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Kurzfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine gezielte, hochspezifische Inhibierung der
Proteinbiosynthese zu erreichen. Dies kann durch eine Blockierung des mRNA-
Strangs durch komplementdre DNA/RNA-Strange (ahnlich zur Antisense-Methode)
oder durch die Hydrolyse des mRNA-Strangs mit Hilfe spezieller Enzyme (RNasen)
realisiert werden. Da jedoch beide Methoden nicht zu zufriedenstellenden
Ergebnissen filhren, ware deshalb eine Kombination aus beiden Methoden ideal,
welche in einer spezifischen, gezielten und permanenten Ausschaltung der
Proteinbiosynthese resultieren wiirde. Um dieses Ziel zu verwirklichen, ist es ndtig,
ein Molekil zu synthetisieren, welches in der Lage ist selektiv an einer spezifischen
Position an den RNA-Strang zu hybridisieren und anschlieRend den RNA-Strang an
dieser zu hydrolysieren. Der gro3e Vorteil dieses Konzepts liegt darin, dass die DNA-
Sequenz fur die Hybridisierung an die entsprechende RNA malRgeschneidert
hergestellt werden kann und somit jede RNA gezielt angesteuert werden kann, was
letztendlich zu einer spezifischen Inhibierung der korrespondierenden

Proteinbiosynthese flihren soll.

Durch die Verwendung und Optimierung der Nativen Chemischen Ligation (NCL) als
Konjugationsmethode konnten zwei Biomakromolekile in Form einer 46-
basenlangen DNA (komplementar zum RNA-Strang) und einer 31-aminosdurelangen
RNase kovalent verknipft werden. Durch unterschiedliche chemische und
molekularbiologische Analysemethoden, wie PAGE, GPC, CE, MALDI-ToF-MS etc.,
war es zudem mdoglich, die erfolgreiche Synthese dieses biologischen

Hybridpolymers als monodisperses, reines Produkt zu bestatigen.

Die Synthese des ca. 800-basenlangen RNA-Strangs, der als Modell-Matrize fur die
selektive und spezifische Degradierung durch das DNA-RNase-Konjugat dienen
sollte, konnte wunter Zuhilfenahme gentechnologischer Standard-Methoden
erfolgreich bewerkstelligt werden. Weiterhin konnte durch die Verwendung der
radioaktiven cDNA-Synthese gezeigt werden, dass das DNA-RNase-Konjugat an die
gewunschte Stelle des RNA-Strangs hybridisiert. Die Identifizierung einer
anschlieBenden spezifischen Hydrolyse des RNA-Strangs durch die an den DNA-
Strang angekniupfte RNase war aufgrund der geringen katalytischen Aktivitat des
Enzyms bisher allerdings nicht moglich.



Summary

The aim of the present work was to specifically inhibit the protein biosynthesis. This
can be achieved by either blocking the mRNA strand with a complementary
DNA/RNA strand (similar to antisense) or by hydrolyzing the mRNA strand with
specific enzymes (RNases). Both methods have their respective flaws. Ideally, a
combination of both methods would result in a specific, target-oriented and
permanent break down of protein biosynthesis. In order to achieve this goal it is
necessary to synthesize a molecule capable of selective hybridization and
subsequently able to hydrolyze the RNA strand at a known position. The major
advantage of this technique would be that the DNA sequence can be tailored for
hybridizing to specific RNA sequences thus making it possible to target and inhibit a

specific protein biosynthesis.

By using and optimizing native chemical ligation (NCL) as a coupling technique a 46-
base long DNA (complementary to the RNA strand) and a 31-amino acid long RNase
were covalently linked. Chemical and molecular biological characterization methods
including PAGE, GPC, CE, MALDI-ToF-MS were used to confirm the successful and
monodisperse synthesis of this biological, highly pure hybrid polymer (DNA-RNase-

conjugate).

Genetic engineering was used to create a 800-base long RNA strand as a model
system to be exposed to specific cleavage by the DNA-RNase-conjugate.
Furthermore, it was shown by radioactive cDNA synthesis that the DNA-RNase-
conjugate hybridized to the desired sequence of the RNA strand. Unfortunately, a
following hydrolyzation of the RNA strand by the RNase part of the DNA-RNase-
conjugate was not clearly detectable due to the lack of catalytic activity of the

enzyme.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Eine Vielzahl physiologischer, biochemischer sowie katalytischer Funktionen wird im
Organismus von Proteinen gesteuert und beeinflusst™. So sind sie als biologische
Katalysatoren (Enzyme), Neurotransmitter, Transport- und Strukturelemente oder als
Boten- und Signalstoffe im Organismus im Einsatz!?. Dabei ist nicht nur die Erforschung
ihrer Funktion, ihres Aufbaus oder ihrer Biosynthese von wissenschaftlichem Interesse,
sondern auch deren gezielte Modifizierung, Herunterregulierung oder Ein- bzw.
Ausschaltung. Zur erfolgreichen Biosynthese eines bestimmten Proteins wird der
entsprechende DNA-Abschnitt (Gen) durch eine RNA-Polymerase in eine RNA
transkribiert (Transkription) und anschliend zur ,reifen® mRNA prozessiert. Diese
Basensequenz der mRNA dient anschlie3end als Matrize fir die Translation, bei der das
entsprechende Protein synthetisiert wird®?. Eines der bekanntesten Beispiele (Medizin-
Nobelpreis 2007) fur die gezielte Ausschaltung eines Gens (und letztendlich der
Proteinbiosynthese) stellen die sog. ,Knockout -Mause“ dar, bei denen durch homologe
Rekombination eines DNA-Abschnitts bestimmte Eigenschaften eines Gens

3]

ausgeschaltet werden konnen®. So wurde z.B. in den von der Presse als

,Muskelmause*™

bezeichneten Tieren das Gen fir die Expression des Proteins
Myostatin, welches fir die Regelung des Muskelwachstums verantwortlich ist,
ausgeschaltet. Dadurch kam es zu einem bis zu vierfachen Zuwachs an Muskelmasse.
Dies konnte durchaus auch nutzlich fir die Tierzucht von Schweinen und Rindern sein,
die dadurch mehr Fleisch als der Wildtyp produzieren kénnten. Eine weitere Alternative
sind sogenannte transgene Mause, bei denen z.B. das Gen fir das Wachstumshormon
der Ratte eingebracht wird. Diese wogen nahezu doppelt so viel wie der Wildtyp'?. Die
Ein- und Ausschaltung von Genen ist besonders bedeutsam fiir die Erforschung
genetischer Grundlagen von vielen Krankheiten wie Krebs, Diabetes sowie
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems®™, bei denen genetische Ursachen als
Krankheitsausloser bekannt sind oder vermutet werden. Gen ,knock out oder Gen
.knock down* ist natirlich auch bei andere Organismen mdglich. Der zurzeit im Fokus
der Medien stehende und sehr umstrittene ,Gen-Mais 1507“ ist ein Beispiel bei dem
durch gentechnologische Methoden fremde Eigenschaften, wie z.B. Resistenzen gegen
bestimmte Schadlinge oder Krankheitserreger, eingebracht werden®®. Bei transgenen
oder K.o.-Organismen ist die Grundlage stets eine Veranderung des Ursprungsgenoms,

sprich einer Maodifizierung auf DNA-Basis.



2 Einleitung

Abbildung 1-1: Bild links!™: Vergleich des Wildtyps (links) mit der gentechnisch
veranderten Variante, bei der das Gen fir die Expression des Proteins Myostatin
ausgeschaltet wurde (,Knock-Out-Maus®); Bild rechts!?: Vergleich des Wildyps
(rechts) mit der gentechnisch veranderten Variante, bei der das Gen fir die
Expression des Wachstumshormons der Ratte (,,rat growth factor®) eingebracht

wurde (,,transgene Maus*)

Eine alternative und ebenfalls vielversprechende Methode zur gezielten Hemmung der
Biosynthese eines Proteins stellt die Moglichkeit einer Blockierung der Translation durch
synthetische Oligonukleotide (vorwiegend als RNA) komplementdr zur mRNA dar
(Antisense-Methode™). Durch die (teilweise reversible) Hybridisierung der
Oligonukleotide an den mRNA-Strang wird im Gegensatz zu den ,Knockout-Mausen®
nicht das Genom modifiziert, sondern die Inhibition der Genexpression wird hierbei
vielmehr durch einen Eingriff auf mRNA-Ebene erzielt. Ein Beispiel fur die kommerzielle
Anwendung der Antisense-Methode ist die ,Flavr-Savr-Tomate“®. Die DNA wird hier in
der umgekehrten Orientierung (mit einem Promotor auf der ,falschen® Seite) einkloniert,
so dass der falsche, komplementare Strang transkribiert wird und dadurch eine
Antisense-RNA entsteht. Eine realtiv. neue Methode zum Ausschalten der
Genexpression, welche auch in natirlichen eukaryotischen Zellen vorkommt, ist die
-RNA-interference® (RNAI) oder auch das ,RNA-Silencing“ (Nobelpreis 2006). Hier wird
ahnlich zur Antisense-Methode eine kurze, doppelstrangige RNA (siRNA) durch
unterschiedliche Enzymkomplexe (RISC) und Proteinkomplexe (Argonautenproteine) an

die mRNA hybridisiert, was wiederum zu dessen spezifischem Abbau fiihrt!!%,
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2 Motivation und Problemstellung

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der gezielten Hemmung der Proteinbiosynthese
durch selektive und spezifische Degradation eines bestimmten mRNA-Strangs. Dabei soll
mit Hilfe eines Oligonukleotid-Polypeptid-Hybridmolekils eine spezifsche Bindung an ein
RNA-Molekil  Uber  molekulare  Hybridisierung  (Antisense-Methode) mit  der
Degradierungsaktivitat von RNasen kombiniert werden. Der Nachteil der Antisense-Methode
ist die unter Umstanden lediglich nur reversible Hybridisierung (Gleichgewicht), was nach
Freisetzung wieder einen Start der Proteinbiosynthese zur Folge héatte. Der Nachteil der
Hydrolyse der mRNA durch RNasen ist ihre fehlende Spezifitdt. Es wirde nicht nur der
gewinschte mRNA-Strang fragmentiert werden, sondern auch alle anderen in der Zelle
vorkommenden Arten der RNA, was aufgrund der hohen Konzentration an RNase zum
Zelltod fuhrt. Durch eine Kombination beider Eigenschaften, also einem Konstrukt aus
komplementérer, einzelstrangiger DNA und peptidischer RNase, wéare es mdglich, eine
spezifische und vor allem permanente Blockierung der Translation zu erreichen, da durch die
Hybridisierung lediglich die Ziel-mRNA spezifisch hydrolysiert und somit funktionsunfahig
wird. Um dieses Konzept zu verwirklichen, ist es noétig, eine RNase an eine Oligonukleotid-
Sequenz zu koppeln, die komplementér zu einer Region der Ziel-RNA in der Néhe des zu
erzeugenden Schnitts liegt. Dabei ware eine Hybridisierung mittels der Oligonukleotide an
die mMRNA mdglich und die RNase kdnnte katalytisch aktiv werden und die mRNA spezifisch

an einer Stelle schneiden (Abbildung 2-1).

RNA 3

5 %{ RNA

ODN

/\/\ e

Abbildung 2-1: ODN-RNase-Konjugat hybridisiert an die RNA und hydrolysiert diese

selektiv und spezifisch an einer bestimmten Stelle
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Die Konjugation einer enzymatisch aktiven RNase an eine 46-basenlange DNA soll in dieser
Arbeit Uber die ,Native chemische Ligation* (NCL) durchgeflihrt werden (Abbildung 2-3).
Dabei sind bei der NCL zwei Bedingungen fur eine erfolgreiche Umsetzung zu erfillen. Eine
Komponente tragt einen Thioester, die andere ein N-terminales Cystein. Entgegen etablierter
Techniken in wassrigem Medium soll die Konjugation an einem festen Trager (controlled
pore glass, CPG) stattfinden, was eine sehr breite und in der Durchfihrung sehr einfache
Maoglichkeit der Synthese bei stark erniedrigter Kontamination der Produkte durch Nutzung
tragerbasierter Synthesekonzepte ermoglichen sollte. Dies erleichtert vor allem die
Aufreinigung des Kopplungsprodukts erheblich. Eine weitere Neuerung soll darin bestehen,
dass das Oligodesoxynukleotid (ODN) den Thioester, und das Peptid das N-standige Cystein
einbringen. Der entsprechende ODN-Thioester soll, wie folgt, synthetisiert werden: zu einer

NHS-Ester-modifizierten ODN-Sequenz wird Benzlymercaptan zugegeben (Abbildung 2-2).

SH

o o)
o)
3 5' ”
ODN —o—P—o/\MJ}\o—N +
| 8
I} M= 124 g/mol

OH =~ 14400 g/mol

Acetonitril/Pyridin (9:1)
40 °C
1 bis 3 Tage

o)
0
3' 5' ||
ODN —O—P—O/\MJLS
| 8

OH
M=~ 14400 g/mol

Abbildung 2-2: Darstellung eines CPG-ODN-Benzylthioesters aus dem kommerziell
erhdaltlichen CPG-ODN (46-Basen)-NHS-Ester mit Benzylmercaptan

Ganz wesentliche Vorteile gegenliber etablierten Methoden sind die einfache
Durchfuihrbarkeit, die Verflgbarkeit hoher struktureller Variabilitat und die bei kurzen
Peptiden (<20 AS) garantiert hohe Ausbeute an Konjugaten als Zweiblockcopolymere.
Zudem sollte die Anwendung der NCL am Trager in der vorliegenden Arbeit auch deren
hohe Spezifitatt und Selektivitdit garantieren, und die Ausbildung von moglichen

Nebenprodukten verhindern.
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Abbildung 2-3: Native Chemische Ligation des 46-basenlangen ODNs und der RNase
mit N-terminalem Cystein.

Sowohl die ODN-Thioester-Darstellung als auch die Konjugation der Oligodesoxynukleotide
mit der RNase Uber das CPG-Verfahren stellen bislang unveréffentlichte synthetische
Neuentwicklungen dar, auf deren Basis neue Strukturen mit vielversprechenden
pharmakologischen und therapeutischen Anwendungsmdglichkeiten zuganglich werden
kénnen. So konnte dieses Konzept durch die gezielte Inhibierung der Proteinbiosynthese
(mRNA als Target-RNA) einen ,Gene knock out® bzw. ,Gene knock down“ auslésen, was
eine Reihe an medizinischen Anwendungsbereichen zur Folge héatte. Denkbar ware die
Hemmung der Proteinbiosynthese von Onkogenen™, welche Wachstumsfaktoren,
Rezeptoren oder Transkriptionsfaktoren exprimieren und somit zu einer unkontrollierten
Zellproliferation beitragen kénnen. Ein weiterer Anwendungsbereich wére die gezielte

Degradierung bestimmter Virus-RNAs (z.B. HI-Virus). Dabei sollte aufgrund der Spezifitat
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des Biokonjugats lediglich die Virus-RNA und nicht die Wirts-RNA degradiert werden. Eine
Degradierung der Virus-RNA, welche bei den meisten Viren als Erbinformationsspeicher
dient, wirde eine weitere Vermehrung eindammen. Die Methode der RNAIi (mit SiRNA) ist
hier nicht durchfuhrbar, da entsprechende eukaryotische Mechanismen und Bausteine
(RISC; Argonautenproteine) fur einen erfolgreichen Abbau der RNA fehlen.
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3 Theoretischer Hintergrund

3.1 Eigenschaften, Aufbau, Struktur und Synthese von Nukleinsauren

3.1.1 Desoxyribonukleinsauren (DNA)

Als Tréager der Erbinformation ist die DNA einer der bedeutsamsten Biopolymere in der
Natur. Sie besteht aus vier verschiedenen Monomerbausteinen (Nukleotide), die beliebig in
5'-3'-Richtung miteinander kombiniert werden kdénnen. Die Nukleotide selbst bestehen aus
einem Phosphatrest, einer 2-Desoxy-B-D-Ribose und einer der vier verschiedenen Basen
(Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin), welche Uber eine B-N-glykosidische Bindung mit der
Desoxyribose-Einheit verbunden sind. Die einzelnen Nukleotide sind schlieBlich Uber eine 5*-

3'-Phosphordiesterbindung miteinander verknipft (Abbildung 3-1).

Thymin

5-Ende

Adenin
’ Cytosin

0—CH, Guanin

N—"

\
| o |
0 H

DNA

Abbildung 3-1: Aufbau eines DNA-Sticks aus vier Nukleotiden mit den
entsprechenden Nukleobasen (griin), die Gber eine Phosphordiesterbriicke (rot) mit

einander verkniipft sind'@.

Die einzelnen, antiparallel angeordneten Nukleotidstrdnge bilden aufgrund von Van-der-
Waals-Kraften und Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Basen eine Doppelhelix. Des
Weiteren ist die DNA durch eine grof3e und kleine Furche in der Doppelhelix gekennzeichnet.
Diese Furchen sind fur die Interaktion der DNA mit Proteinen wichtig, um z.B. die
erfolgreiche Verpackung der DNA im Chromatin zu gewahrleisten. Sie kommen dadurch
zustande, dass die komplementdaren Basenpaare zur unterschiedlichen Ausbildung von

Wasserstoffbriickenbindungen beféhigt sind. So kénnen Adenin und Thymin zwei H-Briicken
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ausbilden, Cytosin und Guanin dagegen drei (Abbildung 3-2). Diese Tatsache erklart auch,
weshalb DNA-Bereiche mit einem hohen GC-Gehalt thermodynamisch stabiler sind als
Bereiche mit einem hohen AT-Gehalt wund deshalb entsprechend hdohere

Schmelztemperaturen aufweisen®®?.

|
| minor groove
(kleine Furche)

major groove
(groBe Furche)

Zucker-Phosphat- A=T
Riickgrat G c

14 A

Abbildung 3-2: Strukturmodell der DNA-Doppelhelix?.

Die chemische Synthese der Oligodesoxynukleotide (ODN) ist heutzutage durch etablierte
Festphasensynthesen (Abbildung 3-3), die Merrifield” 1963 erstmals an Peptiden (SPPS)
einfihrte, so ausgereift, dass nahezu jede ODN-Sequenz (bis 100 Basen) in guten
Ausbeuten darstellbar ist. Durch den Einsatz eines inerten Tragers, zumeist ,Controlled Pore
Glass* (CPG), wird das gewtlnschte Oligonukleotid Uber repetitive Kopplungsreaktionen
aufgebaut und nach erfolgreicher Synthese vom Tréager abgespalten. Die wiederholten
Kopplungsreaktionen beruhen auf der von Khorana® Ende der 70er-Jahre eingefiihrten
DNA-Synthese in Loésung und von Caruthers 1984F schlieRlich optimierten
Phosphoramiditmethode an der Festphase. Durch die Festphasensynthese kdnnen Neben-
und Zwischenprodukte durch Waschschritte einfach abgetrennt werden, wodurch der
Arbeitsaufwand deutlich minimiert wird. Die chemische Synthese wird im Gegensatz zur
biologischen Synthese von 3'- in 5-Richtung dargestellt. Dabei reagiert im entscheidenden
Schritt der Kopplung eine freie 5'-Hydroxylgruppe mit einem 3‘-Phosphoramidit. Ein
kompletter Reaktionszyklus umfasst vier einzelne Schritte. Im ersten Schritt, der
Tritylabspaltung, wird die sdurelabile Dimethoxytrityl (DMT)-Schutzgruppe der am Trager
gebundenen Nukleobase durch Trichloressigsaure in Dichlormethan abgespalten, um eine
freie, reaktive Hydroxylgruppe am 5'- Ende zu erhalten. Diese freie Gruppe kann im zweiten
Schritt, der Kopplung, mit dem zugesetzten Phosphoramidit reagieren und ein Dinukleotid
bilden, welches Uber eine Phosphitbricke verbunden ist. Im dritten Schritt muss verhindert
werden, dass noch nicht umgesetzte Hydroxylgruppen in nachsten Synthessschritten doch

noch eine Kopplungsreaktion erméglichen und so zu Oligonukleotiden mit fehlenden Basen
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fuhren. Deshalb wird dieser kleine Prozentsatz (ca. 1%) durch ein sogenanntes Capping mit
einer Acylgruppe blockiert. Im vierten und letzten Schritt, der Oxidation, muss schlief3lich
noch die Phosphitbindung durch lod zur Phosphatbindung oxidiert werden. Ein neuer
Reaktionszyklus wird wieder vom ersten Schritt an gestartet und so lange wiederholt, bis die
gewiinschte Oligonukleotidsequenz synthetisiert wurde!”.

OMTO— o DMTO— o
0 \ O ]
- ——
U — )
B o ’ | F—I'—o —_— 53‘:5‘ 1 - I’v \I. I\"’Il|."’lil“‘v!'l\l‘.‘li‘ @
o |_! o N .
DMTO— Base 2 - "? )
'J \ Detritylatior
I“ln. ANAAAAMNA J
— FVWWVVVVV ’
0
i - Base 1
N Base 1 HC I ) J

Abbildung 3-3: Synthesezyklus der chemischen Oligonukleotidsynthese an der
Festphase (CPG)".
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3.1.2 Ribonukleinséduren (RNA)

Zwischen den DNA- und RNA-Bausteinen gibt es grundlegend zwei strukturelle
Unterschiede. Zum einen tragt der Riboserest am 2'C-Atom eine Hydroxygruppe, wodurch
die RNA aufgrund der zusatzlichen Hydrolysemdglichkeit durch Basen deutlich instabiler
wird. Zum anderen ist die DNA-Base Thymin in der RNA durch Uracil ersetzt, was essentiell
fur das DNA-Reparatursystems ist (Abbildung 3-4). Die zusétzliche Methylgruppe des
Thymins dient als Markierung, die es von einem oxidativ desaminierten Cytosin, was zu
einem merklichen Prozentsatz spontan geschieht, unterscheidet. Ware diese Markierung
nicht vorhanden, kénnte man ein ordnungsgemdal eingebautes Uracil von einem durch
Desaminierung gebildeten nicht unterscheiden. Der Defekt wiirde unbemerkt bleiben, sodass
zwangslaufig in einem der Tochter-DNA-Molekiile aus einem GC-Basenpaar ein AU-Paar
bzw. AT-Paar entstiinde. Reparaturenzyme wie die Uracilglycosilase erkennen Uracile in der
DNA und entfernen diese gezielt, so dass diese ,Substitutionen® nahezu ganzlich vermieden
werden kénnen. RNA wird aus energetischen Grinden hingegen nicht repariert. Des
Weiteren ist die RNA im Gegensatz zur DNA bis auf wenige Ausnahmen (siRNA)

einzelstrangig aufgebaut®®,

Uracil

5-Ende RNA

Cytosin

Guanin

3¥-Ende

Abbildung 3-4: Struktur der RNA, am Beispiel der vier verschiedenen RNA-Basen

Adenin, Guanin, Cytosin und Uracil'?
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3.1.2.1 Biologische RNA-Synthese (Transkription)

Bei der Transkription wird die Sequenzinformation der DNA in RNA umgeschrieben.
Katalysiert wird dieser dreistufige Prozess von Enzymen, den RNA-Polymerasen.
Prokaryoten besitzen nur eine RNA-Polymerase, Eukaryoten hingegen vier. RNA-
Polymerase Il ist dabei das am besten untersuchte Enzym, da es fir die Transkription von
nahezu allen proteincodierenden Genen verantwortlich ist. Der Prozess der Transkription bei
Eukaryoten ist recht kompliziert, insbesondere die Steuerung, ob und wann ein DNA-
Abschnitt transkribiert wird, ist noch nicht vollstéandig geklart. Grundsatzlich lasst sich die
Transkription in drei Stufen einteilen. Zun&chst beginnt die Initiation an bestimmten Stellen
der DNA, den Promotorstellen. Der entstandene Promotor/RNA-Polymerase-Komplex
unterliegt strukturellen Verénderungen die fir den Fortgang der Initiation wichtig sind. Durch
das ,Aufschmelzen“ der DNA-Doppelhelix entsteht die so genannte ,Transkriptionsblase”
(Abbildung 3-5)%..

/ RNA-Polymerase

erneute Windung/ 7 Matrizenstrang / ;‘t’die’ende’ N\ Entwind
: ) rang \ =

N /

WX /
[/ e
-

3v L~
RNA-DNA-Hybrid- \Elongations-

\
\ entstehende stelle

\_RNA helix

PPI Bewegung der
Polymerase

Abbildung 3-5: Schematische Darstellung der Transkripionsblase wéahrend der
Transkription(®

Nachdem die RNA-Polymerase einen kurzen RNA-Abschnitt (ca. 10 Nukleotide) transkribiert
hat beginnt die zweite Phase, die Elongation. Die neu synthetisierte RNA bildet mit dem
DNA-Matrizenstrang eine RNA-DNA-Hybridhelix, welche ca. 8 Basen lang ist. Das 3'-
Hydroxyende der RNA ist so angelegt, dass es das a-Phosphoratom eines ankommenden
Ribonukleosidphosphats attackieren kann. Pro Sekunde kénnen so etwa 50 Nukleotide
aneinandergereiht werden. Im Vergleich zur DNA-Synthese (800 Nukleotide pro Sekunde) ist
sie relativ langsam. Die Transkriptionsblase bleibt wahrend des kompletten Vorgangs gleich
grof3, d.h. die Entwindung und Rickwindung erfolgt gleich schnell. Der letzte Schritt, die
Termination, ist mit der Polyadenylierung gekopppelt. Da der genaue Mechanismus der
Termination noch nicht vollstandig geklart ist, sind grundsatzlich zwei verschiedene

Mechanismen denkbar (,Torpedomodell“ und ,allosterisches Modell*)®]
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3.1.2.2 Molekularbiologische RNA-Synthese

Eine rein chemische Synthese der RNA ist aufgrund der geringen Ausbeute der
Festphasensynthese bedingt durch die Bildung vieler Fehlsequenzen im Bereich von hundert
bis tausend Basen nahezu unmdglich. Deshalb ist das Nutzen molekularbiologischer
Methoden eine sehr elegante und gut funktionierende Alternative. Die RNA-Synthese ist
dabei in mehrere Schritte unterteilt die im Folgenden néher erlautert werden.

a) Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Man amplifiziert zundchst aus einer genomischen DNA (z.B. der Maus) durch geeignete
Wahl der ,Primer® die gewlnschte Nukleotidsequenz via Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)®!.  Primer* sind Oligodesoxynukleotide, die an den komplementiren DNA-Strang
binden und somit den Startpunkt flr DNA-Polymerasen vorgeben. Das generelle
Funktionsprinzip ist in Abbildung 3-6 dargestellt. Dabei wird im ersten Schritt der DNA-
Doppelstrang bei 94-96°C denaturiert (Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindung), was zu
dessen Auftrennung in zwei Einzelstrange fuhrt. Nach raschem Abkuhlen der Lésung auf 55-
60°C kdnnen nun die ,Primer” an die Einzelstrange der DNA binden. Da die ,Primer®, meist
20 bis 30 Nukleotide lang, im hohen Uberschuss eingesetzt werden, kommt es nicht zur
Reassoziation des DNA-Doppelstrangs. AnschlieRend wird die Losung auf 72°C erhitzt, bei
eine hitzestabile DNA-Polymerase (z.B. Tag-DNA-Polymerase) optimal arbeiten kann. Die
Polymerase verlangert beide hybridisierten Primer in 3‘-Richtung, da die biologische DNA-
Synthese immer von 5° nach 3 erfolgt. Diese drei Schritte der Denaturierung, Hybridisierung
der ,Primer“ und der letztendlichen DNA-Synthese kénnen beliebig oft wiederholt werden,
wobei die Amplifikation des flankierten DNA-Stlicks exponentiell verlauft. Das bedeutet, dass
z.B. nach 35 Zyklen aus einem DNA-Doppelstrang 2*® = 68 Milliarden Kopien erzeugt

werden®?,
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PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :
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Abbildung 3-6: Die einzelnen Schritte eines Zyklus wahrend der (PCR)!*”!
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b) Ligation in ein Vektorsystem

Nach Vervielfaltigung mittels PCR kann das gewlinschte DNA-Stlick in einen Vektor ligiert
werden. Als Vektor wird in der Molekulargenetik ein Transportvehikel zur Ubertragung von
Fremd-DNA in eine lebende Empfangerzelle durch Transformation (Ubertragung in
Bakterienzellen) oder Transfektion (Ubertragung in eukaryotische Zellen) bezeichnet. Ein
sehr gangiges Vektorsystem stellt der von Promega kommerziell vertriebene Vektor pGEM®-
T Easy dar (Abbildung 3-7). Das , T-Easy“ des Vektors leitet sich dabei von den Thymin(T)-
Uberhangen des nicht-zirkularen Vektors ab, da dadurch eine Einklonierung des PCR-
Produkts, welches aufgrund von DNA-Polymerasen wie der Tag-Polymerase, die haufig ein
zuséatzliches Adenin(A) am 3‘-Ende anhangen, erleichtert wird. Der linear vorliegende Vektor
kann dadurch mit Hilfe von DNA-Ligasen, welche 3‘-Hydroxy-Enden mit 5-Phosphat-Enden
verkniipfen, aufgrund der Hybridisierung der AT-Paarung leichter geschlossen werden.
Dabei unterscheiden die DNA-Ligasen nicht zwischen Vektor-DNA und der mittels PCR
amplifizierten DNA. Somit ist es grundsatzlich maglich, dass der Vektor auch ohne Intergrat
(= PCR-Produkt) in der ,Multiple Cloning Site“ (MCS) geschlossen wird. Die MCS ist dabei
ein kinstlich geschaffenes DNA-Stiick, welches in einem Vektor integriert wird und dessen
Sequenz mehreren Schnittstellen fir Restriktionsenzyme, welche bestimmte DNA-

Sequenzen erkennen und spezifisch schneiden, dient®!
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Abbildung 3-7: pGEM®-T Easy Vektorkarte™; Amp": Gen zur Expression der

Ampicillin-Restistenz; lacZ: lacZ-Gen zur Expression der B-Galaktosidase

¢) Transformation in Zellen

Der Vektor wird anschlieBend durch Transformation in elektrokompetente Zellen
eingebracht. Eine sehr weit verbreitete Methode ist die Elektroporation™, da sie weitaus
effektiver als die chemische Methode mit Calciumchlorid oder Rubidiumchlorid™® ist. Durch
Anlegen eines elektrischen Feldes werden dabei die Zellmembranen der Bakterienstdmme
(z.B. E.coli) vorubergehend permeabel, so dass Fremd-DNA in die Zelle eingeschlossen
werden kann. Durch die Transformation des Vektors in die Zellen werden ebenfalls
ausgewahlte Eigenschaften durch Expression bestimmter DNA-Abschnitte des Vektors von
den Bakterien tbernommen. Diese in die Zellen neu eingebrachten Eigenschaften werden im
weiteren Verlauf als Auswahlkriterien zur Ermittlung des gewunschten Klons herangezogen.
Die als Blau-Weil3-Selektion bezeichnete Methode identifiziert dabei diejenigen Bakterien,
welche den Vektor inkorporiert haben, und unterscheidet zusatzlich noch zwischen
Bakterienzellen, die den Vektor ohne bzw. mit PCR-Intergrat aufgenommen haben. Fir die
Bestimmung vektortragender Zellen tragt dieser ein Gen, welches eine Antibiotika-Resistenz
(im Falle von pGEM®-T Easy eine Ampicillin-Resistenz) vermittelt. Durch das Fehlen dieser
Antibiotika-Resistenz der Zellen, die keinen Vektor aufgenommen haben, sterben die
vektorlose Zellen beim Kultivieren auf einem Kulturmedium mit entsprechendem Antibiotikum
ab. Es Uberleben somit nur diejenigen Bakterien, deren Zellmembran wéahrend der
Elektroporation durchladssig fur die Inkorporation des Vektors war. Als zweites
Differenzierungskriterium wird die Expression der B-Galaktosidase durch das sogenannte

lacZ-Gen herangezogen. Dabei handelt es sich um ein Operon, welches in Bakterien sowohl
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beim Abbau als auch beim Transport von Laktose eine wichtige Rolle spielt. Die B-
Galaktosidase erkennt und hydrolysiert Laktose in Glukose und Galaktose. Die Expression
des Enzyms kann nur erfolgen, wenn das lacZ-Gen ohne DNA-Intergrat geschlossen wird.
Eine Intergration der Fremd-DNA fuihrt zu einer Unterbrechung des Gens und somit zu einer
Fehlexpression des Enzyms. Nach erfolgter Expression der p-Galaktosidase ist sie in der
Lage XGal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid) in den blauen Farbstoff 5,5'-
Dibromo-4,4'-Dichloro-Indigo und Galaktose zu spalten, d.h. blaue Klone tragen aufgrund der
korrekten SchlielRung des lacZ-Gens keine Fremd-DNA (Abbildung 3-8).

oHOH

Beta- galactosndase \

HO

XGal
Farblos OH
Galaktose

\ Spontane Oxdiation
und Dlmerlslerung

5,5'-dibrom-4,4'-dichlor-Indigo

HO

Blau

Abbildung 3-8: Reaktionsgleichung zur Spaltung von XGal durch B-Galaktosidase in
Galaktose und 5,5-dibrom-4,4‘-dichlor-Indigo (blauer Farbstoff)

Eine weitere Kontrolle der Expression des lacZ-Gens erfolgt durch einen Promotor, bei dem
die Genexpression durch einen Induktor (meist Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid, IPTG
oder Allolaktose) eingeleitet wird. Durch die Bindung des Induktors an den lacZ-Repressor
lacl kommt es zu einer Konformationséanderung, was zu einer Inaktivierung des Repressors
fuhrt und den Start der Transkription zur Folge hat (Abbildung 3-9 rechts). Fehlt die
Inaktivierung des Repressors, so bindet dieser an den Promoter, was zu einer Blockierung
der RNA-Polymerase, und somit der Transkription und letztendlich der Translation fuhrt
(Abbildung 3-9 links). Folglich muss zur Expression der (3-Galaktosidase ein Induktor zur
Inaktivierung des Repressors vorhanden sein, um die Transkription des Gens starten zu

konnen®?.
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Abbildung 3-9"¥: Steuerung der Expression des lacZ-Gens durch Inaktivierung des
Repressors durch einen Induktor (hier Allolaktose); Links: Aktiver Repressor hemmt
die Expression; Rechts: Inaktivierung des Repressors durch einen Induktor aktiviert

die Expression des Gens.

d) Linearisierung des Vektors und abschlieenden in vitro Transkription (IVT)

Restriktionsenzyme erkennen, wie oben schon beschrieben, bestimmte Basensequenzen in
einem DNA-Doppelstrang und schneiden diesen an spezifischen Stellen. Dabei reichen in
der Regel vier bis acht Basen zur spezifischen Erkennung aus, wobei jeweils die
Phosphordiesterbindung hydrolysiert wird?. Dadurch ist eine spezifische Linearisierung des
Vektors durch Restriktionsenzyme fir die abschlieBende in vitro Transkription (IVT) mdglich.
Bei der IVT wird die DNA-Sequenz in die entsprechende RNA-Sequenz durch RNA-
Polymerasen umgeschrieben, die an bestimmte Promotorstellen, welche ebenfalls im Vektor
enthalten sind, binden®. Nachdem alle Materialien, wie Puffer, Ribonukleosid-triphosphate
(rNTP), RNA-Polymerase und linearisierte DNA-Matrize, zur Verfligung gestellt wurden, lauft

die in vitro Transkription, wie in Abbildung 3-5 beschrieben, ebenfalls in drei Schritten ab.
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3.2 Eigenschaften, Aufbau, Struktur und Synthese von Proteinen

3.2.1 Eigenschaften, Aufbau und Struktur

Neben den Nukleotiden (DNA und RNA) ist die Familie der Proteine eine der wichtigsten
Biopolymere in Lebewesen. Dabei haben sie eine groRe Vielfalt an Funktionen und
Aufgaben; als Enzyme beispielsweise katalysieren sie chemische Reaktionen, als
Strukturelemente bilden sie das Cytoskelett oder steuern als Signal- und Botenstoffe viele

15]

wichtige Funktionen im Organismus!*®. Dabei sind sie aus 20 verschiedenen Bausteinen,

den Aminosauren (Abbildung 3-10), aufgebaut und bilden somit hochmolekulare

Biopolymere.
unpolarhydrophob basisch
(i CHy O (o]
H.C H.
’ \I)LOH H3C)\])J\OH N OH
NH,, NH, NH,,
Alanin Valin Lysin
(o} [o] CH, O NH o]
s H,C HiCo A
H,C™ V\‘)J\UH : \I/\HLOH : oH HNT N OH
NH, CH;  NH, NH, NH,
Methionin Lewcin Isclewcin Arginin
o] (o] o] (o]
N
O)LOH | OH OH (J/\HLDH
NH N NH, NH, H NH,
Fralin HTryptopkﬁn Fhenylalanin Histidin
polarneutral [e] OH o] o [e] sauer o o
OH Hac/!\]/LOH HZN/U\/\])LOH HOWOH
NH,, NH; NH, NH,
i) Tyrosin Threonin Glutamin Glutaminséure
0 o] 0 o] [o]
HN HO
OH HO OH HS OH OH OH
NH,, NH,, NH, o} NH, (o} NH;
Glycin Serin Cystein Asparagin Asparaginséure

Abbildung 3-10: Ubersicht (ber die 20 natirlich vorkommenden Aminosauren

geordnet nach ihren physikalisch/chemischen Eigenschaften™®

Die Aminosauren sind untereinander tber eine sehr stabile Saureamid-Bindung (sogenannte
Peptidbindung) verknipft und kénnen Molmassen von mehreren Millionen Dalton (Da)
erreichen. Diese Peptidbindung entsteht formal durch die Abspaltung von Wasser zwischen
der Carboxy-Gruppe am C-Terminus der einen Aminosdure und der N-terminalen

Aminogruppe der nachsten Aminosaure!™®.
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Man unterteilt die Struktur von Proteinen in folgende vier Klassen:

Primarstruktur:.

Die Priméarstruktur der Proteine ist im Grunde ihre Aminoséduresequenz vom N-Terminus
(links) zum C-Terminus (rechts). Im Allgemeinen dient ein Dreibuchstabencode zur
Kennzeichnung. In Einzelféllen, z.B. bei der graphischen Darstellung von Raumstrukturen
und fur Vergleiche von Sequenzen, wird aus Platzgrinden der Einbuchstabencode

verwendet™,

Sekundarstruktur:

Als Sekundarstruktur bezeichnet man die Faltung der Peptidkette selbst. Sie ist durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den C=0 und HN-Gruppen der Peptidbindungen
stabilisiert. Je nach Aminosauresequenz kénnen sich unterschiedliche Sekundarstrukturen

bilden. Die wichtigsten sind die B-Faltblattstruktur und die a-Helix.

Bei der B-Faltblattstruktur sind mehrere Peptidketten so nebeneinander gelegt, dass sich
Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen. Durch die ziehharmonika-ahnliche Struktur sind die
Aminosaureseitenketten senkrecht nach oben oder nach unten angeordnet. Durch die
Abfaltung der jeweiligen Ebenen ist es mdglich, dass sich Wasserstoffbriickenbindungen
sowohl bei gegenlaufigen, antiparallel angeordneten Ketten als auch bei gleichlaufigen,

parallelen Ketten ausbilden kénnen (Abbildung 3-11).

Abbildung 3-11: Oben: Faltblattstruktur mit gegenlaufigen, antiparallelen Ketten. Die
Aminosaureseitenketten (R) stehen nahezu senkrecht nach oben oder unten weg.
Unten: Faltblattstruktur mit parallelen Ketten. Die breiten Pfeile deuten die

symbolische Schreibweise der Faltblatter an™
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Bei der a-Helix stehen sich die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den C=0- und NH-
Gruppen von Windung zu Windung im jeweils passenden Abstand gegeniber (Abbildung 3-
12). Zumeist besteht eine Windung aus 3,6 Aminoséaureresten. Die besondere Stabilitat der
a-Helix ergibt sich aus der Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindungen in Richtung der
Schraubenachse. Die Aminosaureseitenketten stehen dabei nach auf3en von der
Schraubenachse weg und kdnnen dadurch mit ihrer Umgebung, z.B. in Membranlipiden,
wechselwirken. Die Aminoséaure Prolin lasst sich aufgrund ihrer Ringstruktur nicht in die Helix
einfiigen und wird daher als Helixbrecher bezeichnet'?.

Abbildung 3-12: Schematische Darstellung der a-Helix als Peptidkette. Die

Seitenketten (R) zeigen dabei von der Helix weg™®.

