebnis wurde auch durch die Verwendung des Cyambstoffes und Interkalators
DISC,(5), der eine spezifische Anfarbung PNA-haltigempl2xe erlaubt, bestatigt. Die
durchgefuhrten Reversen Transkriptionen mit dem Rdr-Pool in Gegenwart von
PNA-Sequenzen, die durch ihre Hybridisierung mit B&NA das Anlagern des 3'-
Primers eventuell storen konnten, zeigten keinerfliEs der PNA auf die Ausbeute an
cDNA. Durch diese Experimente konnte gezeigt werdlass die Verwendung von
PNA-Aminosaure-Cofaktoren wahrend dervitro Selektion sowohl die Verankerung
der synthetischen, katalytischen Triade am RNA-Pedaubt, als auch mit den
biotechnologischen Methoden des Selektionsprotskaimpatibel ist.
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4.1.2 Probleme

Nach der ersten Durchfiihrung dervitro Selektion hat sich sehr deutlich gezeigt, dass
die eigentliche Herausforderung bei der Generierumgn Ribozymen mit
Proteaseaktivitat aus einer gewissen Gratwandebengler Immobilisierung besteht.
Zum einen soll das unspezifische Binden von RNAt®egen vermieden und zum
anderen das spezifische Binden durch nicht zu har¥¢aschbedingungen ermdglicht
werden. Fur den Affinitatsmarker Biotin stellt diesr ein geringes Problem dar, denn
dieser bietet optimale Voraussetzungen. Durch ditnge Molekulgréf3e kann Biotin
ohne stérende Einflisse in jede zu untersuchendeinting eingefiihrt werden. Was
den Biotin-Marker allerdings so einzigartig madkt,die extrem hohe Affinitat mit der
die Bindung an das Protein Streptavidin erfolge Biabilitat dieser Bindung, die einer
kovalenten Bindung sehr nahe korffift *2 erméglicht beispielsweise eine sehr
spezifische Immobilisierung Biotin-markierter RNA®uenzen auf einer Streptavidin-
modifizierten Festphase. Gleichzeitig sind aber haugarsche, denaturierende
Waschbedingungen erlaubt unter denen unspezifisburglene RNA-Sequenzen
entfernt werden kdnnen.

Die Wahl einer zweiten Ankergruppe, die fur diesdeftion erforderlich ist, fallt
schwerer, da keine Marker mit vergleichbar gutegeBschaften wie die des Biotins
existieren. Aufgrund der geringen MolekllgroRe, d€ompatibilitat mit der
Festphasen-Peptidsynthese und der breiten Anwendengder Aufreinigung von
Proteinen, haben wir uns flir das so genanntg-this eine Sequenz von sechs
aufeinander folgenden Histidinen, entschieden. Budie Komplexbildung der
Imidazolreste mit Ni*-lonen ist durch die Methode der IMAC inobilized Metal
Affinity Chromatography — eine Isolierung ktimarkierter Verbindungen auf Ni
haltigen Festphasen mdglich. Um unspezifische Bigdn zu vermeiden werden den
Immobilisierungs- und Waschpuffern geringe Konzatnen an Imidazol zugegeben.
Bei der Aufreinigung von Proteinen gelten dabei izweterschiedliche Grundsatze.
Entweder erfolgt die Aufreinigung mit dem Ziel eimedglichst grof3en Ausbeute, dann
werden geringe Imidazol-Konzentrationen von 0 —Nd eingesetzt und man nimmt ein

gewisses Mald an Verunreinigung in Kauf. Oder dig#&xol-Konzentrationen werden
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auf 30 — 40 mM erhoht, um unspezifische Bindungemmimieren und erhalt dadurch
die bestmdgliche Selektivitat bei gleichzeitigenrlMsten in der Ausbeute. Fur das
Gelingen einein vitro Selektion ist allerdings beides notwendig. Die lotifisierung

muss maximal spezifisch sein, so dass nur aktiveASBquenzen wahrend der
Selektionsrunden angereichert werden. Gleichzdifigen keine aktiven RNA-Spezies
verloren gehen, da vor allem in den ersten Selegtimden nur wenige Kopien der

einzelnen Sequenzen vorliegen.

Bei Versuchen im Vorfeld der ersten Selektion wardl@mobilisierungsraten von bis
zu 7 % auf Ni*-Sepharose bestimmt. Da dieser Wert einer vielaheh unspezifischen
Bindung entsprechen wiirde, wurde die Selektionudama mit einer Konzentration von
40 mM wahrend der Immobilisierung und im Waschputfarchgefihrt. Wahrend der
Selektion und in den anschlie3enden Untersuchuhgesich dann gezeigt, dass durch
diese Konzentration an Imidazol in Verbindung miend hohen Harnstoff-
konzentrationen aus dem ersten Immobilisierunggschetztendlich nur eine
Bindungseffizienz von 16 % erreicht werden konridas bedeutet nur jede sechste
RNA-Sequenz, die einen Hidarker getragen hat, wurde auch isoliert und
anschlie3end vervielfaltigt. Damit lasst sich bieiee Anzahl von durchschnittlich zwei
Kopien pro Sequenz zu Beginn der Selektion keineeisherung katalytisch aktiver
Verbindungen erfolgreich realisieren.

Des Weiteren hat sich im Anschluss der Selektioradsgestellt, dass teilweise die
Immobilisierung auf Streptavidin nicht vollstandigrfolgte. Somit waren die
urspriinglich zu hohen Immobilisierungsraten auf*Mepharose nicht auf eine
unspezifische Bindung der RNA zurickzufuhren, somdauf eine nicht vollstandige
Immobilisierung der nicht aktiven Sequenzen augé@avidin aufgrund eines zu gering

gewahlten Uberschusses.

Durch die Optimierung des Immobilisierungsprotokpkowohl fur Streptavidin, also
auch fur Nf'-Sepharose konnten diese Einschrankungen weitgelaesgeraumt
werden. Die doppelte Inkubation mit jeweils frisoheStreptavidin-Agarose-Harz
garantiert eine vollstdndige Immobilisierung niditiver RNA-Sequenzen, die das
Peptidsubstrat nicht spalten konnten und deshatbeirmoch ein Biotin-Label tragen.
Inkubationen des Ki-Sepharose-Harzes mit nicht konjugierter RNA habeter den



98

Bedingungen des optimierten Protokolls keine unfiseke Bindung ergeben. Hierbei
wird nun ein Phosphat-Puffer pH 7.5, der 5 mM Imamlaenthélt, verwendet. Bei der
Durchfihrung einer Testrunde unter Anwendung desemeProtokolls wurde eine
Immobilisierungsrate von 0.7 % auf ®Sepharose bestimmt und stellt einen guten
Ausgangswert fur die Durchfuihrung einer zweitervitro Selektion dar. Auch bei der
Zugabe von ca. 10 % eines Trypsin-verdauten Komgugam Selektionsansatz konnte
durch Wiederfinden dieses Prozentsatzes auf défS¢pharose-Harz die spezifische

Immobilisierung Hig-markierter Verbindungen bestatigt werden.
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4.1.3 Chancen

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte und optiteier vitro Selektionsstrategie bildet
einen aul3erst viel versprechenden Ausgangspunkeifig erfolgreiche Generierung
von Ribozymen mit Proteaseaktivitdt. Alle besonderAnspriche an die zu
katalysierende Reaktion wurden bei der KonzeptienSirategie berticksichtigt, in das
Verfahren integriert und sehr genau untersucht.h&iedene Einschrankungen der
Methode konnten bei der ersten Selektion ermittett nach weiteren Untersuchungen

optimiert werden.

RNA besitzt zahlreiche Eigenschaften, die fur dpreptidspaltung hilfreich oder sogar
erforderlich sind. Eine generelle VoraussetzungdeeiHerstellung kiinstlicher Enzyme
ist dabei stets die Bereitstellung einer Struktie, einen abgegrenzten Raum fiur die
Katalyse bietet. Eine solche katalytische Taschenlaeispielsweise das Substrat in
eine fur die Reaktion notwendige Konformation zvéngder ein hydrophobes Umfeld
durch Verdrangen des wassrigen Mediums ermdglicheass RNA-Molekiile
komplexe dreidimensionale Strukturen unter Auslmfzivon Reaktionstaschen formen
konnen, wurde bereits flr bekannte Ribozyme gezdigs Weiteren existieren
zahlreiche Aptamere fir einzelne Aminosauren, lddeptide oder ganze Proteine, die
belegen dass RNA aus Aminosauren aufgebaute Stemktwul3erst effizient erkennen
und binden kann. Die Entdeckung, dass an der Kmgpfder Peptidbindung im
Ribosom priméar ribosomale RNA beteiligt ist, bekigifdie Annahme, dass RNA auch
die entgegengesetzte Reaktion, also die Peptidsprltkatalysieren kann. Des
Weiteren haben Kristallstrukturen nattrlicher umditro selektierte Ribozyme gezeigt,
dass diese in der Lage sind, fixe, vorgeformte Aasczu bilden. Diese kdnnen
einerseits die Bindung von Edukten ermdglichengamdeits aber auch die Anlagerung
von Cofaktoren, die fir die Durchfiihrung der Kasalyessentiell sind.

Die Tatsache, dass RNA all diese Eigenschaftenicin gereinen kann, liefert eine
fundierte Grundlage fir die Annahme, dass im Véntgr von uns konzipiertein vitro
Selektion moglich ist RNA-Sequenzen anzureichera, @ine Peptidbindung spalten
konnen. Dies konnte durch die katalytische Triags €ofaktors, die wahrend der

Faltung in die RNA-Struktur mit einbezogen werdamtk, realisiert werden.
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4.2 Ausblick

4.2.1 Charakterisierung der Proteaseaktivitat

Fur den Fall einer erfolgreichen Selektion eindsoRyms mit Proteaseaktivitét ist eine
Prifmethode noétig, die eine effiziente Messung gesteolytischen Aktivitat bei
gleichzeitig einfacher Handhabung ermdglicht. Assalye sich UV- oder Fluoreszenz-
spektroskopischer Methoden bedienen, haben siclddreBestimmung von Enzym-
kinetiken besonders bewahrt. Um die Spaltung eeptidbindung photometrisch
verfolgen zu kdnnen, bietet sich die Verwendung Reptidsubstraten an, die durch ein
FRET-Paar markiert sind. FRET steht in diesem FRallForster_Resonance kergy
Transfer und beschreibt einen physikalischen Prozess dem die Energie eines
angeregten Fluoreszenz-Farbstoffes (Donor) aufAdreptormolekul strahlungsfrei
Ubertragen wird. Da die Intensitat des FRET unteteeem vom Abstand von Donor
und Akzeptor abhangt, hat sich die Anwendung diddethode fir die Bestimmung
von Abstanden im Nanometerbereich in der Molekutdolie etablieft®?.

Die Spaltung einer Peptidbindung koénnte unter Vedweg eines Fluoreszenz-
Farbstoffs als Donor und eines Licht-absorbierend&neptors (Quencher) an den
jeweiligen Enden des Peptidsubstrats in Echtzeifolgg werden. Dabei wirde die
Fluoreszenz des Donors im intakten Zustand desid®epufgrund der Nahe des
Akzeptors vollstandig absorbiert werden. Erst welunch die Spaltung des Peptids

Donor und Akzeptor von einender getrennt wirdenrewéin Fluoreszenz-Signal
messbdf®+ 1l

Anregung Anregung
7’& Energietransfer ’Lﬁ
D [) ey puffep] [ndp=A

Fluoreszenz

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung eines FRET-basierten yAssaur
Bestimmung von Proteaseaktivitat. D: Donor (Flupeez-Farbstoff), A: Akzeptor
(Quencher).
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Aufgrund der gro3en Stabilitat von Peptidbindunged der damit verbundenen, sehr
geringen Geschwindigkeitskonstanten fir die uniateite Hydrolyse von Peptiden bei
neutralen pH-Werten kann unter Umstanden eine epfindliche Messmethode zur
Bestimmung der proteolytischen Aktivitdt erfordehnli sein. Denn wenn es
beispielsweise gelingen wirde, Ribozyme mit ein@@0tfachen Beschleunigung der
nicht katalysierten Reaktion zu isolieren, beséaftiese eine katalytische Aktivitat mit
einer Halbwertszeit von immer noch 64 Stunden (hemo auf die
Geschwindigkeitskonstante ermittelt durch Kaknhal!™).

Eine der empfindlichsten Methoden zur Ermittlungtpolytischer Aktivitat wurde von
1988 von D. Kahneet al.'”® vorgeschlagen. lhnen gelang die Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten einer unkatalysiertenlrblyse von Peptidbindungen in
neutralem, wassrigen Medium und bei Raumtemperaiiueinem Wert von 3 « 19s™.
Hierbei wurden radioaktiv markierter Peptide eirmdes und auf einer
Polymeroberflache immobilisiert. Nach einer Inkubatvon 24 Stunden wurde der
Uberstand abgenommen und die Hydrolyse durch Mesk®n Radioaktivitat im

Uberstand bestimmit.