Tertiarstruktur:

Die Lage aller Atome des Peptids im Raum wird durch die Tertiarstruktur beschrieben. Die
Bindungskrafte, welche die Tertiarstruktur stabilisieren sind, wie oben bereits erwéhnt,
Wasserstoffbriickenbindungen. Des  Weiteren  wird die  Tertiarstruktur  durch
Disulfidbindungen zwischen zwei Cysteinen, durch lonenbeziehungen zwischen einer
positiven (z.B. Lysin) und einer negativ geladenen Seitengruppe (z.B. Asparagin) und durch
hydrophobe Wechselwirkungen (z.B. zwischen Isoleucin und Valin) zusammengehalten
(Abbildung 3-13).
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Abbildung 3-13: Verschiedene Bindungen und Wechselwirkungen in einer Peptidkette.
1: Wasserstoffbrickenbindungen; 2: Disulfidbindungen; 3: lonische Wechselwirkung;
4: Hydrophobe Wechselwirkung™®

Quartarstrukutur:

Die gefalteten Peptidketten eines globularen Proteins bilden haufig noch héhere Aggregate.
Diese raumliche Gestalt wird als Quartarstruktur bezeichnet, wobei die einzelnen
Peptidketten als Untereinheiten betitelt werden. Diese Untereinheiten missen nicht

zwangslaufig identisch sein, so gibt es beim Hdmoglobin z.B. a- und B-Untereinheiten!™.

3.2.2 Proteinbiosynthese

Die Biosynthese von Proteinen ist in zwei Schritte unterteilt, die zudem r&dumlich voneinander
getrennt sind (Abbildung 3-14). Die in Kapitel 3.1.2.1 bereits erlauterte Transkription findet
im Zellkern statt. Die transkribierte mRNA (Pra-mRNA) erhélt an ihrem 5-Ende eine Cap-
Struktur, an ihrem 3'-Ende einen Poly(A)-Schwanz. Am wichtigsten aber ist, dass nahezu
alle  Pra&-mRNAs gespleilit werden (RNA-Prozessierung), bevor sie durch die
entsprechenden Proteine vom Zellkern zu den Ribosomen im Cytoplasma transportiert
werden, an denen schlieBlich die Ubersetzung der reifen mRNA in das entsprechende

Protein (Translation) stattfindet'®.
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Abbildung 3-14: Schematische Darstellung der Proteinbiosynthese ausgehend von der
Transkription der DNA im Zellkern und anschlieendem Transport ins Cytoplasma zu
den Ribosomen zur Translation der reifen mRNAM,

Dieser komplizierte Prozess der Translation kann nur durch ein auf3ergewdhnlich
koordiniertes Zusammenspiel von mehreren hundert Makromolekillen (MRNA, tRNA, rRNA,
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen und Proteinfaktoren) an den Ribosomen erfolgreich bewaltigt
werden. AuRerdem muss der Fehler der Synthese sehr gering sein, da die meisten Proteine
aus mehr als 100 bzw. teilweise sogar aus mehr als 1000 Aminosauren bestehen und jede
falsch eingebaute Aminosaure zu einer Fehlfaltung und somit zum Abbau des Proteins
fuhren wirde. Wie die Transkription ist auch die Translation in drei Abschnitte eingeteilt. Bei
der Initiation startet das sogenannte Initiationscodon (Codon ist ein bestimmtes Basentriplett)
die Translation. Dabei ist das Initiationscodon bei Eukaryoten immer AUG. Im Gegensatz zu
prokaryotischen mRNAs enthalt die eukaryotische mRNA in den meisten Féllen nur ein
Initiationscodon, d.h. jede reife MRNA kodiert nur ein Protein. Nachdem das Initiationscodon
durch das sogenannte ,Absuchen®, d.h. die Wanderung eines 40S-Ribosoms, welches sich
an die Cap-Struktur am 5‘-Ende anheftet und in 3'-Richtung bis zum AUG-Codon fortbewegt,
(ATP-Hydrolyse durch Helikasen als Antrieb), gefunden wurde, startet der zweite Schritt der
Translation, die Elongation (Abbildung 3-15). In diesem Schritt werden neu eintreffende
Aminoacyl-tRNAs von GTP-abhangigen Elongationsfaktoren (EF1a bei Eukaryoten)
eskortiert und bei erfolgreicher Bindung an die mRNA durch GTP-Hydrolyse wieder

freigesetzt. Im nachsten Schritt wird die Peptidbindung zwischen den beiden Aminosauren
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gebildet. Dabei greift die Aminogruppe der Aminoacyl-tRNA die Esterbindung der Peptidyl-
tRNA nukleophil an. Nach erfolgter Ausbildung der Peptidbindung wandert das Ribosom um
ein Codon in 3‘-Richtung weiter und der Prozess beginnt von vorne bis ein Stoppcodon
(UAG, UAA, UGA) erreicht wird. Dabei bindet nicht die tRNA, sondern sogenannte
Terminationsfaktoren  (Proteine) an die mRNA. AbschlieBend hydrolysieren

Peptidyltransferasen die Peptidyl-tRNA und das Protein wird freigesetzt!®*5¢,

Initiation Esite Psite  Asite

> Esite Psite  Asite
complex 5
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Abbildung 3-15: Detaillierte schematische Darstellung der Elongation bei der
Translation. Im linken Bild ist der Transport der zweiten Aminoacyl-tRNA mit Hilfe von
Elongationsfaktoren dargestellt. Im mittleren Bild erkennt man die Verkntpfung beider
Aminosaduren (ber eine Peptidbindung. Im rechten Bild ist die Wanderung des

Ribosoms um ein Basentriplett (Codon) gezeigt!*®

3.2.3 Katalytisch aktive Protein (Enzyme)

Alle chemischen Reaktionen im Organismus werden von einer bestimmten Klasse von
Proteinen, den Enzymen, katalysiert. Allerdings sind damit nur die Enzyme auf Proteinbasis
gemeint. Enzyme auf Nukleinsdurebasis, speziell auf RNA-Basis, werden Ribozyme
genannt. Fir die katalytische Wirksamkeit der Enzyme ist das aktive Zentrum verantwortlich,
das aus bestimmten Bereichen der Proteinkette durch Faltung entsteht. Sobald das Enzym
denaturiert wird, geht die Konformation verloren und die katalytische Aktivitat erlischt. Die

meisten Enzyme bestehen aus einer dauerhaft gebundenen, prosthetischen Gruppe, andere
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binden diese prosthetische Gruppe reversibel (Coenzym) und werden daher als Apoenzym
bezeichnet. Ferner besitzen Enzyme im Vergleich zu chemischen Katalysatoren eine sehr
hohe Substratspezifitdt. Sie sind sogar so spezifisch, dass Stereoisomere unterschieden
werden kénnen und nur das gewiinschte Stereoisomer umgesetzt wird. Dabei wurde das von

“1 durch das von Koshland®?”

Emil Fischer 1894 vorgeschlagene ,Schlissel-Schloss-Prinzip
1953 aufgestellte Modell des ,Induced fit“ abgeldst. Bei dem neueren Modell werden sowohl
die Struktur des Substrats als auch die des Enzyms selbst minimal verandert. Dabei wird das
Substrat vom aktiven Zentrum des Enzyms von mehreren Seiten durch bindende Gruppen

umschlossen (Abbildung 3-16). Dies hat mehrere Konsequenzen zur Folge:

- Das Substrat wird aus der wassrigen Umgebung entnommen und in einer anderen
chemischen Umgebung eingeschlossen, in der sich die Aktivierungsenergie fur diese
Reaktion &ndert.

- Die Wechselwirkungen funktioneller Gruppen im aktiven Zentrum fihren zu einer
sterischen und elektronischen Verformung im reaktiven Teil des Substrat-Molekils
(als ,conformational stress* bezeichnet).

- Durch die beiden oben genannten Prozesse wird ein Ubergangszustand erreicht und

das System kann unter Energiefreisetzung zu den Produkten weiter reagieren.

Enzym = Schloss Substral = Schiissel

S ubsstrat

Substrait

Abb. 3-16: Schematische Darstellung der Enzym-Substrat-Wechselwirkung. Oben:
Schlissel-Schloss-Prinzip nach Fischer; Unten: ,Induced fit“-Modell nach
Koshland™.
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3.2.4 RNasen

RNasen sind Enzyme, die in der Lage sind RNA durch Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung zu spalten. Es gibt eine grof3e Anzahl (>50) naturlich vorkommender
RNasen. RNase P war die erste RNase, die auf ihre RNA-Hydrolyseaktivitdt untersucht
wurde®!. Dabei wurde festgestellt, dass die RNase P nicht nur aus Aminosauren aufgebaut
ist, sondern noch RNA als Untereinheit besitzt (Ribozym), die bei der Katalyse eine wichtige
Rolle spielt. Sie ist bei der Reifung der tRNA beteiligt, indem sie die Abspaltung des 5-tRNA-
Percursors katalysiert und so ein reifes 5-Ende der tRNA kreiert. Da die Reifung der tRNA in

allen Lebewesen, sogar in Bakterien, notwendig ist, ist die RNase P ubiquitar auffindbart??.

Es gibt noch eine weitere groRe Anzahl an natiirlich vorkommende RNasen??,

Eine im Labor haufig verwendete RNase ist die einzelstrang- und pyrimidin-spezifische
RNase A. Sie erkennt die beiden Pyrimidine Uracil und Cystosin und hydrolysiert die in 5'-
Richtung darauffolgende Phosphordiesterbindungen. Die ubiquitdr vorkommende RNase
findet sich unter anderem in Schweil3. Somit ist die Sekretion des Schweif3es und damit
verbunden die Sekretion von RNase A ein wirksamer Abwehrmechanismus des Kdrpers
gegen Viren, da die Virus-RNA von der RNase A prophylaktisch zerstort wird!??,

RNase H hingegen ist eine Endoribonuklease, die RNA-DNA-Hybride erkennt, die RNA
hydrolytisch spaltet und von der DNA entfernt. Dies ist vor allem bei der Replikation der DNA

wichtig, da der angelagerte RNA-Primer wieder entfernt werden muss?*.

Die in dieser Arbeit verwendete RNase war ein kinstlich hergestelltes Enzym, bestehend
aus 30 Aminosauren. Die Aminosauresequenz ahnelt einem ,single zinc finger‘-Motiv des
ZFY-Proteins. ZFY ist ein humaner Transkriptionsfaktor mit einer Zinkfingerdomane, der bei
der Spermatogenese und der Regulation der mannlichen Geschlechtsbhestimmung
entscheidend ist®®. In Abbildung 3-17 sind die unterschiedlichen Modifikationen der RNase
ZFY-6 und deren katalytische Aktivitat aufgefihrt.

Peptide Initial Rate (Vp) pM'min~!* Structure Sequence
ZN-ZFY-6 Below detection limit Monomer KTYQCQYCEYRSADSSNLKTHIKTKHSKEK
ZFY-6 6000 = 130 Dimer KTYQCQYCEYRSADSSNLKTHIKTKHSKEK
E9A 1800 = 90 Dimer KTYQCQYCAYRSADSSNLKTHIKTKHSKEK
H21,26A 800 = 30 Dimer KTYQCQYCEYRSADSSNLKTAIKTKASKEK
C5,8A Below detection limit Monomer KTYQAQYAEYRSADSSNLKTHIKTKHSKEK
Reduced ZFY-6 Below detection limit Monomer KTYQAQYAEYRSADSSNLKTAIKTKASKEK

Abbildung 3-17: Beziehung zwischen der Peptidstruktur und der RNA-
Hydrolyseaktivitat (Vo) der RNase ZFY-6 und deren Modifikationen!?®.
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Ferner haben Lima et al.”® die RNase auf ihre Sequenzspezifitat untersucht und dabei
herausgefunden, dass die RNase nicht in der Lage ist effizient DNA hydrolysieren und dass
die RNA-Hydrolyseaktivitat am grofdten ist, wenn die RNase nach dem Triplett UCC oder
ACC zur Hydrolyse fahig ist (vgl. Abbildung 3-18).

Substrate Initial rate (¥3) pM min—!* Sequence Specificity
DNA Below detection limit ACTCCACCATAGTACACTCC
ACTCCACCATAGTACACTCC
Double-stranded DNA Below detection limit TGAGGTGGTATCATGTGAGG
ACUCCACCAUAGUACACUCC
Double-stranded RNA Below detection limit UGAGGUGGUAUCAUGUGAGG
2'0Me Below detection limit ACUCCACCAUAGUACACUCC
Wl
RNA 153 GGGCGCCGUCGGUGUGG
L Wl o
RNA 422 UGGUGGGCGCCGUCGGUGUGGGCAA
l l !
RNA 1,200 UGGUGGGCAAUGGGCGUGUU
Ly Ly L
RNA 6.100 ACUCCACCAUAGUACACUCC

Abbildung 3-18: Hydrolysespezifitdit des ZFY-6-RNase-Dimers fir verschiedene
Substrate. Die Pfeile deuten die Position der Spaltung an, dabei ist die Lange der
Pfeile proportional zur Menge des Spaltprodukts!®®.

Mechanismus der Nukleasen:

Nukleasen spalten generell die Phosphordiesterbindung in DNA oder RNA Molekilen.
Nukleasen, die DNA spezifisch nach oder in bestimmten Nukleotidsequenzen spalten,
wurden in Kapitel 3.1.2.2 bereits kurz angesprochen (Restriktionsenzyme). Diejenigen
Nukleasen wiederum, die in der Lage sind, RNA zu hydrolysieren, werden als
Ribonukleasen, kurz RNasen, bezeichnet. Sie verwenden dabei die 2’0OH-Gruppe der Ribose
in einem Saure-Base-Mechanismus (Abbildung 3-19). Zunachst wird durch die starke Base
Histidin das Proton der 2°OH-Gruppe abstrahiert. Durch die erhdhte Nukleophilie der nun
deprotonierten vorliegenden 2’OH-Gruppe ist ein nukleophile Addition an das Phosphor-
Atom unter Bildung eines 2'-3‘-Cyclophosphatiibergangszustandes moglich, der unter
Spaltung der P-O-Bindung schlielich zerfallt und zu einem Bruch des RNA-Strangs fuhrt.
AbschlieRend wird das Cyclophosphat durch Protonierungs- und Deprotonierungsschritte mit

Hilfe von Lysin und Histidin wieder zum Phosphat regeneriert.
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Abbildung 3-19: Mechanismus zur Spaltung der RNA durch RNasen!?”!

3.3 Konjugationsmethoden

Die Methode der Wahl zur Konjugation der beiden Makromolekiile (ODN und RNase) war in
dieser Arbeit die native chemische Ligation (NCL). Das Grundkonzept der NCL wurde bereits
1953 von Theodor Wieland®?® an sehr kleinen Oligopeptiden eingefiihrt. Jedoch geriet diese
elegante Methode in Vergessenheit und wurde erst 1994 von Stephen Kent®?® durch die
erfolgreiche Synthese eines 72-aminosaurelangen Proteins (IL-8) wieder ins Bewusstsein
der Wissenschaftswelt gerufen. Dabei ist der erste Schritt der NCL die chemoselektive
Reaktion eines ungeschitzten Peptid-a-Thioesters mit einem zweiten ungeschitzten Peptid,
welches N-terminal ein Cystein tragt. Aus dieser Umesterung resultiert ein Intermediat,
welches unter den gleichen Reaktionsbedinungen eine spontane, rapide, intramolekulare
Umlagerung zur stabileren Peptidbindung eingeht. Bei der Konjugation zweier Peptide ist
keine anschlieRende Modifikation mehr notig, da das umgelagerte Produkt formal einem
Cystein entspricht (Abbildung 3-20). Durch diesen Vorteil ist der Variation und der Synthese
von Proteinen nahezu keine Grenze mehr gesetzt. Der einzige Nachteil dieser Reaktion ist
die Einfihrung eines Thioesters, welcher aber mittlerweile durch den ausgereiften Stand der
Peptid-Festphasen-Synthese (SPPS) kein Problem mehr darstellt?**. Die Technik der NCL
erlaubt die Synthese von Peptiden mit Molekulargewichten weit jenseits der durch

konventionelle SPPS hergestellten Peptide %7,
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Abbildung 3-20: Reaktionsmechanismus der NCL am Beispiel zweier beliebiger
Peptidel®.

Grundsatzlich ist es mdglich die NCL nicht nur auf die Synthese von Peptiden, sondern auch
auf die Konjugation eines Oligonukleotids mit einem Protein anzuwenden. Dabei kann, wie

Gait et al.B%

gezeigt haben, das Oligonukleotid am 5-Ende ein Cystein tragen und das
Peptid mit einem Benzylthioester modifiziert sein. Des Weiteren ist es auf diesem Weg auch
moglich, wie Kent 19995Y nachgewiesen hat, Glykoproteine mit Hilfe der NCL erfolgreich zu

synthetisieren.

Die stetig wachsende Zahl an Publikationen mit biologischem und medizinischem
Hintergrund, die die NCL als Methode der Wahl zur erfolgreichen Konjugation wahlen, ist
eine groRartige Bestatigung fur den sinnvollen Gebrauch dieser &uf3ert eleganten und

effizienten Konjugationsmethode®?.

Die in dieser Arbeit verwendete Methodik wird auf dem Einsatz eines ODN-Benzylthioesters
und einem Peptid mit N-terminalem Cystein beruhen. Die Konjugation sollte aber nicht in
Lésung, sondern gebunden am Trager durchgefiihrt werden, um so all die Vorteile der

Festphasensynthese zu nutzen.
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3.4 Charakterisierungsmethoden

Die im folgenden Abschnitt beschriebenen Charakterisierungsmethoden waren Bestandteil
dieser Arbeit. Aufgrund der GréRe, der Zusammensetzung und der physiko-chemischen
Eigenschaften der synthetisierten Biokonjugate wurden sowohl chemische als auch
molekularbiologische Methoden zur Charakterisierung herangezogen.

3.4.1 Hochleistungsflissigkeitschromatografie (HPLC)

Die Hochleistungsflissigkeitschromatografie (HPLC) ermdglicht die Trennung der zu
untersuchenden Molekille (Analyt) aufgrund ihrer Wechselwirkung mit der stationéren und

der mobilen Phase. Ein schematischer Aufbau einer HPLC ist in Abbildung 3-21 gezeigt.

Manometer
Injektor
‘ e
Pumpe Trennséule

Laufmittel-
—

reservoir -

Detektor LM-Abfall

Abbildung  3-21:  Schematischer  Aufbau einer  Hochleistungsflissigkeits-

chromatografie-Messanlagel®”

Die stationdren Phasen bestehen zumeist aus Silicagelen mit definierten Porengrol3en.
Dabei sind kleinere KorngréRen aufgrund der van-Deemter-Gleichung vorteilhaft, da so die
maoglichen Lauf- und Diffusionswege des Analyten minimiert werden kénnen (A- und C-Term
in der Van-Deemter-Gleichung). Dadurch entsteht eine hohere Trennleistung (Abbildung 3-
22).
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typische van-Deemter HETP/u-Kurven und Trigerpartikeldurchmesser ...
| e 0.9
e
\ B S
| [HETP = 4+=+C-u 10 «an
|
=1l P _—
all 7 —
MY 7 .
E \ - - S can ;
21 N . 3 om
N — I
N 3em van-Deemter
Gleichung:
lineare Laufinittelgeschwindigkeit z.B. in [mny's] B
HETP=A4+—+C-u

u

A = Einflul der Streudiffusion (Eddy-Diffusion) auf die Signalverbreiterung,
stromungsunabhaniger Term, abhangig von der Art des Korns und der
Packung

B = Einflul® der axialen molekularen Diffusion auf die Signalverbreiterung,
bei der LC von geringerer Bedeutung als bei der GC (kleinere
Diffusionskoeffizienten)

C = Term der nicht optimalen Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes
(endliche Geschwindigkeit des Massenuberganges)

Abbildung 3-22: Van-Deemter-Gleichung und -Diagramm in Abhéangigkeit der

PorengroRe der stationaren Phasel®

Bei der HPLC wird zwischen zwei Methoden unterschieden. Die Normalphasen-HPLC (NP-
HPLC) besitzt eine polare stationdre Phase (Silanol-Gruppen), bei der die Elutionskraft der
mobilen Phase von der Polaritat abhangt. Je polarer der Analyt, desto hdher die polaren
Wechselwirkungen mit der stationérer Phase, d.h. desto langer die Elutionszeit (Abbildung 3-
23). Bei der Umkehrphasen-HPLC (reversed phase-HPLC, RP-HPLC) wird die Polaritat der
stationdren Phase durch die Funktionalisierung der polaren Hydroxyl-Gruppen der Silanole
durch hydrophobe Alkane (meist C18) umgekehrt. Folglich eluieren zuerst polarere

Analyten?®¥,

Polaritit der Analyten:
A<B<C
z.B. A Alkan,
B Monoalkohol
C Dialkolhol

MAA

Retentionszeit —>
Normalphasen-Chromatographie

AAA

Retentionszeit — 9>

Umkehrphasen-Chromatographie

Abbildung 3-23: Retentionszeit in Abhangigkeit der Polaritat des Analytent"
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Durch die Auswahl der entsprechenden Lésemittel und damit der Polaritdt der mobilen
Phase lasst sich das Trennvermogen der RP-HPLC deutlich erhdhen (Abbildung 3-24)R,
Auch eine nicht-isokratische Losemittelzusammensetzung, d.h. ein Losemittelgradient, kann

zu einer Optimierung des Trennvermdgens fuhren.

80% ACN 40% ACN

>

‘ © " | 50% MeOH
20 % ACN + 25% MeOH

Abbildung 3-24: Beispiel einer verbesserten Trennung der Analyten durch die

Variation der mobilen Phase®

3.4.2 Gelpermeationschromatografie (GPC)

Die auch als GroRenausschlusschromatografie (Size exclusion chromatography, SEC)
bezeichnete Methode ist eine Trenntechnik, die es erlaubt hochmolekulare Verbindungen
aufgrund ihrer Gro3e (genauer: hydrodynamisches Volumen) zu trennen. Kleinere Molekile
diffundieren wahrend des Transports in die Poren des Fillmaterials und eluieren deshalb
spater als Molekile mit gréRerem hydrodynamischen Radius (Abbildung 3-25, rechts). Im
Idealfall entstehen keine Wechselwirkungen zwischen dem Analyten und der stationaren
Phase, d.h. es handelt sich um eine wechselwirkungsfreie Chromatografie-Methode. Sind die
Molekile zu klein, diffundieren sie in jede Pore und verweilen dort (untere
Ausschlussgrenze). Sind die Molekile jedoch zu grof3 fiir die Poren, d.h. sie kénnen nicht in
die Poren diffundieren, eluieren sie ungehindert durch die S&ule (obere Ausschlussgrenze).
Die Ausschlussgrenzen sind jeweils abhangig von der durchschnittlichen Porengrol3e der
stationaren Phase (Abbildung 3-25, links)?3*.
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Typ durchschnittliche Molekularmasse mobile Phase
Porengréie [A] AusschluBgrenze —
[amu] (atomic mass units) ) P
Polystyrol/ 10° 700 Molekille oren
Divinylbenzol- 10* (1 bis 20) x 10 /\
Copolymerisate 10° (5 bis 10) x 10°
Kieselgel 125 (0.2 bis 5) x 10*
500 (0.05 bis 5) x 10°
1000 (5 bis 20) x 10° stationdre Phase

Abbildung 3-25: links: Ubersicht (iber die unterschiedlichen stationaren Phasen und

deren durchschnittlichen PorengréRen; rechts: Trennprinzip der GPCE

Das Elutionsvolumen Vg errechnet sich dabei aus dem freien Volumen auf3erhalb der
Partikel Vo plus dem Volumen der Poren Vp multipliziert mit einem Faktor K, der die

Zuganglichkeit der Analytmolekiile zu dem Porenvolumen beschreibt®,

VE :VO+K'VP (31)

Dabei ist K=0, wenn der Analyt vollstdndig ausgeschlossen wird (obere Ausschlussgrenze),
und K=1, wenn der Analyt vollstéandig in die Poren eindringen kann (Abbildung 3-26). Da es
sich bei der GPC um eine Relativmethode handelt, muss zur Bestimmung des
Molekulargewichts vorher mit einem Standard kalibriert werden.

Detektorsignal —m—

| .
i Retentionsvolumen #» :

|
— V, de——'V, —»
|

107 !
106
10°
104
103
102

Molekiilmasse [amu]

Retentionsvolumen =9

Abbildung 3-26: Retentionsvolumen abhangig von der GroRe des Analyten B4
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3.4.3 Matrix-assisted Laser Desorption/lonisation-Time of Flight-Mass
Spektroskopie (MALDI-ToF-MS)

Das Grundprinzip der MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted Laser Desorption/lonisation-Time of
Elight-Mass Spectrometry) ist wie bei den meisten massenspektrometrischen Trennverfahren
die Auftrennung der beschleunigten, elektrisch geladenen Teilchen in der Gasphase nach
ihren Molmassen. Dabei werden die Analyten mit konzentrierten wassrigen Lésungen der
gewahlten Matrix verdunnt (Matrix:Analyt 1000:1 bis 10000:1) und auf einem metallischen
Probenhalter getrocknet. Anschliel3end wird die Probenmischung ins Vakuum tberfihrt und
mit gepulsten UV-oder IR-Lasern beschossen (UV: 0,5-20 ns; IR: 5-200 ns). Die Absorption
des Laserlichts durch die Matrix flhrt entweder zu elektronisch angeregten Matrixmolekilen
bei UV-Lasern (durch resonante Anregung der Elektronen des aromatischen Systems der
Matrices) oder zu schwingungs-angeregten Matrixmolekilen bei IR-Lasern (OH und NH-
Streckschwingungen bei ca. 3 um). Die Energielbertragung von der Matrix auf die
Analytionen fiihrt zur Desorption und lonisation der Analytmolekiile. Fiur die Anregung via
UV-Laser dienen organische Verbindungen wie Nikotinsdure und 2,5-Dihydroxybenzoesaure
(DHB) als Matrices. Unter Verwendung eines IR-Lasers nutzt man Verbindungen wie
Malonséaure, Glycerin oder Harnstoff aufgrund der OH-und NH-Streckschwingen als

Matrices'®. Das grundsétzliche Prinzip der MALDI ist in Abbildung 3-27 dargestellt.

zum Massenanalysator

A

/ /
/
/ f !e
/ /|
Q
Laserimpuls (UV oder IR) ® 5
- . o a D
(S-419) Lo 1@ 53
O e 8 Ll_
- = %
ixkri - ©
Matrixkristall %%%%ﬁi% )
o
Analytmolekile //% % v
.

.
-

%

N

Abbildung 3-27: Prinzip des MALDI-Prozesses®
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Nach erfolgter Desorption und lonisation werden die Analytmolekile in einem starken

elektrischen Feld linear beschleunigt. Da die kinetische Energie des beschleunigten lons
Exyin=2z-e-U (3.2a)

Egin =5+ m - v? (3.2b)

ist, ist die Geschwindigkeit der lonen (v) proportional zu (m/z)™?

(m= Molmasse des lons,
z=Ladung des lons, U=angelegte Spannung; e=Elementarladung). Nun muss nur noch die
Zeit zwischen Desorption/lonisation der lonen und Erreichen des Detektors exakt gemessen
werden. Nach der Kalibrierung des Systems ist die jeweilige Masse aus der Flugzeit
bestimmbar, da die Flugzeit proportional dem Verhaltnis Masse zu Ladung (m/z) ist

(Abbildung 3-28)1>3¢,

lonen- 'I(:)l o 5 | Detektor
quelle

m/z @ > m/z O

T

Vv

Abbildung 3-28: Schematische Darstellung eines TOF-MS. Dabei ist angedeutet, dass

leichtere Massen aufgrund ihrer héheren kinetischen Energie schneller fliegen und

den Detektor friiher erreichen als schwerere®®,
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3.4.4 UV/Vis-Spektroskopie

Molekile besitzen die Fahigkeit, elektromagnetische Strahlung zu absorbieren. Liegt diese
im Bereich des ultravioletten/sichtbaren (UV/Vis) Lichts, werden die Valenzelektronen des
Molekils angeregt, d.h. die Elektronen werden von ihrem besetzten Orbital (Grundzustand)
in ein hoher liegendes Orbital angehoben. Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz
(Gleichung 3.3) gilt fir monochromatisches Licht, dass die Abschwéachung der Intensitat des
einfallenden Lichts (entspricht der Absorption A durch ein homogenes, isotropes Medium)
proportional zur Konzentration ¢ und der Schichtdicke d der Kivette ist.

A=logIT°=e~c-d (3.3

Dabei beschreiben I und I, jeweils die Intensitéat der Strahlung vor und nach dem Durchgang

durch die Kivette. ¢ ist der molare dekadische Extinktionskoeffizent.

Die UV/Vis-Spektroskopie stellt wegen des linearen Zusammenhangs zwischen Extinktion
und Konzentration eine wichtige Methode zur Bestimmung der DNA-Konzentration dar. Die
optische Dichte (OD) wird oft in Zusammenhang mit DNA-Konzentrationsbestimmungen
erwahnt. Sie ist definiert als der Wert, der fir 1 mL Probe in einer Kivette mit 1 cm
Schichtdicke bei einer bestimmten Absorption (z.B. wie bei der DNA bei 260 nm) gemessen
wird. Die Konzentration wird unter Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetz ermittelt. Da
aber nicht jedes Oligonukleotid gleich aufgebaut ist, d.h. die Anzahl an Purin und
Pyrimidinbasen (welche unterschiedlich stark absorbieren) unterscheiden sich, muss der
Extinktionskoeffizient fir jedes Oligonukleotid neu bestimmt werden. Haufig werden aber
genormte Werte flr die optische Dichte angegeben. Bei der einzelstrangigen DNA geht man
von 37 pg/mL, bei doppelstrangiger von 47 ug/mL aus. In dieser Arbeit wurden basierend auf
diesen Werten die DNA-Konzentrationen mit Hilfe des Eppendorf Biophotometers

bestimmt™,
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3.4.5 Elektrophorese

Bereits 1937 entwickelte Arne Tiselius®” die erste Elektrophorese (Nobelpreis 1948), die als
die Wanderung geladener Teilchen in einem elektrischen Feld definiert ist (Abbildung 3-29).
Die elektrophoretische Mobilitat der Teilchen héngt dabei von der Ladung, Gr6Re und
Struktur ab. Aufgrund ihres hohen Aufldsungsvermogens hat sich die Elektrophorese in
einem weiten Spektrum an analytischen und praparativen Anwendungen etabliert und wird
vor allem in der Biochemie, der Molekularbiologie und in der forensischen Medizin
eingesetzt?®,

Kathode @

‘ Substanzgemisch

’ Substanz 1

Substanz 2

Anode @

Abbildung  3-29:  Trennprinzip der Elektrophorese. Geladene Teilchen
unterschiedlicher Ladung und GroéRe wandern im elektrischen Feld mit

unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten.

Bei der Trenntechnik der Elektrophorese werden die Molekile durch das Anlegen eines
aulBeren elektrischen Feldes aufgetrennt. Auf die Teilchen wirkt einerseits eine
beschleunigende Kraft F.. Fe ist dabei proportional zur Ladung gq des Teilchens und des

angelegten elektrischen Feldes E.
F,=q-E (3.4)

Die Reibungskraft F; bremst anderseits die Wanderung der geladenen Molekile. Sie ist

proportional zur Geschwindigkeit v und des Reibungskoeffizienten f.

Fp=f-v (3.5)
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Es stellt sich daraufhin ein Gleichgewicht zwischen beiden Kraften ein, was wiederum dazu
fuhrt, dass die Teilchen mit einer konstanten Geschwindigkeit im elektrischen Feld bewegt

werden.
-E (3.6)

v=u-E (3.7)

K ist die substanzspezifische elektrophoretische Mobilitdt des Molekiils. Sie ist proportional
zu der Ladung g und umgekehrt proportional zum Reibungskoeffizienten f. Dieser lasst sich
mit Hilfe des Stokes’schen Gesetz flir kugelférmige Teilchen wie folgt bestimmen. Dabei ist n

die Viskositat der Lésung und Ry der hydrodynamische Radius des geladenen Teilchens.

f:6'7T'n0'RH (38)
Aus Gleichung 3.6 und 3.8 folgt schlie3lich

p=—3% (3.9)

- 67T Mg 'Ry

Daraus kann man schlieBen, dass Molekile mit gréRerem hydrodynamischem Radius eine
geringere elektrophoretische Mobilitdt besitzen. Die Gleichung 3.9 ist jedoch nur flr
kugelférmige Teilchen in unendlich verdinnter Losung aufgrund der molekdl- und

pufferspezifsichen Gro3en zuldssig.

Um eine entsprechende Gleichung fur alle Teilchengeometrien zu erhalten, wurde von
Muthkumar®? unter Beriichsichtigung der Geometrie der Teilchen und deren
elektrostatischen Wechselwirkungen die Funktion M(kRy) eingefuhrt. Dies liefert fur die

elektrophoretische Mobilitét eines Teilchens folgende Gleichung.

v=—1—M(kRy,) (3.10)

- 61N Ry

Dabei ist q die Gesamtladung und Ry der Tragheitsradius.
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3.4.5.1 Gelelektrophorese

a) Agarose-Gelelekirophorese (AG)

1%ige Agarose-Gele haben eine Porengrof3e von ca. 150 nm und sind damit relativ
grol3porig. Dadurch sind sie ideal zur Trennung hochmolekularer Proteine oder
Nukleinséuren tber 500 kDa. Ein weiterer Vorteil der Agarosegele ist ihre Ungiftigkeit und
einfache Herstellung. Das Polysaccharid Agarose wird durch Aufkochen in Wasser geltst
und geliert beim Abklhlen, wobei Polysaccharid-Doppelhelices entstehen, die sich zu dicken

Faden zusammenlagern®® (Abbildung 3-30).

Gelierung

Abbildung 3-30: Struktur der Agarose und eines Agarosegels nach erfolgter Gelierung

b) Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

20%ige PAGE-Gele besitzen einen Porendurchmesser von ca. 5 nm. Dadurch sind sie ideal
geeignet, um kleine Polymere bis zu 100 kDa elektrophoretisch aufzutrennen. Sie werden
durch  radikalische  Copolymerisation von  Acrylamid (Monomer) mit  N,N’-
Methylenbisacrylamid (Vernetzer) hergestellt (Abbildung 3-31), wobei das Verhéltnis
Monomer zu Vernetzer entscheidend fur die Porengréf3e ist. Je mehr Vernetzer zugegeben
wird, desto kleiner werden die Poren. Die radikalische Polymerisation erfolgt unter

Sauerstoffausschluss, da Sauerstoff als Diradikal zum Kettenabbruch fihrt.
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Radikalische

o Copolymerisation
/\( + \)k/\)v e

2

Abbildung 3-31: Radikalische Copolymerisation von Acrylamid und N,N‘
Methylenbisacrylamid zu einem vernetzten Polyacrylamid

Ferner ist zu beachten, dass das angelegte elektrische Feld Warme
(Temperaturabhéngigkeit des spezifischen Widerstands) abstrahlt, die durch die Wande des
Gelsystems  freigesetzt  wird. Durch  den  Temperaturunterschied ist die
Wanderungsgeschwindigkeit der lonen im Zentrum grof3er als auf den Aul3enseiten. Dieser
Effekt lasst sich zusatzlich durch die Betrachtung der Arrhenius-Andrade-Beziehung
erklaren, bei der die Viskositdt umgekehrt proportional zur Temperatur ist. Da laut Gleichung
3.9 die Wanderungsgeschwindigkeit der Teilchen sowohl von der Viskositéat als auch vom
elektrischen Feld (bzw. der Spannung) abhangt, beeinflusst letztendlich die Temperatur die
Wanderungsgeschwindigkeit der lonen.

Die DNA-PAGE wurde in dieser Arbeit zur Analyse von Oligonukleotiden und deren
Derivaten eingesetzt®®. Die DNA in den PAGE-Gelen wurden nach erfolgter
Gelelektrophorese mit  Fluoreszenzfarbstoffen (meist Gelred®) angefarbt. Durch
elektrostatische Wechselwirkungen mit den Nukleotiden werden die einzelnen DNA-Strange
sichtbar gemacht. Da die Bandenintensitdt und damit die Bindung des
Fluoreszenzfarbstoffes an die DNA stark von den Farbebedingungen, der DNA-
Konzentration, der Konzentration des Farbstoffes und der lonenstarke abhangt, wurde auf
eine genaue Ausbeutebestimmung verzichtet, da diese nur &ulRerst grob abgeschatzt

werden konntel*%
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3.4.5.2 Praparative Gelelektrophorese (PrepCell)

Zur Aufreinigung des Reaktionsgemisches wurde in dieser Arbeit eine Methode verwendet,
die als praparative Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PrepCell) oder als ,Continous Elution
Electrophoresis® (CEE) bekannt ist. Der schematische Aufbau und das Funktionsprinzip sind
in Abbildung 3-32 dargestellt. Im Gegensatz zu den analytischen PAGE-Gelen wird bei der
PrepCell das Gel in eine Glasrohre gegossen, so dass eine Gelsaule gebildet wird. Aufgrund
der deutlich gréReren Mengen und der deutlich gréReren Oberflache kann eine grof3ere
Anzahl an Molekilen durch das Gel wandern. Die angelegte Spannung wird dabei so lange
aufrechterhalten, bis alle Analyten aus der Saule in Richtung Anode gewandert sind. Durch
die unter der Gelsdule direkt befindlichen Elutionskammer, die zur Verhinderung der
Vermischung des Elutions- mit dem Anodenpuffer durch eine Dialysemembran und eine
Glasfritte vom Anodenpuffer getrennt ist, wird ein kontinuierlicher Puffer geleitet, der die dort
ankommenden, aufgetrennten Teilchen in Richtung Detektor und schlieBlich zum

Fraktionsammler transportiert.

M— —

| Fraktionensammler |

Elutions-
puffer

@ Schlauchpumpe
Gel-
sdule _® T

R i

OQ ~Gaon

Anodenpuffer

Abbildung 3-32: Schematischer Aufbau und Funktionsprinzip der Praparativen

Gelelektrophorese!!
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3.4.5.3 Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese wird im Gegensatz zur klassischen Gelelektrophorese tragerfrei in
einem offenen, kleinen (< 100 um) Rohr durchgefiihrt. Je kleiner der Innendurchmesser der
Kapillare, desto hoher das Oberflachen-Volumenverhéaltnis, desto besser die Joulsche
Warmeableitung, welche die Voraussetzung fir eine hervorragende Trennleistung ist.
Mittlerweile sind Kapillaren kleiner als 5 pm kommerziell erhaltlich, was die Trennleistung im
Vergleich zu friher verwendeten dicken Kapillaren (100 um) deutlich erhdht. Bei den meisten
Anwendungen verwendet man 30 bis 100 cm lange, mit Polyimid beschichtete ,fused silica“
Kapillaren. Als Trennmedium dienen wassrige Puffersysteme (z.B. Borat-Puffer mit
basischem pH), welche den konstanten Stromtransport gewdhrleisten. Dabei werden
Spannungswerte von 30kV bei konst. Stromstarke erhalten. Die unterschiedlich geladenen
Teilchen migrieren im elektrischen Feld unterschiedlich schnell und werden von einem ,on-
column“-Detektor, z.B. UV-Detektor, direkt detektiert (Abbildung 3-33)%8.

Hochspannungsquelle

—~ g Elektrode
Detektor 5
=

Puffergefafl

Abbildung 3-33: Schematischer Aufbau der Kapillarelektrophorese!*?
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Fur die Kapillarelektrophorese muss aufgrund der Verwendung einer Kapillare die in Kapitel
3.5.4. erlauterte Theorie erweitert werden. Effekte, wie der elektrophoretische Effekt bzw. der
Relaxationseffekt, beeinflussen die Wanderungsgeschwindigkeit der geladenen Teilchen
sowohl in der klassischen als auch in der Kapillarelektrophorese. Der Effekt der
Elektroosmose ist jedoch in der Kapillarelektrophorese von entscheidender Bedeutung. Es
handelt sich hierbei um einen elektrokinetischen Effekt, der die Bewegung der
Elektrolytlosung relativ zu einer geladenen Oberflache durch ein angelegtes elektrisches
Feld beschreibt. Die Silanolgruppen der ,fused-silica“-Kapillaren liegen aufgrund ihres
niedrigen pKs-Wertes bei einer Pufferlésung mit einem pH-Wert gré3er als vier deprotoniert
und somit negativ geladen vor. Dadurch kommt es zu einer Absorption der Kationen bzw. zu
einer Repulsion der Anionen. Eine teilweise Fixierung der Kationen in der Nahe der
Kapillarwand durch elektrostatische Anziehungskrafte flhrt zu einer starren Grenzschicht,
die auch als Sternschicht bezeichnet wird. Ein Ausgleich der restlichen negativen Ladungen
und somit eine weitere Anlagerung der Kationen kann aufgrund der Hydrathulle der Kationen
nicht komplett erfolgen, was zu einer diffusen Grenzschicht, der Gouy-Chapman-Schicht,
fuhrt. Mit gréRer werdender Entfernung zwischen negativ geladener Kapillarwand und positiv
geladenen lonen der Gouy-Chapman-Schicht verringert sich die Coulombsche
Wechselwirkung und erlaubt eine Wanderung der Gouy-Chapman-Schicht zur Kathode. Es
entsteht durch die Wanderung der Gouy-Chapman-Schicht Uber die fixierte erste Schicht
eine Scherflache. Das Potential an der Scherflache zwischen den beiden Schichten wird als
zeta-Potential ({) bezeichnet. Es gilt, dass das zeta-Potential und damit auch der
elektroosmotische Fluss (Veor) umgekehrt proportional zur lonenstarke (ls) und direkt
proportional zur Ladungsdichte (w) der Kapillarwand sind (Gleichung 3.11). Folglich bewirkt
eine Konzentrationserhéhung des Puffers eine Verringerung, eine Steigerung des pH-Wertes

hingegen eine Erh6hung des elektroosmotischen Flusses.