Ein wichtiger Aspekt der von uns konzipierten Sataisstrategie ist die Zugabe eines
Cofaktors, der es der RNA ermdglichen soll den Kagmechanismus von

Serinproteasen fur die Spaltung von Peptidbindungen adaptieren. Bei einer

erfolgreichen Selektion von Ribozymen mit ProtekBeddt ware deshalb eine

interessante Fragestellung, ob die RNA auch talishcbas ,Charge-Relay“-System

der katalytischen Triade verwendet. Der Nachweissaktivieren Serinrests innerhalb
eines Katalysators konnte durch die Verwendung Rleseaseinhibitors Diisopropyl-

fluorophosphat erfolgen, der spezifisch mit demivadtten Serinrest reagieren und
dadurch die proteolytische Aktivitat des Ribozynesnimen wirde.
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4.2.2 Alternative Selektionsansatze

Die katalytische Triade ist das wohl meist verlateitPrinzip, das von Proteasen fur die
Spaltung von Peptidbindungen eingesetzt wird. Eelarnativen Mechanismus hierzu
gebrauchen Metalloproteasen, die mithilfe von Zimken (Zr") den Angriff auf die
Peptidbindung erleichtern. Bei der Entwicklung MWilioser Enzyme mit
Proteaseaktivitdt wurden bereits mehrfach Metadlionn die katalytischen Zentren
erfolgreich integrieH®”). Diese konnen bei der Hydrolyse von Peptiden die
Carbonylgruppe der zu spaltenden Bindung polagsiemd aktivieren. Zusétzlich sind
metallgebundene Hydroxylionen starke Nukleophilee den Carbonyl-Kohlenstoff
angreifen kénnen. Metallgebundenes Wasser kanrSé@lse bei der AbstoRung der

Abgangsgruppe aus dem tetraedrischen Zwischenpradigren.

Eine in vitro Selektion zur Gerierung von Ribo-Metalloproteagénnte mit dem in
dieser Arbeit etablierten Selektionsprotokoll eladiaf durchgefihrt werden. Hierfur
misste lediglich ein anderer Cofaktor hergestedrden, der einen Liganden zur
Ausbildung eines Metallkomplexes tragt. Dieser kéntann anstelle der Aminosaure-
Triade wahrend der Faltung in die Struktur der R&Wgebunden werden (Abb. 4.2)

a) Denaturierung

b) Hybridisierung
I
Y, -

Metallkomplex

Abbildung 3.21: Schematische Darstellung der Integration des keréen
Metallkomplexes wahrend der Faltung der RNA fir idievitro Selektion von Ribo-
Metalloproteasen.
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Wie Dbereits erwdhnt ist die Stabilitat der Peptdioing eine besondere
Herausforderung bei den vitro Selektion von Ribozymen mit Proteaseaktivitat. Ein
limitierender Faktor kdnnte dabei sein, dass dieARS¢lbst eine deutlich geringere
Stabilitat aufweist. In wassrigen Losungen kanreeidydrolyse der Phosphodiester-
Bindung durch allgemeine Saure-Base-Katalyse odetalWbnen (z. B. Lanthanoide)
erfolger'®®*"% Ein Grund fiir die geringe Stabilitat liegt in d&fHydroxylgruppe der
Ribose, auf die unter Bildung eines 2’,3'-Cyclopbloats die Ubertragung der
Phosphatgruppe moéglich ist und gleichzeitig dieddimg zum vorherigen Nukleotid
geldst wird.

Eine Alternative zur Selektion von Ribozymen waseslthlb aufgrund der gréf3eren
Stabilitat die Generierung eines DNAzyms mit Pregzktivitat. Auch wenn bisher das
katalytische Repertoire von DNAzymen im Vergleicu Ribozymen deutlich
eingeschrankter ist, konnte erst kurzlich durch diolgreiche Selektion eines
DNAzyms fiur eine Diels-Alder-Reaktion gezeigt weandelass zumindest fur diese

Reaktion beide Arten von katalytisch aktiven Nufigiuren gleichwertig siffd.

Fir die Selektion eines DNAzyms missten lediglighfdlgenden beiden Anderungen

im bereits etablierten Selektionsschema beruckgicherden:

1. Anstelle der Transkription erfolgt im Anschluss die PCR eine spezifische
Vervielfaltigung des Sense-Stranges durch Zugaheseentsprechenden Primers
und einer DNA-Polymerase. Im Anschluss an die Pelysation erfolgt die
Aufreinigung der einzelstrangigen DNA-Bibliothekedwveiter fir die Konjugation
eingesetzt wird.

2. Die Einfuhrung der Aldehydfunktion erfolgt durchediVerwendung eines 5'-

Aldehyd-modifizierten Primers wahrend der Polymetitn (siehe 1.).

Alle weiteren Schritte kdnnen identisch tbernommenden. Erste Versuche, die diese
beiden Anderungen einbeziehen, wurden bereits defihrt. Mithilfe der DNA-
Festphasensynthese konnte unter Verwendung degplititamidits8 eine Acetal-
geschuitzte Aldehydfunktion am 5’-Ende eines DNAstenis eingeflihrt werden (Abb.
4.3 A). Dieser 5-Aldehyd-modifizierte Primer wurdturch eine DNA-Polymerase
erfolgreich verlangert und ergab eine DNd#werBibliothek mit einem internen,
randomisierten Bereich von 70 Nukleotiden entspgadhdem RNAgomerP00OI (Abb.
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4.3 A und B). Beide DNA-Sequenzen, sowohl der DhA-Primer als auch die
DNA 100merBibliothek konnten im Anschluss quantitativ mit ndePeptidsubstra@
konjugiert werden (Abb. 4.3 C und D).

A
\
L~ 5’-Aldehyd-Primer
~1 ©
\O DNA19mer
O/\/O-GGAGCTCAGCCTTCACTGC—B'
~N
/\O
~ )\@\ 5’-Aldehyd-DNA,,,,
O
O/\/O—GGAGCTCAGCCTTCACTGC-(N70)-GGCACCACGGTCGGATCCAC-3'
B C D
3 4 5 6
DNA19mer_ ’
Peptid(2)-p>
Konjugat DNA, .-
Peptid(2)- [~
DNA, i P Konjugat p| .
D NAlO9mer> 4
Primer @
DNA]Qmer >
Primer
DNA19mer

Abbildung 4.3:Vorversuche fur die Selektion von DNAzymen mit teaseaktivitat. A:
Sequenz des 5-Aldehyd-modifizierten Primers (Dbl oben), hergestellt durch
Oligonukleotid-Festphasensynthese und Sequenz deAldéhyd-modifizierten
DNA10omerBibliothek (unten), hergestellt durch enzymatiscMerlangerung des
Primers. B: Agarose-Gelanalyse der enzymatischerdahgerung des 5’-Aldehyd-
modifizierten Primers, _:1 Polymerisation; _2 nicht verlangerter Primer; BL:
Basenpaarleiter (nt). C und D: Konjugation mit Riésibstrat2; 3. 5-Aldehyd-
modifizierten Primer,_4Konjugationsansatz mit 5’-Aldehyd-modifiziertenmirRer; 5
Konjugationsansatz mit 5’-Aldehyd-modifizierter DNBibliothek; & 5’-Aldehyd-
modifizierte DNA-Bibliothek.
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Das in dieser Arbeit konzipierte, etablierte undiragerte Selektionsprotokoll bietet
einen aulerst viel versprechenden Ausgangspunkdiéiburchfiihrung einein vitro
Selektion fur die Generierung von Ribozymen mittaseaktivitat. Die Verwendung
von Cofaktoren, die an der RNA durch Hybridisierwsgankert werden kdnnen, stellt
dabei einen komplett neuen Ansatz dar. Das entWel8elektionsschema kann durch
Variation des Cofaktors oder Einarbeitung geringjég Modifikation fiir die Selektion

zahlreicher neuer Ribozyme und DNAzyme eingesegzten.
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5 Material und Methoden

5.1 Standard-Methoden und Reagenzien

Biotechnologische = Standardmethoden  wie  Ethanohgllu Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (Rotiphorese® DNA-Sequenziersyst€arl Roth), NAP (nucleic

acid purification) Gelfilration (NAPY-5 colums, GE Healthcare), UV-
spektrometrische Quantifizierung von OligonukleetidGelelution und UV-Shadowing
wurden nach Herstelleranweisung oder nach allgemgiiitigen Protokollen

durchgefuhf’ '@ falls im Nachfolgenden nicht anders erwahnt. Alerwendeten

Reagenzien wurden von Aldrich, Fluka, Novabioch&aten Research oder Acros
Organics erworben und ohne weitere Aufreinigungyesetzt. Trockene Losungsmittel
Uber Molekularsieb (Acetonitril = ACN, Tetrahydrodin = THF) wurden von Fluka
bezogen. Oligonukleotide wurden bei IBA GmbH bdstdPeptide wurden von

Biosyntan GmbH synthetisiert.

Fur Umkehrphasen Dunnschichtchromatographie (RP-B@3lysen wurden RP-18
Fos4 s Platten (20 x 20 cm) von Merck verwendet. PraparatUmkehrphasen
Chromatographie wurde mit Fertigsdulen Lobar® voerék (LiChroprefi RP-18)
durchgefiihrt. Fir Kationenaustauschersaulen wur@WBX® 50WX8-200 Harz
(Natrium Form) verwendet. Hochleistungsflussigk#itematographie (HPLC)

Analysen wurden mit einem Agilent 1100 Serie HPLY3t8m, ausgestattet mit einem
(4.6x250 mm) durchgefuhrt (Flussrate: 1 mL/min).

Folgende Elutionspuffer kamen dabei zum Einsatz:

Oligonukleotide Peptide
Puffer A|| 100 mM TEAApH 7.0 Wasser + 0.1 % TFA
(Triethylammoniumacetat) (Trifluoressigsaure)
Puffer B | 100 mM TEAA in 80 % Acetonitril | Acetonitril + 0.1 % TFA
(Triethylammoniumacetat) (Trifluoressigsaure)
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NMR Spektren wurden mit einem Varian VNMR S 500 I8pmneter aufgenommen.
'H NMR Spektren wurden mit TMS (Trimethylsilan) Kadiert auf Basis der relativen
chemischen Verschiebung des Losungsmittels alsrnierte Standard. Folgende
Abklrzungen wurden verwendet: s = singlet, d = detuld = triplet, g = quartet, m =
multiplet, br = broad signal. MALDI-TOF (Matrix assed laser desorption ionisation
time-of-flight) Massenspektren wurden mit Bruker FBEX 1l Spektrometer
aufgenommen. Die Proben fir MALDI-TOF Messungendeur in Wasser gelost und
auf eine Endkonzentration von 10 uM eingestelle Broben fir die Analyse wurden
mit der ,dried droplet” Methode vorbereitet.

Dabei kamen die folgenden Matrix-Lésungen zum Bimsa

fur RNA: 10 mg/mL 3-Hydroxypicolinsdure und 1 mg/mL Diammonhydrogencitrat
in Wasser (Detektion im linearen Positivmodus); IL ger Matrix-LOsung auf ein
AnchorChig™ 400 Traget spotten und an der Luft trocknen lassknf den
getrockneten Matrix-Spot 1 uL Probe auftragen umehélls trocknen lassen.

fur_PNA und Peptidegesattigte Sinapinsaure-Losung (SA) in 2:1 ACWNdsser + 0.1

% TFA; fur Peptide 0.3 mga-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CCA) in Ethanol:Aceton
1:2 16sen. Losung taglich frisch ansetzten, ansBeind auf Eis lagern. Préparation: 10
uL der Matrix-Lésung mit 1 uL Probe mischen und L1 auf ein AnchorChip" 400
Traget spotten und an der Luft trocknen lassen.

ESI (Elektronensprayionisation) Massenspektren emnehit einem Finnigan TSQ 700
Geréat gemessen. Gel-Scans (Radioaktivitat und &zenz) wurden mit Typhoon 9400
Variable Mode Imager (Amersham Biosiences) aufganem Radioaktive Proben mit

einen Beckman Coulter LS 6500 Liquid Scintillati@ounter quantifiziert.