€0 -C E
VEor = e E:; = :;—K (3.11)

Dabei ist in der Gleichung (3.11) ¢, die relative Dielektrizitatskonstante, ¢, die
Dielektrizitatskonstante im Vakuum und 1/k der Debye-Huckel-Parameter (Debye-

Abschirmlange), der als

Ksz Ng-els _ F\/ 21
€9-&r'kp'T €9'&'R'T
definiert ist. F= Nj-e ist hierbei die Faraday-Konstante, R= kg-N, die ideale Gaskonstante und

T die Temperatur. kg ist die Boltzmann-Konstante, N, die Avogadro-Konstante.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthesen
4.1.1 Darstellung des ODN-RNase-Konjugats

4.1.1.1 Darstellung des CPG-ODN-Benzylthioesters

Der CPG-ODN-Benzylthioester wurde, wie in Kapitel 6.1.1. beschrieben, durch Reaktion des
CPG-ODN-NHS-Esters an der Festphase mit Benzylmercaptan synthetisiert. Dabei addierte
in einer Substitutionsreaktion das weiche, nukleophile Thiol des Benzylmercaptans an die
NHS-Ester-Gruppe unter gleichzeitiger Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid (Abbildung 4-
1). Aufgrund der Trageranbindung, der Grof3e und Komplexitat des Makromolekils war bei
diesem Schritt allerdings kein direkter Nachweis fur eine erfolgreiche Umsetzung moglich.
Der indirekte Nachweis konnte allerdings nach erfolgter nativer chemischer Ligation, z.B. mit
einem weiterem Biomakromolekul, etwa der RNase ,Cys-ZFY-6“ (Abbildung 4-2), erfolgen.
Durch '*C-NMR-Spektroskopie des Benzylthioesters konnte jedoch in einer analogen,
niedermolekularen Modellreaktion an Laurinsaure-NHS-Ester™ eindeutig nachgewiesen
werden, dass die erfolgreiche Transformation des NHS- in den Benzylthioester stattgefunden
hat.

SH

3' 5' n
ODN —o—|F|!—o 0—N +

OH
=~ 14400 g/mol M= 124 g/mol

Acetonitril/Pyridin (9:1)
40 °C
1 bis 3 Tage

o
3' 5!
S ")

OH

=~ 14400 g/mol

Abbildung 4-1: Reaktion von CPG-ODN-NHS (46 Basen) mit Benzylmercaptan in
Acetonitril/Pyridin (9:1 v/v) mit DMAP als Katalysator bei 40 °C am festen Tréager.
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4.1.1.2 Variation der Reaktionsbedingungen der Nativen Chemischen Ligation

zur Optimierung der Ausbeute an ODN-RNase-Konjugat

Der synthetisierte CPG-ODN-Benzylthioester wurde im Anschluss mit einem Peptid, zumeist
einer synthetischen RNase (ZFY-6), zur Konjugation mittels Nativer Chemischer Ligation
(NCL)® umgesetzt. Die von der Firma Bachem bzw. Panatecs erhaltene RNase war durch
ein zusatzliches Cystein am N-Terminus modifiziert, das essentiell fir die NCL ist. Zudem
waren in den ersten Ordern die beiden Cysteine an Stelle 6 und 9 durch einen
Acetamidomethyl(Acm)-Gruppe blockiert, um eventuelle Nebenreaktionen zu unterdriicken.
Die komplette Aminosauresequenz der RNase ZFY-6 ist im Experimentellen Teil (Seite 140)
nachzulesen. Im Folgenden soll die mit der Acm- Schutzgruppe blockierte RNase mit ,Cys-
ZFY-6-Acm“, die ungeschitzte, freie RNase mit ,Cys-ZFY-6“ bezeichnet werden. In
Abbildung 4-2 ist der ausfuhrliche Reaktionsmechanismus der Nativen Chemischen Ligation
exemplarisch dargestellt. Hierbei addiert zunachst das Thiol des N-terminalen Cysteins des
Peptids als weicheres Nukleophil an die Carbonylfunktion des CPG-ODN-Benzylthioesters
(chemo- und regioselektive Schwefelumesterung). AnschlieBend findet eine spontane
intramolekulare Umlagerung zum thermodynamisch stabileren Produkt statt (,N->S Acyl
Shift). Die darauffolgende Tragerabspaltung mit konz. Ammoniak bei 47 Grad Uber Nacht
liefert schlie3lich das gewtinschte ODN-RNase-Konjugat mit freiem 3‘-OH am ODN, welches
spéter fur die radioaktive cDNA-Synthese bendtigt wird (siehe Kapitel 4.2).

Zur Optimierung der Ausbeute wurden in dieser Arbeit verschiedene Reaktionsparameter
(Reaktionszeit, GroRe des CPG, Ldsemittelzusammensetzung, Konzentration, molares

Verhéltnis und die Anwesenheit von TCEP) sukzessive variiert.

Die primare Analyse der Produkte erfolgte Uber eine Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE). Andere durchgefiihrte chemische Analysemethoden des ODN-RNase-Konjuagts,
wie zum Beispiel GPC, CE und MALDI-TOF-MS, sind in einem separaten Kapitel (siehe

4.1.1.4) zusammengefasst.
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Abbildung 4-2: Reaktionsmechanismus der
anschlieBender Tragerabspaltung am Beispiel

Benzylthioester und RNase ,,Cys-ZFY-6“.

Nativen Chemischen Ligation mit

der Konjugation von CPG-ODN-



48 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1.2.1 Konjugation der blockierten RNase ,Cys-ZFY-6-Acm® an

einen Benzylthioester - Reaktionsbedingungen der NCL nach

Kent

In der Diplomarbeit von Andreas Bockler™ wurde die NCL zumeist in 0,1 M PBS-Puffer
durchgefuhrt - mit gréf3tenteils geringen Ausbeuten bzw. keinem Umsatz bei langerkettigen
Peptiden, wie z.B. der 31-Aminosaurelangen RNase ,Cys-ZFY-6-Acm®. Um die Ausbeute
auch bei langerkettigen Peptiden signifikant zu erhéhen, wurde zundchst das
Reaktionsmedium der NCL variiert. Stephen Kent optimierte einen Puffer®, in welchem die
NCL effektiver funktionieren soll. Hierzu wurde zunéchst analog der CPG-ODN-
Benzylthioester (Darstellung entsprechend 6.1.1.1. fir zwei Tage) in einer sogenannten
»Stock Solution geldst. Das darin enthaltene Guanidin sollte vor allem die Solubilisierung
verbessern, wahrend das Dinatriumhydrogenphosphat die Losung in einem pH-Bereich von
6,8 bis 7,0 abpufferte. Ferner sollte in der sogenannten ,NCL Buffer Solution® das
solvatisierte Peptid mit N-terminalem Thiol durch Zugabe von 20 mM TCEP stets in
reduzierter Form vorliegen. Zugesetztes MPAA (Mercaptophenylessigsaure) sollte als
Katalysator die NCL beschleunigen””. Ausgehend von einem Deca-Peptid
(Aminosauresequenz siehe 6.1.1.2.1), das unter anderem als Kontrollprobe dienen sollte,
wurden die Konjugationsbedingungen angepasst und auf die RNase ,Cys-ZFY-6-Acm*
Ubertragen. Die Reaktionszeit der NCL betrug fur beide Peptide 1 bzw. 3 Tage.

Wie in Abbildung 4-3 durch das Fehlen der Konjugatsbande bei ca. 75-80b zu erkennen ist,
war keine der sechs unterschiedlichen Reaktionsansétze erfolgreich. Eine mdgliche
Hydrolyse des CPG-ODN-Benzylthioesters als Ursache ist dabei auszuschliel3en, da zwei
unterschiedliche CPG-ODN-Benzylthioester eingesetzt wurden, wobei der eine frisch
synthetisiert wurde. Die beiden Peptide sollten aufgrund der Zugabe von TCEP zur ,NCL
Buffer Solution® ebenfalls in ihrer reduzierten, reaktiveren Spezies vorliegen. Ein moglicher
Grund fur den fehlenden Umsatz konnte der unterschissige Einsatz der Peptide sein. Das
Molverhaltnis des am Tragermaterial gebundenen ODNs zu Peptid betrug nahezu 2:1. Einen
anderen, gravierenderen Einfluss kénnte allerdings der Grenzflachenspannung des Wassers
und der damit geringen Benetzung des erheblich hydrophoberen ODN-Trégermaterials
zugeschrieben werden. Die reaktionsfahigen Gruppen des CPG-ODN-Benzylthioesters
liegen zu einem grof3en Teil in den Poren des CPGs verborgen, zu denen die N-terminalen
Cysteingruppen des Peptids aufgrund der Grenzflachenspannung des Wassers keinen
Zugang haben und somit nicht reagieren kdnnen. Bei der Synthese des CPG-ODN-
Benzylthioesters aus CPG-ODN-NHS-Esters mit Benzylmercaptan hingegen kommen die

beiden Reaktionspartner aufgrund der geringen Grenzflachenspannung des Acetonitrils als
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Reaktionsmedium gut in Kontakt und kénnen folglich effizienter reagieren. Wenn die
Reaktion, wie von Kent (allerdings in freier Losung mit homogener Reaktionsfuhrung)
beschrieben, in Wasser durchfuhrt wird und nicht wie in dieser Arbeit am Trager, fuhrt der
Puffer zu relativ hohen Ausbeuten®. Fiir die Konjugation am Trager sollte man sich jedoch
wegen der vorgegebenen, zwangsweise hetereogenen Reaktionsfihrung an der stark
hydrophoben, tragergebundenen Komponente Alternativen Uberlegen, die die Ausbeute

deutlich verbessern kdnnten.

Abbildung 4-3: Denaturierende, 20%ige PAGE Analyse der Konjugation eines 46-
basenlangem ODN mit der RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm* und einem 10-Peptid in dem von
Kent entwickelten Konjugationspuffer. Spur 1: Reaktion des frisch synthetisierten
CPG-ODN-Benzylthioesters mit dem 10-Peptid fur einen Tag; Spur 2 und Spur 3:
Reaktion des frisch synthetisierten CPG-ODN-Benzylthioesters mit der RNase ,,Cys-
ZFY-6-Acm* fUr einen Tag; Spur 4: Reaktion des alteren CPG-ODN-Benzylthioester mit
dem 10-Peptid fur einen Tag; Spur M: 10b-Marker; Spur 5: Reaktion des frisch
synthetisierten CPG-ODN-Benzylthioester mit dem 10-Peptid fur drei Tage; Spur 6:
ReaOktion des frisch synthetisierten CPG-ODN-Benzylthioesters mit der RNase ,,Cys-
ZFY-6-Acm*® flr drei Tage; Spur 7: Reaktion des alteren CPG-ODN-Benzylthioesters
mit dem 10-Peptid fur drei Tage.
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4.1.1.2.2 Untersuchung des Einflusses der Porenqrol3e des Tragers

Um die Zugénglichkeit der reaktiven Gruppen im CPG zu untersuchen, wurden zwei CPGs
verwendet, die sich in ihrer PorengréRe (2000 A bzw 3000 A) unterschieden. Beide wurden
fur vier Wochen mit N-(6-Aminohexyl)rhodamin 6G- amid bis(trifluoroacetat), kurz ,Amino“-
Rhodamin, in Acetonitril bei 40 Grad versetzt (Abbildung 4-4). Der Farbstoff wurde dabei im
20fachen Uberschuss eingesetzt. Da die Reaktionsbedingungen fiir beide CPGs identisch
waren, hatte lediglich die unterschiedliche PorengrofRe einen Einfluss auf die Reaktion.
Dabei sollte eine hdhere Porengréf3e und somit verbesserte Penetration die Reaktivitat und

Ausbeute erhohen.

|
ODN —o—p—o0 — N
] 8 U

OH
M=~ 14400 g/mol

4 Wochen
40 Grad
AcCN

(o]
)
35 ”

@ ODN —o0—p—0 NH
| 8

OH

M=~ 15140 g/mol

HN

Abbildung 4-4: Reaktion des CPG-ODN-NHS-Esters mit ,,Amino“-Rhodamin

In Abbildung 4-5 sind die gelelektrophoretischen Analysen der Reaktionsprodukte der
Reaktion von CPG-ODN-NHS-Esters und ,Amino“-Rhodamin mit unterschiedlichen
PorengréRen zu sehen. Auffallig ist, dass bei dem 3000 A porengroRem CPG (Spur: DNA-
Rhod.(3000)) nahezu vollstandiger Umsatz erhalten wurde. Die reine DNA-Bande (Edukt) ist

kaum zu erkennen, im Gegensatz zur Reaktionsmischung des 2000 A porengroRen CPGs.



Ergebnisse und Diskussion 51

Hier sind beide Banden (Produktbande kurz Uber der Eduktbande) deutlich erkennbar, was
auf einen unvollstandigen Umsatz schliel3en lasst. Da das ,Amino“-Rhodamin in 20fachem
Uberschuss eingesetzt wurde ist ein Verbrauch an ,Amino“-Rhodamin auszuschlieRen.
Wabhrscheinlicher ist konkurrierende, zumindest partiell ablaufende Hydrolyse des NHS-
Esters wahrend der langen Reaktionszeit. Folglich muss die Reaktionsgeschwindigkeit der
NCL am 3000 A CPG héher im Vergleich zum 2000 A CPG sein bzw. hoher als die jeweilige
NHS-Ester-Hydrolyse. Hoherer Reaktionsumsatz konnte auf bessere Zuganglichkeit der
Reaktionspartner schlieBen. Somit ist der Trager mit gréBeren Poren besser fiir die NCL
geeignet.

Abbildung 4-5: Denaturierende, 20 % PAGE der Konjugationsprodukte der beiden
CPG-ODN-NHS-Ester mit ,,Amino“-Rhodamin und der jeweiligen unreagierten DNA als
Kontrolle. DNA (2000): Unreagierte 46-basenlange DNA als Kontrollbande (2000 A
CPG); DNA-Rhod. (2000): Reaktionsprodukt aus einer 46-basenlagen DNA und
»~Amino“-Rhodamin (2000 A CPG); DNA (3000): Unreagierte 46-basenlange DNA als
Kontrollbande (3000 A CPG); DNA-Rhod. (3000): Reaktionsprodukt aus einer 46-
basenlagen DNA und ,,Amino“-Rhodamin (3000 A CPG).
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4.1.1.2.3 Untersuchung des Einflusses des Reaktionsmediums, der

Porengrof3e des Tragers und der Reaktionsdauer

Eine weitere Moglichkeit die Ausbeute der NCL zu erhéhen, besteht darin, die
Grenzflachenspannung des Wassers durch sukzessiven Zusatz organischer Lésemittel zu
senken und somit ein verbessertes Benetzungsverhaltung und Eindringen des Losemittels in
die Poren zu ermdglichen. AufRerdem sollte untersucht werden, ob eine langere
Reaktionsdauer der beiden Stufen (Benzylthioestersynthese und NCL) einen Einfluss auf die
Ausbeute haben konnte. Aus Grinden der Ubersichtlichkeit ist nachfolgend ein
Flussdiagramm zu sehen, bei dem die einzelnen Anséatze grafisch dargestellt werden und
jeder Ansatz eine Codierung erhalt (Abbildung 4-6). Zunachst wurde die Reaktion zum CPG-
ODN-Benzylthioester fur 1, 3 und 7 Tage (im Diagramm mit 3BT1, 3BT3 und 3BT7
abgekirzt) durchgefiihrt. Die Synthesen fanden in gleicher Weise auf den 2000 und 3000 A
porengrofRen Tragern statt. Nach erfolgter CPG-ODN-Benzylthioestersynthese wurden die
Anséatze aufgeteilt und in unterschiedlichen Reaktionsmedien aquimolar mit der RNase ,Cys-
ZFY-6-Acm“ und zur Kontrolle mit einem Hexapeptid zur Reaktion gebracht. Die
Reaktionsdauer variierte hierbei zwischen einem und 21 Tagen. Die drei unterschiedlichen
Reaktionsmedien unterschieden sich im Gehalt an Acetonitril. So enthielt die mit ,Stock
Solution (SS)“ betitelte Losung kein Acetonitril, die ,Mix“-Losung ca. ein Viertel und die ,Ac*-
Lésung nahezu die Halfte. Dagegen misslang wie erwartet der Versuch, die RNase in den
gewilinschten Konzentrationen in reinem Acetonitrii zu l6sen. Wie anhand des
Flussdiagramms zu erkennen, wird das Produkt der Benzylthioestersynthese auf 20 weitere
Anséatze zur Weiterreaktion mittels NCL aufgeteilt. So ergeben sich 60 Ansétze je Trager. Die
Beschriftung der Proben lief hierbei systematisch ab und soll an folgendem Beispiel

nochmals verdeutlicht werden.
Probe: 3BT7Mix7d:

Die Reaktion fand auf dem 3000 A CPG statt. Dabei verlief die erste Stufe, die
Benzylthioestersynthese (BT), sieben Tage. Die anschlieRende Reaktion der NCL wurde in
der Mix-Losung, die ein Viertel Aceotnitril enthielt, fir sieben Tage durchgefuhrt. Eine

detaillierte Beschreibung der einzelnen Proben ist im experimentellen Teil zu finden.
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Abbildung 4-6: Flussdiagramm zur grafischen Darstellung der Reaktionsdurchfihrung
zur Synthese des ODN-RNase-Konjugats auf dem 3000 A CPG.

Die Analyse der ca. 120 Ansatze erfolgte durch sechs denaturierende, 20%ige
Polyacrylamidgelelekrophoresen. Dabei wurden die jeweiligen Ansatze so geordnet, dass
jeweils zwei PAGEs mit den Proben beladen wurden, die die gleiche Reaktionszeit der
Benzylthioestersynthese hatten.
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a) 2BT1und 3BT1

Im Folgenden sind beide PAGE-Gelbilder (Abbildung 4-7 und Abbildung 4-8) der eintagigen
Benzylthioester-Synthese dargestellt. Die Codierung der einzelnen Anséatze ist zur besseren
Ubersicht in den Gelbildern mit angegeben. Die Bande des ODNs bzw. des ODN-RNase-

Konjugats ist jeweils mit einem schwarzen Pfeil angedeutet.

.A1 A2 A3 AAA5B1B2 B3 B4 B5C1C2 C3 C4C5 C6D1 D2 D3 D4 D5 D6

Abbildung 4-7: Denaturierende, 20 % PAGE Analyse der Konjugation von CPG-ODN-
NHS-Ester mit Benzylmercaptan fur einen Tag und anschlieRender NCL mit der RNase
»CYys-ZFY-6-Acm* bzw. einem Hexapeptid bei unterschiedlichen Reaktionsparametern.

Es ist direkt zu erkennen, dass die Reaktion in der wassrigen ,Stock Solution® (A1-A5 und
B1-B5) deutlich schlechter funktioniert als die Reaktion in der ,Ac“-Losung (D1-D6). Hier ist
bei allen sechs Anséatzen deutlich eine Konjugatsbande bei ca. 80 b zu erkennen. Die
Banden knapp unter 100b sind die Dimerbanden des 46-ODNs, auch ,Geisterbanden”
genannt. Wie es scheint nimmt die Intensitat der Konjugatsbande mit Iangerer Reaktionszeit
der NCL nicht sichtbar zu (Vergleich D1 mit D6). Somit ist anzunehmen, dass ein Tag
Reaktionszeit der NCL ausreichend ist. Die Proben C1-C6 zeigen die Reaktion des CPG-
ODN-Benzylthioester mit dem Hexapeptid fur 1, 3 und 7 Tage. Der Vergleich von C2 mit C3
zeigt, dass eine Konjugatsbande erst nach 3 Tagen auftaucht und nach 7 Tagen nicht
zugenommen hat. Wenn man weiterhin die drei Proben (C1-C3) auf dem grof3en Trager
(3000 A) mit den drei Proben auf dem kleinen Trager (C4-C6) vergleicht, ist zu erkennen,
dass die NCL auf Ersterem effizienter ablauft.
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Abbildung 4-8: Denaturierende, 20 % PAGE Analyse der Konjugation von CPG-ODN-
NHS-Ester mit Benzylmercaptan fur einen Tag und anschlieBender NCL mit der RNase
»CYys-ZFY-6-Acm*“ bzw. einem Hexapeptid bei unterschiedlichen Reaktionsparametern.

Auch in der Abbildung 4-8 ist zu erkennen, dass die Reaktionen (E1-E6) in der ,Ac“-Losung
mit nahezu 50% Acetonitrilzusatz zu hoheren Konjugatsausbeuten gefiihrt haben im
Vergleich zu den jeweiligen Reaktionen in der Mix-Losung (G1-G6 und F1-F6). Bei den
Ansatzen, die in der ,Mix“-Losung stattgefunden haben, I&sst sich ein leichter Unterschied
zwischen dem grofRen und kleinen CPG erkennen. Die Ausbeuten an ODN-RNase-Konjugat
sind bei dem 3000 A CPG etwas hoher (F1-F6), jedoch aber deutlich geringer als die
Ausbeuten der Reaktionen in der ,Ac“-Losung. Weiterhin ist zu beobachten, dass die
Konjugatsbanden von E4, E5, E6 intensiver sind als die von E1 oder E3. Jedoch ist hier zu

erwahnen, dass in diesen Spuren deutlich mehr aufgetragen wurde als bei E1.

Zusammenfassung 2BT1 und 3BT1:

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Reaktionen im ,Ac“-Medium die besten
Ausbeuten liefern. Weiterhin ist eine leichte Favorisierung des 3000 A CPGs gegeniiber dem
2000 A zu erkennen. Am schlechtesten sind die Ausbeuten in der von Kent vorgeschlagenen
.Stock Solution®. Alle Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zuganglichkeit der beiden
Reaktionspartner durch Variation des Losungsmittels und Gréf3e des Tragers erhéht wurden.
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b) 2BT3 und 3BT3

Nachfolgend sind beide PAGE-Gelbilder der dreitdgigen Benzylthioester-Synthese
dargestellt. Zur besseren Ubersicht sind erneut die Codierungen in den Gelbildern

angegeben.

Al A2 A3 A4 A5 B1 B2 B3 B4 B5 M C1 C2 C3 C4C5 C6

Abbildung 4-9: Denaturierende, 20 % PAGE Analyse der Konjugation von CPG-ODN-
NHS-Ester mit Benzylmercaptan fur drei Tage und anschlieRender NCL mit der RNase
»CYys-ZFY-6-Acm* bzw. einem Hexapeptid bei unterschiedlichen Reaktionsparametern.

Wenn man zunachst die Serie A1-A5 mit der Serie B1-B5 in der Abbildung 4-9 vergleicht,
lasst sich wieder eine leichte Favorisierung des 3000 A CPG bei der Konjugatsdarstellung
(bei ca. 80b) erkennen. Deutlicher wird diese Favorisierung, wenn man C1-C3 mit C4-C6
vergleicht. Hier sieht man ganz klar, dass die Ansétze auf dem 3000 A CPG zu héheren

Konjugatsausbeuten mit dem Hexapeptid (bei ca. 55b) gefuhrt haben.
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Abbildung 4-10: Denaturierende, 20 % PAGE Analyse der Konjugation von CPG-ODN-
NHS-Ester mit Benzylmercaptan fur drei Tage und anschlieender NCL mit der RNase

»CYysS-ZFY-6-Acm* bei unterschiedlichen Reaktionsparametern.

Aus dem Elektropherogramm (Abbildung 4-10) sind folgende Schlussfolgerungen zulassig:
Die Konjugation im ,Ac*-Lésemittel auf dem 3000 A CPG liefert die héchsten Ausbeuten an
ODN-RNase-Konjugat bei ca. 80b (D1-D6). Ferner ist zu erkennen, dass die Konjugation auf
dem 3000 A CPG sowohl beim Lésemittel ,Ac* als auch beim ,Mix“-Lésemittel besser
funktioniert als jene auf dem 2000 A CPG. Dazu sind die Konjugatsbanden von D1-D6 mit
denen von E1-E6 zu vergleichen, bzw. jene von F1-F6 mit den G1-G6-Banden.

Zusammenfassung 2BT3 und 3BT3:

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass, wie in a) schon beschrieben, die Konjugationen
auf dem 3000 A CPG besser zu funktionieren scheinen als auf dem 2000 A CPG.
Beeindruckender jedoch ist, dass die Konjugation im Ac-Ldsemittel, was nahezu zur Halfte
aus AcCN besteht, entscheidend besser funktioniert als in den beiden anderen. Diese
Beobachtung deckt sich ebenfalls mit der aus a).
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c) 2BT7 und 3BT7

AbschlieRend sind beide Elektropherogramme der siebentagigen Benzylthioester-Synthese
dargestellt. Auch hier sind zur besseren Ubersicht die Codierungen in den

Elektropherogrammen angegeben.

Al A2 A3 A4 A5 M B1B2B3 B4B5M Cl1C2C3C4C5 Co

Abbildung 4-11: Denaturierende, 20 % PAGE Analyse der Konjugation von CPG-ODN-
NHS-Ester mit Benzylmercaptan fir sieben Tage und anschlielender NCL mit der
RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm“ bzw. einem Hexapeptid bei unterschiedlichen

Reaktionsparametern.

Es lasst sich aus Abbildung 4-11 erkennen, dass die Konjugatssynthese in der von Kent
entwickelten ,Stock Solution“ nur schlecht funktioniert. Es sind kaum Konjugatsbanden bei
ca. 80b im obigen Elektropherogramm zu erkennen (A1-A5 bzw. B1-B5). Ansonsten ist bei
der C-Serie zu erkennen, dass die Reaktionen auf dem 3000 A CPG (C1-C3) bessere
Ausbeuten liefern als auf dem 2000 A CPG. Dies deckt sich mit den Beobachtungen aus a)
und b)
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Abbildung 4-12: Denaturierende, 20 % PAGE Analyse der Konjugation von CPG-ODN-

NHS-Ester mit Benzylmercaptan fir sieben Tage und anschlieender NCL mit der

RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm* bei unterschiedlichen Reaktionsparametern.

Wie schon in a) und b) beschrieben, ist auch in dem obigen Elektropherogramm (Abb. 4-12)
die effizienteste Methode die beiden Makromolekile (ODN und RNase ,Cys-ZFY-6-Acm®) in
einem teilweise organischen Losemittel (,Ac“-LOsung) reagieren zu lassen. Die
Konjugatsbanden der D- und E-Serie sind deutlich starker im Vergleich zur F- und G-Serie.
Uber eine effizientere Kupplung auf dem 3000 A CPG im Vergleich zum 2000 A CPG lasst
sich fur die D- und E-Serie nur spekulieren. Die F-Serie hingegen deutet darauf hin, dass der
grolRere CPG hohere Ausbeuten an Konjugat liefert. Etwas verwunderlich ist das Auftreten
einer unbekannten Bande bei ca. 60b. Mdglicherweise sind hier durch die langen (7 Tage)
Reaktionszeiten des CPG-ODN-NHS-Esters mit Benzylmercaptan eventuelle DNA-
Einzelstrangbriiche durch die Anwesenheit der Base Pyridin im Reaktionsmedium
aufgetreten, welche aber dennoch als Benzylthioester funktionalisiert wurden und
anschlielend Uber die NCL mit der RNase reagiert haben kénnten. Eine ODN-Dimer-
Geisterbande von einer 30-basenlangen ODN-Fehlsequenz wirde eine weitere Mdglichkeit
darstellen. Da die Banden bei 60b nur bei den Reaktionen nach siebentéagiger
Benzylthioestersynthese auftreten, sollte die Reaktionszeit des CPG-ODN-Benzylthioesters
nicht langer als drei Tage betragen. Ferner ist die ODN (46 Basen) Dimerbande knapp unter
100b leicht erkennbar. Weiter oben, sprich mit der geringsten elektrophoretischen Mobilitat,
ist zusatzlich eine Bande bei ca. 140b zu erkennen, was auf eine Dimerisierung des
Konjugats (Oxidation der Thiole zu Disulfidbriicken) hindeuten kénnte. Die Struktur dieses
Konjugatsdimers ist in Abbildung 4-13 dargestellt. Zu Verdeutlichung der einzelnen Banden
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wurde ein Ausschnitt des Elektropherogramms aus Abbildung 4-12 vergroRert dargestellt

und die einzelnen Banden markiert und beschriftet.
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Abbildung 4-13: Detaillierte Betrachtung der Konjugationsprodukte aus der
Konjugation CPG-ODN-NHS-Ester mit Benzylmercaptan fir sieben Tage und
anschlieender NCL in der AC-Losung mit der RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm*

Nachdem von ausgewahlten Proben GPC-Messungen durchgefiihrt wurden (siehe Kapitel
4.1.1.5.1.), wurden alle Proben vereint, bis zur Trockene einrotiert, gewogen (21,3 mg) und

schlie3lich tber die Praparative Gelelektrophorese aufgereinigt (siehe Kapitel 4.1.1.3.).

Zusammenfassung:

In allen sechs Elektropherogrammen sind folgende Trends deutlich erkennbar:

- Reaktionen auf dem 3000 A CPG liefern hohere Ausbeuten als auf dem 2000 A CPG.

- Je hoher der organische Anteil des Losemittels bei der NCL, desto héher sind die
Ausbeuten der jeweiligen Reaktion. Folglich ergeben sich fiir die Reaktionen im Ac-
Losemittel (nahezu zur Halfte aus AcCN) die intensivsten Konjugatsbanden bei
knapp unter 80b. Grund hierfir kénnte die verbesserte Penetration des Peptids in die
Poren des CPG durch Herabsetzen der Grenzflachenspannung sein.

- Ein Tag Reaktionszeit fur die Synthese des Benzylthioester und ein Tag
Reaktionszeit fur die NCL liefern bereits durchaus akzeptable Ausbeuten
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(3BT1Acld). Ferner sollte die Reaktionszeit der Benzylthioestersynthese nicht langer
als drei Tage betragen, da sonst undefinierte Produkte (unerkléarliche Banden), durch
mogliche DNA-Einzelstrangbriiche aufgrund der langen Reaktionszeit, bei ca. 60b

auftreten.

4.1.1.2.4 Untersuchung des Einflusses der Konzentration und des

Uberschusses der RNase ,Cys-ZFY-6-Acm“ wéahrend der
NCL

Die Reaktionen fanden nach den Ergebnissen der vorherigen Experimente nun auf dem
3000 A CPG sowie im Losemittel ,Ac* statt. Als nachstes galt es zu erkunden, ob ein
Uberschuss an RNase die Reaktion moglicherweise auf die Produktseite verschieben
kénnte. So wurde die RNase, auch aus Kostengrinden, nur im zweifachen und im
funffachen Uberschuss eingesetzt. Zuséatzlich wurde die Konzentration noch variiert. In dem
Ansatz mit zweifachem Uberschuss an ,Cys-ZFY-6-Acm* lag die Konzentration bei 7,6 g/L,
in dem filinffachen sogar bei 19 g/L. Die Reaktionszeit der NCL betrug zunachst zwei Tage.
Nachdem festgestellt wurde, dass bei beiden Lésungen eine Suspension aufgetreten ist,
wurde vermutet, dass eine disulfidische Dimerbildung lber das N-terminale Cystein zur
Unldslichkeit fihrt. Da damit aber auch das im Sinne der NCL reaktive Peptid der Reaktion
entzogen wird, sollte dies nadher untersucht werden. Dazu wurde eine Spatelspitze
herausgenommen und mit Ammoniak Uber Nacht geschuttelt, um die Produkte vom Trager
abzuspalten. Die Codierung der Probe soll 2x fiir den Ansatz mit zweifachem Uberschuss an
RNase sein, die mit funffachem Uberschuss wird mit 5x betitelt (Abbildung 4-14). Um die
These einer disulfidischen Dimerbildung zu bestatigen, wurden mehrmals 20 pL aus den
Uberstanden (welche die RNase im Uberschuss enthalten sollten) entnommen,
entsprechend mit TCEP behandelt und auf einem NuPAGE Precast Gel analysiert
(Abbildung 4-15). Anschlielend wurden zur Reduktion der moglicherweise gebildeten
Dimere 50 pyL TCEP (0,5 M) hinzugegeben und fir weitere zwei Tage reagiert und
abschliel3end zur Analyse via denaturierender 20%iger PAGE Uber Nacht mit Ammoniak
vom Trager abgespalten. Die Codierung hierfir ist 2xTCEP bzw. 5xTCEP. In folgendem
Flussdiagramm (Abbildung 4-14) sollen die einzelnen Schritte der Durchfihrung bzw. der

Herausnahme und Analyse von Proben grafisch tbersichtlich dargestellt werden.
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Abbildung 4-15: Denaturierende, 20 %ige PAGE Analyse der Konjugation des CPG-
RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm*
Konzentrationen und Molarverhaltnissen. Spur 1: Reaktionsprodukte aus der Reaktion

ODN-Benzylthioesters mit in zwei unterschiedlichen
eines 46-basenlangem ODN mit ,,Cys-ZFY-6-Acm“ im fiinffachem Uberschuss (5x);
Spur 2: Reaktionsprodukte aus der Reaktion eines 46-basenlangem ODN mit Cys-ZFY-

6-Acm im zweifachem Uberschuss (2x); M: 10b Marker
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Es soll zunéchst untersucht werden, ob die durch Disulfidverbriickung verursachte
Dimerbildung der RNase ,Cys-ZFY-6-Acm* tatsachlich stattgefunden hat. Hierzu wurden aus
beiden Losungen Proben entnhommen und mit bzw. ohne Zusatz an TCEP auf einem
12%igen NuPAGE Bis-Tris Precast Gel analysiert. Das Gel wurde anschlieBend mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbt (Abbildung 4-16).

Abbildung 4-16: 12%ige NuPAGE Bis-Tris Precast Gelelektrophoreseanalyse der
unterschiedlich behandelten Uberstande der Reaktionsansitze aus CPG-ODN-
Benzylhioester mit ,,Cys-ZFY-6-Acm®. Spur la: Zentrifugierter Uberstand aus Probe
»5x“ Spur 1b: Zentrifugierter Uberstand aus Probe ,5x“ plus TCEP; Spur 2a:
Zentrifugierter Uberstand aus Probe ,2x“; Spur 2b: Zentrifugierter Uberstand aus
Probe ,,2x“ plus TCEP; Spur 3a: Unbehandelte, trilbe Uberstandslosung aus Probe
»9X“; Spur 3b/3c: Tribe Lésung aus Probe ,,5x“ mit unterschiedlichen Mengen an
TCEP; Spur 4a: Unbehandelte, trilbbe Uberstandslésung aus Probe ,,2x“; Spur 4b:
Triube Uberstandslésung mit TCEP; Spur 5a/5b: Waschriickstande auf CPG; M:
Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard (in kDa).



64 Ergebnisse und Diskussion

Um zu untersuchen, ob das ,Cys-ZFY-6-Acm“-Dimer in der Lésung ausfallt und folglich zur
Tribung der Ldsung fuhrt, wurden die entnommen Proben wie folgt behandelt. Es wurden
zunachst 20 pL der 5x-Lésung entnommen und die triibe Losung zentrifugiert, bis ein Pellet
entstanden ist. 5 UL des nun klaren Uberstandes wurden auf das NuPAGE-Gel geladen
(Spur 1a). Bei der Spur 1b wurden zusatzlich noch 5 pL TCEP zur L6sung gegeben. Das
gleiche Prozedere wurde fir die Proben der 2x-Lésung angewandt (Spur 2a und 2b). In den
Spuren 3a, 3b und 3c wurde der Uberstand der 5x-Losung nicht zentrifugiert. In Spur 3a sind
5 uL aus der triiben Losung des Uberstandes der 5x-Losung unbehandelt aufgetragen, in 3b
wurden 20 pL der triben Lésung mit 10 pL TCEP versetzt, wovon 5 pL dieser Losung,
welche nach TCEP-Zugabe auch klar wurde, aufgetragen sind. In 3c wurden zu den
entnommen 20 pL der 5x-Lésung nur 1 pL TCEP hinzugegeben und hiervon 5 pL
aufgetragen. Das gleiche gilt fir die Spuren 4a und 4b fir die 2x-Loésung; 4b wurde
zusatzlich noch mit 5 uL TCEP versetzt. Bei den Spuren 5a und 5b handelt es sich um
Ruckstande auf dem Tragermaterial der beiden Lésungen. Somit sind diese fur die nahere

Betrachtung der Dimerbildung irrelevant.

Die NUPAGE Bis-Tris Precast Gel Analytik liefert den direkten Beweis, dass die Tribung der
Lésung durch das Ausfallen der RNase-Dimere aus der Lésung hervorgerufen wird (vgl. 1a
mit 3a). Der Uberstand der zentrifugierten 5x-Lésung enthalt lediglich RNase-Monomer (1a),
wohingegen die triibe, unzentrifugierte Losung sowohl Monomer als auch Dimer enthalt (3a).
Ergo koénnen die Dimere als Pellet abzentrifugiert werden. Mit der entsprechenden Menge an
TCEP kodnnen die Dimere zu Monomeren reduziert werden (siehe 3b), was auch zum Klaren
der Losung gefihrt hat. Ferner ist nicht nur ein Dimer aus zwei RNase-Einheiten denkbar,
sondern auch ein Dimer aus RNase mit Benzylmercaptan, welches durch die Hydrolyse des
Benzylthioesters bzw. nach erfolgreicher NCL entstehen kann. Mdglicherweise sind noch
Ruckstande an Benzylmercaptan auf dem Trager, das nicht vollstandig in der vorherigen
Stufe weggewaschen werden konnte. Dies wirde den breiten, nach oben gezogenen
~>chmier in 3a erklaren, welcher aber nach erfolgter Reduktion mit TCEP in 3b wieder auf
die Hohe des Monomers wandert. Die entstandenen Banden stimmen gut mit der Molmasse
der RNase ,Cys-ZFY-6-Acm® als Monomer (M=3851 g/mol) bzw. als Dimer mit dem Marker

Uberein.

Nachfolgend ist die denaturierende 20%ige PAGE-Analyse der vier Proben 2x, 2xTCEP, 5x
und 5XTCEP gezeigt (Abbildung 4-17). Hier lasst sich erkennen, dass die zusatzliche
Reduktion der Dimere in der 2x-Ldsung letztendlich noch zur Bildung des Konjugats gefihrt
hat. Bei der 5x-Losung scheint dies nicht der Fall zu sein. Moglicherweise war hier der
Benzylthioester eventuell schon hydrolysiert und folglich nicht mehr zur Reaktion via NCL in

der Lage.
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Abbildung 4-17: Denaturierende, 20%ige PAGE Analyse der Konjugation eines CPG-
ODN-Benzylthioesters mit der RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm“ in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen und Molarverhaltnissen. M: 10b Marker; Spur 1: Reaktionsprodukte
aus der Reaktion eines 46-basenlangem ODN mit ,,Cys-ZFY-6-Acm“ im flnffachen
Uberschuss mit anschlieBender Zugabe von TCEP (5xTCEP); Spur 2:
Reaktionsprodukte aus der Reaktion eines 46-basenlangem ODN mit ,,Cys-ZFY-6-
Acm“ im finffachem Uberschuss (5x); Spur 3: Reaktionsprodukte aus der Reaktion
eines 46-basenlangem ODN mit ,,Cys-ZFY-6-Acm“ im zweifachem Uberschuss mit
anschlieBender Zugabe von TCEP (2xTCEP); Spur 4: Reaktionsprodukte aus der
Reaktion eines 46-basenlangem ODN mit ,,Cys-ZFY-6-Acm“ im zweifachen Uberschuss
(2x)

Um grundsatzlich auszuschliel3en, dass die bei ca. 80b entstandene Bande nicht auch die
reine RNase ,Cys-ZFY-6-Acm® sein kann wurde eine denaturierende, 20%ige PAGE Analyse
durchgefuhrt, auf welcher die reine DNA (46 Basen), die Konjugatsmischung (2xTCEP) und
die reine RNase in unterschiedlichen Mengen (1 mg, 2 mg und 10 mg) aufgetragen wurden.
Ferner wurde zum Vergleich der Uberstand der NCL und reines TCEP (1,2 g) zum Vergleich

aufgetragen.
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Abbildung 4-18: Denaturierende, 20%ige PAGE Analyse unterschiedlicher Analyten.
Spur 1: TCEP; Spur 2: 20 pL NCL-Uberstand; Spur 3: 15 uL NCL-Uberstand; Spur 4
und Spur 9: Probe ,,2xTCEP*; Spur 5: ODN (46 Basen); Spur 6: RNase ,,Cys-ZFY-6-
Acm* (10 pg); Spur 7: RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm*“ (2 ug); Spur 8: RNase ,,Cys-ZFY-6-
Acm*“ (1 pg); Spur 10: 10b Marker; Spur 11: ODN (46 Basen)

In Abbildung 4-18 ist zu erkennen, dass in den Spuren 6, 7 und 8 keine Banden der RNase
,Cys-ZFY-6-Acm“ auftreten, was bedeutet, dass die reine RNase keine Banden auf einer
denaturierenden 20%igen PAGE, welche mit GelRed gefarbt wurde, zeigt. Wie zu erwarten
war, farbt das GelRed lediglich DNA (bzw. RNA) an. Folglich ist davon auszugehen, dass die
Bande bei knapp unter 80b mit hoher Wahrscheinlichkeit die Bande des ODN-RNase-
Konjugats ist. Seltsam verhélt sich hingegen der NCL-Uberstand, welcher einen langen
~Schmier” Uber nahezu das komplette Gel zeigt. Eventuell ist hierfur das Benzylmercaptan,
welches UV-aktiv sein kdnnte, verantwortlich. Das reine TCEP zeigt keinerlei Banden.
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Zusammenfassung:

Durch die Kombination der verschiedenen Analysemethoden, wie der denaturierenden,
20%igen PAGE (als DNA-Nachweis) und der 12 %igen NuPAGE Bis Tris Precast Gele (als

Peptidnachweis), lassen sich folgende Aussagen treffen:

- Durch Erh6hung der Konzentration an RNase ,Cys-ZFY-6-Acm“ bilden sich — in
Konkurrenz zur gewiinschten Reaktion (NCL) - disulfidverbriickte Dimere aus, welche
nicht mehr Uber die NCL mit dem Benzylthioester reagieren kénnen.

- Die Disulfidbrickenbildung der Dimere geht dabei schneller von statten als die NCL
an sich. Ware die NCL schneller als die Bildung der Dimere waren bei knapp unter
80b Konjugatsbhanden aus ODN und RNase deutlich sichtbar.

- Reine RNase zeigt, wie erwartet, keinerlei Banden in einer mit GelRed gefarbten,

denaturierenden, 20%ige PAGE-Analyse
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4.1.1.25 Konjugation der deblockierten RNase ,Cys-ZFY-6“ und

Variation der Reaktionsbedingungen bei der NCL

In diesem Projekt wurde die RNase (,Cys-ZFY-6“) zum ersten Mal ungeschiitzt, also ohne
Acm-Blockierung an den beiden Cysteinen (Cys6 und Cys9) zur Reaktion gebracht. Die NCL
sollte am N-terminalen Cystein regio- und chemoselektiv ablaufen und eine Nebenreaktion
der freien Thiole der beiden anderen Cysteine (Cys6 und Cys9) ausbleiben. Ein Fehlen der
Nebenreaktionen hatte in der PAGE-Analyse zur Folge, dass lediglich ein ODN-RNase-
Konjugatpeak, also ein Produktpeak, sichtbar ware. Da aber grundséatzlich die Moglichkeit
der Dimersierung nach erfolgter Konjugation mittels NCL besteht, wurden die Proben sowohl
unbearbeitet (Crude product) als auch mit TCEP reduziert aufgetragen. Die mit TCEP
reduzierten Proben sollten folglich nur als Konjugatmonomer vorliegen und nur einen Peak
bei knapp unter 80b liefern. Die Reaktionen fanden erneut auf einem 3000 A CPG statt,
wobei die CPG-ODN-Benzylthioestersynthese (wie in 6.1.1.1. beschrieben) fur drei Tage
stattfand. Die darauffolgende NCL erfolgte sowohl im ,Ac“-Losemittel (halb Wasser, halb
Acetonitril) als auch in Methanol. Zusatzlich wurde in diesem Projekt untersucht, ob ein
Uberschuss an RNase ,Cys-ZFY-6“ bei gleichbleibender Konzentration zu hoheren
Ausbeuten fihrt. Dies wurde sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von TCEP

untersucht. In folgender Tabelle 4-1 sind die unterschiedlichen Ansatze detailliert dargestellit.

Tabelle 4-1: Ubersicht tber die verschiedenen Reaktionsansatze der NCL zur Optimierung

der Ausbeute

Probe: Losemittel CRrNase Mrrnase(Mg) | TCEP-Zugabe Nobn: NRrNase
(g/L) wahrend der NCL
AcRedl | ,Ac“-Ldsung 2 0,37 JA 1:1
AcRed2 | ,Ac"-Ldsung 2 0,74 JA 1:2
AcRed4 | ,Ac"-Ldsung 2 1,48 JA 1:4
AcRed8 | ,Ac"-Ldsung 2 2,96 JA 1:8
Acl »AC“-LAsung 2 0,37 NEIN 1:1
MeRedl | MeOH 2 0,37 JA 11
MeRed2 | MeOH 2 0,74 JA 1.2
MeRed4 | MeOH 2 1,48 JA 1:4
MeRed8 | MeOH 2 2,96 JA 1:8
Mel MeOH 2 0,37 NEIN 11
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In Abbildung 4-19 ist deutlich zu erkennen, dass eine direkte Zugabe an TCEP im ,Ac*-
Losemittel die Ausbeuten der Konjugation verschlechtert. Die Konjugationen der Proben
»+AcRed1-AcRed8" (Spur 1-4 sowie als reduzierte Form aufgetragen 1R-4R) verliefen mit
geringen bis gar keinen Ausbeuten an ODN-RNase-Konjugat (Fehlen einer Bande bei knapp
80b). Wenn man nun die Probe AcRedl (Spur 1 bzw. Spur 1R) mit der Probe Acl (Spur 5
bzw. Spur 5R) vergleicht und bedenkt, dass der einzige Unterschied der beiden Proben im
Zusatz von dem Reduktionsmittel TCEP besteht, erkennt man, dass die Zugabe von TCEP
die NCL in irgendeiner Weise behindert. Moglicherweise reduziert TCEP nicht nur
Disulfidbriicken, sondern forciert unter Umstanden auch die Hydrolyse des Benzylthioesters.
Da fur die Hydrolyse des Benzylthioesters Wasser von Noten ist, scheint es logisch, dass
sich dieser Effekt im wasserfreien Methanol aufgrund des Fehlens der Hydroxid-lonen eher
schwach auswirkt. Dies wird deutlich, wenn man die Spuren 1-4 (,Ac“-Lésemittel) mit den
Spuren 6-9 (Methanol) vergleicht. Im Gegensatz zu den Spuren 1-4 ist bei den Spuren 6-9
eine Konjugatshande knapp unter 80b erkennbar. Allerdings sind diese schwécher als die
jeweiligen Banden, bei denen die Reaktion der NCL ohne TCEP stattgefunden hat (Spur 5
und Spur 10 welche ohne Zusatz an TCEP sind, haben die prominentesten Banden). Ferner
scheint ein Uberschuss an RNase ,Cys-ZFY-6“ keinen groRen Unterschied bezuglich der
Ausbeute an Konjugat zu machen (Vergleich der Spuren 6, 7, 8 und 9). Der Vergleich der
Konjugatsbanden bei knapp unter 80b ist nur in Methanol méglich, da beim ,Ac“-Lésemittel
keine bis kaum Banden entstanden sind. Ferner ist zu vermuten, dass durch die Zugabe von
TCEP nach erfolgreicher NCL zu allen Proben eine Reduktion moglicher ODN-RNase-
Dimere bzw. ODN-RNase-Oligomere erfolgt. In den Spuren 5-10 sind leicht verschmierte
Banden oberhalb von 120b erkennbar, welche auf Dimere/Oligomere hindeuten konnten,
welche aber durch die Zugabe von TCEP nach der NCL zu verschwinden scheinen (Spuren
6R-10R).

Die Proben wurden anschlieBend zusatzlich mittels Kapillarelektrophorese charakterisiert.
Dabei werden vorallem die beiden Proben ,AcRed1* (keine Konjugatsbildung) und ,Ac1®
(Konjugatsbildung) verglichen und diskutitert (siehe Kapitel 4.1.1.4.5). Die restlichen Proben
wurden erneut vereint, im Eppendorf Concentrator 5301 bis zur Trockene eingedampft und
im Anschluss Uber die praparative Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Ergebnisse hierzu

sind in Kapitel 4.1.1.3. nachzulesen.
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Abbildung 4-19: Denaturierende, 20% PAGE Analyse der Konjugationsprodukte in
unterschiedlichen Losemitteln bei unterschiedlichem RNase-Uberschuss mit/ohne
TCEP wahrend der NCL. Spur 1: AcRed1; Spur 2: AcRed2; Spur 3: AcRed4; Spur 5:
Acl; Spur 6: MeRed1; Spur 7: MeRed2; Spur 8: MeRed4; Spur 9: MeRed8; Spur 10:
Mel; Spur 1R-10R: Reduktion der Proben aus Spur 1-10 mit 1 pL TCEP vorm Beladen
der PAGE

Zusammenfassung:

- Die Konjugation des ODNs mit der entschiutzten RNase ,Cys-ZFY-6“ via NCL verlauft
regio- und chemoselektiv. Es treten keine Nebenprodukte auf.

- Die Anwesenheit von TCEP wahrend der NCL verschlechtert deutlich die Ausbeuten.
Eine mogliche Forcierung der Hydrolyse des Benzylthioesters durch TCEP ist
durchaus vorstellbar. Folglich sind die intensivsten Banden jene ohne TCEP-Zusatz
(Spur 5 und Spur 10).

- Die Reaktion verlauft ohne Zusatz von TCEP gleichermal3en gut in Methanol sowie in
der Ac-Losung ab. Mit TCEP-Zusatz sind in Methanol bessere Ausbeuten als im Ac-
Losemittel moglich.

- Ein Uberschuss an RNase scheint die Reaktion nicht deutlich auf die Produktseite zu
schieben.
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4.1.1.2.6 Untersuchung des Einflusses weiterer Ldsemittel in

Abhangigkeit der Konzentration, der Molarverhaltnisse und
der Anwesenheit an TCEP

Im nachfolgenden Experiment sollte der Einfluss des Ldsemittels, der Konzentration, der
Molarverhaltnisse und die Zugabe an Reduktionsmittel in Form von TCEP wéahrend der NCL
untersucht werden. Die Precursorstufe des CPG-ODN-Benzlythioesters wurde dabei analog
zu 6.1.1.1. fur zwei Tage synthetisiert. Die Reaktionszeit fir alle Reaktionen der NCL betrug
drei Tage. Die unterschiedlichen Ansatze und ihre Variationen sind in nachfolgender Tabelle

4-2 dargestellt. Die einzelnen Abweichungen sollen jeweils separat diskutiert werden.

Tabelle 4-2: Ubersicht tiber die Variation der Reaktionsparameter wahrend der NCL

Probe: | Losemittel CRNase Mgnase(MA) | Vrnase(ML) | TCEP Nopn: NRNase
(aquivoluminar) | (g/L) (1 L)

P1 MeOH 10 0,74 0,074 NEIN 11
P2 MeOH 10 0,74 0,074 JA 11
P3 MeOH/H,0 5 0,74 0,148 NEIN 11
P4 MeOH/H,0 5 0,74 0,148 JA 11
P5 MeOH 10 2,96 0,296 NEIN 1:4
P6 MeOH 10 2,96 0,296 JA 1:4
P7 MeOH/EtOH 10 0,74 0,074 NEIN 11
P8 MeOH/EtOH 10 0,74 0,074 JA 11
P9 MeOH/EtOH/H,O | 5 0,74 0,148 NEIN 11
P10 MeOH/EtOH/H,O | 5 0,74 0,148 JA 11
P11 MeOH/EtOH 5 0,74 0,148 NEIN 11
P12 MeOH/EtOH 5 0,74 0,148 JA 11
P13 EtOH 2 0,148 0,074 NEIN 1.0,2
P14 EtOH/H,O 1 0,148 0,148 NEIN 1.0,2
P15 EtOH 1 0,148 0,148 NEIN 1.0,2

Um zunachst den Einfluss des Reduktionsmittels TCEP auf die Ausbeute der NCL zu
erdrtern, sind die Spuren mit gerader Zahl mit den ungeraden (ohne TCEP) Spuren bis P12
zu vergleichen. Es wird folglich Spur P1 mit Spur P2, Spur P3 mit Spur P4, Spur P5 mit Spur
P6 usw. verglichen. Hier zeigt sich durchweg der Trend, dass die ,ungeraden® Spuren (ohne

TCEP) bessere Ausbeuten an ODN-RNase-Konjugat (Bande knapp unter 80b) liefern als die
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Spuren, in denen bei der NCL TCEP zugesetzt wurde. Ferner scheint, wie in Kapitel
4.1.1.2.5 bereits gezeigt, der negative Einfluss des TCEPs in Losungen mit Wasseranteil
gravierender zu sein als in Lésungen ohne Wasser. Hierzu vergleiche man die Spur P4
(TCEP plus Wasser) mit der Spur P6 (TCEP ohne Wasser). In der Spur P4 ist nahezu keine
Konjugatsbande zu erkennen. Moglicherweise verlauft die Hydrolyse des Thioesters mit
Wasser in Anwesenheit von TCEP deutlich schneller ab. Als nachstes soll der Einfluss der
Konzentration bei gleichem Molarverhaltnis und gleichem Ldsemittel diskutiert werden.
Hierzu vergleiche man die Spuren P7 mit P11 bzw P8 mit P12. Die Anséatze P7 und P11,
ebenso wie P8 und P12, scheinen annahrend gleich gut zu funktionieren bzw. ist kein
deutlicher Unterschied zu erkennen. Das bedeutet, dass selbst bei hohen Konzentrationen
von 10 g/L keine Dimerbildung stattfindet und die NCL gleichermalRen effizient ist. Es ist
durchaus denkbar, dass fur die Oxidation zu Dimeren Wasser benétigt wird und deshalb in
wasserfreien Losemittel unabhangig von der Konzentration ist. Als nachstes soll der Einfluss
an RNase-Uberschuss untersucht werden. Hierzu sind die Spuren P1/P2 (ODN: RNase 1:1)
mit den Spuren P5/P6 (ODN:RNase 1:4) zu vergleichen. Man kénnte dabei mit Wohlwollen
eine leichte Erhéhung der Ausbeute bei den Konjugationen mit RNase-Uberschuss
erkennen. Die Konjugatsbande in P5 scheint etwas intensiver als jene in P1 zu sein. Leider
sind die Spuren an den Seiten des Gels etwas verzogen, was das Einschatzen erschwert.
Nichtsdestotrotz ist eine leichte Favorisierung des RNase-Uberschusses erkennbar. Zuletzt
soll der Einfluss des Losemittels diskutiert werden. Hierzu vergleiche man die Spuren der
Konjugationen, welche ohne TCEP wahrend der NCL stattgefunden haben. Beim Vergleich
der Spuren P3 (MeOH/H,0), P5 (MeOH), P7 (MeOH/EtOH), P9 (MeOH/EtOH/H,O) und
P11(MeOH/EtOH) lasst sich kein eindeutiger Unterschied in den Konjugatsausbeuten
feststellen.
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Abbildung 4-20: Denaturierende, 20 %ige PAGE der Konjugationsprodukte aus einem
46-Basenlangem ODN und der RNase ,Cys-ZFY-6“ bei unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen (siehe Tabelle 4-2)

Interessant sind auch die Spuren P13, P14 und P15. Hier scheint es nur in Anwesenheit von
Wasser (P14) zur Konjugatsbildung zu kommen, obwohl hier die RNase im flnffachen
Unterschuss eingesetzt wurde.

Zusammenfassung:

TCEP behindert eindeutig die NCL und fihrt zu schlechteren Ausbeuten.

- Leichter Uberschuss an RNase verbessert minimal die Ausbeuten der NCL.

- Hobhere Konzentrationen in wasserfreien Losemitteln haben keine Auswirkung und
fihren auch scheinbar nicht zur Dimerbildung.

- Die NCL in den unterschiedlichen Losemitteln wie MeOH, MeOH/H,O, MeOH/EtOH

liefern alle gute Ausbeuten.
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4.1.1.2.7 Synthese des ODN-RNase-Konjugats im grol3erem Mal3stab

zur gentechnologischen Anwendung

In diesem Projekt sollte das ODN-RNase-Konjugat fur die gentechnologische Anwendung im
grolBeren Malistab unter den aus den vorangegangenen optimierten Bedingungen
synthetisiert werden. Dabei wurde der CPG-ODN-Benzylthioester, wie in 6.1.1.1.
beschrieben, fur zwei Tage dargestellt. Die anschlieRende NCL wurde mit unterschiedlichen
Losemitteln und Konzentrationen fir drei Tage reagiert. Hierzu wurde eine bereits vor
Monaten angesetzte RNase-Ldsung aus Kapitel 4.1.1.2.5 im ,,Ac“-Losemittel (,alter Batch®)
als auch neu eingewogene RNase ,Cys-ZFY-6“ in Methanol zur Reaktion gebracht. Die
unterschiedlichen Reaktionsparameter sind in der folgenden Tabelle 4-3 (bersichtlich
dargestellt.

Tabelle 4-3: Variation der Reaktionsbedingung wahrend der NCL

Probe: Losemittel | Cryase Mgnase(MQ) Virnase(ML) | NopniNrnase | Batch
(g/L)

SP1 AcCN 2 2,0 1 111 Alt

SP2 MeOH 2 2,0 1 1111 Neu

SP 3 MeOH 2 3,0 1,5 1:1,5 Neu

SP 4 MeOH 1 2,0 2 1111 Neu

In Abbildung 4-21 ist klar zu erkennen, dass die Konjugation des CPG-ODN-Benzylthioesters
mit der RNase ,Cys-ZFY-6“ am besten in Spur SP4 funktioniert. In Spur SP2 ist ebenfalls
eine Konjugatsbande knapp unter 80b zu erkennen. Der einzige Unterschied in beiden
Ansatzen war die jeweilige Konzentration. Eine RNase-Konzentration von 1 g/L scheint
deutlich bessere Ausbeuten zu liefern als 2 g/L. Wahrscheinlich unterdriickt, wie in Kapitel
4.1.1.2.5 geschlussfolgert, eine geringere Konzentration die Oxidation der Thiole zu
Disulfidbriicken. Die Reaktion mit dem ,alten Batch“ der RNase ,Cys-ZFY-6“ scheint gar
nicht funktioniert zu haben. Womaoglich sind hier die Cysteine wahrend der langen Lagerzeit
von fast 6 Monaten (trotz -20°C) oxidiert. Ein Uberschuss an RNase scheint ebenfalls die
Reaktion wahrend der NCL zu verschlechtern (SP3). Die beiden Ergebnisse (Einfluss der
Konzentration und RNase-Uberschuss) decken sich hier nicht mit den Ergebnissen aus
Kapitel 4.1.1.2.6. Dort hatte die Konzentration keinen Einfluss und der Uberschuss an RNase
einen minimal positiven Einfluss. SP2 und SP4 wurden vereint, eingeengt und Uber die

praparative Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (siehe 4.1.1.3.).
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Abbildung 4-21: Denaturierende, 20 %ige PAGE der Konjugationsprodukte aus einem
46-basenlangem ODN mit ,,Cys-ZFY-6“ bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen
(Tabelle 4-3); Spur M: 10b Marker; Spur DNA: 46-basenlanges ODN (Referenz)
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4.1.1.2.8 Zusammenfassung: Synthese des ODN-RNase-Konjugats

Eine kurze Zusammenfassung aller Ergebnisse zur Optimierung der Ausbeute der

Konjugatsdarstellung ist nachfolgend gegeben:

Ein Tag Reaktionszeit fur die CPG-ODN-Benzylthioestersynthese und die NCL
scheinen bereits ausreichend zu sein (vgl. Kapitel 4.1.1.2.3.; Probe: 3BT1Ac1d).

Die GroRe der Poren des CPGs hat einen Einfluss auf die Reaktion. So erhthen
groRere Poren (3000 A vs. 2000 A) die Ausbeuten bei der NCL (vgl. Kapitel
4.1.1.2.3.) sowie bei der Reaktion mit ,Amino“-Rhodamin (4.1.1.2.2) aufgrund der
herabgesetzten Grenzflachenspannung.

Der Zusatz an TCEP wahrend der NCL verschlechtert die Ausbeuten deutlich (siehe
Kapitel 4.1.1.2.6). Hier scheint eine Forcierung der Hydrolyse des Benzylthioesters
durch das Reduktionsmittel TCEP sehr wahrscheinlich. Da fiur die Hydrolyse des
Thioesters Wasser noétig ist, wirde dies den Umstand erklaren, weshalb die
Ausbeuten in Gegenwart von Wasser und TCEP deutlich schlechter sind als jene in

organischen, wasserfreien Losemitteln.

Der Einsatz von organischen Losemitteln wie Acetonitril, Methanol und Ethanol
erhdhen gravierend die Ausbeuten der NCL im Vergleich zu der 0,1M PBS-Puffer-
Lésung und der Stock Solution von Kent (siehe Kapitel 4.1.1.2.3; 4.1.1.2.5 und
4.1.1.2.6). Durch das Herabsetzen der Grenzflichenspannung und der
Hydrophobisierung des Losemittels kann der ebenfalls hydrophobe CPG besser
benetzt werden und dementsprechend die jeweiligen Reaktionspartner besser in die

Poren des CPGs eindringen und somit deutlich effizienter reagieren.

Die Konjugationen mittels NCL mit der entschitzten RNase ,Cys-ZFY-6“ verlaufen
ebenso chemo- und regioselektiv wie die Reaktionen mit Acm-geschitzter RNase

,Cys-ZFY-6-Acm*. Es entstehen somit keine Nebenprodukte wahrend der NCL.

Uber den Einfluss der Konzentration und den Einfluss eines RNase-Uberschusses
lasst sich kontrovers diskutieren, da hier die Ergebnisse teilweise widerspriichlich
sind. So fiihrt ein Uberschuss an RNase im Kapitel 4.1.1.2.4 eindeutig zu Dimeren
(Nachweis tber NuPAGE Bis-Tris-Gel) und einer deutlichen Senkung der Ausbeute,

wahrend im Kapitel 4.1.1.2.6 eine leichte Optimierung der Ausbeute bei RNase-



Ergebnisse und Diskussion 77

Uberschuss feststellbar ist. Woméglich ist die Anwesenheit von Wasser (4.1.1.2.4) fiir
eine disulfidische Dimerbildung nétig. In Kapitel 4.1.1.2.6 wurde hingegen
wasserfreies Methanol fir die NCL verwendet. Allerdings scheint der leichte RNase-
Uberschuss ebenfalls in wasserfreiem Methanol (SP3) im Kapitel 4.1.1.2.7 wiederum
die Ausbeute zu minimieren. Bessere Ausbeuten werden hier bei einer nahezu
aquimolaren Zusammensetzung der Reaktionspartner der NCL erzielt (SP4).
Zusammenfassend lasst sich keine klare Aussage lber den Einfluss des RNase-
Uberschusses bzw. der Konzentration an RNase wahrend der NCL treffen. Jedoch
sei erwédhnt, dass dquimolare Mengen bereits sehr gute Ausbeuten liefern und eine
geringere Konzentration die Wahrscheinlichkeit der Dimerbildung verringert. Dies ist

auch aus Kostengriinden ein entscheidendes Argument.
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4.1.1.3 Aufreinigung und Isolierung des ODN-RNase-Konjugats mittels
praparativer Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieender
Entsalzung

Da man das ODN-RNase-Konjugat in Reinform ohne restliche ODN-Edukte (46 Basen und
weniger) fur die gentechnologische Anwendung mit der IVT-RNA bendétigt, wurden die
synthetisierten ODN-RNase-Konjugate von den nicht-reagierten ODN-Fehlsequenzen mittels
praparativer Polyacrylamidgelelektrophorese (PrepCell) abgetrennt. Die prinzipielle
Funktionsweise und der detaillierte Aufbau der PrepCell sind im Theorieteil (Kapitel 3.4.5.2)
ausfuhrlich erlautert. Nach erfolgter PrepCell missen die Proben, die im Laufpuffer 1XTBE-
Puffer geldst vorliegen, noch entsalzt werden. Hierzu wurden unterschiedlich

Entsalzungsmethoden getestet.

a) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.3

Da alle Anséatze das gleiche Produkt liefern, konnten diese vereint und Utber die PrepCell
aufgereinigt werden. Dazu wurden die Proben im Eppendorf Concentrator 5301 bis zur
Trockne eingedampft und anschlieBend die Masse gravimetrisch bestimmt (21,3 mg), im
Ladepuffer gelést und auf die PrepCell gegeben. Die Proben wurden Uber den
Fraktionensammler gesammelt und anschlie3end auf einer denaturierenden, 20%igen PAGE
analysiert (Abbildung 4-21).
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Abbildung 4-21: Denaturierende, 20 %ige PAGE der einzelnen Fraktionen nach der
PrepCell-Aufreinigung. Spur 1: Fraktion nach 105 Minuten; Spur 2. Fraktion nach 110
Minuten; Spur 3: Fraktion nach 115 Minuten; Spur 4: Fraktion nach 120 Minuten; Spur
5-10: Fraktionen nach 125-150 Minuten; Spur 11: Gepoolte, unaufgereinigte
Konjugatsmischung (Crude product); Spur 12 - Spur 17: Fraktionen nach 155-180
Minuten; Spur M: 10b Marker: Spur 18-19: Fraktionen nach 185-190 Minuten.

Nach erfolgter elektrophoretischer Analyse tber eine denaturierende 20 %ige PAGE wurden
die Fraktionen 1-5 (Code: DNA-VS) und die Fraktionen 13-16 (Code: Konjugat-VS) vereint.
Die 46-basenlangen ODN-Banden eluieren folglich zwischen 105-125 Minuten, die ODN-
RNase-Banden nach ca. 160-175 Minuten. Es ist ferner zu erkennen, dass minimale Menge
an der 46-basenlangen DNA weiterhin co-eluieren. Dies konnte an einer Uberladung der
Polyacrylamid-Gelsaule liegen. In den Dissertationen von Tina Kiefer® bzw. Nils Heimann!”
wurden bis zu 1,5 mg auf der kleinen Saule der PrepCell ohne Anzeichen einer Uberladung
aufgereinigt. Die vereinten Proben (DNA- und Konjugatfraktionen) wurden anschlieRend
nach Vorschrift mit den Centricon Plus-70 Zentrifugen-Filtereinheiten® (NMGG=10.000
g/mol) entsalzt. Die aufkonzentrierten Proben wurden anschlieBend mittels UV/Vis-
Spektroskopie analysiert. Dabei ergab sich fur die DNA-Probe eine Konzentration von 1,5
Mo/pL (in 1,75 mL) und fur die Konjugatsprobe eine Konzentration von 0,075 pg/uL (in 1,6
mL). Wenn man davon ausgeht, dass 21,3 mg urspringlich eingesetzt wurden, blieb
letztendlich aufgereinigt und entsalzt nur ein Zehntel Ubrig. Es wird vermutet, dass ein
Grof3teil in den Centricons Plus 70 Zentrifugen-Filtereinheiten auf der Membran (regenerierte
Zellulose) adsorbiert.
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b) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.5

Es wurden alle Anséatze aus Kapitel 4.1.1.2.5 vereint und uber die PrepCell aufgereinigt. In
Abbildung 4-22 ist deutlich die 46-basenlange ODN-Bande in Spur 2 sowie die ODN-RNase-
Bande bei knapp unter 80b in Spur 5 zu erkennen. Die jeweiligen Fraktionen wurden wieder
vereint und wie in a) Uber die Centricon Plus-70 Zentrifugen-Filtereinheiten entsalzt.

Abbildung 4-22: Denaturierende, 20 %ige PAGE der einzelnen Fraktionen nach der
PrepCell-Aufreinigung. Spur 1: Fraktion nach 85 Minuten; Spur 2. Fraktion nach 95
Minuten; Spur 3: Fraktion nach 110 Minuten; Spur 4: Fraktion nach 120 Minuten; Spur
5: Fraktion nach 130 Minuten; Spur 6: Fraktion nach 140 Minuten; Spur 7: Fraktion
nach 150 Minuten; Spur 8 — Spur 12: Fraktionen nach 160 — 180 Minuten; Spur M: 10b
Marker
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¢) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.6

Die vereinten Proben wurden tber Nacht gefriergetrocknet und anschliel3end gewogen (18,7
mg). Da die anschlieRende Entsalzung der Proben nach erfolgter PrepCell bisher einen
grol3en Ausbeutenverlust zur Folge hatte, wurde der Lauf- und Elutionspuffer in Form von
1XTBE-Puffer durch einen fliichtigen Puffer wie Ammoniumhydrogencarbonat ersetzt. Die
ersten Versuche, welche nur als Blindversuche mit Ladepuffer (ohne Probe) statt gefunden
haben, waren nicht sehr viel versprechend. Es war nahezu unmdoglich, bei konstanter
Spannung und Stromstarke die PrepCell zu betreiben. Dies liegt mdglicherweise an der
Zersetzung des Puffers bei 50°C - und dem damit verbundenen Auftreten von Gasblasen.
Als nachstes wurde versucht, den Laufpuffer klassisch mit 1XTBE-Puffer zu betreiben und
nur den Elutionspuffer durch Ammoniumhydrogencarbonat zu ersetzen. Leider wurde hier
festgestellt, dass trotzdem, wenn auch deutlich weniger, 1XTBE-Puffer co-eluiert. Zur
Untersuchung wurden 50 mL Elutionspuffer gesammelt und anschlie@Rend am
Rotationsverdampfer abgedampft. Beim fllichtigen Puffer sollte kein Salz zurtickbleiben, da
er sich in die gasférmigen Bestandteile Ammoniak (NHs) und Kohlendioxid (CO,) zersetzt
(Abbildung 4-23).

Elutionspuffer NH,HCO, Elutionspuffer 1XTBE

Abbildung 4-23: Vergleich der beiden Elutionspuffer und deren Salzrickstand

nachdem das Wasser abgedampft wurde

Trotz der leichten Co-Eluierung des 1xTBE-Laufpuffers wurde die PrepCell letztendlich mit
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer als Elutionspuffer betrieben. In Abbildung 4-24 ist die
anschlielende denaturierende, 20 %ige PAGE Analyse der einzelnen Fraktionen gezeigt.
Hier lasst sich deutlich erkennen, dass die 46-basenlange DNA in den Spuren 3-6 und das
ODN-RNase-Konjugat in den Spuren 13-15 eluiert. Im Vergleich zu vorherigen Purifikationen
Uber die praparative Gelelektrophorese ist in diesem Fall die 46-basenlange DNA als Bande

in allen Spuren deutlich zu erkennen. Mogliche Ursachen fiir die schlechte Auftrennung sind
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eventuell die leichte Schwankung der Spannung wéahrend der Elektrophorese (bedingt durch
den flichtigen Elutionspuffer) oder ein kleiner Riss im Polyacrylamidgel selbst. Die
Fraktionen zwischen Spur 13 und Spur 16 wurden anschlie3end vereint (ca. 30 mL), erneut
Uber Nacht gefriergetrocknet und in 1 mL MilliQ-Wasser geldst (Bezeichnung: ,KonPana2").
Auffallend bei dieser PrepCell ist auch, dass die Elutionszeiten im Vergleich zu vorherigen
PrepCells deutlich hoher sind. Dies liegt an der geringeren Spannung (bedingt durch den
flichtigen Elutionspuffer), welche fur die Wanderungsgeschwindigkeit der Proben durch das

Gel verantwortlich ist.

Abbildung 4-24: Denaturierende, 20 %ige PAGE der einzelnen Fraktionen nach der
PrepCell-Aufreinigung. Spur 1,2: Fraktion nach 165 und 170 Minuten; Spur M 10b
Marker; Spur 3-7: Fraktion nach 180 bis 200 Minuten (entspricht 46-Basenlangem
ODN); Spur 8 — Spur 12: Fraktionen nach 205 — 245 Minuten; Spur 13-15: Fraktion nach
255 Minuten - 275 Minuten (entspricht ODN-RNase-Konjugat); Spur 16-18: Fraktion
nach 285 Minuten - 305 Minuten

Die Probe ,KonPana2“ sollte nun anschlieBend fur die Anwendung mit der IVT-RNA
verwendet werden. Um eine Modifizierung der Probe durch die Gefriertrockung, die
Aufreinigung Uber die praparative Polyacrylamidgelelektrophorese und abschlieRende
Entsalzung auszuschlieen, wurde erneut Uber eine denaturierende 20 %ige PAGE
analysiert. Scheinbar ist aber durch die Behandlung das ODN-RNase-Konjugat auf
unbekannte Weise degradiert worden. Moglicherweise ist die Methode der Gefriertrocknung
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nicht schonend genug, was zu DNA-Briichen fuhren kénnte. Ferner kdnnte durch die
Gefriertrocknung und demzufolge eine deutliche Erhéhung der Konzentration, das ODN-
RNase-Konjugat sich selbst hydrolysieren, was den Ergebnissen von Limal®, bei denen die
RNase nicht in der Lage ist, ss-DNA zu degradieren, widersprechen wirde. Die
Degradierung ist in Abbildung 4-25 deutlich durch das Auftreten einer Bande (ca. 60b)
zwischen der Konjugatsbande (bei knapp unter 80b) und der ODN-Bande (knapp unter 50b)
in den Spuren 1 (,KonPana2“ wurde vorher mit 1uL TCEP reduziert) und 2 zu erkennen. Als
guter Richtwert fir die HOhe der Konjugatsbande ist in Spur 3 die Probe 3BT3Ac3d
aufgetragen.

Abbildung 4-25: Denaturierende, 20 %ige PAGE Analyse. Spur 1. KonPana2 mit TCEP
reduziert; Spur 2: KonPana2; Spur 3: 3BT3Ac3d; Spur 4: B19; Spur 5: B10

In Spur 4 und 5 sind zum Vergleich zwei Proben aus der Diplomarbeit von Andreas Béckler™
aufgetragen, dabei wurde das 46-basenlange ODN einerseits mit einem 10-Peptid (B10,
Spur 5) und anderseits mit einem 19-Peptid (B19, Spur 4) tUber die NCL reagiert. Auf eine
Entsalzung wurde aufgrund der Degradierung bei ,KonPana2“ verzichtet und stattdessen

nochmal Gber die PrepCell aufgereinigt (siehe 4.1.1.3. d).
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d) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.7

Die beiden Proben SP2 und SP4 wurden vereint und Uber die praparative Gelelektrophorese
aufgereinigt. Nachdem die Versuche vorher mit dem flichtigen Puffer (NH,HCO3) keinen
entscheidenden Vorteil lieferten, wurde die PrepCell klassisch mit 1XTBE-Puffer als Lauf-
und Elutionspuffer betrieben. Die Fraktionen der 46-basenlangen DNA aus Spur 2 und Spur
3 (entspricht den Fraktionen von Minute 155 bis 171) wurden vereint und mit SP DNA
betitelt. Fur das ODN-RNase-Konjugat wurden die Fraktionen zwischen Spur 6 und Spur 7
(entspricht Minute 219 bis 235) vereint und mit SP AB1 bezeichnet (Abbildung 4-26).

Abbildung 4-26: Denaturierende, 20 %ige PAGE Analyse der einzelnen Fraktionen
nach erfolgter praparativer Gelelektrophorese. Spur 1: Fraktion nach 131 Minuten;
Spur 2: Fraktion nach 147 Minuten; Spur 3: Fraktion nach 163 Minuten; Spur 4:
Fraktion nach 179 Minuten; Spur 5: Fraktion nach 195 Minuten; Spur 6: Fraktion nach
211 Minuten; Spur 7: Fraktion nach 227 Minuten; Spur 8 — Spur 23: Fraktionen nach
243 Minuten — 530 Minuten; Spur M: 10b Marker; Spur SP4: Probe SP4

Da die Probe ,KonPana2“ durch die Gefriertrocknung unbekannte Spaltprodukte (Abbildung
4-25) aufwies, wurde diese erneut Uber die praparative Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
Fraktionen aus Spur 4, 5 und 7 wurden vereint und wurden aufgrund der ratselhaften Bande
als SP Unb betitelt. Die Fraktionen auf Konjugatshohe (10, 11, 12, 15) wurden ebenfalls
vereint und als SP AB2 bezeichnet (Abbildung 4-27).
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Abbildung 4-27: Denaturierende, 20 %ige PAGE Analyse der einzelnen Fraktionen
nach erfolgter praparativer Gelelektrophorese von KonPana2. Spur 1-3: Fraktion nach
140 Minuten - 156 Minuten; Spur 4,5: Fraktion nach 164 Minuten - 172 Minuten; Spur 6:
Probe KonPana2; Spur 7: Fraktion nach 180 Minuten; Spur 8,9: Fraktion nach 188
Minuten - 196 Minuten; Spur 10: Fraktion nach 204 Minuten; Spur 11: Fraktion nach
212 Minuten; Spur 12: Fraktion nach 220 Minuten; Spur 13: Probe SP 4: Spur 14: Probe
SP AB1; Spur 15: Fraktion nach 228 Minuten; Spur 16: Fraktion nach 236 Minuten

Wie man in dem PAGE-Gelbild (Abbildung 4-27) nach erfolgter praparativer
Gelelektrophorese gut erkennen kann, war es mdglich, die Probe ,KonPana2“ in weitere
Banden aufzutrennen. Durch den Vergleich der Spuren 13 und 14 ist zu erkennen, dass das
aufgereinigte  ODN-RNase-Konjugat SP AB1 (Spur 14) im Vergleich zu dem nicht-
aufgereinigten Produkt SP 4 (Spur 13) durch das Auftreten einer einzelnen Bande extrem
monodispers ist. Von allen vier Proben, welche noch in 1xTBE-Puffer gelost sind, wurde
mittels UV/Vis-Spektroskopie am Eppendorf Biophotometer Uber die optische Dichte der
Losung die Konzentration bestimmt und deren Gesamt-Masse Uber das Elutionsvolumen aus

der PrepCell ausgerechnet.

SP DNA: 90 pg/mL * 23 mL = 2070 pg
SP AB1: 6 pg/mL * 23 mL = 138 pg
SP AB2: 5 pg/mL * 34 mL = 170 pg

SP Unb: 2 pg/mL * 23 mL =46 ug
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e) Entsalzung des aufgereinigten ODN-RNase-Konjugats

Eine anschlieRende Entsalzung der in 1XTBE-Puffer gelésten Proben ist notig, um eventuelle
Inhibierung der enzymatisch aktiven RNase ,Cys-ZFY-6“ durch Puffersalze vorzubeugen.

BioRad Bio-Spin-6:

Die vier oben genannten Proben wurden nach Vorschrift™® mit den BioRad Bio-Spin-6-
Saulen entsalzt. Dadurch dass die Saulen aus Polyacrylamidgelkiigelchen mit
unterschiedlichen PorengroBen bestehen (Funktionsprinzip ahnlich zur GPC), war eine
Herabsetzung der Adsorption des ODN-RNase-Konjugats am Saulenmaterial im Vergleich
zu Regenerat-Zellulose denkbar. Nur bei der reinen DNA-Probe (SP DNA) trat keine
Adsorption auf und die Probe wurde komplett zuriickgewonnen. Das ODN-RNase-Konjugat
wurde nur zu knapp 25% wieder zurtickerhalten. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie
zuvor Uber UV/Vis-Spektroskopie. In Tabelle 4-4 sind die Konzentrationen (nachdem im
Eppendorf Concentrator auf ca. 100 pL eingeengt wurde) und absoluten Mengen vor und
nach der Entsalzung fur einen Fall exemplarisch dargestellt. Die Rickgewinnung war bei
anderen Entsalzungen stets in der gleichen GroéfRenordnung. Durch die hohe Anzahl an
basischen Aminoséuren (9 von 31) in der RNase ,Cys-ZFY-6“ konnte die positive Ladung
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Gelsdulenmaterial eingehen und somit am
Saulenmaterial adsorbieren. Eine Molmassenbestimmung der entsalzten Proben mittels
MALDI-TOF-MS erfolgte durch die Fa. ||l (siehe Kapitel 4.1.1.4.3))

Tabelle 4-4: Ubersicht tber die Riickgewinnung bei der Entsalzung mittels BioRad-Bio Spin-

6-Saulen
Probe: Konzentration | Menge Konzentration | Menge Ruckgewinn
(entsalzt) (entsalzt)
SP DNA 148 pg/mL 14,4 pg 152 pg/mL 15,2 pg 105 %
SP AB1 15,4 pg/mL 4,62 ug 12,1 pg/mL 1,21 pg 26 %
SP AB2 10,5 pg/mL 2,10 ug 3,8 ug/mL 0,38 ug 18 %
SP Unb 8,4 pg/mL 0,84 pg 2,0 pg/mL 0,20 pg 24 %
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Ethanol-Fallung:

Die Proben wurden zudem mehrmals mit Hilfe der klassischen Ethanol-Fallung entsalzt.
Auch hier bestand das Problem die Konjugatsproben effizient und in hohen Ausbeuten féllen

zu kénnen. Exemplarisch soll hier nur eine der vielen Fallungen diskutiert werden.