5.2 Initiatornukleotid 10

5.2.1 Synthese

Syntheseweqg AStP 89, StP 113):
2',3'-Bis{t-Butyldimethylsilyl)guanosi** **29 (0.102 g, 200 pmol, 2 equiv) wurde

uber Nacht an der Olpumpe in einem Schlenkkolbé&rogenet und anschlieRend unter

Argonatmosphére in 1 mL trockenem ACN suspendi&rhachst wurde eine Losung
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von 2-[4-(5,5-Diethyl-1,3-dioxan-2-yl)phenoxy]ethanyl-[(2-cyanoethyl)-N,N-diiso-
propyl)]- Phosphoramid® (48 mg, 100 umol; Glen Research) in 1 mL trockeA¢biN
hinzugegeben, gefolgt von 0.124 g 4,5-Dicyanoimidld®CI) als Aktivator (1 mmol,
10 equiv; das Pulver wurde in einem Rundkolben fatlsniber Nacht getrocknet und
mit einem Pulvertrichter in den Reaktionsansatzfiibet). Die Reaktion wurde fir 10
min bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBendhddie Zugabe von 200 pL
t-Butylhydroperoxid (1.6 mmol, 16 equiv) gestopptadd weiteren 10 min rihren
wurden alle flichtigen Losungsmittel unter Vakuuntfernt und der Rickstand in 5
mL Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) Lésung (1 M TTHF, 5 mmol, 50 equiv) unter
Argon aufgenommen. Nachdem der Ansatz bei Raumteysetber Nacht gerihrt
wurde, wurde laut RP-DC die komplette Entschitzengicht (ACN/HO 4:6). Das
THF wurde unter Vakuum entfernt und der Ruckstandde in 3 mL einer 8:2
ACN/H,0O Mischung aufgenommen, durch einen 0.22 pum Menfitieangefiltert und
mittels praparativer RP-Chromatographie aufgereiffidution von HO/ACN 9:1 bis
H>O/ACN 1:1). Die Fraktionen, die Produkt enthaltemrelen aufkonzentriert, zunachst
unter Vakuum, um einen Groldteil des ACN zu entfeynend anschlie3end
lyophilisiert. Tetrabutylammonium-Kationen wurderufaeiner lonenaustauscher-
harzsaule [ = 1.5 cm, | = 14 cm) mit Natriumionen ausgetausamd mit Wasser
eluiert. Die Eluatfraktionen, die das Produkt ettdrg wurden lyophilisiert. Eine
zusatzliche praparative RP-Chromatographie wurdechdiel3end durchgefihrt, um
Uberschiisse an Salzen zu entfernen. Nach der Ligailtin erhalt man das Produkt
als einen blassgelben, hygroskopischen Feststofir(d, 16.2 umol, 16 % Ausbeute).
Die Reinheit des Initiatornukleotid® wurde mittels HPLC bestatigt (Gradient: 5%
40 % Puffer B in 25 min, 40 %> 80 % in 15 min, 80 %~ 100 % B in 5 min) Abb.
5.1).

'H NMR (500 MHz, BO) § 8.02 (s, 1H), 7.29 (m, 2H), 6.84 (m, 2H), 5.83Jd5.7 Hz,
1H), 5.44 (s, 1H), 4.63 (t, J=5.7 Hz, 1H), 4.42044.5 Hz, 1H), 4.29 (m, 1H), 4.15-4.07
(m, 6H), 3.97 (d, J=11.4 Hz, 2H), 3.74 (d, J=117 BH), 1.78 (g, J=7.5 Hz, 2H), 1.19
(g, J=7.5 Hz, 2H), 0.91 (t, J=7.5 Hz, 3H), 0.82J&7.5 Hz, 3H).

MALDI-TOF MS: m/z 626.2 [M] (berechnete Masse fiir {137 NsO11P]" 626.22).
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Syntheseweqg BStP 131, StP 134):

Die alternative Syntheseroute geht von 4-(2-Hydetkgxy)-Benzaldahydl1 (6 mmol,

1 equiv, TCI Europe, Prod.-Nr. H0859) aus, der Zy@-Diethyl-1,3-Propandidl2 (7.5
mmol, 1.25 equiv) in Anwesenheit vgaToluolsulfonsdure (0.3 mmol, 0.05 equiv) in
Toluol fur 3.5 h bei 117 °C refluxiert wird und &g das Acetal-geschitzte

Benzaldehyd-Derivat13. Fir die Aufarbeitung wird der Reaktionsansatz mit
Diethylether in einen Scheidetrichter Uberfihrt dus x mit Wasser und gesattigter
NaCl extrahiert und gewaschen. Die vereinigten misgden Extrakte werden Uber
N&SO, getrocknet und eingeengt. Die Aufreinigung erfolgmittels
Saulenchromatographie (Kieselgel; Hexan:Ethylacgt}. Identitdt und Reinheit von
13 wurden durch DC (Hexan:Ethylacetat 6:4; Nachweisit nHydrazin-
Schwefelsaurereagenz fir Aldehyde=0.27), MS und #NMR bestétigt.

'H NMR (300 MHz, Aceton 7.37 (d, J=8.85, 2H), 6.91 (d, J=8.85, 2H), 5851{),
4.06 (m, 2H), 3.89-3.83 (m, 4H), 3.76 (s, 1H), 3(80J=11.5 Hz, 2H), 1.80 (q, J=7.6,
7.6, 7.5 Hz, 2H), 1.15 (q, J=7.67, 7.67, 7.5 Hz),2188 (d, J=7.6 Hz, 3H), 0.81 (t,
J=7.6 Hz, 3H)

FAB MS: m/z 281.1 [M] (berechnete Masse fiir {§1,504]" 281.18)

Fur die Synthese des Initiatornukleotid®wurde der Alkoholl3 (1.0 equiv) mit 2’,3’-
O-Silyl-geschitztem Guanosin-Phosphoramidit(1.2 equiv) und DCI (1 equiv) als
Aktivator in trockenem THF bei Raumtemperatur fu0 2nin geruhrt. Alle
pulverféormigen Komponenten wurden zuvor Uber Naaohter starkem Vakuum
getrocknet und die Reaktionen unter Argonatmosphduwechgefiihrt (vergleiche
Syntheseweg A). Durch Zugabe von TBHP (10 equivdewie Reaktion gestoppt und
bei Raumtemperatur fur 30 min weiter gerthrt. Alis@end wurden alle fliichtigen
Losungsmittels entfernt und die Entschitzung dt-&iruppen erfolgte durch Zugabe
von 1 M TBAF in THF (6 equiv) bei RaumtemperatureiiiNacht und ergab das
Initiatornukleotid10 und teilweise bereits das entschitzte Ded&@tAufreinigung und
Analyse erfolgten analog zu Syntheseweg A. Beipdéparativen RP-Chromatographie
muss darauf geachtet werden, dass sowohl die &naktides Acetal-geschitztéo
und nicht geschitzten Aldehyd-InitiatornukleotidiS aufgefangen werden. In einer

anschlieBenden Transkription kénnen beide Derivateendet werden.
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5.2.2 Zubereitung wassriger Losungen des Initiatorn ukleotids

Initiatornukleotid 10 wurde in Milli-Q® Wasser gelést und durch einen 0.22 pm
Membranfilter filtriert. Konzentrationen wurden neits UV-Spektroskopie (Amersham
Biosciences Ultrospec 2100pro UV-Vis Spektrometer) bestimmt. Eine
Kalibrierungskurve wurde mit Guanosin als Modelstaimz fir 10 ermittelt. For
Guanosin wurde die Absorption bei 260 nm von seefissrigen Losungen in einem
Bereich von 7.48-59.9 pM gemessen. Das Bestimnsthai® (Determinations-

koeffizient R) fiir die Kalibrierungskurve betragt 0.999.

5.2.3 Modellreaktionen des Initiatornukleotids mit Stickstoff-Nukleophilen

Alle HPLC Analysen wurden mit dem fur das Initiatokleotid 10 beschriebenen

Gradienten durchgefuhrt.

A) Entschitzung des Aldehyds

Initiatornukleotid10 (20 pL, 40 nmol) wurde durch die Zugabe von Toflessigsaure
(TFA) (0.4 pL, 2 % v/iv Endkonzentration) entschiitzlach 15 min bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion mit 5.4 pL eind NaHCQ-LOsung gestoppt.
Die komplette Entschiitzung der Aldehydfunktion teert in Initiatornukleotid15 und
wurde mittels HPLC und MALDI-TOF MS Analyse besgit{Abb. 3.7 und Tab. 3.2)

Zeit (min)  Puffer B (%) Verbindung  Retentionszeit (min)

0 5 10 309

25 40 15 122

40 80

45 100

o o
NH NH
o, 0 </N ‘ N/)\NHz o 0 /N N/)\NHQ
0. \/\O/P\o [o} O~ o,P o o]
o\(©/ HY©/
ﬁﬁ/o 10 Ho oH 1 15 HOoH

r T T T T T T T T
0 10 20 30 40 6] 10 20 30 40
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 5.1: HPLC Chromatogramm der aufgereinigten und isarert
Initiatornukleotidel0 und15
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B) Reaktion mit Benzylamin

1 pL einer Benzylaminlésung (0.4 M in 0.1 M Phodphéer, pH 9.5, 10 equiv.), 4 uL
einer frisch zubereiteten 1 M NaCNBHLOsung und 10 pL eines 0.1 M
Phosphatpuffers pH 9.5 wurden zum Reaktionsansaiz ziivor beschriebenen
Entschitzung hinzugegeben. Nach 18 h wurden efentzylaminlésung (2 pL, 10
equiv) und 1 M NaCNBkIL6sung (4 uL) zugegeben und die Reaktion fur weild® h
fortgesetzt. Die HPLC Analyse der Reaktion zeigwass das gewlnschte
Benzylaminkonjugall6 mit einer Umsetzung von annahernd 40 % erhaltemeviDer
restliche Aldehyd 10 wurde zum entsprechenden Benzylalkoholderii& des

Initiatornukleotids reduziert, was durch MALDI-TO®S bestatigt werden konnte.

C) Reaktionen mit Benzoylhydrazid und 6-Hydrazin-Nkotinsaure.

Diese beiden Reaktionen wurden mit einer Endkomagoh des Initiatornukleotid$5
von 10 pM durchgefihrt, um so exakt als mdglich Bedingungen wéahrend der
Konjugationsreaktion mit der Aldehyd-modifiziert®NA zu reproduzieren (vergleiche
Abschnitt: Herstellung von RNA-Peptid-Konjugaten).

Initiatornukleotid10 (40 nmol) wurde in 1.6 mL ¥ gel6st und durch die Zugabe von
0.4 mL einer 10 % TFA-L6sung entschitzt. Die Remktivurde durch die Zugabe von
0.64 mL einer 1 M NaHC@L6sung gestoppt. Konjugationsreaktionen wurden
durchgefuhrt, indem 1.36 mL 0.3 M NatriumacetatpuffpH 5.5) gefolgt von 8 pL
0.25 M Benzoylhydrazid-Losung (50 equiv) oder vob 4L 0.05 M 6-Hydrazin-
Nikotinsédure-L6sung (50 equiv) zugegeben wurdep. Reaktionen wurden tUber Nacht
bei Raumtemperatur geridhrt und anschlieBend mittdPLC analysiert.
Konjugationsprodukt&7 und18 wurden isoliert und ihre Identitat mittels MALDISF
MS bestatigt.

5.3 Festphasen-Peptidsynthese

5.3.1 Allgemeiner Arbeitsablauf %

Die Synthese wurde manuell in einer mit einem pemoBilter ausgestatteten Spritze
durchgefuhrt (2 mL, MultiSynTech). Dabei wurden Fn{&luorenylmethoxycarbonyl-)
geschitztes Rink-Amid-Harz (40 mg, 0.025 mmol, Kagga 0.63 mmol/g,
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Novabiochem), = Fmoc-geschiutzte = Monomere  (Novabioghemund  N,N-
Dimethylformamid (DMF, aminfrei, Roth) als Lésungsi@ eingesetzt. Arginin wurde
als Fmoc-Arg(Pbf)-OH Monomer eingebaut. Die Hydn&znktion wurde durch 6-
Fmoc-Hydrazin-Nikotinsaure (HNA) (Novabiochem) eafighrt. Polyethylenglykol-
Linker wurden als  O-[2-(Fmoc-amino)-ethyl]-{2-(diglycolyl-amino)ethyl]-
hexaethylenglycol (Fluka) verwendet. Fur das Seiittvdhrend der Synthese wurde
ein Orbital-Schattler (IKA®; Horizontalschittler HE0 control) verwendet.

Das Rink-Amid-Harz wurde zunachst in eine Filteltzer eingewogen. AnschlielRend
lasst man das Harz durch Aufziehen von ca. 1 mlhiBrenethan fir ca. 1 Stunde bei
Raumtemperatur quellen. Nach sorgfaltigem WaschgrDiMF ist das Harz fir die

Synthese bereit.

5.3.2 Synthesezyklus

(A) Fmoc-Entschitzung2 x ~1 mL einer 20 % Piperidin-Losung in DMF wemnde
zunachst fur 2 min und dann fur 10 min in die mariHgeflllte Spritze gezogen, ohne
dazwischen zu waschen, und jeweils gleichmal3ighgetsit;

(B) DMF Waschschritt:es wird sorgfaltig und unter gleichmaRigem Schiitider
Spritze mit 5 x 1 mL DMF gewaschen,;

(C) Kopplung: mit 1.05 mL der Kopplungsmischung (s. u.) wird amstandigen
Schutteln fur 20-30 min gekoppelt.

(D) DMF Waschschritt:es wird sorgfaltig und unter gleichmé&Rigem Schitider
Spritze mit 5 x 1 mL DMF gewaschen;

(E) Capping(nur fir PNA-MonomereR x 1 mL Cappingmischung aufziehen und
jeweils 3 min Schitteln; Cappingmischung: 0.5 mL2ARCO (Essigsaureanhydrid) in
DMF + 0.5 mL 12 % DIPEA (Diisopropylethylamin) inNIF;

(F) DMF Waschschritt (nach Cappinggs wird sorgféltig und unter gleichmalfigem
Schitteln der Spritze mit 5 x 1 mL DMF gewaschen;
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Die Kopplungsmischung enthalt:

» Monomer (geschiitzte Aminosaure, 0.125 mmol, 5-fatherschuss),

» Aktivator
fur Aminosduren TBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
Tetrafluoroborat) (0.1225 mmol, 4.9-facher Ubersshu
und HOBT (N-Hydroxybenzotriazol; 0.1225 mmol, 4.9-facher Ulsbrsss)
fur _PNA-Monomere HATU (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetra-
methyluronium Hexafluorophosphat) (0.1225 mmol;f#a€her Uberschuss)

* in1 mL DMF I6sen

» anschlieRend wird DIPEA (Diisopropylethylamin; 5@Q,u0.29 mmol, 11.7-

facher Uberschuss) zugegeben und fiir eine Dauet voim aktiviert.

5.3.3 Aufarbeitung

Das Harz wird grundlich mit Dichlormethan gewaschand anschlie3end unter
Vakuum getrocknet. Dann wurde das Produkt Uberneideitraum von 3 h bei
Raumtemperatur komplett entschitzt und vom Harpatsn durch Zugabe von 1 mL
einer Mischung aus TFAZOD:TIS = 95 : 2.5 : 2.5 (TIS = Triisopropylsilan).ieD
Harzsuspension wurde gefiltert und das Harz mit TBAx 1 mL) gewaschen. Die
vereinigten TFA-LOsungen wurden zum Fallen in kalRiethylether gegossen ¢EX)
(10 mL, -30°C) und Rohprodukt durch Zentrifugatigewonnen. Das erhaltene Pellet
wurde mit kaltem EO (2x 5 mL) gewaschen, an der Luft getrocknet, ias¥ér gelost,
die Losung gefiltert, lyophilisiert und das PeptiENA-Peptidhybrid schliel3lich mittels
HPLC aufgereinigt. Puffer A: Wasser + 0.1 % TFAffBuB: Acetonitril + 0.1 % TFA,;
Die Quantifizierung erfolgte fir Peptide durch Beshung der Masse und bei PNA-
Sequenzen mithilfe des Extinktionskoeffizienten datsprechenden DNA-Sequenzen
bei 260 nm.
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Tabelle 5.1IMonomer fur Peptid- und PNA-Synthese

Monomer

Firma/Prod.-Nr./CAS

Bemerkung

Fmoc-Arg(Pbf)-OH

N-o-Fmoc-N°-2,2,4,6,7-pentamethyl-
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl-L-arginine

[C34H40N407S] : MW 648.8

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1145

CAS 154445-77-9

Fmoc-Asp(OtBu)-OH

N-a-Fmoc-L-aspartic acifi-t-butyl ester

[Co3H25NOg); MW 411.5

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1013
CAS 71989-14-5

Fmoc-Cys(Trt)-OH
N-a-Fmoc-S-trityl-L-cysteine
[C37H31NO,S]; MW 585.7

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1018
CAS 103213-32-7

Fmoc-Gly-OH
N-a-Fmoc-glycine
[C17H1sNO,]; MW 297.3

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1001
CAS 29022-11-5

Fmoc-His(Trt)-OH

N-a-Fmoc-N-im-trityl-L-histidine

[CaoH3aN304); MW 619.7

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1065
CAS 109425-51-6

Fmoc-Lys(Boc)-OH
N-a-Fmoc-N€-t-Boc-L-lysine
[C26H3N,0¢]; MW 468.5

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1026
CAS 71989-26-9

Fmoc-Lys(biotin)-OH
N,-Fmoc-N-biotinyl-L-lysine
[C31H2gN4O6S]; MW 594.72

Fluka
Prod.-Nr. 73749
CAS 146987-10-2

[6st sich schlecht in
DMF, 100uL DIPEA

zugegeben und lange
vortexen

Fmoc-Phe-OH
N-a-Fmoc-L-phenylalanine
[C24H21NO4], MW 387.4

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1030
CAS 35661-40-6

Fmoc-Pro-OH
N-a-Fmoc-L-proline
[C20H1NO,]; MW 337.4

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1031
CAS 71989-31-6

Fmoc-Ser(Trt)-OH
N-a-Fmoc-O-trityl-L-serine
[C37H3iINOs]; MW 569.7

Novabiochem
Prod.-Nr. 04-12-1092
CAS 111061-56-47

HydraLinK™ 6-Fmoc-HNA Reagent
6-Fmoc-hydrazino Nicotinic Acid

[C21H17N50,]; MW 375.3

Novabiochem
Prod.-Nr. 01-63-0121

Fmoc-PEG2-OH

{2-[2-(Fmoc-amino)ethoxy]ethoxy}acetic acid

[C21H2:NOg]; MW 385.41

Fluka
Prod.-Nr. 95003
CAS 166108-71-0

Fmoc-PEG6-OH

Fmoc-21-amino-4,7,10,13,16,19-hexaoxahen-

eicosanoic acid
[C3gH41NO;]; MW 575.65

NeoMPS
Prod.-Nr. FA19206

nicht selbst
verwendet; Synthese
durch Biosynthan

Fortsetzung Tabelle 5.Monomere fir Peptid- und PNA-Synthese
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Monomer Monomer Monomer
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Abbildung 5.3:Monomere der verwendeten PEG-Linker
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Abbildung 5.4:PNA-Monomere

5.3.4 Ubersicht der synthetisierten Peptide und PNA  -Peptidhybride

Peptidl: H,N-PEG7-Gly-Pro-Arg-Gly-Phe-PEG+-Lys(biotin)-Phe-CONH,
(StP0O1, StP03); Ausbeute: 5 %

HPLC: 5 % B— 60 % B in 30 min, R= 16.8 min;

MS ESI: m/z 984.1 [M + 2 HJ, 656.4 [M + 3 H}"

(berechnet fiir [G@H150N18026S] 983.52 [GoH151N16026S]+ 656.02)

Peptid2: H,N-HNA-PEG7-Gly-Pro-Arg-Gly-Phe-PEG-Lys(biotin)-Phe-CONH,
(StPO5, StP36, StP43); Ausbeute: 13 %

HPLC: 5 % B— 55 % B in 30 min, R= 15.9 min;

MS ESI: m/z 1051.4 [M + 2 Hf, 701.4 [M + 3 H}*

(berechnet fiir [GH156N21030S?* 1051.05, [GsH156N21030S]** 701.03).
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Peptid3: HoN-Cys-PEG;-Gly-Pro-Arg-Gly-Phe-PEG+-Lys(biotin)-Phe-CONH,
(StP10); Ausbeute: 15 %

HPLC: 10 % B— 60 % B in 30 min, R=17.0 min;

MALDI-TOF MS: m/z 2070.5 [M + HJ; (berechnet fir [H154N10020S,] " 2069.06;

Peptid4: AcCNH-Asp-PEG,-His-PEG,-Ser-Phe-CONH; (StP33)
HPLC: 10 % B— 60 % B in 30 min, R=11.3 min;

MS ESI: m/z 836.6 [M + H} (berechnet fiir [GsHs4NoO14]" 836.4)
Ausbeute: 10%

Peptid5: NH,-HNA-PEG ;¢-(His)s-Gly-Pro-Phe-CONH, (StP54)

HPLC:T=45°C; 5 % B— 20 % B in 5 min, 20 % B> 35 % B in 30 min, R= 10.3 min;
MS ESI: m/z 938.2 [M + 2H[, 625.9 [M + 3 Hf*;

(berechnet fiir [@H121N270,3%" 937.96; [GaH120N270,4°* 625.64)

Ausbeute: 9.5 %

Peptid6: NH,-HNA-(PEGg),-(His)s-Gly-Pro-Arg-Gly-Phe-PEGg-Lys(Biotin)-CONH ,
nicht selbst synthetisiert: von Biosynthan: BS 5&inf BS 6813

HPLC: 12 % B— 88 % B in 30 min, R= 10.6 min;

MALDI-TOF MS: m/z 2850.7 [M + HJ; (berechnet fiir [GH10gN37036S]" 2849.45)

Peptid7: AcNH-Asp-PEG;-His-PEG;-Ser-Gly-CONH, (IMO1)

HPLC: 10 % B— 60 % B in 30 min, R=5.2 min;

MALDI-TOF MS: m/z 746.3 [M + HJ; (berechnet filr [&HsNgO14" 746.33)
Ausbeute: 50 %

PNA 21: AcCNH-TGAG-Lys-CONH ; (StP52)

HPLC: T=50°C; 5% B fiur2min, 5 %8 15 % B in 20 min, R=11.18 min;
MALDI-TOF MS: m/z 1311.4 [M + HJ; (berechnet firr [H71N2g014" 1311.57)
Ausbeute: 21 %

PNA 22 AcCNH-GGCTGAG-Lys-CONH , (StP52b)
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HPLC: T=50°C; 5% B fiur2 min, 5 %8 15 % B in 20 min, R= 14.98 min;
MALDI-TOF MS: m/z 2145.5 [M + HJ; (berechnet fiir [gH110N470.3]" 2144.89)
Ausbeute: 12 %

PNA 23. AcNH-Asp-PEG,-His-PEG,-Ser-PEG,-GGCTGAG-Lys-CONH ;, (StP53)
HPLC:T =50 °C; 5 % B— 15 % B in 5 min, 15 % B~ 35 % B in 30 min, R=11.6 min;
MALDI-TOF MS: m/z 3373.8 [M + HJ; (berechnet fiir [GsH10dN5604¢]  3372.49)
Ausbeute: 7.4 %

PNA 24: AcNH,-ACCGTGG-Lys-CONH ;, (IM02)

HPLC: T =50 °C; 5% B fur 2 min, 5 % 8 15 % B in 20 min, R=15.3 min;
MALDI-TOF MS: m/z 2106.2 [M + HI; (berechnet fir [@H11dN4s023] " 2104.88)
Ausbeute: 2.5 %

PNA 25: AcNH,-CCGTGG-Lys-CONH (IM03)

HPLC: T=50°C; 5% B fir2 min, 5 %8 15 % B in 20 min, R= 13.2 min;
MALDI-TOF MS: m/z 2106.2 [M + HI; (berechnet fir [@H11dN4s023] " 2104.88)
Ausbeute: 8.4 %

PNA 26: ACNH-Lys-ACCGTGG-PEG 10-Asp-PEG,-His-PEG,-Ser-Gly-CONH,
(IM08); Ausbeute: 7.2 %

HPLC: T =50 °C; 5 % B fur 2 min, 5 % B> 15 % B in 20 min, R= 27.0 min;
MALDI-TOF MS: m/z 3390.1 [M + HJ; (berechnet fiir [GeH202Ns504¢] " 3389.50)

5.3.5 Charakterisierung der PNA und PNA-Peptidhybri  de

5.3.5.1 Quantifizierung von PNA- und DNA-Oligonukleotiden durch UV-
Absorption

Bei der einfachen und schnellen Quantifizierung \RNA- und DNA-Sequenzen
mithilfe der UV-Absorption macht man sich das Alg@mnsmaximum der

Nukleobasen bei 260 nm zunutze. Die Absorptionsumggm erfolgten mit einem UV-
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160A Spektrophotometer (Shimadzu Deutschland Gmibluarzkivetten (Quarzglas
HELLMA) oder mit einem NanoDrop ND-100 Spektrophoeter (Peqlab
Biotechnologie GmbH). Dabei wurde dieselbe Fliussigkzur Bestimmung des
Nullwerts verwendet wie das Losungsmittel, in deim Brobe geldst wurde (meist
Wasser). Mithilfe der gemessenen Absorption einssb® bei 260 nm und des
bekannten Extinktionskoeffizienten des entsprechenden Oligonukleotids kann nach

dem Lambert-Beerschen Gesetz die Konzentratioh@s&ring berechnet werden:
A=-lg(l/lp)=¢e-c-d

Anhand dieser Gleichung beschreibt der Extinktioesfizient ¢ (L-mol*-cm™) die
Absorption A einer Losung in Abhangigkeit der Kontration ¢ (molL™) und der
Schichtdicke d (cm). (I = Intensitdt des transmrten Lichts, § = Intensitat des
einfallenden Lichts)
Der Extinktionskoeffizient fir PNA- und DNA-Oligokieotide ist sequenzabhangig
und lasst sich unter Einbeziehung der Anteile dezetnen Basen nach folgender
Gleichung berechnen:

¢ =A(15.2) + C (7.05) + G(12.01) + T (8.4)

dabei stehen A, C, G und T fur die Anzahl der jéiyen dAs, dCs, dGs, und dTs in der
Sequenz, die mit dem jeweiligen molaren Extinktiaredfizient (in Klammern) jedes

Nukleotid multipliziert wird.