Tabelle 4-5: Ubersicht Giber den Riickgewinn bei der Entsalzung durch Ethanol-Fallung

Probe: Konzentration | Menge Konzentration | Menge Rickgewinn
(entsalzt) (entsalzt)

SP DNA 90 pg/mL 81 ug 1042 pg/mL 104 ug 128 %

SP AB1 6 ug/mL 5,4 ug 7,8 ug/mL 0,78 ug 14 %

SP AB2 5 pg/mL 4,5 ug 12,6 pg/mL 1,26 ug 28 %

SP Unb 2 ug/mL 1,8 ug 4,9 ug/mL 0,49 ug 27 %

Die DNA-Proben konnten im Gegensatz zu den Konjugatsproben wie erwartet in hohen
Ausbeuten ohne Verluste gefallt werden. Die unrealistische Riickgewinnung von tber 100 %
ist mdglicherweise auf die unterschiedlich verwendeten UV-Messgerate zuriickzufihren. So
wurden die Proben vor der Entsalzung mit einem Eppendorf Biophotometer vermessen.
Nach der Entsalzung jedoch wurde zur Konzentrationsbestimmung mittels UV ein NanoDrop-
Gerat verwendet. Um zu untersuchen, ob das Ausféllen aus der L6sung oder das Pelletieren
mittels Zentrifugation den Grund fir die schlechten Fallquoten der Konjugate dargestellt,
wurde die Ethanol-Fallung zunéchst wie gewohnt angesetzt (1/10 Dialysepuffer plus 3faches
Volumen an absoluten Ethanol) und mit der Ultrazentrifuge bei 173.000 g zentrifugiert. Bei
diesen hohen Zentrifugationskraften sollte das gesamte ausgefdllte Konjugat pelletiert
werden kénnen. Nachdem die Ausbeuten im obengenannten GréRenbereich (~10%) lagen,
wurde angenommen, dass das Ldslichkeitsprodukt des Konjugats durch den Zusatz der 31
Aminosauren erhoht wird und das Konjugat somit in Losung bleibt. Grund dafir konnten die
die hohe Zahl an negativ bzw. positv geladenen Aminosauren sein. Deshalb wurde versucht,
das Konjugat mitsamt 1xTBE-Puffer komplett aus der Lésung zu prazipitieren. Hierzu wurde
Aceton im 12fachen Uberschuss auf Trockeneis zugesetzt. Das ausgefallte, zentrifugierte
Pellet, welches TBE-Puffer und Konjugat enthalt, wurde anschlielend sooft mit 70% EtOH
gewaschen bis alle Salze des Puffers entfernt waren. Nach Ldsen des Pellets wurde die
Konzentration tber eine NanoDrop-UV-Messung bestimmt. Jedoch waren hier die Verluste
noch hoher als in den anderen Varianten (nur ca. 5% Rickgewinnung). Wahrscheinlich |6ste
sich das Konjugat in den Waschgangen mit 70% EtOH trotz des geringen Wasseranteils und
wurde zusammen mit den TBE-Salzen, sukzessive aus dem Pellet gewaschen. Eine der

besten Riuckgewinnungsquoten wurde durch eine Kombination der Aussalzung mit 12fachem
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Volumen an Aceton und der Verwendung der BioRad Bio-Spin 6 Saulen zur Entsalzung
erhalten. Auf diese Weise konnten bspw. aus eingesetzten 14 pg, 5,7 ug nach Entsalzung
zurick gewonnen werden, was einer Quote von etwa 40% entspricht (Tabelle 4-6).
Moglicherweise ist die hohe TBE-Salzkonzentration in der Lage, die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen Konjugat und S&ule abzuschirmen. Im Falle niedrigerer
Salzkonzentrationen erfolgt diese Abschirmung nur unvollstandig und verbleibende
wechselwirkende Gruppen des Séaulenmaterials sind in der Lage das Konjugat zu binden.

Tabelle 4-6: Ubersicht tber die Entsalzung des Konjugats AB1 durch komplettes Ausfallen
mit TBE-Salz und Entsalzung mit Hilfe der Bio-Spin-6 S&ulen

Konzentration | Menge Konzentration | Menge Ruckgewinn
(anfangs) (anfangs) (2. Entsalzung) | (2. Entsalzung) | (2. Entsalzung)
2,34 pg/mL 14,04 pg 28,6 pg/mL 5,7 ug 41 %

Zusammenfassung Purifikation und Entsalzung:

- Die Abtrennung der nicht-reagierten DNA-Basen (46 Basen und kleiner) konnte
erfolgreich Uber die préparative Gelelektrophorese bewerkstelligt werden. Nach
erfolgter Auftrennung wird ein monodisperes ODN-RNase-Konjugat erhalten, welches
in 1XTBE-Puffer geldst ist.

- Die Abtrennung des 1xTBE-Puffers stellt sich als schwieriger dar als angenommen.
Durch klassische Ethanol-Féllung lassen sich nur Rickgewinnungsquoten von
ungefahr 20 % erhalten. Eine gute Kombination liefert die komplette Aussalzung
durch Aceton und anschliel3ende Entsalzung mittels BioRad Bio-Spin-6 GPC-Saulen.
Durch diese Kombination sind zumindest Rickgewinnungsraten von uber 40 %

erreicht worden.
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4.1.1.4 Charakterisierung des ODN-RNase-Konjugats

Das ODN-RNase-Konjugat wurde hauptsachlich mittels denaturierender, 20%ige
Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert, jedoch wurden auch andere
Charakterisierungsmethoden herangezogen, um sicherzustellen, dass es sich tatsachlich um
das monodisperse ODN-RNase-Konjugat handelt.

4.1.1.4.1 Gelpermeationschromatografie (GPC)

Als erste zur PAGE alternative Charakterisierungsmethode wurde zunachst die
Gelpermeationschromatografie (GPC)  verwendet. Die GPC  erlaubt  unter
wechselwirkungsfreien Elutionsbedingungen Molekile aufgrund ihrer hydrodynamischen
GroRe aufzutrennen. Da sich das ODN-RNase mit ca. 3.700 g/mol von dem reinen 46-
basenlangem ODN unterscheidet, sollte die Massendifferenz zur Charakterisierung
ausreichen. Als Saule wurde zunachst eine auf Polyhydroxymethacrylat-Basis der Firma
Shodex gewahlt, bei der aber Molmassenwerte jenseits von 100.000 g/mol (Pullulan-
Standard als Eichung) erhalten wurden. Vermutlich sind fiir die hohen Molmassen repulsive
Wechselwirkungen des Analyten (negatives Phosphatriickgrat) mit teilweise negativen
Carboxyrestgruppen des Saulenmaterials verantwortlich. Dadurch wird ein Eindringen in die
Poren der Saule verhindert und der Analyt eluiert friiher, das heildt bei scheinbar hoheren
Molmassen.  Wechselwirkungsarmere  Saulenmaterialen  basieren  auf  (doppelt
endgecappten) modifizierten Silicagelen definierter Porositat, wie z.B. die PROTEEMA 300A
Saule der Fa. PSS Mainz. Die Messungen erfolgten mit der PROTEEMA-Saule in mehreren
Losemitteln wie MilliQ-Wasser (sauer/neutral/basisch) und PBS-Puffer (0,1 M/0,05 M). Je
nach Losemittel, Salzgehalt und pH-Wert &nderten sich die Retentionszeiten. So eluiert die
DNA bei einem pH-Wert zwischen 7 und 9 in MilliQ-Wasser relativ zeitgleich, bei Zugabe von
Salz (in Form von PBS-Puffer) bzw. saurem pH-Wert (mit TFA) jedoch unverkennbar spéater,
was sofort als Hinweis auf Wechselwirkung zwischen Analyt und Trager gewertet werden
muss, wobei sowohl hydrophobe als auch elektrostatische Interaktionen denkbar sind.
Letztere sind durch die effektive Ladung des Phosphatriickgrates erklarbar. So ist bei pH=7
bzw. pH=9 das Phosphatrickgrat negativ geladen, die negativen Ladungen strecken das
Knauel und der hydrodynamische Radius nimmt zu, was in kirzeren Retentionszeiten

resultiert. Neben der Streckung des Molekils ist auch, wie bei der Sé&ule auf



90 Ergebnisse und Diskussion

Polyhydroxymethacrylatbasis beschrieben, eine Repulsion zwischen Analyt und Trager ein
entscheidender Faktor. Wenn jedoch die negativen Ladungen durch den pH-Wert (pH=4)
oder durch Salz (PBS) abgeschirmt werden, kann sich das Molekll starker knéulen, das
hydrodynamische Volumen wird kleiner und es eluiert zu spéateren Zeiten. Zudem wird die
Repulsion zwischen Analyt und S&ulenmaterial stark geschwéacht, was eine Verbesserung
der Diffusion der Teilchen in die Poren zur Folge hat und sie somit zu spéateren
Retentionszeiten eluieren. Das gleiche Verhalten wurde auch fir das ODN-RNase-Konjugat
beobachtet. Die einzelnen Graphen sind im Anhang (Abb. A-1 bis A-8) gezeigt und sollen
hier nicht néaher besprochen werden. Interessanter hingegen ist der Vergleich der DNA-
Probe, der unaufgereinigten ODN-RNase-Konjugatsprobe und der durch die praparative
Gelelektrophorese aufgereinigte  ODN-RNase-Konjugatsprobe um zu bestimmen, bei
welchen Retentionszeiten die jeweiligen Molekile eluieren und in welchen Ausbeuten das
Konjugat vorliegt. Dazu soll nun zundchst auf die Messungen der reinen 46-basenlangen
DNA in 0,1 M PBS-Puffer eingegangen werden. Wie in Abbildung 4-28 zu erkennen ist,
eluiert die reine DNA zwischen 30 und 40 Minuten relativ breit, was sich auch im hohen PDI
von 2,31 widerspiegelt. Hierfir sind die wahrend der Festphasensynthese durch
Nichtumsetzung einzelnen Basen und Endcapping (vgl. Abbildung 3-3) der entstandenen
Fehlsequenzen (46 Basen und kleiner) verantwortlich. Die Molmassen (mit Pullulan als
Eichstandard) betrugen fur M, 7.814 g/mol, fur M,, 18.093 g/mol und fir M, 22.252 g/mol.
Damit liegen sie deutlich ndher im tatséchlichen Rahmen von 14.400 g/mol.
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Abbildung 4-28: Normierte GPC-Elutionskurve von einem 46-basenlangem ODN (2BT7

Ref)in 0,1 M PBS-Pufferlésung bei einem Fluss von 0,5 mL/min.
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Als nachstes soll auf die synthetisierte ODN-RNase-Konjugatsmischung 3BT1Acld aus
Kapitel 4.1.1.2.3 (Abbildung 4-7) eingegegangen werden. Hier lasst sich ab 40 Minuten ein
zusatzlicher Peak erkennen, welcher auf das ODN-RNase-Konjugat hindeuten kdnnte, auch
wenn das Konjugat aufgrund seiner Grof3e im klassischen Sinne der GPC vor dem DNA-
Peak eluieren misste (Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-29: Normierte GPC-Elutionskurve der Probe 3BT1Acld in 0,1 M PBS-

Pufferldsung bei einem Fluss von 0,5 mL/min.

Um zu bestimmen, ob der kleine Peak bei ca. 40 Minuten der ODN-RNase-Konjugatspeak
ist, wurde das Uber die praparative Gelelektrophorese aufgereinigte ODN-RNase-Konjugat
(Name: Konjugat-VS) ebenfalls Uber die GPC vermessen (Abbildung 4-30). Wie auch im
PAGE-Gelbild (Abbildung 4-21) durch eine Bande bei knapp unter 50 Basen zu erkennen ist,
konnte die 46-basenlange DNA nicht komplett abgetrennt werden. Dies scheint der Graph
der GPC zu bestatigen (DNA-Peak bei 31 Minuten). Interessant ist auch, dass das Tailing,
das in Abbildung 4-28 durch die Fehlsequenz hervorgerufen wurde, durch die Abtrennung
dieser mittels praparativer Gelelektrophorese hier ausbleibt. Dies wird noch deutlicher, wenn
man den PDI von 1,09 betrachtet, was auf eine nahezu monodisperse Probe hindeutet.
Ferner sind die Molmassen, aufgrund der Engverteilung der Kurve, ndher zusammengeruckt.

In Tabelle 4-7 sind die Werte zusammengefasst.
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Abbildung 4-30: Normierte GPC-Elutionskurve der Probe Konjugat-VSin 0,1 M PBS-

Pufferldsung bei einem Fluss von 0,5 mL/min.

Tabelle 4-7: Ubersicht tiber die Molmassen, PDIs und der Verhéaltnisse der Peakflachen aus
Abbildung 4-30

DNA-Peak (30 Minuten) DNA-RNase-Peak (40 Minuten)
M, 21.342 g/mol 303 g/mol
My, 23.270 g/mol 575 g/mol
Mp 23.187 g/mol 162 g/mol
PDI 1,09 1,89
Peak Area (P.A.) 3033388 (12%) 22466248 (88%)

Legt man die drei Chromatogramme normiert in einem Diagramm Ubereinander, I&sst sich
erkennen, dass die DNA nach 31 Minuten und das ODN-RNase-Konjugat nach 41 Minuten
eluiert (Abbildung 4-31). Eine Ausbeutenberechnung aufgrund der Peakflachen ist infolge
der zeitgleichen Elution der DNA-Fehlsequenzen nicht durchfuhrbar. Der Grund fir die
erhdhte Retentionszeit des Konjugats konnte einerseits durch Adsorption am Saulenmaterial
(durch die positiven Ladungen der Lysine) oder anderseits durch eine Faltung/Kollaps des
Konjugats sein. Dabei kdnnten die negativen Ladungen des Phosphatriickgrats die positiven
Ladungen der Lysine (und Histidine) anziehen und so zu einer Abnahme des
hydrodynamischen Volumens fihren. Denkbar ist naturlich auch eine Kombination aus
beiden genannten Effekten. Der hohe PDI von 1,89 konnte durch unterschiedlich gefaltete

Strukturen, welche entsprechend unterschiedlich grof3e hydrodynamische Volumina
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aufweisen erklart werden. Eine teilweise Dimerisierung durch Oxidation der freien Thiole der

Cysteine des ODN-RNase-Konjugats konnte ebenfalls den PDI erhéhen.

1,0+

0,8 -

0,6

0,4 1

JAAN

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Intensitat (norm.) / a.U.

tR/mm

Abbildung 4-31: Normierte GPC-Elutionskurve der Proben 2BT7 Ref (oliv), 3BT1Acld
(magenta) und Konjugat-VS (schwarz) in 0,1 M PBS-Pufferlésung bei einem Fluss von
0,5 mL/min.

4.1.1.4.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Um die Reinheit der bestellten RNase ,Cys-ZFY-6“ bzw. ,Cys-ZFY-6-Acm® zu kontrollieren,
wurde diese mittels HPLC vermessen (siehe Anhang Abbildung A7 und A8)

Eine Charakterisierung des ODN-RNase-Konjugats war aufgrund der fehlenden

Peakseparation in der HPLC nicht moglich.
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4.1.1.4.3 Matrix-assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight-
Mass spectroscopy (MALDI-TOF-MS)

Die RNase Cys-ZFY-6 bzw. Cys-ZFY-6-Acm wurde neben der HPLC zusatzlich noch durch
MALDI-TOF-MS charakterisiert. Die dazugehorigen Graphen sind im Anhang zu finden.
Grundsatzlich ist festzustellen, dass das Peptid zu Uber 90% rein war und jeweils im
Massenbereich von 3851 g/mol fir die Acm-geschiitzte RNase Cys-ZFY-6-Acm bzw. 3707
g/mol fiir die RNase Cys-ZFY-6 lag(Anhang Abbildung A9).

Da eine Untersuchung der DNA bzw. des DNA-RNase-Konjugats am institutseigenen Geréat
nicht méglich war, wurden durch praparative Gelelektrophorese aufgereinigte Proben (SP
DNA und SP AB1) zur Charakterisierung an die Firma [JJJ ] geschickt. Ferner war es
B ur moglich, die entsalzten Proben (durch BioRad Bio-Spin-6-Saulen) zu
charakterisieren (Proben in 1xTBE-Puffer waren nicht charakterisierbar, da mdéglicherweise

die Puffersalz bei der lonisation/Desorption storen).
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Abbildung 4-32: MALDI-TOF-MS-Spektrum der entsalzten Probe SP DNA in 2,3,4-THAP
und 2,4,6 THAP gemessen durch die Firma ||
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Abbildung 4-33: MALDI-TOF-MS-Spektrum der entsalzten Probe SP AB1 in 2,3,4-THAP
und 2,4,6 THAP gemessen durch die Firma [

Die reine 46-basenlange DNA (Abbildung 4-32) zeigt erwartungsgemal einen Peak bei ihrer
theoretisch errechneten Molmasse von ca. 14.400 g/mol. Dieser Edukt-Peak ist im Spektrum
(Abbildung 4-33) des Konjugats SP AB1 nicht mehr sichtbar, da dieser mittels praparativer
Gelelektrophorese abgetrennt wurde. Der erste Peak bei ca. 18.200 g/mol setzt sich aus der
Molmasse von ca. 18.100 g/mol des ODN-RNase-Konjugats (SP AB1) plus Silber (107
g/mol), welches als Kationisierungsagenz bei der MALDI-TOF-MS-Messung hinzugegeben
wurde, zusammen. Der zweite Peak bei ca. 18.400 g/mol unterscheidet sich mit einer
Massendifferenz von knapp 300 g/mol vom ODN-RNase-Molekil. Diese Differenz kénnte
durch die THAP-Matrix (168 g/mol) plus Silber (107 g/mol) hervorgerufen werden, welche

zusammen mit dem Analyten ionisiert.

Die Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Messungen belegen die hohe Reinheit und die

gelungene Synthese, Aufreinigung und Isolierung des ODN-RNase-Konjugats.
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4.1.1.4.4 UV/Vis-Spektroskopie

Die optische Dichte (und daraus die Konzentration) der DNA bzw. der DNA-RNase-
Konjugate wurden Uber einen Eppendorf Biophotometer bestimmt um gleiche Mengen (meist
1 pg) je Probe auf die analytischen Polyacrylamidgelelektrophoresen aufzutragen.

Ferner wurde ein komplettes UV-Vis-Spektrum (200 nm — 700 nm) der DNA, der RNase und
einer &aquimolaren Mischung aus beiden Biomakromolekiklen aufgenommen. Die
unterschiedlichen Absorptionswerte bei unterschiedlichen Wellenlangen bzw. deren
jeweiligen Extinktionskoeffizienten fir DNA und Peptide konnen in der nachfolgenden
Charakterisierung durch Kapillarelektrophorese (CE) genutzt werden. In Abbildung 4-34 ist
das Spektrum der 46-basenlangen DNA gegeben. Das Absorptionsmaximum liegt bei ca.
260 nm, das Minimum bei ca. 230 nm.
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Abbildung 4-34: UV-Vis-Spektrum (200-700nm) des 46-basenlangen ODN bei einer

Konzentration von 3,125 * 10°® mol/L.

Im nachsten Spektrum ist die reine RNase in gleicher Konzentration wie die DNA vermessen
worden (Abbildung 4-35). Das Absorptionmaximum liegt bei ca. 210 nm, das Minimum bei

ca. 250 nm. Bei 260 nm ist die Absorption der RNase vernachlassigbar gering.
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Abbildung 4-35: UV-Vis-Spektrum (200-700 nm) der 31-Aminosadurelangen RNase bei
einer Konzentration von 3,125 * 10 mol/L (Crnase=Cona).
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Abbildung 4-36: UV-Vis-Spektrum aus einer &aquimolaren Mischung aus der 46-
Basenlangen DNA und der 31-Aminosaurelangen RNase bei einer Konzentration von
3,372 * 10° mol/L.

Augenscheinlich ist die Absorption der RNase bei gleicher Konzentration deutlich geringer
als die der DNA (Abbildung 4-36). Um die Extinktionskoeffizienten zu bestimmen, muss eine
Konzentrationsreihe des jeweiligen Biomolekils bei unterschiedlichen Wellenlangen
gemessen werden. Dabei wird die Absorption A gegen die Konzentration ¢ (in pumol/L)

aufgetragen. Die Steigung der resultierenden Geraden liefert den Extinktionskoeffizienten.
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Exemplarisch sollen hier die beiden Graphen bei einer Wellenlange von 230 nm gezeigt
werden (Abbildung 4-37 und Abbildung 4-38), die Graphen fur die Wellenldngen bei 210 nm,
220 nm und 260 nm sind im Anhang zu finden (Abbildung A-10 bis A-15)
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Abbildung 4-37: UV-Vis-Spektrum der 46-Basenlangen DNA bei A =230 nm in

unterschiedlichen Konzentrationen; Linear Fit durch den Ursprung (rot): Y=220358*X;
€= 220358 L/mol*cm
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Abbildung 4-38: UV-Vis-Spektrum der 31-Aminosaurelangen RNase Cys-ZFY-6 bei A
=230 nm in unterschiedlichen Konzentrationen; Linear Fit durch den Ursprung (rot):
Y=45460*X; €= 45460 L/mol*cm
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Tabelle 4.8 liefert eine Zusammenfassung der Extinktionskoeffizienten und deren jeweiligen
Quotienten der DNA und der RNase bei unterschiedlichen Wellenlangen. Je hdher der
Quotient aus DNA/RNase, desto geringer ist der Einfluss der RNase auf die Absorption. Es
ist zu erkennen, dass der Einfluss der RNase bei 260 nm zu vernachlassigen ist, d.h. bei A=
260 nm misst man im Grunde nur die Absorption der DNA. Zwischen A= 210 nm und 230 nm
ist der Einfluss der RNase deutlich groRer. Der Grof3teil der Absorption ist jedoch immer

noch der DNA zuzuschreiben.

Tabelle 4-8: Ubersicht tiber die molaren Extinktionskoeffizienten der 46-Basenlangen DNA

und der RNase Cys-ZFY-6 sowie deren Quotienten

210 nm 220 nm 230 nm 260 nm
DNA 417500 266000 220400 416300
RNase 126900 83340 45460 5143
DNA/RNase 3,290 3,192 4,848 80,94
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4.1.1.45 Kapillarelektrophorese (CE)

Die DNA und DNA-RNase-Konjugatsproben aus Kapitel 4.1.1.2.5 wurden mittels
Kapillarelektrophorese analysiert. Da bei der GPC das ODN-RNase-Konjugat zeitgleich mit
den Fehlsequenzen der DNA eluiert und somit keine Ausbeutenbestimmung durch die GPC
maoglich war, wurde davon ausgegangen, dass das bei der CE nicht der Fall sei, da die CE
nach dem Masse-zu-Ladungsverhdéltnis (m/z) trennt. Das m/z-Verhéaltnis sollte fur die 46-
basenlange DNA &hnlich zu den m/z-Verhaltnissen der Fehlsequenz sein und somit in einen
Peak resultieren. Zunachst sollen zwei Ansatze miteinander verglichen, werden bei denen
die Konjugatsdarstellung laut PAGE-Gel (Abbildung 4-19) einerseits kaum und anderseits
sehr gut funktioniert hat. Hierfir eignen sich die Proben AcRedl und Acl. Um
herauszufinden, wie hoch die elektrophoretische Mobilitdt der reinen 46-basenlangen DNA
ist, wurde die aus der PrepCell-Aufreinigung erhaltene DNA analysiert und Uber das
Chromatogramm der Probe AcRedl gelegt (siehe Anhang A-16). Hier lasst sich der DNA-
Peak bei einer elektrophoretischen Mobilitat von ca. 0,035 mm?Vs detektieren. In Abbildung
4-39 soll wie oben beschrieben AcRed1 und Acl (Konjugatssynthese laut PAGE) bei A= 260
nm verglichen werden. Dabei zeigt nur der Peak bei 0,025 mmz/Vs eine erhdhte Diskrepanz,
weshalb vermutet wird, dass es sich hierbei um das ODN-RNase-Konjugat handelt.
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Abbildung 4-39: CE-Chromatogramme: Elektrophoretische Mobilitat p der Proben Acl
(blau) und AcRed1 (magenta) bei A= 260 nm (Natriumboratpuffer pH=9,2; Kapillarlange
45 cm; 20 °C; 15 min).



Ergebnisse und Diskussion 101

Eine Bestatigung dieser Vermutung liefert die Uberlagerung der beiden Chromatogramme
gemessen bei einer Wellenlange von 230 nm (Abb. 4-40). Da das Verhdltnis der molaren
Extinktionskoeffizienten von DNA und RNase (siehe Kapitel 4.1.1.4.4.) bei A= 260 nm
deutlich hoéher (Faktor 16,7) liegt als bei A= 230 nm, muss der ODN-RNase-Peak bei 0,025
mm?2/Vs im Vergleich zum DNA-Peak (0,035 mm?/Vs) bei 230 nm gréRer werden, wenn die
Graphen normiert sind.
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Abbildung 4-40: CE-Chromatogramme: Elektrophoretische Mobilitat p der Proben Acl
(blau) und AcRed1 (magenta) bei A= 230 nm (Natriumboratpuffer pH=9,2; Kapillarlange
45 cm; 20 °C; 15 min).

Bei der CE werden die Analyten aufgrund des Masse-Ladungsverhaltnis getrennt. Wegen
der positiven Ladungen der Lysine bzw. der Gesamtpositiven Ladung der RNase ,Cys-ZFY-
6“ eluiert diese im Vergleich zur reinen DNA friher. Die nun mogliche Ausbeutenberechnung
aufgrund der Peakseparation von DNA und DNA-RNase-Konjugat tber die Peakflachen bei

A= 260 nm flhrt zu einem Ergebnis von 30,4 % fir die Probe Acl.
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4.1.1.46 Selektive Farbungsmethoden von DNA und Peptiden

Auf der Suche nach einer Farbemethode, welche DNA und Peptide unterschiedlich anfarbt,
um die Bildung des ODN-RNase-Konjugats nachzuweisen, wurden folgende Farbemethoden
verwendet, welche jedoch aus unterschiedlichen Grinden kein eindeutiges Ergebnis

lieferten:

- Stains-All: Farbt DNA blau und Proteine rot an. Das ODN-RNase Konjugat konnte
nicht eindeutig als solches identifiziert werden, da die Bande ebenfalls blau/violett
war.

- Coomassie-Blue: Farbt Proteine an, jedoch war die Farbeintensitat fur die

verwendeten Mengen zu schwach.

- Silver-Staining: Bekannt als klassische Proteinfarbmethode, farbt es indes ebenso
DNA an. Womdglich wechselwirkt das Ag’-lon mit dem negativ geladenen
Phosphatriickgrat. Reduktion des angelagerten Ag® zum elementaren Silber liefert

letztlich die schwarzen Banden.

SchlieBlich wurde eine Farbemethode in Form von ,SYPRO® Ruby Stain“ gefunden, welche
selektiv und in geringen Mengen (bis 1 ng)™! ausschlieBlich Peptide anfarbt. Dadurch ist es
mdoglich, PAGE-Gele mit Ruby Stain und anschlieBend mit GelRed (DNA-Farbung) zu
farben. In Abbildung 4-41 ist ein denaturierendes, 20%iges PAGE-Gel gezeigt welches mit
beiden Farbemethoden gefarbt wurde. Als Proben wurden B10, B19 und 3BT3Ac3d
verwendet. B10 und B19 sind DNA-Peptid-Konjugate aus der Diplomarbeit von Andreas
Bockler™, bestehend aus 46-Basenlanger DNA und 10 bzw. 19 Aminosauren. Aufgrund der
unterschiedlichen Grof3e der konjugierten Peptide sind die Wanderungsgeschwindigkeiten
der drei Konjugate unterschiedlich. B10 hat die héchste, 3BT3Ac3d folglich aufgrund der
Grolle die geringste. Vergleicht man nun die Migrationshbhen der jeweiligen
Konjugatsbanden, so lassen sich diese in beiden unterschiedlich gefarbten Gelen erkennen.
Legt man zur Orientierung horizontale Linien in die Gele (Originalbild siehe Abb. A-17), lasst
sich eindeutig erkennen, dass die Konjugate in beiden Gelen auf der gleichen Héhe laufen.
Ein weiteres Indiz daflir, dass Ruby Stain nur Peptide farbt, ist, dass im rechten Gel die
DNA-Marker-Spur keine fluoreszierenden Banden aufweist, d.h. Ruby Stain farbt keine DNA
an. Interessant ist auch die Bande bei knapp 100 Basen in der B19-Spur. Es scheint sich
hierbei um das Uber die Disulfidbricke des Cysteins oxidierte Dimer zu handeln, da es
ebenfalls im mit Ruby Stain geféarbten Gel erkennbar ist. Die Ergebnisse aus GPC, CE und
MALDI-TOF-MS sind hiermit eindeutiger Beweis fur die erfolgreiche Darstellung des ODN-

RNase-Konjugats. Es bleibt lediglich die Frage offen, warum die Aminosauren des ODN-
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B19-Konjugats in der Lage sind zu fluoreszieren, wohingegen beim ODN-B10-Konjugat und
dem ODN-RNase-Konjugat die Banden nur zu einer Extinktion fuhren und keine Fluoreszenz
beobachtet wird. Die Besonderheit des ODN-B19-Konjugats liegt darin, dass es weder
Phenylalanin noch Tyrosin enthélt, welche beide h&ufig in der Lage sind Fluoreszenzen zu

guenchen.

46 ODN-31 AS
46 ODN-19 AS
46 ODN-10 AS

Abbildung 4-41: Denaturierende, 20%ige PAGE-Analyse der Proben B10, B19,
3BT3Ac3d unter Verwendung von unterschiedlichen ,,Post-Staining“-Methoden.
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Zusammenfassung Charakterisierung und Analyse des ODN-RNase-Konjugats:

Es konnten mit der GPC und CE zwei chemo-analytische Methoden zur Analyse und
Charakterisierung des ODN-RNase-Konjugats etabliert werden. AulRerdem war es
mdoglich durch unterschiedliche Farbemethoden die Existenz des Konjugats
nachzuweisen.

GPC: Das ODN-RNase-Konjugat eluiert zeitgleich mit den Fehlsequenzen. Erst nach
Abtrennung dieser via PrepCell ist eine Peak-Separation zwischen ODN und ODN-
RNase maglich.

CE: Das ODN-RNase-Konjugat eluiert aufgrund der positiven Ladung friiher als das
reine ODN, wodurch eine Peakseparation und dadurch eine Ausbeutenberechnungen
moglich ist.

MALDI-TOF-MS: Das ODN-RNase-Konjugat mit einer Molmasse von 18.100 g/mol
konnte mittels MALDI-TOF-MS von der Firma Biomers gemessen werden.

Ruby Stain: Durch die unterschiedliche Farbung der PAGE-Gele mit Ruby Stain und
GelRed konnte ein weiteres Indiz flr die erfolgreiche Darstellung des ODN-RNase-
Konjugats geliefert werden.
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4.1.2 Synthese der RNA

Die Synthese der RNA, welche fir die Hybridisierung des ODN-RNase-Konjugats einen
komplementaren Bereich zur ODN-Sequenz aufweisen muss, erfolgte in sechs Schritten
(Abbildung 4-42). Zunachst wurde die gewtinschte Sequenz in der genomischen Maus-DNA
mit zwei Primern flankiert und mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Danach
wird das PCR-Produkt in einen Vektor ligiert ()GEM®-T Easy) und mittels Elektroporation in
Bakterienzellen (DH10B) transformiert, welche anschlieBend zur Amplifizierung des Vektors
im entsprechenden Medium tber Nacht kultiviert wurden. Um den Vektor von den restlichen
Nukleinsduren und Zellbestandteilen zu isolieren, wurde eine Plasmid-Isolierung
durchgefuhrt. Fur die darauffolgende in vitro Transkription (IVT) muss der Vektor vorher
linearisiert werden. Je nach Restriktionsenzym und RNA-Polymerase erhalt man schlief3lich
die gewilnschte RNA (,Target-IVT-RNA®) bzw. die dazu komplementare RNA (,Komp.IVT-

RNAY)
\ Q
* \
Genomische Maus-DNA Primer

Plasmid-
Isolierung
PCR

Amplifizierter Vektor

PCR-Produkt

Restrikti sall

estriktion

Ligation Neol
PGEM Teasy

[

Linearisierte Vektoren

Transformation VT T7-RNA-Polymerase
SP6-RNA-Polymerase

Abbildung 4-42: Ubersicht der einzelnen gentechnologischen Schritte zur RNA-

RNA

Synthese.
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Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in vitro Amplifikation
gewiinschter DNA-Fragmente durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide (,Primer )2,
Zu Amplifizierung des gewlnschten DNA-Abschnitts aus der 28S rRNA der Maus (Mus
musculus) wurden mehrere verschiedene Matrizen der genomischen Maus-DNA und je zwei
verschiedene Primerpaare eingesetzt. Die ,Primer* wurden anschliel3end systematisch mit
den drei verschiedenen Maus-DNA-Matrizen kombiniert, woraus sich 12 unterschiedliche
PCR-Ansatze ergaben, die alle dem PCR-Standardprogramm (siehe Tabelle 6-27)
unterzogen wurden.

Nach erfolgter PCR wurden die PCR-Produkte elektrophoretisch auf einem Agrose-Gel
aufgetrennt (Abbildung 4-43). Ansatz 3AA (Spur 3) liefert ein eindeutiges Produkt im
gewiinschten Bereich von ca. 700 Basenpaaren mit entsprechender Ausbeute. Dieses wurde
im Anschluss mittels Ethanol-Fallung aufgereinigt und von der Firma Starseq sequenziert.
Die Richtigkeit der Nukleotid-Sequenz wurde durch das Alignment mit dem Genabschnitt der
28S rRNA der Maus (Abbildung 4-44) bestatigt und ist im elektronischen Anhang (Ab_1)
nachzulesen.
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Abbildung 4-43: 1%ige Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte; Spur M: 100bp
Marker; Spur 1: 2AB; Spur 2: 2BA; Spur 3: 3AA; Spur 4: 3BB; Spur 5: 3AB; Spur 6:
3BA
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Abbildung 4-44: Alignment des sequenzierten PCR-Produkts (AB_1) und der DNA-
Sequenz der 28S rRNA der Maus

Das PCR-Produkt wird anschlielend in den linearen Vektor pGEM®-T Easy mit Hilfe der T4
DNA-Ligase ligiert.

Nach erfolgter Blau-WeiR-Selektion™®, bei der insgesamt 7 weiRe Klone gepickt wurden,
wurden diese zur Vermehrung tber Nacht im flissigen L-Medium kultiviert und die Plasmid-
DNA mit Hilfe des PeqGOLD Plasmid Miniprep Kits™ der Firma peqlLab isoliert. Die
Konzentration wurde mittels NanoDrop-Messung ermittelt und lag bei 114 ng/uL. Uber eine
Sequenzierung durch die Firma Starseq konnten bakterielle Kontaminationen
ausgeschlossen werden und es wurde somit bestétigt, dass der Vektor das korrekte Integrat
tragt (Abbildung 4-46).
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Abbildung 4-46: Alignment des PCR-Intergrat in pGEM® T Easy (NB43) und der DNA-
Sequenz der 28S rRNA der Maus

Da nun sichergestellt war, dass der Vektor pPGEM® T Easy das korrekte PCR-Intergrat tragt,
muss dieser fur die abschlieRende IVT linearisiert werden. In Abbildung 4-47 sind die
Promotorstellen der jeweiligen RNA-Polymerasen dargestellt. Restringiert man nun den
Vektor mit Sall, so muss fur die Transkription des Intergrats die T7-RNA-Polymerase im
nachsten Schritt der IVT gewahlt werden. Schneidet man den Vektor auf der anderen Seite,
mit Ncol zum Beispiel, muss entsprechend die SP6-RNA-Polymerase verwendet werden.
Ferner wurde zur Kontrolle der IntegratgroBe das komplette Integrat mit dem
Restriktionsenzym Notl restringiert, welches auf beiden Seiten der Multiple Cloning Site
(MCS) schneidet (vgl. Abbildung 4-48).
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I Transcriplion Star
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Abbildung 4-47: Promotor und MCS von pGEM® T Easy!*®

In Abbildung 4-48 sind die einzelnen unterschiedlichen Restriktionsverdaus elektrophoretisch
aufgetrennt. Dabei ist in Spur 1 der Restriktionsverdau durch das Restriktionsenzym Notl
gezeigt, das auf beiden Seiten der MCS aktiv ist und somit das Integrat aus dem Vektor
schneidet. Das Intergrat (Spur 1) liegt dabei im richtigen Massenbereich (ca. 600-700
Basen). Der reine Vektor hat zudem eine hdhere Wanderungsgeschwindigkeit als der
Vektor, der zuséatzlich noch das PCR-Intergrat tragt (Vergleich Spur 1 mit Spur 2/3).

Abbildung 4-48:
des Vektors pGEM® T Easy plus Integrat (der Klone AB_3) durch unterschiedliche
Restriktionsenzyme; Spur M: Marker AHind; Spur 1: Restriktion durch Notl; Spur 2:

e L 2 2

4361 g
‘__,‘ —|pGEM® T Easy + Insert |

pGEM® T Easy
2322 ..__J i
-—— - l Insert I
564
-
M 1 o 2 3

Restriktion durch Sall; Spur 3: Restriktion durch Ncol

1%ige Agarose-Gelelektrophorese-Analyse der Restriktionsverdaus
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Je nach Restriktionsenzym wird fur die IVT die zugehorige RNA-Polymerase gewahit.
Dadurch ergeben sich zwei zueinander komplementare RNA Strange. Das ODN-RNase-
Konjugat ist zu dem SP6-transkribierten RNA-Strang komplementér und kann folglich an
diesen hybridisieren. Fur diesen RNA-Strang wurde die Bezeichnung ,Target-IVT-RNA®
gewahlt. Der zur ,Target-IVT-RNA* komplementare RNA-Strang (durch T7-RNA-Polymerase
transkribiert) wurde entsprechend mit ,Komp.-IVT-RNA* bezeichnet. Beide RNA-Strange
wurden hinsichtlich Grofl3e und Konzentration mittels Agilent Bioanalyzer 2100 analysiert. Fur
die spateren Tests zur Enzymaktivitat der RNase bzw. des ODN-RNase-Konjugats wurden
die beiden RNA-Strange wiederholt transkribiert. Exemplarisch ist in Abbildung 4-49 das
Elektropherogramm der beiden unterschiedlich transkribierten RNAs dargestellt. Hierfur
wurden die Proben vorher bei 65°C fur 5 Minuten denaturiert, da sich ansonsten Dimere,
Trimere und Oligomere der RNA Uber Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kénnen
(Abbildung 4-50).

[FU] Spf [FUl
400+ P
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S
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25 200 S00 1000 2000 4000 nt] 25 200 500 1000 2000 4000

Abbildung 4-49: Elektropherogramm der durch SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase
transkribierten RNA; Marker bei 25 nt
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Abbildung 4-50: Elektropherogramm der durch SP6-transkribierten RNA (,,Target-IVT-
RNA®); Marker bei 25 nt

Zusammenfassung Synthese der RNA:

Es konnten beide zueinander komplementare RNA-Stradnge durch die Nutzung der in
vitro Transkription erfolgreich dargestellt werden.

Dabei ist der mit SP6-RNA-Polymerase transkribierte RNA-Strang komplementar zur
ODN-Sequenz des ODN-RNase-Konjugats.

Der mit T7-RNA-Polymerase transkribierte RNA-Strang zeigt keine mdglichen
Hybridisierungssequenzen fir das ODN-RNase-Konjugat und dient somit als
Negativkontrolle.

Der RNA-Strang neigt zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen und somit
zur Ausbildung von Dimeren und Oligomeren. Durch Denaturierung der RNA-Strange

kann der RNA-Einzelstrang (ss-RNA) erhalten werden.
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4.2 Priufung der Primerspezifitat durch radioaktive cDNA-Synthese

Die DNA-Sequenz im ODN-RNase-Konjugat wurde so gewahlt, dass alle 46 DNA-Basen
komplementar zu einem bestimmten Sequenzabschnitt der ,Target-IVT-RNA® sind und somit
durch Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen hybridisieren koénnen. Dies sollte
dagegen bei der ,Komp-IVT-RNA® aufgrund der fehlenden Hybridisierungsmoglichkeiten
nicht der Fall sein. Zur Prifung dieser Hybridisierungsspezifitdt, auch Primerspezifitat
genannt, wurde die Methode der radioaktiven complementary-DNA-Synthese (CDNA-
Synthese)* gewahlt. Hierbei dient das 46-basenlange ODN als ,Primer*, welches den
Startpunkt der cDNA-Synthese markiert. Dabei wird anschlielend beginnend vom 3‘-OH des
ODNs ein DNA-Strang in 5'-Richtung der RNA mit Hilfe einer reversen Transkriptase
synthetisiert, wobei der entstehende DNA-Strang komplementar zur Matrize-RNA ist. Der
Einbau von radioaktiven Desoxy-Nukleotiden (a-**P-dATP) dient einerseits zur
Differenzierung von Matrizen-RNA und frisch synthetisierter cDNA, anderseits zur Erhéhung
der Nachweisgrenze, was das Arbeiten im Pico- bis Femtomol-Bereich erlaubt. In Abbildung

4-51 ist die radioaktive cDNA-Synthese schematisch dargestellt.