5.3.5.2 Charakterisierung von PNA/DNA Duplexen mithilfe von Schmelzpunkt-
analysen

Eine wichtige GrolRe zur Charakterisierung der 3$tabivon Duplexen ist die
Bestimmung des so genannten Schmelzpunktes. Dstnginie Temperatur gemeint, bei
der die Bindungskrafte der Wasserstoffbricken zZwasc zwei Einzelstrangen
Uberwunden werden und sie sich voneinander trenDen.genaue Temperatur des
Schmelzpunktes J hangt dabei von der Dichte und Starke der
Wasserstoffbrickenbindungen in der Helix ab und at diejenige Temperatur

definiert, bei der die eine Halfte der Basen gepaad die andere ungepaart vorliegen.
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Die Bestimmung der Schmelztemperatur erfolgt UVksmenetrisch durch Messung
der Absorption bei 260 nm in Abh&ngigkeit der Terapgr. Hierbei wird die Tatsache
ausgenutzt, dass ein Duplex ca. 15-20 % wenigek sthsorbiert als die beiden
entsprechenden Einzelstrange.

Mithilfe der Schmelzpunktanalyse wurde die Stafiliton Duplexen der synthetisierten
PNA-Cofaktoren mit komplementaren DNA-Sequenzenersoicht und mit den
entsprechenden reinen DNA/DNA Duplexen verglichen.

Die Bestimmung wurde an einem Cary 100 Bio Spekibpmeter (Varian)
durchgefuhrt. Fur eine Messung werden &quimolarengde der komplementaren
Strange in 25-100 mM Phosphatpuffer pH 7 geléstdiead-6sung (ca. 900 pL) in eine
Quarzklvette Uberfuhrt. Die PNA- bzw. DNA-Konzetita ist dabei so gewahlt, dass
die Probe eine Absorption zwischen 0.4-0.6 aufwast somit dem linearen Bereich
des Lambert-Beerschen Gesetz entspricht. Die Rvoldezunachst samt Kivette fiir ca.
10 min im Ultraschallbad entgast um Luftblasen zifeznen, die spater die
Absorptionsmessung stéren koénnten. AnschlieBendl wiile Probenlésung durch
vorsichtiges Uberschichten mit Silikondl versiegeltd die Kiivette verschlossen.
Durch die Versiegelung soll ein Verdampfen der lagsbeim Erhitzen und somit eine
Anderung der Konzentration und die damit verbund&bsorption vermieden werden.
Die Messung erfolgt in mehreren Heiz- und Kihlzykleit folgenden Parametern:
Zyklus 1: zunéachst erfolgt ein schnelles Aufheizend Abkihlen, um eine
Hybridisierung der beiden Strange zu gewahrleisi&}C— 90 °C mit 5 °C / min, 90
°C fur 5 min, 90 °C— 15 °C mit 5 °C / min, 15 °C fur 5 min; Zyklus 2 dif3: nun
erfolgt die eigentliche Messung durch langsamesh@&igen und Abkihlen mit einem
Gradienten von 0.5 °C / min.

Die resultierenden Schmelzkurven konnen als einektian der Absorption in
Abhangigkeit der Temperatur beschrieben werden /(dX). Die Schmelztemperatur

Tm entspricht der Temperatur am Maximum der ersteleiflmg dieser Funktion.

5.3.5.3 Charakterisierung von PNA/DNA Duplexen durch Interkalation*>"%!

Mit dem Interkalator DiSg5) (3,3’-Diethylthiadicarbocyanin lodid, CAS [5143-8])
konnen spezifisch PNA-haltige Hybride von DNA urdéo RNA reinen Duplexen
unterschieden werden. Hierflir werden die zu hybiedenden DNA-Strange (10 puM)
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und PNA-Strange (12 pM) in 5 mM NatriumphosphatpufbH 7.5 (50 pL) gelost,

gevortext, fur 5 min auf 95 °C erhitzt und die R¥oblangsam fur 15 min bei

Raumtemperatur hybridisiert und abgekuhlt. Ans@&died werden 10 pL einer 0.5 mM
Losung des Farbstoffs in Methanol (hellblau) zugpegeund erneut fur 1-2 min auf 95
°C erhitzt. Wahrend des Abkihlens auf Raumtempesatude der Farbumschlag der
Proben beobachtet, die bei 95 °C alle eine blaukuRrg zeigen. Nach Abklhlung auf
Raumtemperatur bleiben Losungen mit Einzelstranggiblau. Lésungen, die reine
DNA/DNA Duplexe enthalten verfarben sich leicht ibankelblaue und Losungen mit
PNA/DNA Hybriden zeigen einen deutlichen Farbumaghhs Violette.

5.3.5.4 Primer-Elongations in Anwesenheit von PNA

Da der PNA-Cofaktor im 3’-terminalen, konstantenré3eh der RNA-Bibliothek
(109mer, Pool 1) hybridisiert, tritt er in Konkunz mit dem 3’-terminalen Primer (B),
der wahrend der Selektion bei der RT eingesetal.vim zu gewahrleisten, dass der
Primer den Cofaktor verdrangen kann, wurden zwescleedene Primerextension
Experimente jeweils mit einem PNA 6meR5( IMO3) und 7mer Z4, IM02)
durchgefuhrt:

a) Primer wird nur halb so konzentriert eingeseietdie RNA

- dies ermdglicht eine komplette Umsetzung des &smwenn es zu keiner
Stoérung durch die PNA kommt

b) Primer wird im finffachen Uberschuss zur RNAgeisetzt

- dies erleichtert gegebenenfalls die Verdrangumd®& durch den Primer

Dabei wurden bei jedem Experiment zuséatzlich unteeslliche Konzentrationen von
PNA eingesetzt. Durchfiihrung: jeder Ansatz (40 |ehjhalt RNAomer POOI 1 (10

pmol, 0.25 pM), 1 x First-Strand Buffer (InvitrogeBO0 mM Tris-HCI| pH 8.3 bei

Raumtemperatur, 75 mM KCI, 3 mM Mgfl radioaktiv markierter Primer B (0.2
pmol), dNTP Mix (0.5 mM von jedem dNTP), DTT (10 miMind SuperScript I

Reverse Transkriptase (Invitrogen, 10 U/uL).

PNA und Primer wurden nach folgendem Schema zugsegeb

a)
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Ansatznummer 1 2 3 4 Ansatzhummer 10 11 12 13 Endkonz.

PNA7mer [pmol] 0O 5 10 20 PNAgme [pmol] 0O 5 10 20 0-0.5uM

PrimerB[pmoll] 5 5 5 5 PrimerB[pmol]l 5 5 5 5 0.125uM

b)
Ansatznr. 5 6 7 8 9 Endkonz.

24 [pmol] 0O 10 20 50 100 0-0.5um
Primer[pmol] 50 50 50 50 50 0.125uM

Ansatznr. 14 15 16 17 18 Endkonz.
25 [pmol] 0 10 20 50 100 0-0.5uM
Primer[pmol] 50 50 50 50 50 0.125uM

Zunachst werden RNA, PNA und Puffer gemischt undsfimin auf 80 °C erhitzt und

anschlie3end zum Hybridisieren auf Eis abgekurdnribwerden Primer B (+ radioaktiv
markierter Primer B) und dNTPs zugegeben und erfiel min auf 80 °C erhitzt und
auf Eis abgekunhlt. AbschlieRend erfolgt die Zugatwe DTT und die Probe wird auf 55
°C fur 2 min vortemperiert bevor die Reaktion dur@ugabe der Reversen
Transkriptase gestartet wird (55 °C, 50 min). Dieayse der Proben erfolgt mittels
Gelelektrophorese mit einem denaturierenden 12 YyaPrylamid-Gel und eine

quantitative Auswertung durch Scannen der Radivigktider Banden.

5.3.5.5 Fluoreszenz-Labeling von PNA 24 und 25

Die Peptidnukleinsauren wurden mit dem NHS-Estes #arbstoffs TAMRA (5-
Carboxy-tetramethylrhodamiriéSuccinimidylester; CAS [150810-68-7]) am Lysinrest
markiert. Hierfir wurden jeweils 10 nmol PN24 und 25 in 60 uL Wasser gelost.
Danach wurden 60 pL DMF hinzugefugt, die Lésungtetst20 uL 1 M NaHC@
Puffer auf einen pH-Wert von 8 eingestellt und dft uL einer 1 uM Lésung von
Farbstoff in DMF versetzt. Die Losung wurde Ubercchiabei Raumtemperatur gerthrt.
Anschlie3end wurde das Produkt mit eiskaltem Ethansgefallt, abzentrifugiert, noch
zweimal mit dem Lésungsmittel gewaschen, in Waaségenommen und lyophilisiert.
Danach wurde das Produkt erneut in Wasser gel@stiberschiissiger Farbstoff mittels
Phenol-Extraktion abgetrennt. Das Rohprodukt wunditels HPLC aufgereinigt:

Lésungsmittel: Acetonitril und Wasser mit Zusatzie 0.1 % TFA; Gradient: 5 %
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ACN - 35 % ACN in 15 min., 35 % 60 % ACN in 40 min., 60 %> 95 % ACN in

5 min.,R (25*) = 15.6 min.,R (24*) = 16 min. Die Masse wurde mit MALDI-TOF MS
(25*: m/z2243.8 (berechnet: 2240.94*: m/z 2518.8 (berechnet: 2516.02), P/M (SA
in TA) = 1/10) Uberpruft. *mit TAMRA Fluoreszenz-miaert

5.4 In vitro Transkription

Die T7 Transkription ermdglicht di@ vitro Synthese von Ribonukleinsduren und wird
mit der DNA-abhangigen RNA-Polymerase des T7 Badgdragen durchgefahif 9!
Hierfur wird ein doppelstrangiger, 17 Basenpaargén Erkennungsbereich (T7-
Promotor) am 3’'Ende des Templates bendtigt. Fur Eebau der einzelnen Basen
werden Nukleosidtriphosphate (NTP) als Substratedié@ T7 Polymerase verwendet.
Die RNA-Synthese beginnt dabei stets im Anschlusslia Promoterregion mit einem
Guanosinnukleotid. Eine radioaktive Markierung kyfadurch die Zugabe von->2P-

CTP und ermdglicht eine Quantifizierung der RNAm&agender Formel:

Radioaktivitdt der RNA [cpm]

Einbaurate des a-32P-CTP =
eingesetzte Gesamtradioaktivitat [cpm]

Einbaurate « Endkonzentration CTP ¢ Ansatzvolumen

RNA-Stoffmenge =
Anzahl der Cytidine im Transkript

Herstellung der doppelstrdngigen DNA-Matrizen

Das dsDNA Template fur das 25mer und 49mer Trapshrurde durch Hybridisierung
gleicher Teile des entsprechenden Sense- und As@sstranges hergestellt. Dafir
wurden gleiche Stoffmengen der beiden Strange (z.2Bnmol) in 100 pL
Transkriptionspuffer (s.u.) geldst, fur 5 min adf & erhitzt und anschlie3end mit einer
Rate von 0.1 °C / s auf 25 °C abgekuhlt.

25mer sense

5'- TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCCTACGAGCCTGAG CC-3
25mer antisense

5- GGCTCAGGCTCGTAGGCTGAGCTCCTATAGTGAGTCGTAT TAGA=3
49mer sense

5'- TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTC-3’
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49mer antisense

5'- GCCGAGTATTGCTCCGAAGAGCTGGCACGGCCTCGCCGAAGCGAGCT
TATAGTGAGTCGTATTAGA-3

Die dsDNA Matrize fur die 109mer RNA Bibliothek (8lol) und fir eine 76-78mer
RNA Bibliothek (Pool 2) wurde jeweils nach PCR VieHaltigung einer chemisch
synthetisierten ssSDNA Bibliothek mit der folgendg&equenz erhalten:

5'- GGAGCTCAGCCTTCACTGC—(MNy)—GGCACCACGGTCGGATCCAC-3

Pool 2 (RNAw 78me)
5- GGAGGGATGATACCAGCCGAAAGGCCCTT—(M.19—GCCGTGCCAGC
TCTTCGGAGCAATACTCGGCCTGCGTCG-3

Bei der PCR kamen die folgenden Primer zu Einsatz:
Primer A: 5-TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCCTTCACTGE
Primer B: 5-GTGGATCCGACCGTGGTGCC-3

Durchfiihrung dem vitro Transkription

Trankriptionsreaktionen (50 pL) wurden in einem fBuf mit folgenden
Endkonzentrationen  durchgefihrt: 80 mM  4-(2-Hydmetkyl)-1-piperazinyl-
ethansulfonsaure (HEPES) (pH 7.5)

22 mM MgCh, 1 mM Spermidin, 10 mM Dithiothreitol (DTT), 40 (gL bovines
Serumalbumin (BSA). Die Konzentration des DNA Teatgs betrug 0.5 uM. ATP,
CTP, GTP und UTP wurden 4 mM eingesetzt. Fir ewdgnktive Markierung wurden
~40 pCia-*P-CTP hinzugegeben. Die Reaktion wurden durch digae von T7
RNA-Polymerase (Fermentas, Endkonzentration 8 Ufdstartet und bei 37 °C fur 4
Stunden im Wasserbad inkubiert. Um die Ausbeuterhthen, wurde optional nach 2
Stunden nochmals die gleiche Menge an Enzym zugegé&tiir die Quantifizierung der
RNA wurde ein Aliquot (1-2 plL) entnommen. Die Tramgtionsreaktion wurde
gestoppt, indem mit 0.3 M Natriumacetatpuffer (pH)®is zu einem Volumen von 400
puL aufgefullt und 1 mL kalter, absoluter Ethanohzugegeben wurde. Die gefallte
RNA wurde durch Zentrifugation isoliert und anseBénd durch HPLC oder
Gelelektrophorese (mit anschlieRBender Gelelutiaiyexreinigt. HPLC: Puffer A: 100
mM TEAA pH 7.0 (Triethylammoniumacetat); Puffer BOO mM TEAA in 80 %
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Acetonitril; Gradient: 5 % Puffer B fir 5 min; 5 % 85 % in 40 min; Detektion durch
UV (260 nm) und Radioflow-Detektor (LB 509, Bertalechnologies).

Anmerkung: Transkriptionen von Templates dieser égeben immer in signifikanter
Menge das n+1lmer RNA-Produkt, welches durch daparmifische Anhé&ngen eines

weiteren Nukleotids durch die Polymerase entsteht.

In vitro Transkription mit Initiatornukleotid

Wie bereits erwéhnt, beginnt die RNA-Synthese duhehT7-Polymerase immer mit
einem Guanosinnukleotid. Dies ermdglicht eine dgetie Modifizierung der RNA an
ihrem 5-Ende durch den Einbau modifizierter Guamo®nophosphate (GMP), so
genannter Initiatornukleotide. Durch die Verwendwog Monophosphaten mit hohem
Uberschuss im Vergleich zu Guanosintriphosphated wine spezifische Modifikation
am 5’-Ende mit einer hohen Einbaurate erreicht.rfidiewird die Transkription, wie
oben beschrieben, durchgefihrt, allerdings mit rearegepassten NTP-Konzentration
und unter Zugabe des Initiatornukleotids GMP*: ATFIP und UTP werden 4 mM
eingesetzt, GTP 0.4 mM und das Initiatornukleotis®3 werden 4 mM verwendet.
Der Einbau eines Aldehyd-Initiatornukleotids und nes  Guanosin-5'-
monophosphorothioat (GMPS) in ein 25mer RNA-Traigkwurde durch MALDI-
TOF MS bestatigt:

Aldehyd-25mer: m/z 8348.4 [M+HA)berechnet fur [&Hz0NggO177P5] - 8350.26)
GMPS-25mer: m/z 8105.5 [M+H]berechnet fiir [gzgH300N9gO173P2sS] 8104.09)

Folgende Initiatornukleotide wurden verwendet:

J@ X
N N
NH (0] NH
2 4
ST ST
0 N NH, H CI)H o N N NH,
/N\/o P o O/«\/ORO/\\i;j
0

Ho OH HO OH
Aldehyd-Initiatornukleotid 10 0 Aldehyd-Initiatornukleotid 15
N

NH
¢ ]
oH o N Néi\NHz
Ho—f—0
S
HO OH

Guanosin-5'-monophosphorothioat
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Folgende Sequenzen wurden mithilfe der in vitronSkaiption hergestellt

25mer

5-G*JGAGCUCAGCCUACGAGCCUGAGCC-3'

49mer
5-GGAGCUCGCUUCGGCGAGGCCGUGCCAGCUCUUCGGAGCAAUACUCGG
76-78mer

5'- GGAGGGAUGAUACCAGCCGAAAGGCCCUU—(N190—GCCGUGCCAGC
UCUUCGGAGCAAUACUCGGCCUGCGUCG-3

109mer
5-G*JGAGCUCAGCCUUCACUGC—(N)—GGCACCACGGUCGGAUCCAC-3’

(der optionale Einbau eines Initiatornukleotids &v¥Ende der RNA wahrend der
Transkription ist durch G* markiert; es wurden jé&emodifizierte und nicht

modifizierte Transkripte hergestellt)

Stabilitat der RNA nach Inkubation mit TFA

Beim Einbau des Acetal-geschutzten InitiatornukteotO ist im Anschluss an die

Transkription eine Entschitzung durch 2 %igen Uafessigsaure-Losung (TFA)
notwendig. Hierfur wurde eine Primer-Elongation aeim TFA-behandelten Transkript
als Matrize fur die Reverse Transkriptase verwenB&A;oomer POol mit und ohne
eingebautem Initiatornukleotid (jeweils 10 pmol) rdlein durch Aufarbeitung mit 2 %
TFA bei 20 °C entschitzt. Nach 15 min wurden diesurigen auf pH 7-8 mit 1 M
NaHCQ; Losung eingestellt und direkt flr die Reverse $kaiption verwendet. Zu
jeder Probe RNA-Pool (10 pmol) wurde 3'-Prim@0® pmol, 5'*?P-markiert, 200000
cpm) zugegeben und das Standard RT Protokoll naobalden des Herstellers
(Invitrogen) mit SuperScript' I Reverse Transkriptase in einem Gesamtvolumen vo
40 pL durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden durchahegdes gleichen Volumens an
Formamid-Ladepuffer gestoppt. Aliquote wurden ntighvon 12 % denaturierenden
PAGE analysiert (Abb. 3.10).
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5.5 Herstellung von RNA-Peptid-Konjugaten

5.5.1 3'-RNA-Peptid-Konjugate

Das 25mer RNA (200 pmol; 4 uM) wurde in 25 pL Natmperiodatlosung (25 mM)
und 25 puL Wasser fur 30 min bei 4 °C unter Aussshluon Licht oxidiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pL Butan-2,3-gestoppt und fur weitere 15
min bei 4 °C und im Dunkeln geschiittelt. Ethandliéd) wurde durch Zugabe des
gleichen Volumens einer 0.3 M Natriumacetat-Losypbl 5.5) und des doppelten
Volumens kalten Alkohols durchgefihrt und anscldie® die RNA durch
Zentrifugation (10000 rpm, -4 °C, 45 min) isoliditas Pellet wurde zweimal mit 80 %
Ethanol gewaschen und anschlieRend die oxidiert& 00 pmol; 4 uM) in 0.3 M
Natriumacetat-Puffer pH 5.5 geldst. Die Konjugasiaaktion wurde durch Zugabe
eines Hydrazin-modifizierten Peptids (50 equiv.Q 20M) fur 24 h bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Fir die anschlieRende Reduktion dbiff&chen Base wurde NaBH10
mM) hinzugegeben und der Reaktionsansatz fiir 30amirtis gegeben. Das Konjugat
wurde, wie oben beschrieben, gefallt und mit HPlu@ereinigt: Puffer A: 100 mM
TEAA pH 7.0 (Triethylammoniumacetat); Puffer B: 100M TEAA in 80 %
Acetonitril; Gradient 5 % B- 40 % B in 10 min, 40 % B> 90 % B in 25 min.

RNA2smer —HNA-PEG-Gly-Pro-Arg-Gly-Phe-PEGLys(Biotin)-Phe-CONHR;, = 12.1
min;

MALDI-TOF MS: m/z 10352.5 [M+H] (berech. fiir [GsdHasaN11d021P>7S]" 10346.11)

5.5.2 5-RNA-Peptidkonjugate
5.5.2.1 Native Chemical Ligation*®!

Fur die Konjugation am 5-Ende der RNA mittels deechanismus der “Native
Chemical Ligation” wird GMPS initiierte RNAmer (200 pmol; 1 uM) mit Pheny-
bromothioacet&t” (10 mM) in Natriumphosphatpuffer (10 mM; pH 6.8y fL h bei 37
°C S-alkyliert. Dabei wird NaBi (10 mM) fir die Reduktion des RNA-S-S-RNA
Dimers zugesetzt. Der Uberschuss an Alkylierungsmea wird durch
Chloroformextraktion entfernt. Fir die Konjugatimerden ein Peptid mit N-terminalen
Cystein (50 uM), Thiophenol (1 mM) und Tris(2-caxigethyl)phosphin (TCEP, 1 mM)
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zum extrahierten Reaktionsansatz zugegeben undiiiss Nacht bei 25 °C reagieren.
Das Konjugat wird durch Ethanolfallung isoliert umittels HPLC aufgereinigt: Puffer
A: 100 mM TEAA pH 7.0 (Triethylammoniumacetat); RafB: 100 mM TEAA in 80
% Acetonitril; Gradient 5 % B~ 25 % B in 10 min, 25 % B~ 55 % B in 20 min, 55
% — 90 % B in 10 min.

RNA2smer —Cys-PEG-Gly-Pro-Arg-Gly-Phe-PE&Lys(biotin)-Phe-CONH R; = 19.2
min. MALDI-TOF MS: breites Signal um 10300 Da; (beh. [GaHasN1170204P2553]
10212.13)

5.5.2.2 Kondensation Aldehyd-modifizierter RNA

25mer RNA oder 109mer RNA Pool (50 pmol) wurdenctiudtie Reaktion mit 2% TFA
Lésung fur 15 min bei 20 °C entschitzt. Konjugasi@aktionen wurden durch die
Zugabe von 1.6 pL 1 M NaHGD2.4 puL 0.3 M Natriumacetat (pH 5.5) und 1.0 pL
einer 2.5 mM Peptidlésung (2.5 nmol, 50 equiv) ineen Endvolumen von 10 pL
(Konzentration der RNA 5 uM) durchgefihrt. Die Mismg wurde fir 4 — 6 Stunden
bei 750 rpm und 25 °C geschiittelt. Die Analyse ¥tmarkierter Proben und die
Produktisolierung wurde mittels Gelelektrophoreserctgefiihrt. Fir nicht3%P-
markierte RNA wurde die Reaktion durch Ethanolféjugestoppt und die Konjugate
mittels HPLC isoliert: Gradient: 5 % Puffer B fumin; 5 %— 85 % in 40 min.
RNAsme~HNA-PEG-Gly-Pro-Arg-Gly-Phe-PE&Lys(biotin)-Phe-CONKR R, = 22.9 min;
MALDI-TOF MS: m/z 10326.7 [M+H] (berechnet fiir [€HasoN119020P25S]"
10318.23)

5.6 Immobilisierung von RNA-Peptid-Konjugaten

5.6.1 Immobilisierung von RNA-Peptid-Konjugaten auf Streptavidin

5.6.1.1 Stabilitatsuntersuchungen von RNA-Peptid-Konjugatenauf der Festphase

Vorbereitung des auf Agarose immobilisierten Strejolin:

100 pL der Harzsuspension (Immobilized Streptayidiierce, 15-28 ug Biotin/mL)
wurden in einen Mobicol Zentrifugenfilter Ubertrag@MoBiTech, Prod.-Nr. M1002; 1
mL Saule), die Flussigkeit abzentrifugiert (1200pmr 1 min), in 200 pL
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Immobilisierungspuffer (HEPES 10 mM, NaCl 1 M, EDTA mM, pH 7.2) der 2
mg/mL total tRNA enthéalt suspendiert, fir 10 min B&°C inkubiert, zentrifugiert und

zweimal mit 200 pL Immobilisierungspuffer gewaschen

Immobilisierung der Konjugate:

%P-markierte  25mer RNA-Peptid-Konjugate  (nach  Aufiging  mittels
Gelelektrophorese, 25000 cpm) und 109mer RNA-Pdfidiugat (nach
Ethanolféllung, 150000 cpm) wurden in 200 pL Imnhsk@rungspuffer geldst, zum
vorbereiteten (wie oben beschrieben) StreptavidinzHund fur 30 min bei 25 °C

inkubiert.

Waschschritte:

Die ungebundene RNA wird durch Zentrifugation emifé“Waschfraktion” Nr. 0) und
das Harz 3-5 Mal mit 200 puL Waschpuffer (Tris-H@I &M, Harnstoff 8 M, pH 7.4)
und 3-5 Mal mit 200 pL Wasser gewaschen bis dieegsene Radioaktivitat in den
Waschfraktionen einen Hintergrundwert von < 100 opmreicht hat (fir das 25mer

Konjugate waren dies die Waschfraktionen 1-5, &ig #09mer Konjugate 1-6).

Stabilitatstest der immobilisierten Konjugate:

Das Harz wurde wiederum in 200 pL Immobilisierung$gr suspendiert und die oben
beschriebenen Waschschritte wurden fur das 25mejugat nach 60 min und nach
einer Inkubation Uber Nacht wiederholt (Nr. 6-10dubl-18) und fir das 109mer
Konjugate nach Inkubation Uber Nacht (Nr. 7-13).i B#en Messungen war die

Radioaktivitat im Durchfluss auf Hintergrundniveau.