RNA 3
5!

3 /
ODN >

Abbildung 4-51: Schematische Darstellung der cDNA-Synthese mit dem ODN-RNase-
Konjugat als Primer

Zundchst wurde die cDNA-Synthese mit dem reinen 46-basenlangem ODN sowie mit
RNase-Anknipfung (ODN-RNase) an der ,Target-IVT-RNA®, bei der eine Hybridisierung
auftreten soll, und der ,komp.-IVT-RNA® (ohne Hybridisierung) durchgefihrt (vgl. Tabelle 4-
11). Durch die Hybridisierung des ODNs an den komplementéren Bereich der Matrize-RNA
wird der Startpunkt der cDNA-Synthese vorgegeben. Wie sich im nachfolgenden
Autoradiogramm zeigt (Abbildung 4-52), kann lediglich in Spur 3 (46-basenlange ODN als
Primer und ,Target-IVT-RNA als Matrize) radioaktive cDNA-Synthese nachgewiesen werden.
Tabelle 4-11 gibt eine Ubersicht tiber die anderen drei cDNA-Synthese-Komponenten. Erst
bei einer Expositionszeit von einer Stunde zeigen sich in den anderen Spuren im Vergleich

zur Spur 3 leichte Banden. Hier hat nur eine geringe cDNA-Synthese stattgefunden. Die
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hohe radioaktive Strahlung in Spur 3 ist im Vergleich zu den anderen Spuren so stark, dass
durch die Uberstrahlung in den danebenliegenden Spuren kaum eine Aussage Uber die
Spezifitat getroffen werden kann. Es lasst sich aber sicher sagen, dass die cDNA-Synthese
mit reinem 46-basenlangem ODN und passender RNA-Matrize (,Target-IVT-RNA®) wie
erwartet gut funktioniert (Spur 3). Dagegen ist die cDNA-Synthese mit dem ODN-RNase-
Konjugat in diesem Experiment unter Verwendungen der richtigen Matrize (Spur 1) nur sehr
schwach. Positiv hingegen ist, dass nur zwei Banden entstehen, was auf eine spezifische
cDNA-Synthese hindeutet. Die Bande mit der hoéchsten Wanderungsgeschwindigkeit ist
hierbei die reine, radioaktive cDNA, die mit der geringsten das Hybrid aus radioaktiver cDNA
und Matrizen-RNA. Der durch den Marker angedeutete GroRRenbereich ist allerdings nicht
sehr aussagekraftig, da dieser aufgrund der Verwendung eines DNA-Markers auf einem
RNA-Gel leicht verschoben ist. Im nachsten Versuch wird aus diesem Grund die reine,

unbehandelte Matrize-RNA als Anhaltspunkt dienen.

Tabelle 4-11: Ubersicht tiber die verschiedenen Anséatze zur radioaktiven cDNA-Synthese

Matrize Primer Erwartete cDNA-Synthese
Spur 1 »1arget-IVT-RNA® ODN-RNase Ja
Spur 2 ~Komp.-IVT-RNA*® ODN-RNase Nein
Spur 3 »1arget-IVT-RNA® ODN Ja
Spur 4 ~Komp.-IVT-RNA*® ODN Nein
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Abbildung 4-52: Autoradiogramme nach radioaktiver cDNA-Synthese und
elektrophoretischer Auftrennung auf einem denaturierenden, 1,2%igen Agarose-MIDI-

Gel; Links: Expositionszeit 10 Minuten; Rechts: Expositionszeit eine Stunde

Da in diesem ersten Versuch wider Erwarten nahezu kein Produkt bei der Kombination
,1arget-IVT-RNA“ und ODN-RNase-Konjugat nachgewiesen werden konnte, wurde diese
Kombination als néchstes abermals auf dessen Primingspezifitat getestet. Hierbei wurden
wiederum beide RNA-Matrizen, ,Target-IVT-RNA® und ,Komp.-IVT-RNA®, fur die cDNA-
Synthese mit dem ODN-RNase-Konjugat als Primer eingesetzt. Im Vergleich zum vorherigen
Ansatz wurde nun die zweifache Menge an ODN-RNase-Konjugat eingesetzt. In Abbildung
4-53 sind die beiden Autoradiogramme mit unterschiedlichen Expositionszeiten gezeigt.
Dabei ist in den Spuren 1-3 die RNA-Matrize in unterschiedlichen Mengen aufgetragen. In
Spur 4 ist die cDNA-Synthese mit ,Komp.-IVT-RNA* als Matrize aufgetragen, in Spur 5 mit
dem ,Target-IVT-RNA® als Matrize. Wie bereits in Abbildung 4-50 leicht erkennbar war,
treten auch hier in Spur 5 zwei eindeutige Banden auf, welche als cDNA-Bande und als
cDNA-Matrizen-RNA-Hybridbande Kklassifiziert werden kénnen. In Spur 4 sind bei einer
Expositionszeit von einer Stunde keine Banden zu erkennen. Erst nach drei Stunden ist eine
vernachlassigbar kleine Bande erkennbar, die auf unspezifische cDNA-Synthese hindeuten
konnte. Beim Vergleich der entstandenen Banden mit der als Anhaltspunkt aufgetragen
RNA-Matrize (Spur 1-3 Abbildung 4-54) lasst sich direkt erkennen, dass die beiden Banden
in Spur 5 sowohl unterhalb (entspricht der cDNA) als auch oberhalb (entspricht dem cDNA-
RNA-Hybrid) liegen. Dabei sind die Autoradiogramme und Gelbilder nach DNA-



114 Ergebnisse und Diskussion

Fluoreszenzfarbung weitgehend deckungsgleich, sprich die jeweiligen Banden liegen
Ubereinander. Ferner wurde die Tatsache bestatigt, dass es sich bei der Bande mit der
geringsten elektrophoretischen Mobilitat in Spur 5 um das cDNA-RNA-Hybrid handelt,
Uberprift. Hierzu wurde das Syntheseprodukt vor der Elektrophorese bei 85 °C fur 10
Minuten denaturiert und anschlie3end auf einem 1,2%igen denaturierendem Agarose-RNA-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Kontrolle diente eine nicht-denaturierte Probe. Dabei
ist deutlich ersichtlich, dass die vermutete cDNA-RNA-Hybrid-Bande verschwand und nur
noch die cDNA-Bande auf dem Autoradiogramm sichtbar war (Autoradiogramm im Anhang
Abbildung A-18).

Tabelle 4-12: Ubersicht tber die verschiedenen Beladungen der einzelnen Spuren des
1,2%igen, denaturierenden Agarose-RNA-Gels bzw. die Ansatze der radioaktiven cDNA-
Synthese mit dem ODN-RNase-Konjugat als Primer (Spur 4-5)

Matrize Menge Erwartete cDNA-Synthese
Spurl »,rarget-IVT-RNA® lpg Nein, da kein Primer zugegeben
Spur 2 »,rarget-IVT-RNA® 3 ug Nein, da kein Primer zugegeben
Spur 3 »1arget-IVT-RNA® 5ug Nein, da kein Primer zugegeben
Spur 4 ~,Komp.-IVT-RNA*® 2 ug Nein, da Primer nicht komplementéar
Spur 5 ,1arget-IVT-RNA® 2 ug Ja, da Primer komplementéar

cDNA-RNA

cDNA

Abbildung 4-53: Autoradiogramme nach radioaktiver cDNA-Synthese und
elektrophoretische Auftrennung auf einem denaturierenden, 1,2%ige Agarose-RNA-

MIDI-Gel; Links: Expositionszeit 1 Stunde; Rechts: Expositionszeit 3 Stunden
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Abbildung 4-54: Vergleich des durch UV-Belichtung aufgenommen Gelbildes (links)
mit dem zugehdorigen Autoradiogramm (rechts) nach elektrophoretischer Auftrennung

auf einem 1,2%igen, denaturierenden Agarose-RNA-Gel

Zusammenfassung Prufung der Priming-Spezifitt:

- Das reine 46-basenlange ODN dient fir die cDNA-Synthese als optimaler ,Primer®
bei der Verwendung der ,Target-IVT-RNA* als Matrize. Die ,Komp.-IVT-RNA* zeigt
als Matrize kein ,Priming“, so dass von einer spezifischen Bindung an die Ziel-RNA
ausgegangen werden kann.

- Das ODN-RNase-Konjugat zeigt wie das reine 46-basenlange ODN gute
Primereigenschaften. Auch hier findet nur bei der ,Target-IVT-RNA* eine cDNA-
Synthese statt.

- ODN und ODN-RNase-Konjugat hybridisieren wie erwartet spezifsch an die

Zielsequenz auf der ,Target-IVT-RNA®.
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4.3 Prifung der Enzymaktivitat der RNase ,,Cys-ZFY-6“

4.3.1 Blockierte RNase ,,Cys-ZFY6-Acm*

Die RNase ,Cys-ZFY-6-Acm“ wurde im Folgenden auf ihre Enzymaktivitat mit HeLa-RNA als
Matrize Uberpruft. Die beiden Thiole an Cys6 und Cys9 liegen bei der RNase ,Cys-ZFY-6-
Acm® nicht in Form freier Thiole vor, sondern sind durch eine Acetamidomethyl(Acm)-Gruppe
blockiert und kdnnten somit mdglicherweise die Enzymaktivitat behindern. Als RNA-Matrizen
wurden je Ansatz 500 ng HelLa-Total-RNA verwendet. Die RNase ,Cys-ZFY-6-Acm“ wurde
sowohl als Monomer in ihrer reduzierten Form mit freien Thiol am N-Terminus als auch als
Dimer in ihrer oxidierten Form verwendet. Die Oxidation erfolgte Uber einen Zeitraum von ein
bis drei Tagen in Wasser durch Einleitung elementaren Sauerstoffs. Die Kontrolle des
Oxidationsfortschritts erfolgte tber ein NUPAGE® Bis-Tris-Mini-Gel (siehe Anhang A-19). Die
RNase ,Cys-ZFY-6-Acm® wurde sowohl aquimolar (1pM-Lésung) als auch im 1000fachen
Uberschuss (1nM-Losung) eingesetzt und fir unterschiedliche Zeitintervalle inkubiert
(Tabelle 4-13). Wie sich in den Chromatogrammen (Abbildung 4-55) erkennen lasst, bleiben
alle Peaks der 18S und 28S RNA unverandert, d.h. es fand bei keinem der elf verschiedenen
Anséatze ein Abbau der HelLa-RNA statt. Wie bereits vermutet, scheint die Blockierung der
freien Thiole der Cysteine durch eine Acm-Gruppe die Enzymaktivitdt betrachtlich zu

beeinflussen.

Tabelle 4-13: Ubersicht tiber die Inkubationsbedingungen der RNA-Degradation durch die
blockierte RNase ,Cys-ZFY-6-Acm*

RNA RNase-Form Konzentration | Inkubations- Probe
der RNase Dauer
HeLa-RNA Reduziert 1nM 1 Minute Sample 1
HeLa-RNA Reduziert 1nM 5 Minuten Sample 2
HeLa-RNA Reduziert 1nM 15 Minuten Sample 3
HeLa-RNA Reduziert 1pM 1 Minute Sample 4
HelLa-RNA Reduziert 1pM 5 Minuten Sample 5
HelLa-RNA Reduziert 1pM 15 Minuten Sample 6
HelLa-RNA Oxidiert 1nM 1 Minute Sample 7
HeLa-RNA Oxidiert 1nM 5 Minuten Sample 8
HeLa-RNA Oxidiert 1nM 15 Minuten Sample 9
HeLa-RNA Oxidiert 1pM 1 Minute Sample 10
HeLa-RNA Oxidiert 1pM 5 Minuten Sample 11
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Abbildung 4-55: Analyse der RNA-Degradation mittels Agilent Bioanalyzer 2100

4.3.2 RNase ,,Cys-ZFY-6*

4.3.2.1 Reduzierte Form (Monomer)

Die RNase ,Cys-ZFY-6“ wurde nachfolgend als Monomer in ihrer reduzierten Form (mit

freien Thiolgruppen an allen Cysteinen) auf ihre Enzymaktivitat in drei unterschiedlichen

Reaktionsmedien (1xTBE-Puffer, HPLC-Wasser und Zinkchlorid-Losung) geprift. Ferner
wurde die RNase (0,5 pg) im Vergleich zur Matrize-RNA (0,2 pg ,Komp.-IVT-RNA®) im

150fachen molaren Uberschuss eingesetzt und fiir je eine halbe Stunde, eine Stunde und

zwei Stunden inkubiert. Nachfolgende Tabelle 4-14 gibt eine Ubersicht (ber die

Reaktionsparameter der einzelnen Anséatze.
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Tabelle 4-14: Ubersicht tiber die Inkubationsbedingungen der RNA-Degradation durch die

reduzierte RNase ,Cys-ZFY-6“ in unterschiedlichen Reaktionsmedien

RNA Reaktionsmedium Inkubationsdauer Probenname
L,Komp.-IVT-RNA*® Keine RNase zugegeben | 0 Minuten Kontrolle
~Komp.-IVT-RNA" 1XTBE-Puffer 0,5 Stunden T 1/2h
~Komp.-IVT-RNA" Wasser 0,5 Stunden H 1/2h
~Komp.-IVT-RNA" Zinkchlorid 0,5 Stunden Zn 1/2h
-,Komp.-IVT-RNA*® 1XTBE-Puffer 1 Stunde T 1h
L,Komp.-IVT-RNA*® Wasser 1 Stunde H 1h
L,Komp.-IVT-RNA*® Zinkchlorid 1 Stunde Zn 1h
L,Komp.-IVT-RNA*® 1xTBE-Puffer 2 Stunden T 2h
~Komp.-IVT-RNA" Wasser 2 Stunden H 2h
~Komp.-IVT-RNA" Zinkchlorid 2 Stunden Zn 2h
Keine RNA Nur RNase 0 Minuten H-Red

Da eine mdogliche Degradierung der Proben durch Denaturierung vermieden werden sollte,
wurden alle Proben in nativer Form mit dem Bioanalyzer 2100 analysiert (Abbildung 4-56). In
den Ansatzen, die im Reaktionsmedium Zinkchlorid (Spuren 4, 7, 10) stattgefunden haben,
lasst sich kein RNA-Abbau beobachten. Die RNA-Hydrolyse basiert, wie im Kapitel 3.2.4
beschrieben, auf einem S&aure-Base-Mechanismus, bei dem der Startpunkt der Hydrolyse die
Abstraktion des Protons am 2°0OH der RNA durch das freie Elektronenpaar des Stickstoff am
Histidin ist. Durch Zugabe von Zinkchlorid zur RNase ,Cys-ZFY-6“ wird eine Koordination der
Zn**-lonen durch beide Cysteine und Histidine der RNase unter Ausbildung eines
Zinkfingermotivs forciert. Das freie Elektronenpaar des Stickstoffs am Histidin ist durch die
Koordination des Zn** nicht mehr fiir die Abstraktion des Protons am 2’OH der RNA
verfugbar, was somit zu einer Blockierung der enzymatisch aktiven Bereiche der RNase
,Cys-ZFY-6“ fuhrt. Bei Betrachtung der Ansatze in Wasser bzw. in 1XTBE-Puffer lasst sich
ein gewisser RNA-Abbau erkennen. Dabei ist der Abbau im leicht basischen 1xXTBE-Puffer
(pH=7,6) deutlich starker als im pH-neutralen HPLC-Wasser. Womoglich hydrolysiert im
1xTBE-Puffer nicht nur die RNase ,Cys-ZFY-6“ die RNA, sondern auch die freien im 1XTBE-
Puffer enthaltenen Hydroxid-lonen. Die stérkste Degradation von RNA ist in 1XxTBE-Puffer
nach zwei Stunden (T 2h; Spur 8) zu beobachten. Zur Kontrolle ist in Spur 1 die reine,
unbehandelte RNA und in Spur 11 die reine RNase ohne RNA aufgezeigt. Leider wurde von
der Auswerte-Software die Molekulargewichtsleiter nicht korrekt erkannt, was zu einer

gewissen Verzerrung der GroRenabschnitte fuhrt. Fir die Analyse des RNA-Verdaus ist
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diese jedoch nicht entscheidend, da nur das Verschwinden bzw. Entstehen neuer Peaks von

Bedeutung ist.
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Abbildung 4-56: Analyse der RNA-Degradation mittels Agilent Bioanalyzer 2100; oben:

Elektropherogramm; unten: Aus dem Elektropherogramm errechnetete ,,Gel-Ansicht*
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4.3.2.2 Oxidierte Form (Dimer)

Laut Lima” ist die von ihm verwendete RNase ZFY-6 nur in ihrer oxidierten Form
enzymatisch aktiv. Um dies zu prifen, wurde die in dieser Arbeit am N-Terminus durch die
Anknipfung eines zusétzlichen Cysteins leicht modifizierte RNase ,Cys-ZFY-6“ durch
Einleiten elementaren Sauerstoffs in drei unterschiedliche Reaktionsmedien (1xTBE-Puffer,
Wasser und Zinkchlorid-Losung) fur drei bzw. finf Tage oxidiert. Die Analyse des
Oxidationsfortschritts konnte elektrophoretisch durch die Verwendung von 4-12%igen
NuPAGE® Bis-Tris-Mini-Gelen erfolgen (Abbildung. 4-57). Die Oxidation durch Sauerstoff im
Zinkchlorid-Medium liefert offenkundig nur ein Dimer (Spur Z3 und Z5). Grund hierfir ist die
Koordination der beiden Cysteine Cys6 und Cys9 durch Zn*, das zur Ausbildung des
Zinkfingermotivs fuhrt, wodurch die freien Thiole nicht bzw. schwerer oxidiert werden
konnen. Die Oxidation der RNase in Wasser verlauft ebenfalls sehr selektiv, da hierbei die
Bildung von Trimeren bzw. Oligomeren vernachlassigbar klein ist - im Gegensatz zu der

Oxidation im leicht basischen 1xTBE-Puffer, bei dem eine Reihe von Oligomeren entstehen.

Abbildung  4-57:  4-12%iges NuPAGE®  Bis-Tris-Mini-Gel:  Analyse des
Oxidationsfortschritts durch elektrophoretische Auftrennung der RNase ,,Cys-ZFY-6;
Spur H3: Oxidation in Wasser fur 3 Tage; Spur T3: Oxidation in 1xTBE-Puffer fur 3
Tage; Spur Z3: Oxidation in Zinkchlorid-Lésung fir 3 Tage; Spur H5: Oxidation in
Waser fur 5 Tage; Spur T5: Oxidation in 1XTBE-Puffer flir 5 Tage; Spur Z5: Oxidation in
Zinkchlorid-Ldsung fur 5 Tage; Spur M: Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard
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Die jeweilig unterschiedlich stark oxidierten RNasen wurden im Folgeexperiment mit der
-,Komp.-IVT-RNA® im 50fachen molaren Uberschuss fiir ein bzw. zwei Stunden inkubiert
(Tabelle 4-15).

Tabelle 4-15: Ubersicht tber die Inkubationsbedingungen der RNA-Degradation durch das

oxidierte RNase-Dimer ,Cys-ZFY-6“ in unterschiedlichen Reaktionsmedien

RNA RNase Reaktionsmedium Zeit Beschriftung
L,Komp.-IVT-RNA*® Keine Wasser 0 Minuten RNA pur
L,Komp.-IVT-RNA*® H3 Wasser 1 Stunde H3 1h
~Komp.-IVT-RNA" T3 1xXTBE-Puffer 1 Stunde T3 1h
,Komp.-IVT-RNA*® Z3 Zinkchlorid 1 Stunde Z3 1h
~Komp.-IVT-RNA" H3 Wasser 2 Stunden H3 2h
~Komp.-IVT-RNA" T3 1xXTBE-Puffer 2 Stunden T3 2h
L,Komp.-IVT-RNA*® Z3 Zinkchlorid 2 Stunden Z32h
L,Komp.-IVT-RNA*® H5 Wasser 1 Stunde H5 1h
L,Komp.-IVT-RNA*® T5 1xTBE-Puffer 1 Stunde T5 1h
,Komp.-IVT-RNA*® Z5 Zinkchlorid 1 Stunde Z5 1h
~Komp.-IVT-RNA" H5 Wasser 2 Stunden H5 2h

Es lasst sich ein ahnlicher Trend zu den Ergebnissen der reduzierten Form der RNase
beobachten (Abbildung 4-58). Im Reaktionsmedium Zinkchlorid ist die Enzymaktivitat
offensichtlich gehemmt. Dies liegt sehr wahrscheinlich an der Koordination des Zinks zum
Zinkfingermotiv, wodurch nur das N-Terminale Cystein oxidiert werden kann. Somit sind, wie
auch bei der vollstandig reduzierten Form, die an der Hydrolyse beteiligten Imidazol-Ringe
des Histidins blockiert und es kommt zum Verlust der Enzymaktivitét. Leichte Degradierung
der RNA lasst sich hingegen bei den Reaktionsansatzen in Wasser bzw. 1xTBE-Puffer
beobachten. Die Degradierungseffizienz ist ahnlich schwach zur Effizienz der reduzierten

Form. Es scheint somit der Abbau der RNA in irgendeiner Weise behindert zu werden.
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Abbildung 4-58: Analyse der RNA-Degradation mittels Agilent Bioanalyzer 2100; oben:

Elektropherogramm; unten: Aus dem Elektropherogramm errechnetete ,,Gel-Ansicht®.
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Aufgrund des erneut geringen Abbaus der ,Komp.-IVT-RNA® wurde vermutet, dass durch
Selbst-Hybridisierung der ,Komp.-IVT-RNA“ zu Dimeren, Trimeren und Oligomeren
eventuelle RNase-Schnittstellen blockiert sein konnten. Deshalb wurde in einem
Kreuzexperiment einerseits die ,Komp.-IVT-RNA*“ mit RNase A (500facher Uberschuss) und
anderseits die RNase ,Cys-ZFY-6“ im 100fachen molaren Uberschuss mit C.thummi-Total-
RNA inkubiert. Als Reaktionsmedium wurde jeweils der von Lima entwickelte Phosphatpuffer
verwendet, jedoch zunadchst ohne das Detergenz Nonidet-P (NP-40). Wie erwartet,
degradiert die RNase A die ,Komp.-IVT-RNA® bereits nach einer Minute komplett (siehe
Anhang Abb. A-19). Die C.thummi-Total-RNA wurde wiederum kaum durch die oxidierte
RNase ,Cys-ZFY-6“ (H5/T5/Z5) degradiert (Abbildung. 4-59).

Tabelle 4-16: Reaktionsparameter zur Degradierung der Total-RNA von C. thummi durch die
unterschiedlich oxidierten RNasen ,Cys-ZFY-6“ im Phosphatpuffer von Lima (ohne NP-40)

RNA: RNase Inkubationsdauer Code
Total-RNA C. thummi TO5 Y% Stunde T%
Total-RNA C. thummi HO5 Y% Stunde H ¥
Total-RNA C. thummi Z05 Y% Stunde ZY%
Total-RNA C. thummi TO5 1 Stunde T1
Total-RNA C. thummi HO5 1 Stunde H1
Total-RNA C. thummi Z05 1 Stunde Z1
Total-RNA C. thummi TO5 2 Stunden T2
Total-RNA C. thummi HO5 2 Stunden H2
Total-RNA C. thummi Z05 2 Stunden Z2
Total-RNA C. thummi HO5 3 Stunden H3
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Abbildung 4-59: Analyse der RNA-Degradation mittels Agilent Bioanalyzer 2100; oben:
Elektropherogramm; unten: Aus dem Elektropherogramm errechnetete ,,Gel-Ansicht”.
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SchlieB3lich wurde der RNA-Verdau der Total-RNA von C.thummi im Phosphatpuffer mit NP-
40 als Reaktionsmedium durchgefihrt. Aul3erdem wurde im Gegensatz zu vorherigen
Proben zu jedem Zeitpunkt eine Blindprobe ohne RNase-Zusatz inkubiert. Nachfolgende
Tabelle 4-17 liefert eine Ubersicht.

Tabelle 4-17: Reaktionsparameter zur Degradierung der Total-RNA von C. thummi durch die

oxidiert RNase HO5 im Phosphatpuffer (nach Lima)

RNA: RNase Inkubationsdauer | Beschrifung
Total-RNA C. thummi | HO5 1 Stunde 1 RNase
Total-RNA C. thummi Blindprobe 1 Stunde 2
Total-RNA C. thummi | HO5 3 Stunden 3 RNase
Total-RNA C. thummi | Blindprobe 3 Stunden 4
Total-RNA C. thummi | HO5 5 Stunden 5 RNase
Total-RNA C. thummi Blindprobe 5 Stunden 6
Total-RNA C. thummi | HO5 7 Stunden 7 RNase
Total-RNA C. thummi Blindprobe 7 Stunden 8
Total-RNA C. thummi | HO5 Uber Nacht 9 RNase
Total-RNA C. thummi | Blindprobe Uber Nacht 10

Die Reaktionsprodukte des RNA-Verdaus wurden zunéchst dber ein 1,2%iges,
denaturierendes RNA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 4-60). Dabei sind in den
geradzahligen Spuren die Blindproben fir die jeweiligen Zeitabstidnde bzw. in Spur 0 die
unbehandelte RNA zum Zeitpunkt t=0 aufgetragen. Die Spuren mit RNase-Zusatz zeigen
bereits nach einer Stunde (Spur 1RNase) einen Verdau an RNA. Nach sieben Stunden (Spur
7RNase) scheint der Grof3teil der RNA degradiert zu sein. In Spur 8 ist die RNA ohne
RNase-Zusatz fiur sieben Stunden inkubiert worden. Auch hier ist auf der Hohe der RNA
(vergleiche mit Spur 1) nahezu keine RNA-Edukt-Bande mehr zu erkennen, d.h. allein durch
die lange Inkubationsdauer hat hier ein gewisser Abbau der RNA stattgefunden. Generell ist
anzumerken, dass die Enzymaktivitat bzw. die Enzymkinetik der RNase ,Cys-ZFY-6“ im
Vergleich zur RNase A extrem gering ist. Daher ist auch schwer zwischen unspezifischen
Abbau aufgrund der langen Inkubationszeit (z.B. durch kontaminierende RNasen) oder
einem spezifsichen, auf den Zusatz an RNase ,Cys-ZFY-6“ zurlickzufiUhrenden Abbau, zu

differenzieren.
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Abbildung 4-60: Elektrophoretisch Auftrennung der Reaktionsprodukte (Tabelle 4-17)

auf einem1,2%igen, denaturierenden Agarose-RNA-Gel

Zur Uberprufung bzw. zur Bestatigung der Ergebnisse der elektrophoretischen Analyse
mittels 1,2%igen, denaturierenden RNA-Gel wurden die gleichen Proben mit Agilent
Bioanalyzer 2100 analysiert (Abbildung 4-61). Auch hier zeigt sich der Trend, dass eine
Stunde nach RNase-Zugabe ein Abbau (Probe 1RNase) erkennbar ist. Allerdings ist, wie im
RNA-Gel-Bild bereits angedeutet, in den nachsten sechs Stunden (Probe 7RNase) keine
deutliche Zunahme der RNA-Abbauprodukte zu beobachten. Vergleicht man beide
Elektropherogramme der Proben 1RNase und 7RNase, so scheint nach einer Stunde ein
stéarkerer Abbau sichtbar zu sein als nach sieben Stunden. Lediglich bei einer Inkubation der
Proben Uber Nacht (ca. 24 Stunden) mit RNase ,Cys-ZFY-6“ ist der RNA-Edukt-Peak
vollstandig verschwunden. Jedoch ist auch dieser bei der Inkubation Uber Nacht ohne

RNase-Zusatz deutlich geschwunden.

Beide Analysemethoden (RNA-Gelelektrophorese und Bioanalyzer) zeigen den gleichen
Trend. Es findet ein gewisser Abbau der Edukt-RNA statt, allerdings extrem langsam, wobei
nicht exakt differenziert werden kann, ob der RNA-Abbau tatséchlich nur durch die Zugabe
der RNase bedingt ist.
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Abbildung 4-61: Analyse der RNA-Degradation mittels Agilent Bioanalyzer 2100; oben:

Elektropherogramm; unten: Aus dem Elektropherogramm errechnetete ,,Gel-Ansicht®.
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Zusammenfassung Enzymaktivitat der RNase:

- Die blockierte RNase ,Cys-ZFY-6-Acm* zeigt keine Enzymaktivitat.

- Die reduzierte RNase ,Cys-ZFY-6“ zeigt minimale Enzymaktivitait in den
entsprechenden Reaktionsmedien (am besten in 1XTBE-Puffer). Zink-lonen hingegen
inhibieren samtliche Enzymaktivitaten durch Ausbildung des Zinkfingermotivs.

- Die oxidierte RNase ,Cys-ZFY-6“ zeigt ebenfalls marginale Enzymaktivitat in den
entsprechenden Reaktionsmedien (Phosphatpuffer nach Lima).

- Fur beide Oxidationsstufen ist jedoch anzumerken, dass die RNase-Aktivitdt extrem
gering ist. Erst nach einigen Stunden Il&sst sich ein gewisser, jedoch kein absoluter
Abbau der RNA beobachten. Méglicherweise ist die Modifizierung am N-Terminus der
RNase ZFY-6 durch das zusatzliche Cystein fur die Erniedrigung der Enzymaktivitat
verantwortlich. Dadurch konnten eventuell Fehlfaltungen oder Strukturen mit einer
gewissen sterischen Hinderung zum Reaktionsort entstehen, die anschlie3end nicht
mehr in der Lage sind, effizient RNA zu degradieren.
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4.3.2.3 ODN-RNase-Konjugat

Wie in den vorherigen Kapiteln bereits beschrieben, ist die Aktivitat der RNase ,Cys-ZFY-6*
auRRerordentlich gering. Es bestand trotzdem die Hoffnung, dass durch die Anbindung an das
46-basenlange ODN und anschlieBender Hybridisierung an die ,Target-IVT-RNA® sich ein
spezifischer Abbau aufgrund der lokal erhéhten Konzentration der RNase (Proximitatseffekt)
nachweisen lasst. Die ersten Experimente fanden dabei in einem Reaktionsgefald mit
Zinkchlorid als Reaktionsmedium statt, aus dem nach bestimmten Zeitintervallen jeweils
Teile entnommen und auf Abbau von RNA geprift wurden (sog. ,Probenziehen®). Dabei
wurde in einem Teil der Experimente versucht, eine Pra-Hybridisierung des ODN-RNase-
Konjugat bei 4°C an die RNA zu erreichen. Jedoch zeigten weder die ,Target-IVT-RNA® noch
die ,Komp.-IVT-RNA* einen Abbau (siehe Anhang Abb. A-21 und A-22). Dies ist insofern
nicht Uberraschend, da die nicht ans ODN gebundene, freie RNase ,Cys-ZFY-6“ in
Zinkchlorid auch nur marginalen RNA Abbau zeigt. Grund hierfir ist wie vorher beschrieben
die Koordination des Zn2+ an die Cysteine und Histidine, was zu durch deren Blockierung zu
einem Verlust der Enzymaktivitat fihren kénnte. Deshalb wurde in folgenden Experimenten
auf eine Verwendung des Phosphatpuffers (nach Lima) als Reaktionsmedium
zurlckgegriffen. Um Kontaminationen durch ubiquitdr vorkommende RNasen durch
standiges Offnung und SchlieRen der ReaktionsgefaRe zu vermeiden, wurde fur jeden
Messpunkt ein separates Reaktionsgefd3 genutzt. Das ODN-RNase-Konjugat wurde
aquimolar und semi-aquimolar mit der ,Target-IVT-RNA® fur 1, 3, 5, 7 Stunden sowie Uber
Nacht inkubiert. Ferner wurde als Blindprobenkontrolle die ,Target-IVT-RNA®“ ohne ODN-
RNase-Konjugat fur den gleichen Zeitraum inkubiert. Die Analyse der Reaktionsprodukte
erfolgte zunachst mit Hilfe eines 1%igen, denaturierenden RNA-MIDI-Gel (Abb. 4-58). In
Tabelle 4-18 findet sich eine Ubersicht Uber die unterschiedlichen Reaktionsansatze und
deren Codierung.
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Tabelle 4-18: Ubersicht tiber die unterschiedlichen Reaktionsparameter fiir den Abbau der
»1arget-IVT-RNA® durch das ODN-RNase-Konjugat

RNA-Matrize Molverhdltnis | Inkubationszeit Beschriftung
NRrNA:NKonjugat

»1arget-IVT-RNA® 1:1 0 Minuten 1.0
»1arget-IVT-RNA® 1:1 1 Stunde 1.1
»1arget-IVT-RNA® 1:1 3 Stunden 1.3
»1arget-IVT-RNA® 1:1 5 Stunden 1.5
»1arget-IVT-RNA® 1:1 7 Stunden 1.7
,Target-IVT-RNA* 1:1 Uber Nacht 10N
»1arget-IVT-RNA® 2:1 0 Minuten 2.0
»1arget-IVT-RNA® 2:1 1 Stunde 2.1
»1arget-IVT-RNA® 2:1 3 Stunden 2.3
»1arget-IVT-RNA® 2:1 5 Stunden 2.5
»1arget-IVT-RNA® 2:1 7 Stunden 2.7
,Target-IVT-RNA* 2:1 Uber Nacht 2 UN
»1arget-IVT-RNA® - 0 Minuten 3.0
»rarget-IVT-RNA® - 1 Stunde 3.1
,rarget-IVT-RNA® - 3 Stunden 33
»1arget-IVT-RNA® - 5 Stunden 3.5
»1arget-IVT-RNA® - 7 Stunden 3.7
,Target-IVT-RNA" - Uber Nacht 30N

Bei Betrachtung der Reaktionsprodukte des Verdaus der ,Target-IVT-RNA® sind vor allem
die Proben 1.7, 2.7 und 3.7 bzw. die jeweilig Uber Nacht inkubierten Proben 10N, 20N und
3UN von Interesse (Abbildung 4-62). Bei kiirzeren Inkubationszeiten ist kaum ein Abbau der
RNA erkennbar. Nach sieben Stunden allerdings ist deutlich das Auftreten einer Bande
(mogliches spezifisches Abbauprodukt) mit der héchsten lonenwanderungsgeschwindigkeit
unterhalb der RNA-Edukt-Bande zu erkennen, die dagegen erwartungsgemafR bei der
Kontroll-Probe 3.7 (ohne Zusatz an ODN-RNase-Konjugat) vollkommen fehlt. Dies kdnnte
auf einen spezifischen Abbau der Edukit-RNA nach sieben Stunden hindeuten. Bei
Betrachtung der Spuren der Reaktionsprodukte, die Gber Nacht inkubiert wurden (10N, 20N,
3UN), wird diese Bande zudem deutlich starker und die RNA-Edukt-Banden (ds-RNA und ss-
RNA) verschwinden nahezu komplett. In Spur 30N ist die Edukt-RNA allerdings vollstandig
degradiert.
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Mﬁﬁ“ﬁi‘ jjm“
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Abbildung 4-62: Elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsprodukte (Tab. 4-18)
auf 1%igen, denaturierenden Agarose-RNA-Gelen

Um die Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese zu bestatigen, wurden die Proben mit
Hilfe des Bioanalyzer 2100 von Agilent vermessen (Abbildung 4-63 und Abbildung 4-64).
Uberraschenderweise ist hier eine Degradierung der Probe 3uUN nicht zu erkennen.
Vermutlich ist es wahrend der Beladung der Taschen bei der Agarose-Gelelektrophorese zu
einer Kontamination mit ubiquitar vorkommenden RNasen gekommen, die fir die
Degradierung der RNA verantwortlichen sind. Ferner ist im Vergleich zur elektrophoretischen
Analyse (Abb. 4-62) keine Degradation der RNA ersichtlich. Auch das Auftreten einer
zusatzlichen Bande nach 7 Stunden bzw. Gber Nacht ist in den Elektropherogrammen des
Bioanalyzer 2100 nur ganz leicht zu erkennen. Somit ist bei Betrachtung beider
Analysemethoden erneut keine eindeutige Aussage bezilglich des spezifsichen RNA-Abbaus
aufgrund der Anwesenheit des ODN-RNase-Konjugats moglich. Betrachtet man hingegen
lediglich die Analyse mittels Gelelektrophorese (Abb. 4-62) so kénnte man aufgrund des

Auftretens einer einzigen Bande einen moglichen spezifischen Abbau der RNA vermuten.
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Abbildung 4-63: Analyse der RNA-Degradation mittels Agilent Bioanalyzer 2100; oben:

Elektropherogramm; unten: Aus dem Elektropherogramm errechnetete ,,Gel-Ansicht®.
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Abbildung 4-64: Analyse der RNA-Degradation mittels Agilent Bioanalyzer 2100; oben:

Elektropherogramm; unten: Aus dem Elektropherogramm errechnetete ,,Gel-Ansicht”.
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Als abschlieBendes Experiment zur Untersuchung der Enzymaktivitait des ODN-RNase-
Konjugats wurde die RNA-Matrize (,Target-IVT-RNA®) vor ihrer Degradierung durch das
ODN-RNase-Konjugat an ihrem 5’-Ende radioaktiv markiert. Dabei wird die RNA zuerst am
5-Ende durch eine Alkalische Phosphatase dephosphoryliert. AnschlieBend wird das
erhaltene 5-OH durch die T4 Polynukleotidkinase (T4 PNK) phosphoryliert, wobei der
zugegebene Phosphordonator in Form von y-**P-ATP radioaktiv ist. Damit kénnen mittels
Autoradiografie selektiv nur jene RNA-Abschnitte dargestellt werden, die das radioaktive 5'-

Phosphat tragen. Schematisch ist dies in Abbildung 4-65 dargestellt.

Dephosphorylierung

am 5‘-Ende

Phosphorylierung
(radioaktiv)

Hybridisierung
des Konjugats

Hydrolyse der RNA

Abbildung 4-65: Schematische Darstellung der radioaktiven Markierung des 5‘-Endes
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der RNA und anschlieRende Hydrolyse durch das ODN-RNase-Konjugat.
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Die Inkubationszeiten sind in der nachfolgenden Tabelle 4-19 Ubersichtlich dargestellt. Als
Blindprobenkontrolle wurde die radioaktive ,*Target-IVT-RNA® auch ohne Konjugatszusatz
entsprechend inkubiert.

Tabelle 4-19: Ubersicht iiber die verschiedenen Reaktionsansatze zur Degradierung der
radioaktiven ,*Target-IVT-RNA®

RNA (radioaktiv) NrNA=NKonjugat Inkubationszeit Beschriftung
» Target-IVT-RNA® 1:1 1 Stunde 1h

» Target-IVT-RNA* 1:1 3 Stunden 3h

. Target-IVT-RNA“ | 1:1 5 Stunden 5h

» Target-IVT-RNA® 1:1 7 Stunden 7h

S Target-IVT-RNA® | 1:1 Uber Nacht UuN

. Target-IVT-RNA* | - 0 Minuten 0OhB

» Target-IVT-RNA*® - 5 Stunden 5hB

» Target-IVT-RNA*® - 7 Stunden 7hB

S Target-IVT-RNA | - Uber Nacht UNB

Abbildung 4-66: Autoradiogramm (dreistindige Expositionsdauer) der
unterschiedlichen Degradierungsansatze (Tab. 4-19)
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Da bereits die Blindprobe zum Zeitpunkt t=0 (Spur OhB), erkennbar an der breit
verschmierten Elution im Gel, einen gewissen RNA-Verdau zeigte, kénnen die Einflisse bei
zuséatzlicher Anwesenheit des ODN-RNase-Konjugats nicht diskutiert werden (Abbildung 4-
66). Ursache fur die sehr breite Fragmentverteilung war vermutlich ein bereits teilweiser
Abbau wahrend der Dephosphorylierung und radioaktiven Rephosphorylierung. Dies fuhrt
schlie3lich dazu, dass die 5'-Markierung sowohl am kompletten RNA-Strang als auch an
bereits degradierten Fragmenten wirksam wurde. Folglich kann nicht mehr zwischen
vorheriger Degradation und spezifischer Degradation durch das ODN-RNase-Konjugat

freigesetzten radioaktiven Fragmenten unterschieden werden.

Zusammenfassung Prifung der Enzymaktivitét:

- Die freie, nicht an ODN-gebundene RNase ,Cys-ZFY-6“ zeigte unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen bereits nur marginale Enzymaktivitat. Im Vergleich zu hoch-
aktiven RNasen wie z.B. RNase A ist die Enzymaktivitat praktisch nicht bestimmbar.

- Das ODN-RNase-Konjugat konnte ebenfalls nicht effizient und eindeutig RNA
spezifisch schneiden. Es kann nicht zwischen spontaner Degradation der RNA
einerseits und durch den Einfluss der ODN-RNase andererseits wahrend langer

Inkubationszeiten unterschieden werden.