5.6.1.2 Freisetzung der immobilisierten RNA durch Trypsinspaltung des Peptids

Proteaseverdau:

Das Harz wird in 200 pL NHHCO; Puffer (100 mM, pH 8.5) suspendiert, 6 pL
Trypsin-Losung (proteomics grade, Sigma, 1 mg/mL mM HCI, 1:16 (w/w) Enzym-
Substrat Verhaltnis) wurden zugegeben und der Znsatd bei 37°C fur 4 Stunden
inkubiert. Der Uberstand wird durch Zentrifugatientfernt und enthielt 85-90 % der
immobilisierten Radioaktivitat (fur das 25mer Kogaa Fraktion 19, fur das 109mer
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Konjugat Fraktion 14). Fur das 109mer Konjugat veurdzusétzliche Waschschritte
(s.0.) durchgefihrt (Fraktionen 15-18), um zu geaveigten, dass die komplette RNA

vom Harz gespalten wurde.

Analyse der Verdauprodukte:

Fur die Analyse mittels Gelelektrophorese wurde eldraltene Uberstand nach dem
Verdau lyophilisiert und in Wasser geldst, bevor arf ein 12 % bzw. 18 %
denaturierendes Polyacrylamid-Gel geladen wurde.@gle wurden Uber eine Strecke
von 20 cm bei 1000 V entwickelt.

5.6.1.3 Proteaseverdau von RNA-Peptid-Konjugaten in Losung

RNA-Peptid-Konjugat (300 pmol, 6 uM) in 50 pL MNHCO; Puffer (100 mM, pH 8.5)
geldst und Trypsin (0.1 mg/mL in 1 mM HCI, 1:20 wy/Enzym-Substrat Verhaltnis)
zugegeben. Der Ansatz wurde bei 37°C fur 2 Stunadlembiert und anschliel3end das
»,RNA-Pep* durch Ethanolfallung isoliert.

Fur MALDI MS Messungen des Produkts des Verdausdeunicht radioaktiv
markiertes, aufgereinigtes 25mer RNA-Peptid-Konjugawendet. Das Enzym wurde
durch Extraktion mit dem gleichen Volumen an Ph&Rigloroform/ Isoamylalkohol
25:24:1 entfernt und die verbleibende RNA ansckimld mit Ethanol gefallt. Das
Verdauprodukt wurde durch HPLC isoliert (Gradiento Puffer B fur 5 min; 5 %
85 % in 40 min), lyophilisiert, erneut in Wasseldg und durch MALDI-TOF MS
analysiert: m/z 9141.4 [M+H](berechnet fir [geHz7aN10d0100P2s]  9147.63).

5.6.2 Streptavidin-Shift mit Biotin-markierten RNA-  Peptid-Konjugaten

Um die Bindung von Biotin markierten Konjugaten &itreptavidin weiter zu
charakterisieren, wurden jeweils 10 pmol Riy#er (Pool 1, radioaktiv), RNAfvomer

Peptid Konjugat (radioaktiv, Biotin) und Cy5-RMNg#yerBiotin (0.1 mM, MH 316 oder
MH 318; IBA) in 9 puL Wasser geloést und mit 1 pL &ftaszenz markiertem
Streptavidin (0.1 mg/mL ~ 6 uM; 2.4 equigx 655 nm,Ae, 680 nmM; Atto 655-
Streptavidin, Fluka, MW ~ 16.8 kDa, Helm Group) 20 min bei Raumtemperatur
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inkubiert. AnschlieRend werden die Proben mit Formaaladepuffer versetzt und mit
denaturierender 12 % PAGE analysiert. Die Auswertarfolgte durch Scannen der

Radioaktivitat als auch der Fluoreszenz.
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5.7 Durchfuhrung der in vitro Selektion

5.7.1 Transkription

Runde 1 2 3 4-5: 9-10 6-8

Transkriptionsansatz 10 mL 1.6 mL 500 pL 400 pL 400 L

Menge DNA-Matrize 5 nmol* ~540 pmol**  1/20*** 1/10*** 1/7%**

* die Komplexitdt des Pools von 1.49 «-1@equenzen entspricht 2.47 nmol
** entspricht ca. 20 Kopien der immobilisierten RNequenzen aus Runde 1
***Anteil der als Matrize eingesetzten Menge an RERdukt aus vorheriger Runde

Protokoll fur 100 pL Transkription (ein entsprecles Vielfaches s.o. wurde
verwendet; alle Angaben beziehen sich auf eine &gsdl3e von 100 pL)

V (uL) Endkonzentration

DNA Templat S.0. <0.5 uM
Transkriptions-Puffer 10x 10

* TRIS pH 8.1 (25 °C) 40 mM

e Spermidin 1 mM

.« MgCl, 22 mM

* Triton-X-100 0.01 %
DTT 100 mM 10 10 mM
BSA 1 mg/ mL 4 0.04 mg/ mL
NTPs

e ATP 100 mM 4 4 mM

e CTP 100 mM 4 4 mM

« UTP 100 mM 4 4 mM

e GTP 100 mM 0.4 0.4 mM
Aldehyd-GMP 38 mM 11 4 mM
a->*P-CTP 10 pCi/pL 1-4 10—40 pCi
T7 250 U/uL 4 10 U/uL

Wasser ad 100 pL
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Zunachst wird die entsprechende Menge an WassemirReaktionsgefal3 (1.5 mL,
silanisiert, Roth) oder Greiner Rohrchen / Falébifube (15 oder 50 mL) vorgelegt
und dann alle Komponenten in der oben stehenderheRfeige zugegeben.
AnschlieRend wird ein Aliquot von 1 pL entnommenie Diranskription erfolgt
wéahrend 3-4 Std. bei 37 °C im Wasserbad. Nach Bugden wird erneut die gleiche
Menge an Enzym zugegeben. Bei einer erfolgreichemskription sollt ein weil3er
Niederschlag aus Magnesiumpyrophosphat zu erkeseen Die Aufreinigung der
Transkription erfolgt Uber PAGE (8-12 %; 2-3 Stei BO0-1000 V). Dabei kann der
Ansatz direkt auf das Gel aufgetragen werden, rexohch. 10 pL EDTA-L6sung (0.5
M) zum Auflésen des Niederschlags und 50-100 pLlfaonid-Ladepuffer zugegeben
wurden. Bei grolBen Transkriptionsansatzen (Runde wij)d zunachst eine
Ethanolféallung durchgefihrt, das erhaltene Pellgteimal mit 80 % Ethanol
gewaschen, in Wasser unter Zugabe von 0.5 M EDT#uhg vollstandig gelost, mit
halbem Volumen an FA-Ladepuffer versetzen und aGhsl aufgetragen. Die
Produktbande wird nach Scannen der Radioaktivitdg@schnitten und die RNA mit
500 pL 0.3 M Natriumacetat Losung tber Nacht bef@51000 rpm) aus dem Gel ein
erstes Mal eluiert (je nach GroRe der Bande erfalgt Elution in mehreren
Eppendorfgefalen (1.5 mL) parallel). Das Eluat Viiltdert (Pall-Filter) und mit 1 mL
EtOH versetzt. (Die Gelstiicke werden erneut mitriNatacetat Losung versetzt und
bei 25 °C ein zweites Mal fur ca. 4 Std. eluiefi® RNA wird fur 2 Std. bei -20 °C
gefallt und 30 min bei -5 °C und 12000 rpm zengiéut. Die jeweils erhaltenen Pellets
werden 1-2x mit 150 pL 80 % EtOH gewaschen und ZnitObei -5 °C und 12000
rpm zentrifugiert und anschlieend fir 10—-15 mindan Luft getrocknet. Die RNA
wird in Wasser geldst und auf eine Konzentration 26 uM eingestellt und fur die

Konjugation weiterverwendet.
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5.7.2 Konjugation

Runde 1 2 3-10

Menge der umgesetzten RNA 29.5 nmol* 3.6 nmol 1 nmol

* komplette RNA aus der Transkription wurde umdetse

Protokoll fur die Konjugation von 1 nmol RNA (eimtspr. Vielfaches s.o. wurde
verwendet; alle folgenden Angaben beziehen sicleimegf Stoffmenge von 1 nmol)

V (uL) Endkonzentration
RNA 1 nmol (25 puM) 40 10 uM (7.2 uM)
TFA 10 % 20 2%
Millipore Wasser 40
- 15 min bei 20 °C
NaHCG 1 M 35 pH 7-8
Na-Acetat 3 M pH 5.5 20 0.3 M
Peptid6 5 0.25 mM
10 mM 50x Uberschuss
Millipore Wasser 40
x 200

- 4 Std. bei 25 °C und 750 rpm

Zunachst wird die Aldehydfunktion der RNA in eir2f6 TFA L6sung fur 15 min bei
20 °C entschutzt. Dabei fallt ein weil3er Niederaghlvermutlich RNA da radioaktiv)
aus. ACHTUNG: Die Reaktion jetzt nur noch vortexaber nicht zentrifugieren, sonst
l6st sich der Niederschlag beim anschlie3endenrhleieren nicht wieder vollstandig
auf! Der pH-Wert wird mit Indikatorpapier Uberprifind sollte bei pH 7-8 liegen.
AnschlieRend werden Acetatpuffer und Wasser zugageahd zuletzt das Peptd Die
Konjugation wird fir 4 Std. bei 25 °C mit 750 rprasghittelt. Nach der Reaktion wird
Uberschissiges Peptid durch Ethanolféllung entferktierfir werden zum
Konjugationsansatz 140 pL Wasser, 60 uL Ammoniuta&de>sung (5 M) und 1 mL
EtOH zugegeben und direkt zentrifugiert (s. 0.)séie3end wird das Pellet 1x mit 80
% EtOH gewaschen und Uber Nacht bei -20 °C gelayent der Fallung wurde ein
Aliquot aus dem Konjugationsansatzes fiur die arsalgen Kontrolle der

Konjugationsreaktion (12 % PAGE) entnommen.
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5.7.3 Selektionsreaktion / Spaltungsreaktion

Runde 1 2 3-10

Menge der umgesetzten RNA 29.5 nmol* 3.6 nmol 1 nmol

* komplette RNA aus der Transkription wurde unegjes

Da das Konjugat extrem im Reaktionsgefal3 klebtdemrzunachst 40 uL PEG (MW
6000, 24 %) und 1x Selektionspuffer (158.5 pL; Zosensetzung siehe Tabelle)
zugegeben und fur 5-10 min auf 80 °C erhitzt untdwgutexen. Um zu testen, ob das
Konjugat komplett in Losung ist, wird der komplettehalt mit der Eppendorfpipette
aufgenommen, dabei sollte keine Radioaktivitat irealRionsgefa? oder in der
Pipettenspitze verbleiben. Dann erst wird die PNA##osaure-Cofaktor (1.5 pL, 0.68
mM, 1 equiv26) zuzugeben. Erneut wird auf 80 °C fur 5-10 minitethund auf Eis
abgekuhlt. AnschlieRend wird fur 2 Std. bei 20 Y@ ®00 rpm geschttelt.

1 x Puffer
Natrium Phosphat pH 7 30 mM
Natrium Chlorid 200 mM
Kalium Chlorid 100 mM
Magnesium Chlorid 5mM
Calcium Chlorid 5uM

Mangan Chlorid SuM
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5.7.4 Immobilisierung

Auf Streptavidin mittels Biotin und auf Ni?**-Sepharose mittel Hig-tag

Die aus der Selektionsreaktion erhaltene Konjugeting wird zunéchst auf eine NacCl
Konzentration von 1 M eingestellt und anschlielanfidas Streptavidin-Harz in einer
1 mL Mobicol-Saule (Mo Bi Tec, Prod.-Nr. M1002) gdbgn, das zuvor mit tRNA (2
mg/mL in Immo-Puffer) behandelt wurde (siehe Abstthh6.1.1). Hierbei wurde ein
ca. 10-facher Uberschuss an Biotin-Bindungskapagitiwendet. Die Radioaktivitat
der aufzutragenden Lésung wurde zuvor vermessendin®adioaktivitat des leeren
Reaktionsgefal3es davon abgezogen. Dieser Werttetlggbeingesetzte Menge an
Radioaktivitdt bzw. RNA auf den die Immobilisiersngten spater bezogen werden.
Die Selektionslosung wird fur 60 min mit StreptamitHarz geschuttelt und die Losung
anschlieBend abzentrifugiert. Wahrend der Inkubaitioder Mobicol Saule das Ende
immer mit dem mitgelieferten Stopfen verschliel3en.

Das erhaltene Filtrat wird dann auf’NBepharose-Harz gegeben (es wurden ca. 100
ML Suspension pro Spinfilter eingesetzt) und 45 mkubiert, nachdem es auf eine
Konzentration von 40 mM Imidazol eingestellt wurdeich dieses Harz wurde zuvor
mit tRNA (2 mg/mL in 40 mM Imidazol) behandelt unmdt wassriger Imidazol-L6sung
(40 mM) gewaschen.