Ergebnisse und Diskussion 137

Literatur Kapitel 4:

[1] Andreas Bdckler, Diplomarbeit, Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz, 2011.

[2] P. Dawson, T. Muir, I. Clark-Lewis, S. Kent, Science 1994, 266, 776—779.

[3] Prof. Stephen Kent, "Protocol Native Chemical Ligation", can be found under
http://kentlab.uchicago.edu/videos%20files/NCL%20Protocol%20(Kalyan%20+%20Steve
%20edited).doc.

[4] E.C.B.Johnson, S. B. H. Kent, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 6640—6646.

[5] Y. Shin, K. A. Winans, B. J. Backes, S. B. Kent, J. A. Ellman, C. R. Bertozzi, J AM CHEM
SOC 1999, 121, 11684-11689.

[6] Tina Kiefer, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz 2010.

[7] Nils Heimann, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz 2009.

[8] Millipore, Centricon Plus-70, can be found under
http://www.millipore.com/userguides.nsf/a73664f9f981af8c852569b9005b4eee/e2d4b0e
139a5e2718525777b00539487/$FILE/PR03221.pdf.

[9] W. F.a. C.S.T.Lima, Proceedings of the National Academy of Sciences 1999, 10010—
10015.

[10]BioRad, Bio Spin-P6 S&ulen, can be found wunder http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/LIT-507G.pdf.

[11] Agilent Ruby Stain, can be found under
http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/mp12000.pdf.

[12] Spektrum Akademischer Verlag (Ed.) Biochemie Stryer.

[13] Spektrum Akademischer Verlag (Ed.) Der Experimentator: Molekularbiologie/Genomics,
Heidelberg, 2008.

[14] peqLAB Plasmid MiniPrep, can be found under http://www.peglab.de/wcms/de/pdf/12-
6942-01_m.pdf.

[15] pGEM Promotor MCS Sequenz, can be found under
https://www.promega.de/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Manuals/0/pG
EM-T%20and%20pGEM-T%20Easy%20Vector%20Systems%20Protocol.pdf.



138 Zusammenfassung und Ausblick

5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte das ODN-RNase-Konjugat erfolgreich durch die Verwendung der
nativen chemischen Ligation (NCL) als Konjuagtionsmethode dargestellt werden. Die NCL
weist dabei eine hohe Chemo- und Regioselektivitdt auf, so dass keine Nebenprodukte
durch Reaktionen anderer funktioneller Aminoséureseitenketten erhalten wurden. Die zu
Beginn der Arbeit geringen Ausbeuten (Vorschrift nach Kent) konnten durch sukzessive
Variation der Reaktionsbedingungen optimiert werden. Dabei ist die Darstellung des
trdgergebundenen  ODN-Benzylthioesters  (vgl. Abb.4-1) sowie die generelle
Reaktionsabfolge auf einem festen Tragersystem (CPG) eine bis dato noch nicht publizierte
Methode Biomakromolekile (ber die NCL miteinander zu verknipfen. Das
Reaktionsgemisch, bestehend aus DNA (Edukt) und DNA-RNase-Konjugat (Produkt), konnte
im Weiteren durch den Einsatz der praparativen Gelelektrophorese von einander getrennt
werden. Zudem konnte das ODN-RNase-Konjugat durch eine Reihe an
Charakterisierungsmethoden wie GPC, CE, MALDI-TOF-MS bzw. selektiven Farbemethoden
(SYPRO® Ruby Stain) als monodisperses Produkt nachgewiesen werden.
Zusammenfassend war die Synthese und Charakterisierung des ODN-RNase
Hybridpolymers erfolgreich.

Zur gentechnologischen Anwendung dieses biologischen Hybridpolymers musste zunachst
die Synthese der ,Target-IVT-RNA* erfolgen, welche zur Hybridisierung des ODN-RNase-
Konjugats eine komplementdre Nukleotidsequenz aufweist. Hier konnte durch den Einsatz
von gentechnologischen Standardmethoden, wie PCR, Ligation in den Vektor pGEM®-T
Easy, Transformation in elektrokompetente Zellen und abschlielender in vitro Transkription,
die ,Target-IVT-RNA* sowie dessen komplementares Pendant ,Komp.-IVT-RNA®
synthetisiert werden. Somit wurden alle bendtigten Komponenten zur Verifizierung des
Konzepts (Abb. 2-1) dargestellt. Zudem konnte eine selektive und spezifische Hybridisierung
des ODN-RNase-Konjugats an die gewilnschte Stelle der ,Target-IVT-RNA* durch
radioaktive cDNA-Synthese nachgewiesen werden. Die Prufung der Enzymaktivitat der
RNase ZFY-6 erwies sich dagegen als weniger erfolgreich. Es konnte lediglich eine geringe
Enzymaktivitat in mehreren unterschiedlichen Reaktionsmedien fur die durch ein
zusétzliches Cystein am N-Terminus (essentiell fir die NCL) modifizierte RNase ZFY-6
festgestellt werden. Dies steht im Widerspruch zu der von Walt F. Lima™ als hocheffiziente
Endonuklease beschriebene RNase ZFY-6. Durch die Hybridisierung des ODN-RNase-
Konjugats an die ,Target-IVT-RNA“ kam es nicht zu der erhofften Steigerung der
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Enzymaktivitdt aufgrund der lokal erhéhten Enzymkonzentration und der raumlichen Nahe
(Proximitatseffekt®) zur gewiinschten Schnittstelle. Eine Unterscheidung des RNA-Verdaus
aufgrund der langen Inkubationszeiten (Selbstdegradation oder Degradation durch
kontaminierende RNasen) und/oder der Anwesenheit des ODN-RNase-Konjugats war nur
schwer moglich.

5.2 Ausblick

Die Grundlagen zur Prifung des Konzepts wurden durch die Etablierung einer gut
funktionierenden ODN-RNase-Synthese sowie der Nachweis der selektiven und spezifischen
Hybridisierung des ODN-RNase-Konjugats an die komplementare RNA bereits geliefert. Zur
letztendlichen Uberpriifung dieses Konzepts ist die Auswahl und Verwendung einer
hocheffizienten RNase von entscheidender Bedeutung, um ss-RNA effizient und schnell zu
degradieren. Vorteilhaft ware zudem eine fehlende Enzymaktivitat im Hinblick auf ss-DNA,
um eine Selbstdegradierung des ODN-RNase-Konjugats zu vermeiden. Aul3erdem ware aus
synthetischer Sicht ein kurzkettiges Peptid (max. 30 AS) — am besten ohne weitere Cysteine,
die zur disulfidischen Dimerbildung neigen - wiinschenswert. Das synthetische Peptid NH,-
Gly-[ArgLeu],-COOHP! ware ein potentieller Kandidat, der beide Vorteile vereinen und
nachgewiesene RNase-Aktivitdt zeigen wirde. Im Allgemeinen ist das Konzept flexibel und
anpassungsfahig, so dass auch nicht-peptidische Komponenten, wie z.B. Imidazol-
Gruppen'”, die in der Lage sind spezifisch ss-RNA zu degradieren, als Kopplungsreagenzen
fur das ODN-Konstrukt in Betracht kommen. Die Attraktivitat dieses Konzepts wurde bereits
im Kapitel ,Motivation® diskutiert und in Anbetracht der Vielfaltigkeit méglicher medizinischer,
pharmakologischer und therapeutischer Anwendungen scheint dieses Ziel immer noch sehr

lohnenswert.
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6 Experimenteller Tell

Bevor in diesem Kapitel auf die einzelnen Experimente eingegangen wird, sind zunachst die

verwendeten Schliisselsubstanzen und ihre jeweilige Sequenz aufgelistet

a) Oligodesoxynukleotid (ODN)

Der CPG-ODN-NHS-Ester wurde von der Firma [l uber eine Festphasensynthese
synthetisiert deren Reaktionszyklus in Kapitel 3.1.1 dargestellt ist. Die Nukleotidsequenz des

46-basenlangen Oligodesoxynukleotids ist wie folgt, wobei der NHS-Ester am 5'-Ende sitzt.

5-TGC-GCC-CTC-GGC-GGA-CTG-GAG-AGG-CCT-CGG-GAT-CCC-ACC-TCG-GGC-C-3".

b) RNase

Die zu Beginn der Arbeit verwendete RNase wurde von Bachem uber die sogenannte ,Solid
Phase Peptide Synthesis“ (SPPS) dargestellt und war zunachst an beiden Cysteinen Uber
eine Acetoamidomethylschutzgruppe (Acm) geschitzt. Aus Kostengriinden wurde die
ungeschiitzte RNase spater von der Firma Panatecs dargestellt. Die Aminosduresequenz

der aus 31-Aminosauren bestehende RNase ist im Folgenden dargestellt:

H-Cys-Lys-Thr-Tyr-GIn-Cys-GIn-Tyr-Cys-Glu-Tyr-Arg-Ser-Ala-Asp-Ser-Ser-Asn-Leu-Lys-Thr-
His-lle-Lys-Thr-Lys-His-Ser-Lys-Glu-Lys-OH

c) RNA

Die RNA wurde wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben Uber gentechnische Methoden dargestellt.

Dabei wurde in den Vektor pPGEM®-T Easy folgende DNA-Sequenz (NB43), aus welcher die
RNA anschlieend Uber in vitro Transkription synthetisiert wird, einkloniert. Die Richtigkeit

des DNA-Integrats wurde durch eine DNA-Sequenzanalyse der Firma StarSeq bestéatigt.
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GGGTATACTATAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGC
CGCGGGAATTCGATTGGGAAACTTCGGAGGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGT
CTTTCGCCCCTATACCCAGGTCGGACGACCGATTTGCACGTCAGGACCGCTACGGACC
TCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCGCCCTGCCCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTC
CTAACGCGTACGCTCGTGCTCCACCTCCCCGGCGCGGCGGGCGAGACGGGCCGGTG
GTGCGCCCTCGGCGGACTGGAGAGGCCTCGGGATCCCACCTCGGGCCCCCGGGLGEG
GGCCCTTCACCTTCATTGCGCCACGGCGGCTTTCGGACGAGCCCCTGACTCGCGCACG
CGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGTCGGGTGGGTAGCCGACATCGCCGC
CGACCCCGTGCGCTCGGCTTCGTCGGGAGACGCGTGACCGACGGTCCCCCCGGGACC
CGACGGCGCGACGACGCCCGGGGCGCACTGGGGACAGTCLCGLLCLCLGLLCCCLCACCG
GGCCCCGAGAGAGGCGACGGAGGGGGGGTGGGAGAGCGGTCGCGLCCGTGGGAGGG
GCGGCCCGGCCCCCACCCCCACGCCAGCCCGGGAGGLCGGACGGGGGGAGAGAGAGA
GCGCGGCGACGGGTATCTGGCTTCCTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGT
CGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTC
ACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGC
TCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGGTGCCTA
ATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAA
ACCTGTCGTGCCAGCTGCATAATGAATCGGCAACGCGCGGGGGAGAGGCGGTTTGCG
TATTGGGCGCTCTCGCTTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGTCGTTCGGCTGCG
GCGAGGCGTATCAGCTCACTCAAAGCGTTAATACGCTTATCCAAGGATCAGGATACGCA
GAAGAACATGGTGAGCCAGGCAGCAAAGCAGAACGTAAGCCGTGCTGGCATTCCAGGA
TCCGCCTCCTGACAGACTTCCATATGCGAGCTCAAGTCCAGGTTGCGA
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6.1 Synthesen

6.1.1 Darstellung des ODN-RNase-Konjugats

6.1.1.1 Darstellung des CPG-ODN-Benzylthioesters

Die Synthese des CPG-ODN-Benzylthioesters erfolgte grundsatzlich in Gegenwart von 4-

(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) als Katalysator in Pyridin/Acetonitril (9:1 v/v) am Trager
(CPG= controlled pore glass). Dazu wurden zumeist 10°® mol CPG-ODN-NHS mit 1 mL

Acetonitril/Pyridin (9:1 v/v), 0,1 mL Benzylmercaptan und 5 mg DMAP versetzt. Die

Reaktionen fanden bei 40 °C in einem Eppendorf Thermomixer statt. Anschlielend wurde

das Produkt mehrmals mit jeweils 1 mL Dichlormethan, Methanol, Wasser, wieder mit

Methanol und abschliel3end mit Diethylether am Tréger gewaschen.

Tabelle 6-1: Ansatz zur Darstellung des ODN-Benzylthioesters mit DMAP als Katalysator

ANSATZ: M m (mg) n (mol) V (mL)

(g/mol)
CPG-ODN-NHS(46 Basen) | 14480 14,5 1,00-10°
Benzylmercaptan 124,2 105 8,05-10™ 0,1
Acetonitril/Pyridin 1,0 9:1viv
DMAP (Kat.) 122,2 5,00 4,00-10°

Zur Optimierung der CPG-ODN-Benzylthioester-Synthese wurde je nach Projekt die

Reaktionsdauer variiert.
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6.1.1.2 Variation der Reaktionsbedingungen der Nativen Chemischen Ligation

zur Optimierung der Ausbeute an ODN-RNase-Konjugats

Ein direkter Nachweis des primdren CPG-ODN-Benzylthioesters ist aufgrund der
Trageranbindung des Biomakromolekils nicht mdglich. Deshalb muss anschliel3end tber die
Native Chemische Ligation (NCL) ein weiteres Biomakromolekil addiert werden. Hierzu
diente die synthetische RNase ZFY-6, welche am N-Terminus mit einem zusatzlichen
Cystein modifiziert wurde. Zu Beginn der Arbeit waren die beiden Cysteine an Stelle 6 und 9
mit einer Acetamidomethyl-Schutzgruppe (Acm) versehen. Im Folgenden soll die geschitzte
RNase mit ,,,Cys-ZFY-6“-Acm*, die ungeschutzte mit ,,,Cys-ZFY-6““ bezeichnet werden. Nach
abgeschlossener NCL, bei 40°C im Eppendorf Thermomixer, wurde der Uberstand verworfen
und der Trager zweimal mit MilliQ-Wasser gewaschen. Die Tragerabspaltung erfolgte im
Anschluss immer mit 0,3 mL Ammoniak Uber Nacht bei 47°C. Der Uberschissige Ammoniak
wurde Uber einen Eppendorf Concentrator 5301 unter Vakuum bei 60 °C entfernt. Die
Konjugate, welche nun im wéassrigen Uberstand solvatisiert vorliegen, wurden entnommen
und die Konzentration mittels UV/Vis-Spektroskopie (A= 260nm, 1 OD =37 pg/mL) bestimmt.
Zur elektrophoretischen Analyse wurden pro Probe ein Mikrogramm auf ein 20%iges
Polyacrylamidgel aufgetragen. Bei diesen selbstgegossenen PAGE-Gelen dient immer
1xTBE-Puffer als Laufpuffer.

Weil eine Analyse Uber die erfolgreich Darstellung der ODN-RNase erst nach der dritten
Stufe, der Tragerabspaltung in Ammoniak, mdglich ist, sind in den nachkommenden
Versuchsdurchfiihrungen immer die Reaktionszeiten der ersten Stufe, der CPG-ODN-
Benzylthioestersynthese, mit aufgefiihrt. Bei der zweiten Stufe, der NCL, wurden neben der
Reaktionszeit folgende Reaktionsparameter variiert: Losungsmittelzusammensetzung, Gro3e
des Tragers (CPG), Konzentration, molares Verhéltnis und die Anwesenheit von
Reduktionsmitteln (TCEP).
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6.1.1.2.1 Konjugation der blockierten RNase ,Cys-ZFY-6-Acm“ an

einem Benzylthioester — Reaktionsbedinungen nach Kent

Man lieR die Reaktion in der von Prof. Dr. Stephen Kent (University of Chicago)
entwickelten Stock Solution und NCL Buffer Solution reagieren. Die wassrige Losung besteht
aus 6 M Guanidin Hydrochlorid (GuHCI), 0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
beziehungsweise aus 50 mM 4-Mercaptophenylessigsaure (MPAA) und 20 mM Tris(2-
carboxyethyl)phosphin (TCEP).

Tabelle 6-2; Ansatz fir 100 mL Stock Solution

ANSATZ: M (g/mol) m (Q) n (mol)
Dinatriumhydrogenphosphat 141,96 2,84 2,0-10%
Guanidin Hydrochlorid 95,53 57,4 0,6-102

Tabelle 6-3:; Ansatz fur 10 mL NCL Buffer Solution

ANSATZ: M (g/mol) m (mg) n (mol)
Tris(2-carboxyethyl)phosphin 258,49 57,4 2,0-10™
Mercaptophenylessigsaure 168,21 84,2 5,2-10"

Die Synthese des CPG-ODN-Benzylthioesters erfolgte analog zu 6.1.1.1. Die Reaktionszeit
betrug in diesem Fall zwei Tage. AnschlieRend wurden die 10° mol CPG-ODN-
Benzylthioester auf sechs Eppendorf Reaktionsgefalie (entspricht jeweils 1,66 x10™ mol) mit
jeweils 1,5 mL vorgelegter Stock Solution (pH=7,1) aufgeteilt. Als NCL-Reaktionspartner,
welcher in der NCL Buffer Solution vorgelegt wurde, diente einerseits die 31-
aminosaurenlange RNase (mit Acm-Schutzgruppen an Cys6 und Cys9) als auch ein 10-
Peptid (H-Cys-Lys-Lys-Gly-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-OH). Jeweils 20 pL der beiden Peptide
wurden zusammen mit den 1,5 mL des CPG-ODN-Benzlythioester fir einen Tag, zwei Tage

bzw. fur drei Tage reagiert.

Tabelle 6-4: Ansatz zur Darstellung der beiden ODN-Peptid-Konjugate in Kent's NCL Puffer

ANSATZ: M m (mg) | n (mol) GroRe CPG | Peptid-
(g/mol) (Angstrom) | Konz.

CPG-ODN-Benzylthioester | 14400 14,5 1,0-10° 2000

Cys-ZFY-6-Acm 3851 0,154 4,0-10° 2 mM

10-Peptid 1034 0,362 |3,5-10" 17 mM




146 Experimenteller Tell

6.1.1.2.2 Untersuchung des Einflusses der Porengrof3e des Tragers

Die CPG-ODN-NHS-Ester mit unterschiedlicher Porengrdf3e (2000 und 3000 Angstrom)
wurden im 20-fachen Uberschuss mit ,Amino-Rhodamin“ (N-(6-Aminohexyl)rhodamin 6G-
amide bis(trifluoroacetat)) fur vier Wochen bei 40 Grad in Acetonitrii im Eppendorf
Thermomixer geschuttelt.

Tabelle 6-5: Variation der CPG-Tragergrol3e

ANSATZ: M (g/mol) m (mQ) n (mol) Grole CPG
(Angstréom)

CPG-ODN-NHS-Ester 14400 1,5 1,0-10” 2000

CPG-ODN-NHS-Ester 14400 1,5 1,0-10” 3000

,Amino-Rhodamin® 740,7 1,5 2,0-10°

Acetonitril 41,1 0,78

6.1.1.2.3 Untersuchung des Einflusses des Reaktionsmediums, der

PorengrofRe des Tragers und der Reaktionsdauer

In diesem Projekt wurde die Reaktionsdauer der CPG-ODN-Benzylthioestersynthese und die
Reaktionsdauer der Nativen Chemischen Ligation (NCL) uber mehrere Tage in
unterschiedlichen Ldsemitteln bei unterschiedlicher GroRe des Tragers (CPG) variiert. Es
wurde fur die Synthese des CPG-ODN-Benzylthioesters, wie in 6.1.1.1. beschrieben, jeweils
10 mol CPG-ODN-NHS-Ester mit 0,1 mL Benzylmercaptan und DMAP in AcCN/Pyridin fiir
einen, drei und sieben Tage reagiert. Nach abgeschlossener Reaktion wurden die jeweiligen
10® mol des CPG-ODN-Benzylthioesters auf 20 Eppendorf-Reaktionsgefale aufgeteilt. Dies
entspricht 5x10°® mol an CPG-ODN-Benzylthioester pro Eppendorf-ReaktionsgefaR. Jedes
dieser ReaktionsgefaRe wurde dann jeweils mit 5x10° mol Cys-ZFY6-Acm (mit Acm-
Schutzgruppen an Cys6 und Cys9) aquimolar zur Reaktion gebracht. Ferner wurde bei den
Losemitteln das Verhaltnis von wassriger Phase zu organischer Phase sukzessiv erhght.
Nach abgeschlossener Synthese der NCL wurde der Trager zweimal mit MilliQ-Wasser
gewaschen. Die Tragerabspaltung erfolgte abschlielend jeweils mit 0,3 mL konz. Ammoniak
Uber Nacht bei 47°C. Die elektrophoretische Analyse wurde mit Hilfe eines 20%igen

Polyacrylamidgels durchgefiihrt bei dem jeweils 1 pg der Probe aufgetragen wurde.
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Tabelle 6-6: Ansatz zur Darstellung des ODN-RNase-Konjugats je Eppendorf-

Reaktionsgefal

ANSATZ: M (g/mol) | m (mg) n (mol) V (mL) C(g/L)
CPG-ODN-Benzylthioester | 14500 0,72 5,0-10° Trager
Cys-ZFY-6-Acm 3851 0,20 5,0-10° 0,1 2
Ammoniak 122,2 0,3

Im nachfolgenden Abschnitt sind alle Variationsmoglichkeiten der NCL dargestellt. Die
Stoffmengenverhéltnisse des CPG-ODN-Benzylthioesters und der RNase sind wie in Tabelle
6-6 gezeigt immer aquimolar. Jeweils nur die Reaktionsdauer, das Losemittel oder die GroRRe
des Tréagers (2000 A vs 3000 A) wurden variiert.

a) Stock Solution

Das zunachst verwendete Losemittel war die ,Stock Solution®, welche nach dem Protokoll
von Prof. Dr. Stephen Kent der Universitat Chicago™ hergestellt wurde (siehe 6.1.1.2.1.). Die
Synthese der Vorstufe, des CPG-ODN-Benzylthioesters, betrug zunachst einen Tag. Die
Reaktionsdauer der NCL wurde tber mehrere Tage variiert.

Tabelle 6-7: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,Stock Solution®

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NobN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT1SS1d 1 Tag 1 Tag Stock Solution 5.10°
3BT1SS2d 1 Tag 2 Tage Stock Solution 5.10°
3BT1SS3d 1 Tag 3 Tage Stock Solution 5.10°
3BT1SS7d 1 Tag 7 Tage Stock Solution 5.10°
3BT1SS21d 1 Tag 21 Tage Stock Solution 5-10°
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Als nachstes wurde die Vorstufe fir 3 Tage reagiert. Die Reaktionsdauer der NCL wurde

erneut fir mehrere Tage variiert.

Tabelle 6-8: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,Stock Solution

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NobN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT3SS1d 3 Tage 1 Tag Stock Solution 5.10°
3BT3SS2d 3 Tage 2 Tage Stock Solution 5.10°
3BT3SS3d 3 Tage 3 Tage Stock Solution 5.10°
3BT3SS7d 3 Tage 7 Tage Stock Solution 5.10°
3BT3SS21d 3 Tage 21 Tage Stock Solution 5-10°

SchlieBlich lieR man die Vorstufe flir 7 Tage reagieren. Auch hier wurde die Reaktionsdauer

der NCL fur mehrere Tage variiert.

Tabelle 6-9: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,Stock Solution

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NobN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT7SS1d 7 Tage 1 Tag Stock Solution 5.10°
3BT7SS2d 7 Tage 2 Tage Stock Solution 5-10°
3BT7SS3d 7 Tage 3 Tage Stock Solution 5.10°
3BT7SS7d 7 Tage 7 Tage Stock Solution 5.10°
3BT7SS21d 7 Tage 21 Tage Stock Solution 5.10°
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b) Mix-Solution
Als néchstes wurde der organische Anteil des Ldsemittels mit Acetonitril erhdht. Das
Lésemittel ,Mix* besteht aus zwei Teilen MilliQ-Wasser, einem Teil Acetonitril und zu einem
weiteren Teil ,Stock Solution“. Das Gesamtverhaltnis von wassriger zu organischer Phase
betragt somit 3:1. Die Reaktionszeiten von der CPG-ODN-Benzylthioestersynthese und der
NCL waren an den Vorversuchen der ,Stock Solution“ angelehnt, sprich der CPG-ODN-
Benzylthioester wurde fur 1, 3 bzw. 7 Tage reagiert. Die Reaktionsdauer der NCL betrug 1,
2,3, 7und 21 Tage.

Tabelle 6-10: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,Mix"

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NopN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT1Mix1d 1 Tag 1 Tag Mix 5.10°
3BT1Mix2d 1 Tag 2 Tage Mix 5.10°
3BT1Mix3d 1 Tag 3 Tage Mix 5.10°
3BT1Mix7d 1 Tag 7 Tage Mix 5.10®
3BT1Mix21d |1 Tag 21 Tage Mix 5-10°

Tabelle 6-11: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,Mix"

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NobN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT3Mix1d 3 Tage 1 Tag Mix 5.10°
3BT3Mix2d 3 Tage 2 Tage Mix 5.10°
3BT3Mix3d 3 Tage 3 Tage Mix 5.10°
3BT3Mix7d 3 Tage 7 Tage Mix 5.10°
3BT3Mix21d | 3 Tage 21 Tage Mix 5.10°
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Tabelle 6-12: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,Mix"

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NopN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT7Mix1d 7 Tage 1 Tag Mix 5.10°
3BT7Mix2d 7 Tage 2 Tage Mix 5-10°
3BT7Mix3d 7 Tage 3 Tage Mix 5.10°
3BT7Mix7d 7 Tage 7 Tage Mix 5.10°
3BT7Mix21d 7 Tage 21 Tage Mix 5.10°

¢) AcCN-Solution

AbschlieRend wurde der organische Anteil noch weiter erhoht. Das Losemittel ,AcCN*

besteht aus 18 Teilen MilliQ-Wasser, 17 Teilen Acetonitril und zu einem Teil ,Stock Solution®.

Somit betrug das Verhéltnis von organischer Phase annahrend 1:1. Analog zu den

vorherigen Experimenten wurden auch hier die Reaktionszeiten variiert.

Tabelle 6-13: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,AcCN*

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NopN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT1AcCN1d |1 Tag 1 Tag AcCN 5.10°
3BT1AcCN2d | 1 Tag 2 Tage AcCN 5.10°
3BT1AcCN3d |1 Tag 3 Tage AcCN 5.10°
3BT1AcCN7d |1 Tag 7 Tage AcCN 5.10°
3BT1AcCN21d | 1 Tag 21 Tage AcCN 5-10°
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Tabelle 6-14: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,AcCN*

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Ldsemittel NobN=NRrNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT3AcCN1d | 3 Tage 1 Tag AcCN 5.10°
3BT3AcCN2d | 3 Tage 2 Tage AcCN 5.10°
3BT3AcCN3d | 3 Tage 3 Tage AcCN 5.10°
3BT3AcCN7d | 3 Tage 7 Tage AcCN 5.10°
3BT3AcCN21d | 3 Tage 21 Tage AcCN 5.10°

Tabelle 6-15: Variation der Reaktionsdauer im Losemittel ,AcCN*

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL Losemittel NopN=NRNase
(Benzylthioester) (mol)
3BT7AcCN1d | 7 Tage 1 Tag AcCN 5.10°
3BT7AcCN2d | 7 Tage 2 Tage AcCN 5.10°
3BT7AcCN3d | 7 Tage 3 Tage AcCN 5.10°
3BT7AcCN7d | 7 Tage 7 Tage AcCN 5.10°
3BT7AcCN21d | 7 Tage 21 Tage AcCN 5.10°

d) Hexapeptid statt RNase Cys-ZFY-6-Acm als Kontrollreaktion in der Stock Solution

AulRerdem wurde zur Kontrolle der ersten Stufe (CPG-ODN-Benzylthioester) die NCL mit
H,N-Cys-Ala-Val-Glu-Ser-Thr-COOH im

Lésemittel ,Stock Solution® bei verschiedenen Reaktionszeiten durchgefinhrt.

einem Hexapeptid der

Aminosauresequenz
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Tabelle 6-16: Variation der Reaktionsdauer im Lésemittel ,Stock Solution® (Hexapeptid)

Probe: Dauer Vorstufe Dauer NCL | Losemittel NobN=NHexapeptid
(Benzylthioester)
3BT1SSHex1d | 1 Tag 1 Tag Stock Solution | 5-10°
3BT1SSHex3d | 1 Tag 3 Tage Stock Solution | 5-10°
3BT1SSHex7d | 1 Tag 7 Tage Stock Solution | 5-10®
3BT3SSHexld | 3 Tage 1 Tag Stock Solution | 5-10®
3BT3SSHex3d | 3 Tage 3 Tage Stock Solution | 5-10®
3BT3SSHex7d | 3 Tage 7 Tage Stock Solution | 5:10®
3BT7SSHex1d | 7 Tage 1 Tag Stock Solution | 5-10®
3BT7SSHex3d | 7 Tage 3 Tage Stock Solution | 5-10®
3BT7SSHex7d | 7 Tage 7 Tage Stock Solution | 5-10®

Die verschiedenen Reaktionsschritte, -partner und -zeiten sind in folgendem Diagramm
graphisch dargestellt. Alle Reaktionen aus 6.1.1.2.1 wurden in gleicher Weise zum Vergleich
auch auf einem 2000 A groRen CPG durchgefiihrt.
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[CPG-DNA-NHS (3000 A)]

Benzylmercaptan /
AcCN/Pyridine 9:1
[BBTISSNexld] [nnssuena] DMAP / 40 °C Benzylmercaptan Benlv"“?ffiamaln
AcCN/Pyridine 9:1 AcCN/Pyridine 9:1

(3e17ssHexta) | (38T175SHex7d )

Hexapeptide Benzylthioester (1d)
NCL bei 40 °C e
Stock Solution Hexapeptide
Benzylthioester (7d) | NCL bei 40 °C
S5 3BT7 Stock Solution
Hexapeptide
NCL bei 40 °C
RNase RNase Stock Solution
Ay NCL 40 °C NCL 40 °C . an
jase lase
Stock Solution Hzoé‘_‘:i“)/ 5 Hz(?gAng{)ss Benzylthloester (3d) RNase NCL 40 °C NCL 40 °C
1% 3 T3 NCL 40 °C H20/ACCN/SS H20/ACCN/SS
Stock Soultion (2:1:1) (18 17:1)
RN /
s “] ( 3 ) Stock Soultion RNase 3577552., 3BT7Mix2d 3‘“7‘ “
(zerss ( ) ( HZ%(;IZ\:(?N/(;S 3817553d (38T7Mix3a) (3817c30)
BT1SS [ ] 3 (2:1:1) RNase 3577557d] [ 3BT7Mix7d ] 3BT7Ac7d
= == NCL 40 °C :
(3erissizd) ( BT1Mix12 Ger ) ib7Acones (387785124 (3877Mix124) (3817Ac124)
x21d 1 (18:17:1) 3BT7SS21d (38T7Millid) (3517Acnd]

3BT3SS1d 3BT3Mix1d 3BT3Ac1d
Goramnas) D)

(387358534 ) (38T3Mix3a |

38T3557d ((3873Mix7d ) (3873Ac74)
3BT3sS12d (3eramixiad) (3873Ac124)
3BT3Mix21d (Geraac21a)

Abbildung 6-1: Diagramm Uber die Variation von Lésemittel und Reaktionsdauer bei

einem CPG von 3000 Angstdom (gleiches Diagramm fir 2000 Angstrom
Legende: 2/3 BT1/3/7 SS/Mix/AcCN 1d/2d/3d/7d/21d

2/3: Grolde des CPG in Tausend-Angstrom

BT1/3/7: Dauer in Tagen der CPG-ODN-Benzylthioester-Darstellung

SS: wassrige Stock Solution (hach Kent)

Mix: Wassrige zu organische Phase 3:1

Ac: Wassrige zu organische Phase fast 1:1

1d/2d/3d/7d/21d: Reaktionsdauer der NCL

Alle Proben wurden nach erfolgter Analyse per Polyacrylamidgelelektrophorese (fur Details
siehe 6.4.2.3) vereint und Uber einen Eppendorf Concentrator 5301 bei 30°C bis zur Trockne
einrotiert. Die auf diese Weise gewonnen 21,3 mg wurden in 3 mL Ladepuffer geldst und auf
die praparative Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetragen. Nahere Details zur

Aufreinigung des Konjugats mittels PrepCell sind in 6.1.1.3 beschrieben.
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6.1.1.2.4 Untersuchung des Einflusses der Konzentration und des

Uberschusses der RNase ,Cys-ZFY-6-Acm® wahrend der
NCL

Der CPG-ODN-Benzylthioester wurde aus 10° mol CPG-ODN-NHS-Ester standardméfig
nach 6.1.1.1. innerhalb eines Tages hergestellt, auf zwei Eppendorf-Reaktionsgefalle
aufgeteilt und mit der zweifachen bzw. der flnffachen Stoffmenge an Cys-ZFY-6-Acm
versetzt. Anschlielend fand die NCL in 0,5 mL ,AcCN* (siehe 6.1.1.2.3. c)) flr zwei bis vier
Tage bei 40°C im Eppendorf Thermomixer statt. Um den zwischenzeitlichen
Reaktionsfortschritt zu kontrollieren wurde nach zwei Tagen aus beiden Eppendorf
Reaktionsgefallen eine Spatelspitze (ca. 1,5-3 pg) der Probe herausgenommen und Uber
Nacht in konz. Ammoniak bei 47 Grad geschuttelt. Das vom Trager abgespaltene ODN-
RNase-Konjugat wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie untersucht und zusatzlich 1 pg auf

einem 20%igen Polyacrylamidgel analysiert.

Tabelle 6-17: Ansatz zur Darstellung der ODN-RNase in ,AcCN* je Eppendorf-

Reaktionsgefar

ANSATZ: M m n \% c GroRRe CPG
(g/mol) | (mg) | (mol) (m) (g/L) (Angstrém)

CPG-ODN-Benzylthioester 14480 0,72 5,0-107 | Trager 3000

Cys-ZFY-6-Acm (2-fach) 3851 |3,85 |[1,0110°[050 |[7,7

Cys-ZFY-6-Acm (5-fach) 3851 |9,63 |[2,510°|0,50 |19

Tris(2-carboxyethyl)phosphin | 258,5 0,05 0,50 M

Ammoniak 122,2 0,30

50 pL 0,5 M TCEP-L6sung wurden der Lésung zugesetzt und zwei weitere Tage reagiert.
Das Reaktionsgemisch wurde anschlieend tber ein 20%igen Polyacrylamidgel analysiert..
Ferner wurden die Uberstande wie folgt behandelt und anschlieRend 5 pL der Losung auf ein
12%iges NUPAGE® Bis-Tris Precast Gel (,Peptid-Gel“) aufgetragen. Als Ladepuffer wurden
jeweils 2,5 L Lithiumdodecylsulfat (LDS), als Laufpuffer wurde einfacher MES-Puffer (2-(N-
Morpholino)ethansulfonséure) verwendet. Die Spannung wurde dabei bei 200 V konstant
gehalten, was einer Stromstarke von 130 mA zu Beginn entsprach. Die Laufzeit des Nu-
PAGE-Gels betrug ungefahr 50 Minuten.
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la: 20 pL aus dem Uberstand der triilben 5x-Lésung wurden zentrifugiert und davon 5 pL aus
dessen Uberstand auf das NuPAGE-Gel aufgetragen. Das Pellet wurde dabei nicht
resuspendiert.

1b: 20 pL aus dem Uberstand der triiben 5x-Losung wurden mit 5 uL TCEP versetzt und
dann zentrifugiert und davon 5 pL aus dessen Uberstand auf das NUPAGE-Gel aufgetragen.

Das Pellet wurde dabei nicht resuspendiert.

2a: 20 pL aus dem Uberstand der triiben 2x-Lésung wurden zentrifugiert und davon 5 pL aus
dessen Uberstand auf das NuPAGE-Gel aufgetragen. Das Pellet wurde dabei nicht

resuspendiert.

2b: 20 pL aus dem Uberstand der trilben 2x-Losung wurden mit 5 pL TCEP versetzt und
zentrifugiert und davon 5 pL aus dessen Uberstand auf das NUPAGE-Gel aufgetragen. Das

Pellet wurde dabei nicht resuspendiert.

3a: 20 pL aus dem Uberstand der trilben 5x-Losung wurden herausgenommen und davon
5uL auf das NUPAGE-Gel aufgetragen.

3b: 20 pL aus dem Uberstand der trilben 5x-Losung wurden mit 10 uL TCEP versetzt und
davon 5pL auf das NUPAGE-Gel aufgetragen.

3c: 20 pL aus dem Uberstand der trilben 5x-Lésung wurden mit 1 uL TCEP versetzt und

davon 5uL auf das NUPAGE-Gel aufgetragen.

4a: 20 pL aus dem Uberstand der triben 2x-Lésung wurden herausgenommen und davon

5uL auf das NUPAGE-Gel aufgetragen.

4b: 20 pL aus dem Uberstand triiben der 2x-Lésung wurden mit 5 uL TCEP versetzt und
davon 5pL auf das NUPAGE-Gel aufgetragen.

5a: Der Uberstand wurde komplett abgezogen und der Trager mit Wasser gewaschen. 20 pL

dieses Waschgangs wurden aufgehoben und davon 5uL auf das NUPAGE-Gel aufgetragen.

5b: Der Uberstand wurde komplett abgezogen und der Trager mit Wasser gewaschen. 20 pL
dieses Waschgangs wurden mit 5 pL TCEP-LOsung versetzt und davon 5uL auf das
NuPAGE-Gel aufgetragen.
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Die Uberstande (1a-5b) wurden zusétzlich zu dem 12%igen NUPAGE® Bis-Tris Precast Gel
zusammen mit der reinen RNase-Losung, dem ODN-RNase-Konjugat und der reinen 46-
basen DNA auf ein 20%iges Polyacrylamidgel. Die auf das PAGE-Gel aufgetragen Mengen
sind in folgender Tabelle dargestellt.

Tabelle 6-18: Ubersicht tiber die verschiedenen Mengen und Volumina zur PAGE-Analyse

Ansatz: m (ug) V (ub) Kurzel
46-Basen DNA 1 5 DNA
ODN-RNase 1 5 K
Cys-ZFY-6-Acm 2 2 R1
Cys-ZFY-6-Acm 4 4 R2
Cys-ZFY-6-Acm 10 10 R3
NCL-Uberstand ? 15 NCL15
NCL-Uberstand ? 20 NCL20
TCEP (0,5M) 1290 10 TCEP
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6.1.1.2.5 Konjugation der deblockieten RNase ,Cys-ZFY-6“ und
weitere Variation der Reaktionsbedingungen wéahrend der
NCL

In diesem Projekt wurde die RNase das erste Mal ohne jegliche Schutzgruppen an beiden
Thiolgruppen zur Reaktion gebracht. Dazu wurde zusatzlich zu dem bereits bekannten
Losemittel ,AcCN“ noch das Ldsemittel Methanol verwendet. Ferner wurde der Uberschuss
an RNase bei gleichbleibender Konzentration, sprich groRerem Volumen untersucht. Die
Reaktionen fanden sowohl in &quimolarer Anwesenheit als auch in Abwesenheit von einem
Reduktionsmittel (TCEP) statt. Dabei erfolgte die Darstellung der Precursorstufe, des CPG-
ODN-Benzylthioesters, standardmé&Rig nach 6.1.1.1. fur drei Tage statt. 10° mol des
entstandenen CPG-ODN-Benzylthioesters wurden anschliefend auf 10 Eppendorf
Reaktionsgefalie aufgeteilt und mit der ungeschiitzen RNase zur Reaktion gebracht.

Tabelle 6-19: Ansatz zur Darstellung des ODN-RNase-Konjugats je Eppendorf

Reaktionsgefal

ANSATZ: M (g/mol) | m (mg) n (mol) GroRe CPG
(Angstrém)

CPG-ODN-Benzylthioester 14480 1,44 1,0-10” 3000
Cys-ZFY-6 3707 0,37-2,96 1,0-8,0-10"
Tris(2-carboxyethyl)phosphin | 258,5 0,50 M

Tabelle 6-20: Variation der verschiedenen Reaktionparameter der NCL
Probe: Losemittel | Crnase Mgnase(MQ) Vrnase(ML) | TCEP | ODN-RNase

(g/L) (L pL) | (mol)

AcRedl | AcCN 2 0,37 0,187 JA 11
AcRed2 | AcCN 2 0,74 0,375 JA 1.2
AcRed4 | AcCN 2 1,48 0,750 JA 1:4
AcRed8 | AcCN 2 2,96 1,50 JA 1:8

Acl AcCN 2 0,37 0,187 NEIN 1:1
MeRedl | MeOH 2 0,37 0,187 JA 11
MeRed2 | MeOH 2 0,74 0,375 JA 1.2
MeRed4 | MeOH 2 1,48 0,750 JA 1:4
MeRed8 | MeOH 2 2,96 1,50 JA 1:8
Mel MeOH 2 0,37 0,187 NEIN 11
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Nach der jeweiligen Analyse auf einem 20%igen Polyacrylamidgel, wurden samtlich Proben
vereinigt und im Eppendorf Concentrator 5301 konzentriert. Die vereinte Probe wurde
anschlielend in 200 pL Ladepuffer geldost und Uber eine praparative
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgereingt. Als Puffer diente einfacher Tris-Borat-EDTA
(TBE)-Puffer. Weitere Details zur Auftrennung der Konjugate mittels PrepCell siehe Kapitel
6.1.1.3.