Das Streptavidin-Harz wird nach der Inkubation mém Konjugat sechs Mal mit
Waschpuffer (Tris-HCI 50 mM, Harnstoff 8 M, pH 7.d¢waschen und anschlie3end
die Radioaktivitat der Fraktionen sowie des Harzestimmt. Wéahrend der Selektion
wurden meist die Waschfraktionen 1-4 ebenfalls 4ufmM Imidazol eingestellt und
nacheinander fiir 15-30 min mit den?NSepharose-Harz inkubiert. Nachdem das Harz
mit allen Waschlésungen inkubiert wurde, wird dgesan mit 40 mM Imidazol Lésung
(wassrig) gewaschen bis die Radioaktivitat der Whaktionen Background (< 100-
300 cpm, abhangig von der eingesetzten Radiodgktjvérreicht. AbschlieRend wird
zwei- bis dreimal mit Wasser nachgewaschen damg Harz fiur die Reverse
Transkription verwendet werden kann. Von allen Wésdktionen wird die
Radioaktivitat bestimmt. Die Radioaktivitat der adém Nf* Harz immobilisierten
RNA im Bezug auf die eingesetzte Gesamtmenge an BigMt den Anteil an aktiven

RNA Spezies pro Selektionsrunde.
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5.7.5 Reverse Transkription — Polymerase Kettenreak tion

Runde 1 2 3-10
Reverse Transkription Ansatzgrofie 1mL 300 pL 100 pL

Polymerase Kettenreaktion Ansatzgrold 2 mL 600 pL 200 pL

Die RT-PCR wurde nach folgenden optimierten Stadislsadlingungen durchgefuhrt
(100 pL RT-Ansatz (fur 50 pL Harzsuspension), 200RCR-Ansatz). Fir Runde 1
und 2 wurden Vielfache der Standardansatze durdhgef

Reverse Transkription

RT V (uL) Endkonzentration

Harz 50

Millipore Wasser 54

3’-Primer 6 6 uM

1% strand buffer 5x 20 50 mM Tris pH 8.3, 25°C
75 mM KCI
3mM  MgCh

BSA 1 mg/mL 5 0.05 mg/mL

DTTO0.1 M 5 5 mM

dNTP 10 mM each 5 0.5 mM

Reverse Transcriptase 5 10 U/pL

200 U/pL

> 100

Das Nf*-Sepharose-Harz wird in ein 1.5 mL ReaktionsgeRiHK) iberfiihrt. Zun&achst
durch ,Schitten* bzw. ,Schnippen” des Harzes. Danbleibende Rest in der Mobicol-
Saule wird mit 54 pL Millipore Wasser aufgeschlamomd ebenfalls Uberfihrt.
Zusammen mit 3'-Primer (B) und Puffer wird die Lagufiir 10 min auf 80 °C erhitzt
und danach auf Eis abgekuhlt. Bovines SerumalbyBf8A), Dithiothreitol (DTT) und

eine Mischung der dNTPs werden zugegeben. Der Angat fir 2 min bei 55 °C

temperiert und zuletzt die Reaktion durch Zugabe 8eperscript Il Reverse

Transcriptase (Invitrogen) gestartet (fur 1 Std.3%°C mit 550 rpm schutteln).
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Polymerase Kettenreaktion

PCR V (uL) Endkonzentration

RT-Reaktions-Mix 100 1-1.5 pmol / 20 pL

(inkl. Harz)

PCR buffer 10x 20 67 mM  Tris pH 8.8;

ohne MgC} 16 mM (NH).SOy;
0.01% Tween 20;

MgCl; 50 mM 24 6 mM

3' primer 100 pmol/pL 2 4 uM

5' primer 100 pmol/pL 8 4 uM

dNTP 10 mM each 5 0.5 mM

Millipore Wasser 37

Taq pol 5 U/uL 4 0.1 U/pL

)3 200

Alle Komponenten werden zum Ansatz der Reversemskrgption zugegeben und
inklusive des Harzes in PCR-Tubes zu je 200 pL Uberfuhre PCR wird nach
folgendem Protokoll Giber 8 Zyklen durchgefuhrt:

Schritt Temperatur Zeit
1. 92 °C 2:00 min
2. 92 °C 1:00 min
3. 62 °C 1:00 min
4, 72 °C 1:00 min
5. Goto2 7 times
6. 72 °C 3:00 min
7. 0°C for ever
8. END

5.7.6 Analytik des angereicherten Pools der Runde1 0

Um eine genauere Aussage Uber die katalytischeviédtider RNA Sequenzen aus
Selektionsrunde 10 zu bekommen, wurde ein weit&gddus durchgefuhrt. Dabel

wurde allerdings die Lange der Spaltungsreaktiarierg so dass die Immobilisierung
nach 2, 4, 8, und 24 Stunden durchgefuhrt wurdeschlire3end wurden die Mengen an

radioaktiver RNA auf dem Harz verglichen.
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5.7.7 Verbessertes Immobilisierungsprotokoll

Die aus der Selektionsreaktion erhaltene Konjugeting wird zunéchst auf eine NacCl
Konzentration von 1 M eingestellt und anschlie3anfidas Streptavidin-Harz in einer
1 mL Mobicol-Saule (Mo Bi Tec, Prod.-Nr. M1002) gdgn, das zuvor mit tRNA
(2mg/ml in Immo-Puffer) behandelt wurde (siehe Abstt 5.6.1.1). Hierbei wird ein
ca. 10-facher Uberschuss an Biotin-Bindungskapagitiwendet. Die Radioaktivitat
der aufzutragenden Lésung wurde zuvor vermessendim&®adioaktivitat des leeren
Reaktionsgefal3es davon abgezogen. Dieser Werttetggbeingesetzte Menge an
Radioaktivitat bzw. RNA auf den die Immobilisierangten spéater bezogen werden.
Die Selektionslosung wird fir 60 min mit StreptamitHarz geschuttelt und die Losung
anschlielend abzentrifugiert. Das gewonnene Filivatd in Analogie zur ersten
Immobilisierung ein zweites Mal mit Streptavidin-&gse inkubiert. Wahrend der
Inkubation in der Mobicol Saule das Ende immer o®m mitgelieferten Stopfen
verschlieRen. Nach beiden Inkubationen wird dasi@ye Streptavidin-Harz 5-6 Mal
mit Waschpuffer (Tris-HCI 50 mM, Harnstoff 8 M, pH.4) gewaschen und
anschlielend die Radioaktivitat der Fraktionen sodes Harzes bestimmt. Wahrend
der Selektion werden meist das Filtrat des Selektiosatzes sowie die
Waschfraktionen 1-4 fir die Immobilisierung auf >NSepharose-Harz weiter
verwendet. Hierfir werden alle Lésungen zunach$taB M NaCl eingestellt und
durch Zugabe von Ethanol gefallt. Die nach Zengdfiion erhaltenen Pellets werden
mit 80 %igem EtOH gewaschen, fur 5-10 min an ddt gatrocknet und anschlieRend
in 2-3 Mal 200 puL Phosphat-Puffer pH 7.5 (20 mM Rlaesphat, 0.5 M NaCl, 5 mM
Imidazol) gelost. Dabei kdnnen ca. 2 Pellets jesvedreint werden. Die resultierenden
Lésungen werden dann auf 2NiSepharose-Harz gegeben (es wurden ca. 100 pL
Suspension pro Spinfilter eingesetzt) und ca. 3®inkubiert. Auch dieses Harz wurde
zuvor mit tRNA (2 mg/mL in Phosphat-Puffer pH 7s5,0.) behandelt und gewaschen.
Nachdem das Harz mit allen Losungen inkubiert wuwded dieses nun ca. 20 Mal mit
Phosphat-Puffer pH 7.5 (s. 0.) und anschlieRend & Mit Millipore® Wasser
gewaschen bis die Radioaktivitat der WaschfraktioBackground (< 100-300 cpm,
abhangig von der eingesetzten Radioaktivitat) emteDas Harz kann nun direkt fir die

Reverse Transkription eingesetzt werden. Von all&faschfraktionen wird die
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Radioaktivitat bestimmt. Die Radioaktivitat der adém Nf* Harz immobilisierten
RNA im Bezug auf die eingesetzt Gesamtmenge an RNt den Anteil an aktiven

RNA Spezies pro Selektionsrunde.

5.8 DNAzym-Assay

Der DNAzym-Assay ermdglicht Untersuchungen zur @aeeaktivitat der selektierten
RNA-Sequenzen. Hierfir werden zunéchst nach dertokt derin vitro Selektion
(siehe Abschnitt 5.7.1 — 5.7.3) Transkription, Kagrgtion und Selektionsreaktion (8
Std.) parallel fur die Sequenzen des Pools aus &dndnd Runde 10 durchgefihrt.
AnschlieRend erfolgt die Spaltung der RNA durch da®-23 DNAzym
(DNAZ5’Primer10-23; Batch-No. 105234, IBA).

10-23 DNAzym
5-GCAGTGAAGIGGCTAGCTACAACGATGAGCTCC-3' (I = Inosin

DNAzym Spaltung

DNAzym Spaltung V (uL) Final

RNA-Konjugat 100 pmol Pellet 2 uM

10-23 DNAzym 0.1 mM 10 20 uM

5x Puffer 10 50 mM Tris HCI pH 7.5
2 mM MgCb
150 mM NacCl

Wasser 30

z 50

Das Pellt des RNA-Konjugats aus der Selektionsieaktird in Wasser gel6st und in
ein PCR Tube uberfuhrt (ggf. muss auf 80 °C erhitgtden). Dann werden DNAzym
und Puffer zugegeben und 20 Spaltungszyklen ndghridem Protokoll durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit
1. 85 °C 0:30 min
2. 0.5 °C/s To 37 °C
3. 37 °C 3:00 min
4. Goto1l 19 times
5. 0°C for ever
6. END
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Gelanalyse
Die Proben aus der DNAzym Spaltung werden bei grofd@umina ggf. mit Ethanol

gefallt, ansonsten direkt mit FA-Ladepuffer versetmd auf ein denaturierendes 20 %
Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Das Gel wird ca.té.,SL000 V und 45 W uber eine
Laufstrecke von 40-50 cm entwickelt und anschliel3edurch Scannen der
Radioaktivitat analysiert. Durch das Auftragen eiR®sitivkontrolle (erhalten durch
Trypsinspaltung des Peptids, siehe Abschnitt BpKann die zu erwartende Bande fur
aktive RNA-Sequenzen lokalisiert werden und dieesttaten fir Runde 1 und 10

verglichen werden.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungen

Abb. Abbildung

ACN Acetonitril

AMP Adenosinmonophosphat
APB N-Acryloyl-3-aminophenyl-Boronsaure
APM N-Acryloylaminophenyl-Quecksilberchlorid
Arg, R Arginin

AS Aminoséaure

Asp, A Asparaginsaure

ATP Adenosintriphosphat

BL Basenpaarleiter

BSA Bovines Serumalbumin

CAb Katalytischer Antikorper
cDNA complementary DNA

CoA Coenzym A

cpm counts per minute

CTP Cytidintriphosphat

Da Dalton

DC Dunnschichtchromatographie
DCI 4,5-Dicyanoimidazol

DIPEA Diisopropylethylamin
DiSC,(5) 3,3'-Diethylthiadicarbocyanin
DMF N,N’-Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinséure
dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
equiv. Aquivalent

ESI Elektronensprayionisation
EtOH Ethanol

FA Formamid

FAB Fast Atom Bombardment
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Fmoc
FRET
glmsS
Gly, G
GMP
GMPS
GTP
HATU
HEPES
His, H
HIV
HNA
HPLC
IMAC
kcat

Km
Lys, K
MALDI-TOF
MS
NAD*/NADH
NAP
NHS
NMR
nt
NTP
PAGE
PCR
PEG
Phe, F
PNA
Pro, P
RNA
RP
rpm
rRNA
Rt

Fluorenylmethoxycarbonyl-
_Forster Resonance lergy Transfer

Glucosamin

Glycin

Guanosinmonophosphat
Guanosinphosphorothioat

Guanosintriphosphat
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramsflaronium Hexafluorophosphat
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-etharfenksaure
Histidin
Humanes Immundefizienz-Virus
Hydrazin-Nikotinsdure

High Perssure Liquid Chromatography
Immobilized Metal lon Affinity Chromatography
Geschwindigkeitskonstante
Michaelis-Menten-Konstante

Lysin
Matrix Assisted Laser Desorption/lonisati Time-Of-Flight
Massenspektroskopie
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid

Nucleic Acid Purification

N-Hydroxysuccinimid Ester

Nuclear Magnetic Resonance, Kernspinresonanz
Nukleotid

Nukleosidtriphosphat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerase-Kettenreaktion

Polyethylenglykol

Phenylalanin

Peptide Nucleic Acid

Prolin

Ribonukleinséaure

Reverse Phase, Umkehrphase

rotations per minute

ribosomale RNA

Raumtemperatur
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RT Reverse Transkription

SELEX Systematic Eolution of Ligands by Eponential Enrichment

Ser, S Serin

SNRNA small nuclear RNA

SPPS Solid Phase Peptide Synthesis

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TBDMS tert-Butyldimethylsilyl-

TBHP tert-Butylhydroperoxid

TBTU 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium réduoroborat
TEAA Triethylammoniumacetat

TFA Trifluoressigséaure

THF Tetrahydrofuran

Tm Schmelztemperatur

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol, T1feydroxymethyl)aminomethan
tRNA transfer RNA

UTP Uridintriphosphat

uv Ultraviolett
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