6.1.1.2.6 Untersuchung des Einflusses weiterer Ldsemittel in

Abhéngigkeit der Konzentration, der Molarverhaltnisse und

der Anwesenheit von TCEP

In diesem Projekt wurden oben aufgeflihrte Parameter wahrend der Nativen Chemischen
Ligation variiert. Dazu wurde nach 6.1.1.1. innerhalb von zwei Tagen der CPG-ODN-
Benzylthioester aus 3x 10°® mol CPG-ODN-NHS-Ester dargestellt. Dieser wurde auf 15
Eppendorf ReaktionsgefaRe aufgeteilt (jeweils 2,0 x10” mol) und mit unterschiedlichen
Losemitteln in unterschiedlichen RNase-Konzentrationen und —Uber bzw. Unterschiissen in

Ab- bzw. Anwesenheit von TCEP zur Reaktion gebracht.

Tabelle 6-21: Ansatz zur Darstellung des ODN-RNase-Konjugats je Eppendorf

Reaktionsgefal

ANSATZ: M (g/mol) | m (mg) n (mol) GrolRe CPG
(Angstrom)

CPG-ODN-Benzylthioester 14480 2,88 2,0.10” 3000

Cys-ZFY-6 3707 0,148-2,96 1,0-8,0-10°"

Tris(2-carboxyethyl)phosphin | 258,5 0,50 M
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Tabelle 6-22: Variation der verschiedenen Reaktionsparameter der NCL

Probe | Losemittel CRNase Mgnase(MA) | Vrnase(ML) | TCEP ODN:RNase
(dquivoluminar) | (g/L) (1 pL) (mol)
P1 MeOH 10 0,740 0,074 NEIN 11
P2 MeOH 10 0,740 0,074 JA 11
P3 MeOH/H,0 5,0 0,740 0,148 NEIN 11
P4 MeOH/H,0 5,0 0,740 0,148 JA 11
PS5 MeOH 10 2,96 0,296 NEIN 1:4
P6 MeOH 10 2,96 0,296 JA 1:4
P7 MeOH/EtOH 10 0,740 0,074 NEIN 11
P8 MeOH/EtOH 10 0,740 0,074 JA 11
P9 MeOH/EtOH/H,O | 5,0 0,740 0,148 NEIN 1.1
P10 MeOH/EtOH/H,O | 5,0 0,740 0,148 JA 1:1
P11 MeOH/EtOH 5,0 0,740 0,148 NEIN 1.1
P12 MeOH/EtOH 5,0 0,740 0,148 JA 1.1
P13 EtOH 2,0 0,148 0,074 NEIN 1:0,2
P14 EtOH/H,O 1,0 0,148 0,148 NEIN 1:0,2
P15 EtOH 1,0 0,148 0,148 NEIN 1:0,2

Nachdem alle Proben auf einem 20%igen Polyacrylamidgel analysiert worden waren,
wurden diese vereinigt und gefriergetrocknet. Die vereinten Proben wurden anschlie3end
gravimetrisch gewogen (18,7 mg) und in 250 uL Ladepuffer geldst. AnschlieRend wurde die
Probe uber praparativer Polyacrylamidgelelektrophorese aufgereinigt. Als Puffer wurde
Ammoniumhydrogencarbonat verwendet. Weitere Details zur Aufreinigung der Konjugate

mittels PrepCell siehe Kapitel 4.1.1.3.
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6.1.1.2.7 Synthese des ODN-RNase-Konjugats im qgrofderem Malistab

zur gentechnologischen Anwendung

In diesem Projekt erfolgte die Synthese der ODN-RNase fur die finale Anwendung mit RNA..
Hierzu wurden 2x 10° mol CPG-ODN-NHS-Ester wie in 6.1.1.1. beschrieben uiber zwei Tage
dargestellt. AnschlieBend wurde der CPG-ODN-Benzylthioester auf 4 Eppendorf
ReaktionsgefaRe (je 5 x 107 mol) aufgeteilt und mit der ungeschitzten RNase (ber drei
Tage bei 40°C zur Reaktion gebracht. Dabei wurde eine bereits vor Wochen angesetzte
RNase-Losung im Lésemittel ,AcCN“ verwendet (Probe 1), als auch neu eingewogene

RNase welche in Methanol gel6st wurde.

Tabelle 6-23: Ansatz zur Darstellung des ODN-RNase-Konjugats je Eppendorf

Reaktionsgefal
ANSATZ: M (g/mol) | m (mg) n (mol) GrolRe CPG
(Angstrom)
CPG-ODN-Benzylthioester 14480 7,2 5,0-10” 3000
Cys-ZFY-6 3707 2,0-3,0 5,4-107-8,1-10”
Tabelle 6-24: Variation der Reaktionsparameter der NCL
Probe: Losemittel | Crase Mrnase(MQ) Vrnase(ML) | ODN-RNase | Batch
(/L) (mol)
SP1 AcCN 2 2,0 1,0 1111 Alt
SP 2 MeOH 2 2,0 1,0 1111 Neu
SP 3 MeOH 2 3,0 1,5 1:1,5 Neu
Sp4 MeOH 1 2,0 2,0 11,1 Neu

Jeweils ein Mikrogramm der Proben wurde auf ein 20%iges Polyacrylamidgel aufgegeben.
Die Proben 2 und 4 wurden anschlieBend vereint, im Eppendorf Concentrator 5301
eingeengt und in 250 pL Ladepuffer geldst. Diese wurden mittels PrepCell elektrophoretisch

aufgereinigt. Nahere Details hierzu in Kapitel 6.1.1.3
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6.1.1.2.8 Selektive Farbung von DNA und Peptiden

In diesem Projekt wurden Proben aus friheren Projekten verwendet und mit
unterschiedlichen Farbemitteln angefarbt. Als Proben dienten einerseits die Proben
3BT3SSHex3 und 3BT3Ac3d aus Kapitel 4.1.1.2.3 und zwei Proben aus der Diplomarbeit
von Andreas Bdckler mit der Bezeichnung B10 und B19. Dabei hatte B10 ein 10-Peptid ans
ODN (46 Basen) gekoppelt, B19 ein 19-Peptid.

Die Aminosauresequenzen lautet wie folgt:
B10: ODN-Cys-GIn-Asp-Ser-Glu-Thr-Arg-Thr-Phe-Tyr
B19: ODN-Cys-Ser-Arg-Ala-Arg-Lys-GIn-Ala-Ser-lle-Lys-Val-Ala-Val-Ser-Ala-Asp-Arg

Als Farbemittel wurde zunachst standardmafiig GelRed verwendet. Hierzu wurden in der
Reihenfolge B10, B19, 3BT3SSHex3, 3BT3Ac3d (einfache und doppelte Menge), DNA-
Marker und Protein-Marker jeweils 1 bzw. im Fall von 3BT3Ac3d 2 pg auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen. Anschliel3end wurde das gleiche Gel lber Nacht mit Stains All
gefarbt und direkt danach, sowie nach einstiindiger Ausbleichung an Tageslicht, fotografiert.
Bei Stains-All handelt es sich um ein Reagenz zur Anfarbung von DNA, RNA und Proteinen.
Um Proteine sensitiv anzufarben wurde anschliel3end noch eine Silberfarbung durchgefiihrt.
Eigentlich als Proteinfarbemethode beschrieben, stellte man fest, dass auch DNA angefarbt
werden. Ferner wurde auf einem neuen PAGE-Gel das Farbemittel Coomassie Blue (speziell

zur Proteinfarbung gedacht) verwendet.

Als nachstes Farbemittel kam ,Ruby Stain“ zum Einsatz, ein Farbemittel welches
ausschlieB3lich Proteine und keine Nukleinsauren anférben soll. Hierzu wurden auf dem
Polyacrylamidgel jeweils 1 ug folgender Proben aufgetragen. B10, B19, 3BT3Ac3d und der
DNA Marker.
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6.1.1.3 Purifikation des ODN-RNase-Konjugats mittels praparativer
Polyacrylamidgelelektrophorese (PrepCell)

In einigen Projekten wurden die erhaltenen Konjugate von den nicht-reagierenten DNA-
Fehlsequenzen mittels praparativer Gelelektrophorese aufgetrennt. Die prinzipiell
Funktionsweise und der detaillierte Aufbau der praparativen Gelelekrophorese ist in Kapitel
3.4.5 ausfuhrlich erlautert.

a) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.3

Da in diesem Projekt alle entstanden Konjugate nur unterschiedlichen Reaktionsparameter
ausgesetzt waren, jedoch dasselbe Produkt lieferten, konnten alle Ansétze vereint werden.
Die Massenbestimmung geschah einerseits durch simples Wiegen (nachdem das Wasser
abgedampft wurde) sowie vorher in wassriger Losung mittels UV/Vis-Spektroskopie. Das
trockene Produkt wurde anschlieBend in 3 mL Ladepuffer gelést und auf die Gelsaule
aufgetragen. Der Strom wurde so eingestellt dass er 500 V und 60 mA nicht Uberschreitet.
Der Fraktionensammler wurde nach 100 Minuten gestartet. Die Wechselfrequenz lag bei 5
Minuten pro Fraktion wobei der Fluss auf 9,6 mL pro 10 Minuten eingestellt war. Nach 300
Minuten wurde die Elektrophorese beendet und die einzelnen Fraktionen auf ein
analytisches Polyacrylamidgel aufgetragen. Hierbei wurden 5 pL aus den mit 1x TBE-Puffer
stark verdiinnten Fraktionen plus 5 pL Ladepuffer aufgetragen. Nach erfolgter PAGE wurden
die Fraktionen der jeweiligen Produkte vereint. Aufgrund der grof3en Verdinnung mussten

die Produkte vor dem Aufkonzentrieren entsalzt werden.

b) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.5

Wieder wurden alle Proben aus dem Projekt vereint nachdem das Ldsemittel nahezu
komplett abgedampft wurde. Die Massebestimmung der einzelnen Proben (vor dem
Vereinen) wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie durchgefiihrt. Das auf ca. 0,5 mL stark
einkonzentrierte Produkt (ca. 10 g/L) wurde anschlieRend mit 10 uL TCEP sowie mit 300 pL
Ladepuffer versetzt und auf die Gelsdule gegeben. Der Fraktionensammler, welcher auf 5

Minuten pro Rohrchen eingestellt war, startete nach 65 Minuten. Nach 285 Minuten wurde
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die Elektrophorese beendet und die einzelnen Fraktionen auf einer analytischen PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt. Auch hier wurden wieder 5 pL der mit 1xTBE-Puffer stark
verdinnten Probe mit 5 pL Ladepuffer aufgetragen. Nach Auswertung der PAGE wurden die
Fraktionen der DNA-Banden (Vial 6 und 7) und die der Konjugats-Banden (Vial 13 und 14)
vereint. Nach Entsalzung der Proben (siehe Kapitel 6.1.1.4.) wurden diese mittels
Kapillarelektrophorese analysiert.

¢) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.6

Die vereinten Proben wurden lber Nacht gefriergetrocknet und gewogen (18,7 mg), in 250
uL Ladepuffer geltst und auf die Gelsaule aufgegeben. Als Elutionspuffer wurde der 1x TBE-
Puffer durch einen flichtigen Puffer, 1. mM Ammoniumhydrogencarbonat, ersetzt. Es war zu
beobachten dass wahrend der Elektrophorese bei konstanter Stromstarke (40mA) die
Spannung konstant gehalten werden konnte (Sprunghafte, oszillierende Steigerung von 259
V auf 313 V). Der Sampler wurde nach 15 Minuten gestartet, die Wechselfrequenz lag bei 5
Minuten pro Rohrchen bei einem Fluss von 9,6 mL pro 10 Minuten. Nach beendeter
Elektrophorese wurden 5 pL aus den Fraktionen mit 5 pL Ladepuffer aufgetragen. Danach
wurden Fraktionen 33-36 zur DNA-Fraktion und Fraktionen 48-54 zur Konjugats-Fraktion
vereinigt. Die Konjugats-Fraktion (ca. 30 mL) wurde Uber Nacht gefriergetrocknet und in 1
mL MilliQ-Wasser gel6st.

d) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.7

Die Proben SP2 und SP4 welche die groRte Ausbeute an Konjugat aufwiesen wurden vereint
und im Eppendorf Concentrator bis auf ca. 225 uL eingeengt. Nach Zugabe von 250 pL
Ladepuffer konnten die 475 pL auf die Gelsdule gegeben und die elektrophoretische
Auftrennung mit 1x TBE-Puffer als Lauf- und Elutionspuffer gestartet werden. Der
Fraktionensammler wurde nach 131 Minuten gestartet und die Frequenz auf 8 Minuten pro
Roéhrchen bei einem Fluss von 9,6 mL/10 Minuten eingestellt. Nach 530 Minuten kam es zur
Beendigung der Elektrophorese und die einzelnen Fraktionen konnten auf einer analytischen
PAGE untersucht werden. Dabei wurden die DNA-Peaks 1-3 (Name: SP DNA) und die
Konjugat-Peaks 11-13 (Name: SP AB1) vereint. Da AB1 zum Testen an der synthetischen

RNA herangezogen werden soll, wurde anschlielend mit BioSpin-6 GPC-Saulen entsalzt.

Die gleiche Gelsaule diente im zweiten Durchgang zur Aufreingigung der Probe KonPanaZ2.

Dazu wurde das Produkt mittles Eppendorf Concentrator eingeengt, in 200 pL Ladepuffer
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gelést und wie oben beschrieben elektrophoretisch getrennt. Die Konjugat-Peaks 18-21
wurden vereint und mit SP AB2 neu betitelt. Zusatzlich wurde der unbekannte Peak
zwischen DNA und Konjugat ebenfalls vereint (Fraktion 14-16) und mit SP Unb betitelt.

6.1.1.4 Entsaltzung des ODN-RNase-Konjugats nach praparativer PAGE

a) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.3

Nach beendeter praparativer Gelelektrophorese wurden die jeweils vereinten Proben (DNA-
und Konjugatsfraktion) mittels Centricon Plus-70 Zentrifugen-Filtereinheiten (NMGG=10.000)
in mehreren Waschschritten entsalzt. Beim ersten Waschschritte wurden die Proben von
knapp 20 mL auf ca. 350 pL in der Zentrifuge bei 3.500 g konzentriert. Je nach Volumen und
Salzgehalt dauerte dies zwischen 15 und 40 Minuten. Das Filtrat konnte verworfen werden
und das Retentat, welches die Probe enthalt, mit 70 mL MilliQ-Wasser aufgeftllt und
nochmals unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der erste Waschschritt entfernt bereits
mehr als 95% der Anfangssalzkonzentration; der darauffolgende Waschschritt mehr als 99%.
Um einen Probenverlust zu vermeiden und das Retentat komplett aus dem Filter
zurlickzugewinnen, wird die Kapsel mit dem Retentat bei 1000g fir 2 Minuten invertiert
zentrifugiert. Die Massenbestimmung wurde abschlieend mittels UV/Vis-Spektroskopie
durchgefuhrt. Die nun entsalzten Konjugats- und DNA-Proben wurden fiir die analytische
Charakterisierung mittels GPC und MALDI-TOF-MS verwendet.

b) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.5

Die vereinten DNA- und Konjugats-Fraktion wurden wie oben beschrieben mittels Centricon-
Plus-70 Zentrifugen-Filtereinheiten (NMGG=10.000) entsalzt. Die entsalzten Proben dienten

zur Charakterisierung mittels Kapillarelektrophorese.
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¢) Verwendung der Proben aus Kapitel 4.1.1.2.7

Aus den vier Proben SP AB1, SP AB2, SP DNA und SP Unb wurden jeweils 1,6 mL
entnommen und per UV/Vis-Spektroskopie vermessen und aufgrund der niedrigen
Konzentration im Eppendorf Concentrator auf ca. 100 pL weiter eingeengt. Diese wurden
anschlielRend mittels Bio-Spin P-6 Saulen von BioRad entsalzt. Die Entsalzung wurde wie in
der mitgelieferten Gebrauchsanweisung'? beschrieben durchgefiihrt. Die nun entsalzten
Proben (ca. 120 pL) konnten zur Konzentrationsbestimmung abermals per UV/Vis-
Spektroskopie analysiert werden.

Eine Alternativmethode der Entsalzung ist die klassische Ethanol-Fallung entsalzt. Dazu
wurden die Proben mit 10 Volumenprozent an sogenanntem Dialysepuffer (bestehend aus 3
M NaCl, 0,25 M TRIS und 0,1 M EDTA.) und dreifachem Volumen an absolutem
unvergalltem Ethanol versetzt und tber Nacht auf -20 bzw. auf -80°C gekuhlt. Am nachsten
Morgen wurden die Proben fur ca. 2 Stunden bei 4 °C und 14.000 g zentrifugiert. Nach
Bildung eines Pellets konnte der Uberstand verworfen werden. AnschlieRende
Uberschichtung des Pellets mit 70%igem Ethanol und 15 minitige Zentrifugation bei 4 °C
und 14.000 g lieferte eine salzfreie Probe. Nach Abtrennung des Uberstandes wurde das
restliche Ldsungsmittel an Luft getrocknet, in HPLC-Wasser geltést und mittels NanoDrop-

Messung analysiert.

Eine alternative Ethanol-Féallung mit einer Ultrazentrifuge (173.000 g bei 4 °C) als
Zentrifugiergerat wurde ebenfalls durchgefiiht.

Ein weiterer Alternativversuch bestand darin, das Konjugat samt TBE-Salz auszufallen.
Hierzu gab man das 12fache Volumen an Aceton auf Trockeneis (-78,5 °C) hinzu. Die
Falllésung wurde bei 4 °C und 4.600 g fir 2 Stunden zentrifugiert. Das Prézipitat, bestehend
aus TBE-Salz und Konjugat, wurde nachdem der Aceton-Uberstand verworfen wurde, sooft
mit 70% EtOH gewaschen bis nahezu alle Salze ausgewaschen waren. Das Prazipitat wurde

in 20 pL HPLC-Wasser geldst und mittels NanoDrop-Messung die Konzentration bestimmt.

Wie zuvor beschrieben wurde das AB1-Konjugat ebenfalls mit Hilfe von 212fachem
Volumenuiberschuss an Aceton auf Trockeneis ausgefallt. Jedoch wurde anschlie3end, im
Gegensatz zu vorherigen Fallungen, das Prazipitat nicht mit 70 % EtOH gewaschen,
sondern mittels GroRenausschlusschromatografie (BioRad Bio Spin P-6 GPC-Saulen)
entsalzt. Hierzu wurden 6 mL der AB1-Konjugatslosung in 1x TBE-Puffer bei einer
Konzentration von 3,2 pg/mL eingesetzt. Aufgrund der hohen Salzkonzentration wurde die

Probe zur Sicherheit ein zweites Mal mit den BioRad Bio Spin P-6 Saulen entsalzt.
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6.1.2 Synthese der RNA

6.1.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Es wurden mehrere verschiedene Maus-DNA-Matrizen (NR 54; NR 58; NR 60) und je zwei

verschiedene Primer (forward und reverse) eingesetzt.
In nachfolgender Tabelle sind die verschiedenen Primer mit ihren Sequenzen angegeben.

Tabelle 6-25: Ubersicht tiber die verwendeten Primer (PCR)

Primer Orientierung DNA-Sequenz (5°-3°) Code
(Firma)
‘T Forward GGGAAACTTCGGAGGGAACC Ator
‘T Reverse AGGAAGCCAGATACCCGTCG Arey
‘T Forward ATCCCGGGGCCGAGGAAGCC Bror
‘T Reverse TATCCTGAGGGAAACTTCGG Brev

Die Primer wurden anschlieBend systematisch mit den drei verschiedenen Maus-DNA-

Matrizen kombiniert, woraus sich 12 unterschiedliche PCR Ansatze ergeben.

Tabelle 6-26: Ubersicht der verschiedenen Kombinationen aus Matrize und Primer

Matrize Primer (Forward) Primer (Reverse) Code
NR 54 Asor Arev 1AA
NR 54 Bror Brev 1BB
NR 54 Avor Brev 1AB
NR 54 Bror Arev 1BA
NR 58 Avor Arev 2 AA
NR 58 Bior Brev 2 BB
NR 58 Avsor Brev 2 AB
NR 58 Bior Arev 2 BA
NR 60 Avor Arev 3 AA
NR 60 Bror Brev 3 BB
NR 60 Avor Brev 3 AB
NR 60 Bror Aoy 3 BA
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Die verschiedenen Matrizen und Primer wurden wie folgt angesetzt und im PCR-Cycler dem

Standardprogramm (Tabelle 6-27) unterzogen
1 yL Klear Taq Polymerase

5 uL Puffer B

1 pL dNTP (10 mmol)

2x je 1 yL Primer

5 uL Matrize

36 pL HPLC-Wasser

Vges = 50 pL

Tabelle 6-27: Standardprogramm einer PCR

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 96 °C 3 Min 1x
Denaturierung 96 °C 0,5 Min 30x
Annealing 55 °C 0,5 Min 30x
Elongation 72 °C 1 Min 30x
Finale Elongation 72 °C 5 Min 1x
4°C o0

Nach erfolgter PCR wurden jeweils 5 pL der verschiedenen PCR-Produkte (plus 2 pL 6x
Loading Dye) auf ein 1%iges Agarose Gel gegeben. Als Marker diente eine 100 bp Leiter.
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6.1.2.2 Ligation in den Vektor pGEM®-T Easy

Die Ligation des PCR-Produkts 3 AA erfolgte mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen Vektor
pGEM®-T Easy der Firma Promega. Der Ansatz der Ligation wurde Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert.

1 uL PCR-Produkt 3 AA
1 pL pGEM-T Easy

1 pL 10x Ligationspuffer
1 yL T4 DNA-Ligase

6 puL HPLC-Wasser

Vges = 10 L

6.1.2.3 Transformation elektrokompetenter Zellen

Der ligierte Vektor wurde anschlieend mittels Elektroporation in die Zellkultur DH10B des
E.coli-Stamms transformiert. Hierzu wird 1 pL des Ligationsansatzes zu 40 pL der DH10B-
Lésung (elektrokompetente Zellen) in einer sterilen Klvette (Gene Pulser®Cuvette) gegeben
und mittels Elektroporation (bei 1,8kV) im Elektroporator Micro Pulser™ der Firma Bio-Rad
fur 3 Sekunden transformiert. Die elektroporierten Zellen werden anschlieBend in 1 mL L-
Medium gel6st, auf den vorgewarmten XGal/Amp/IPTG-Platten ausplattiert (ca.100 pL) und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 7 weil3e Klone gepickt und in
jeweils 5 mL L-Medium (mit 50 uL Ampicilin-Stammlésung) gegeben und wieder bei 37 °C

Uber Nacht zur Amplifikation inkubiert (Ubernachtkultur).

6.1.2.4 Plasmid-Isolierung

Die Plasmid-Isolierung der 7 dber Nacht kultivierten Klone (AB_1 — AB_7) wurde nach
Vorschrift des PeqGOLD Plasmid Miniprep Kits'® bewerkstelligt. Hierzu wurden die DH10B-
Zellen bei 5000 g fir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das

Bakterienpellet wurde anschlieBend sorgfaltig in 250 pL der Losung 1 (enthalt RNase A)
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resuspendiert. FUr die anschliel3ende Zelllyse und -denaturierung wurden 250 pL der Lésung
2 (enthalt 0,2 N NaOH und 1 %SDS) zugeflgt und solange vorsichtig invertiert bis ein klares
Lysat entstand. AbschlieRend wurden zur Neutralisierung der Lésung noch 350 pL der
Lésung 3 hinzugegeben, woraufhin sich ein wei3es Préazipitat bildete, welches fir 10 Minuten
zentrifugiert wurde. Der Uberstand der Losung, welcher die Plasmid-DNA enthiellt, wurde
nun auf einer PerfectBind®-Saule pipettiert und fiur eine Minute zentrifugiert. Der
Saulendurchfluss konnte verworfen werden, da die Plasmid-DNA auf der S&ule bindete. Um
restliche Zellreste zu entfernen wurde die S&ule mit 500 pL PW-Puffer und mit 750 uL DNA
Waschpuffer gewaschen. Zum Schluss wurde die S&ule mit 30 uL HPLC-Wasser beladen,
fur 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end in ein frisches Eppendorf-

Gefal fur zwei Minuten zentrifugiert.

Die 7 Plasmid-Isolierungen wurden spektroskopisch mit einen NanoDrop ND 1000 Gerat
vermessen. Bei allen 7 Proben war die Plasmid-Konzentration sehr gering, woraufhin der
Klon AB_3 nochmal retransformiert, ausplattiert, gepickt und wieder tber 7 Plasmid Miniprep
Kits isoliert wurde. Um groéRere Mengen an klonierten Vektor zu erhalten lohnt es sich das
Promega Pure Yield Plasmid MIDIPrep Kit"! zu verwenden.

6.1.2.5 Restriktion und Ethanol-Fallung

Zur Linearisierung des zirkularen Vektors pGEM® T Easy (mit gewiinschtem PCR-Produkt)
wurden die beiden Restriktionsenzyme Sall und Ncol verwendet. Diese schneiden dabei den
Vektor auf unterschiedlichen Seiten der Multiple Cloning Site. Der Restriktionsansatz,

welcher fir 3 Stunden im Wasserbad bei 37 °C inkubiert wurde, sieht wie folgt aus.
8,7 uL Plasmid AB_3 (entspricht 1 ug)

2 pL Sall bzw. Ncol

2 pL 10x Restriktionspuffer

8,3 puL HPLC-Wasser

Vges = 20 pL

5 pL des Restriktionsansatzes wurden anschlieend auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen
um die erfolgreiche Restriktion zu tberprifen. Im Falle einer erfolgreichen Restriktion wurde
das Restriktionsgemisch tber Nacht mit 100 % EtOH gefallt um restliche Salze und Enzyme

zu entfernen.
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6.1.2.6 In vitro Transkription und RNA-Fallung

MAXIscript® SP6/T7 Kit®":

Ein Mikrogramm des gefallten, linearisierten Restriktionsansatzes wurde anschliel3end fur
die In vitro Transkription eingesetzt. Je nach Konzentration des Fallprodukts musste mit
HPLC-Wasser auf 13 pL aufgefillt werden. Der Ansatz der mit Ncol restringiert wurde, wurde
mit SP6-Transkriptase transkribiert, der mit Sall restringiert entsprechend mit T7-

Transkriptase. Der Ansatz der IVT war wie folgt:
13 pL linearisierte Matrize AB_3

4x 1 yL 10mM rNTP’s

2 puL 10x Transkriptionspuffer

1 yL Transkriptase (T7/SP6)

Vges = 20 pL

Nach erfolgter IVT (bei 37 °C fir 1 Stunde im Wasserbad) muss das Matrize durch Zugabe
von 1 uL TURBO-DNase (15 Minuten bei 37 °C) verdaut werden. AbschlieRend wird zur
Aufreinigung der Ansatz geféallt. Hierzu gibt man 80 uL HPLC-Wasser, 10 pL LiCl (8 M) und
250 pL EtOH (100%) hinzu und verféahrt anschlieRend wie bei der DNA-Fallung weiter.

Die gefallte RNA wird in 20 yL HPLC-Wasser geldst und mit dem Bioanalyzer 2100 von

Agilent analysiert.
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MEGAscript® SP6 Kit:

Um gréRere Mengen an RNA zu transkribieren wurde spater das MEGAscript SP6-Kit
verwendet. FiUr die Transkription mit T7-Transkriptasse wurde das Enzym aus dem
MAXIscript verwendet. Fir den MEGAscript-IVT-Ansatz wurden dabei mehr Matrize, mehr

Transkriptase, hoher konzentrierte NTP’s und langere Inkubationszeiten benétigt.
21 yL linearisiertes Matrize AB_3

3 L Transkriptase (SP6/T7)

3 UL 75 mM rNTP’s

3 L 10x Transkriptionspuffer

Vges = 30 pL

Nachdem der IVT-Ansatz fir 3 Stunden bei 37 °C inkubierte, wurde dieser wie oben
beschrieben mittels RNA-Féllung aufgereinigt. Das Prézipitat wurde in 100 uL HPLC-Wasser
gemessen, a 4x25 pL aliquotiert und mittels Bioanalyzer analysiert.
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6.2 Prufung der Priming-Spezifitdt des ODNs und des ODN-RNase-Konjugats
durch radioaktive cDNA-Synthese

6.2.1 Reines 46-basenlanges ODN und ODN-RNase-Konjugat

Die ersten Versuche zur Bestimmung der Priming-Spezifitdit des ODN-RNase-Konjugats
fanden zunachst mit dem reinen 46-basenlagem ODN (SP DNA) an der Target-IVT-RNA und
der Komp.-IVT-RNA statt. Dazu wurden jeweils 0,5 pg der Target-IVT-RNA und 0,5 pg der
Komp.-IVT-RNA als Matrize fur die cDNA-Synthese eingesetzt. Als Primer dienten in beiden
Fallen 60 ng an reinem ODN. Die rNTPs wurden im Uberschuss von 10 mM eingesetzt,
wobei das ATP mit a-**P radioaktiv markiert war. Der Ansatz wurde mit HPLC-Wasser auf 13
pL aufgefillt und fir 5 Minuten bei 65 °C inkubiert. Danach wurden 4 pL 5x FS-Buffer, 1 uL
0,1 M DTT und 1 pL an SSlil-Reverse Transkriptase!® hinzugegeben und fiir eine Stunde bei

50 °C inkubiert. Der Ansatz ist nachfolgend kurz zusammengefasst.
8 pL IVT-RNA als Matrize (1 pg)

1 pyL ODN (60 ng) bzw. 1uL ODN-RNase (46 ng)

1 pyL 10mM rNTPs (Ohne ATP)

4 uL 2,5 mM a-*P-ATP

65 °C fur 5 Minuten

4 uL 5x FS-Buffer

1pL 0,1 MDTT

1 pL SSIlIl Reverse Transkriptase

VGes =20 U.L

Der komplette Ansatz wurde anschlieRend mittels Fallung aufgereinigt. Hierzu gab man 160
ML HPLC-Wasser, 20 pL Dialyse-Puffer und 550 puL EtOH (100%) dazu und stellte das
Gemisch Uber Nacht bei 4°C in den Kuihilschrank. Am nachsten Morgen wurde
standardmaRig wie bei jeder Fallung weiterverfahren. AulRerdem wurde ebenfalls die

radioaktive Strahlung (in Becquerel) vor der Fallung, nach der Fallung (Pellet und Uberstand)
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sowie nach dem Waschschritt mit 70%igem EtOH gemessen.

Das Pellet wurde

anschlief3end in 20 uL HPLC-Wasser geldst wovon die Halfte mit 10 pL 2x RNA-Ladepuffer

(enthalt bereits Ethidiumbromid) auf ein denaturierendes RNA-Gel gegeben wurde. In

Tabelle sind die einzelnen Werte zusammengefasst.

Tabelle 6-51: Ubersicht iiber die radioaktive Strahlung wahrend der Aufreinigung des cDNA-

Ansatzes
ODN + ODN + ODN-RNase + | ODN-RNase +
»Komp.-IVT“ | Target-IVT“ ,Komp.-IVT* »rarget-IVT*
Vor der Féllung 4000 Bq 6500 Bq 4400 Bq 3600 Bq
Nach der Fallung | 1400 Bq 6000 Bq 1300 Bq 1250 Bq
(Pellet)
Nach der Fallung | 2000 Bq 200 Bq 2100 Bq 2000 Bq
(Uberstand)
Nach dem Waschen | 1200 Bq 5000 Bq 1300 Bq 1000 Bq
(Pellet)
Nach dem Waschen | 100 Bq 40 Bq 100 Bq 160 Bqg
(Uberstand)
Lésen in 20 uL | 1000 Bq 5400 Bq 900 Bq 600 Bq
HPLC-H,O
10 pL geloste Probe | 300 Bq 1600 Bq 260 Bq 100 Bq

+10 PL LP
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6.2.2 ODN-RNase-Konjugat

Als nachstes wurde das Experiment nur mit dem ODN-RNase Konjugat durchgefihrt. Dabei
sind der Ansatz zur radioaktiven cDNA-Synthese sowie die anschlieRende Fallung exakt
gleich zu 4.2.3.1. und wird daher nicht nochmal angegeben. Die gemessenen radioaktiven
Strahlungen sind in nachfolgender Tabelle angegeben:

Tabelle 6-52: Ubersicht tiber die radioaktive Strahlung wahrend der Aufreinigung des cDNA-

Ansatzes

ODN-RNase + ODN-RNase +
Komp.IVT-RNA Target-IVT-RNA

Vor der Féllung 1500 Bq 2500 Bq

Nach der Fallung (Pellet) 300 Bq 1000 Bq

Nach der Fallung (Uberstand) 1000 Bq 1500 Bq

Nach dem Waschen (Pellet) 100 Bq 500 Bq

Nach dem Waschen (Uberstand) | 100 Bq 100 Bq

Lésen in 20 pL HPLC-H,0 100 Bq 500 Bqg

Die gelosten Proben wurden ebenfalls mit 2x RNA-Ladepuffer versetzt und auf ein
denaturierendes, 1,2%iges RNA-Gel aufgetragen. Ferner wurden zusétzlich noch die reine,

unbehandelte RNA sowie eine 100b Leiter zur Orientierung aufgetragen.

Das Experiment wurde um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten identisch wiederholt. Auf
das denaturierende Gel wurden dabei die Proben sowohl denaturiert als auch nicht
denaturiert aufgetragen. Auch die reine, unbehandelte RNA wurde denaturiert und nicht

denaturiert auf das Gel geladen.
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6.3 Priufung der Enzymaktivitat der RNase und des ODN-RNase-Konjugats

6.3.1 Enzymaktivitat der blockierten RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm*

Die ersten enzymatischen Tests wurden mit der Acm-geschiitzten RNase Cys-ZFY-6-Acm

(bei welcher die beiden Cysteine Cys6 und Cys9 durch Acm-Schutzgruppe blockiert sind) an

HelLa-RNA durchgefihrt. Hierzu wurden 500 ng HelLa-RNA vorgelegt und mit 10 pL der
RNase Cys-ZFY-6-Acm (in 0,1 M PBS-Puffer; pH=7,6) in der oxidierten und reduzierten
Form in unterschiedlich hohen Konzentration fur unterschiedliche Zeitintervalle bei 60 °C

inkubiert. In der untenstehenden Tabelle sind die unterschiedlichen Reaktionsparameter

angegeben.

Tabelle 6-27: Ubersicht tiber die Inkubationsbedingungen

Zeit Konzentration RNase Molverhéltnis

Cys-ZFY-6-Acm NRrNase: NRNA
Cys-ZFY-6-Acm (Red.) 1 Minute 1nM Ca. 1000:1
Cys-ZFY-6-Acm (Red.) 5 Minuten 1nM Ca. 1000:1
Cys-ZFY-6-Acm (Red.) 15 Minuten 1nM Ca. 1000:1
Cys-ZFY-6-Acm (Red.) 1 Minute 1pM Ca. 11
Cys-ZFY-6-Acm (Red.) 5 Minuten 1pM Ca. 11
Cys-ZFY-6-Acm (Red.) 15 Minuten 1pM Ca. 11
Cys-ZFY-6-Acm (0x.) 1 Minute 1nM Ca. 1000:1
Cys-ZFY-6-Acm (0x.) 5 Minuten 1nM Ca. 1000:1
Cys-ZFY-6-Acm (0x.) 15 Minuten 1nM Ca. 1000:1
Cys-ZFY-6-Acm (0x.) 1 Minute 1pM Ca. 11
Cys-ZFY-6-Acm (0x.) 5 Minuten 1pM Ca. 11

Die Proben wurden anschliel3end mit Hilfe des Bioanalyzers 2100 von Agilent auf einem Pico

6000 RNA-Chip analysiert.
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6.3.2 Enzymaktivitat der RNase ,,Cys-ZFY-6“

6.3.2.1 Reduzierte Form (Monomer)

Die RNase ZFY-6 wurde zunachst in ihrer reduzierten Form als Monomer, d.h. mit freien
Thiolgruppen an den Cysteinen Cys6 und Cys9, auf ihre Enzymaktivitdt getestet. Dabei
dienten unterschiedliche Puffer und Wasser als Reaktionsmedien. In folgender Tabelle sind
die einzelnen Variationen der Reaktionsparameter dargestellt. Dabei wurden bei jeder
Reaktion 200 ng RNA (S2) vorgelegt und fir die jeweilige Zeit im Wasserbad bei 37 °C
inkubiert. Die RNase lag somit im ca. 150fachen Uberschuss vor.

Tabelle 6-.28: Ubersicht (iber die unterschiedlichen Reaktionsparameter

Medium Zeit Konzentration | Menge Code

1x TBE Puffer | ¥ Stunde 1 pg/uL 500 ng T-Red %2
Wasser 1, Stunde 1 pg/uL 500 ng H-Red %2
Zinkchlorid Y% Stunde 1 pg/pL 500 ng Z-Red %2
1x TBE Puffer | 1 Stunde 1 pg/uL 500 ng Z-Red 1

Wasser 1 Stunde 1 pg/uL 500 ng H-Red 1
Zinkchlorid 1 Stunde 1 pg/uL 500 ng Z-Red 1

1x TBE-Puffer | 2 Stunden 1 pg/uL 500 ng T-Red 2

Wasser 2 Stunden 1 pg/uL 500 ng H-Red 2
Zinkchlorid 2 Stunden 1 pg/uL 500 ng Z-Red 2

Die Proben wurden anschliel3end mit Hilfe des Bioanalyzers 2100 von Agilent auf einem Pico
6000 RNA-Chip analysiert.

6.3.2.2 Oxidierte Form (Dimer)

Die RNase ZFY-6 wurde ebenfalls in ihrer oxidierten Form auf ihrer Enzymaktivitat
analysiert. Dabei liegen die Cysteine nicht mehr als Thiole sondern als Disulfidbrticken vor.
Die Oxidation der RNase erfolgte fir mehrere Tage durch Einleiten von elementarem
Sauerstoff in die Losung. Dabei wurden zur Analyse des Oxidationsfortschrittes Precast
NuPAGE® Novex® 12% Bis-Tris-Gele verwendet. Als Laufpuffer fir die Gele diente 1x MES-

Puffer. Die RNase wurde in verschiedenen Lésungen mehrere Tage oxidiert.
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Tabelle 6-29: Oxidation der RNase ZFY-6 durch Einleitung von Sauerstoff

Medium Oxidationsdauer Code
1x TBE Puffer 1 Tag TO1
Wasser 1Tag HO1
Zinkchlorid 1 Tag Z01
1x TBE Puffer 3 Tage TO3
Wasser 3 Tage HO3
Zinkchlorid 3 Tage Z03
1x TBE Puffer 5 Tage TO5
Wasser 5 Tage HO5
Zinkchlorid 5 Tage 205

Zur Analyse der Enzymaktivitdt setzte man (aufgrund des Oxidationsfortschritts) nur jene
Proben ein, welche fiir 3 bzw. 5 Tage oxidiert wurden. Hierzu wurden zu jeweils 4 pL IVT-
RNA-Matrize S3 (entspricht 300 ng) 1 uL RNase (250 ng) gegeben und fir ein bis zwei
Stunden bei 37 °C in dem jeweiligen Medium inkubiert. Die RNase lag somit im ca. 30fachen

Uberschuss vor.

Tabelle 6-30: Reaktionsparameter zur Degradierung der IVT-RNA durch die oxidierte RNase
Cys-ZFY-6

RNase-Proben: Medium Inkubationsdauer Code
TO3 1x TBE Puffer 1 Stunde T3 1h
HO3 Wasser 1 Stunde H3 1h
Z03 Zinkchlorid 1 Stunde Z3 1h
TO3 1x TBE Puffer 2 Stunden T3 2h
HO3 Wasser 2 Stunden H3 2h
Z03 Zinkchlorid 2 Stunden Z3 2h
TO5 1x TBE Puffer 1 Stunde T5 1h
HO5 Wasser 1 Stunde H5 1h
Z05 Zinkchlorid 1 Stunde Z5 1h
HO5 Wasser 2 Stunden H5 2h

Die Analyse der Reaktionen zur RNase-Aktivitdt wurde mit Hilfe eines Bioanalyzer 2100 von
Agilent auf einem Pico 6000 RNA Chip bewerkstelligt.



178

Experimenteller Tell

Anderung des Reaktionsmediums und der zu degradierenden RNA:

Lima verwendetel® als Reaktionspuffer 20 mM Natriumphosphat, 100 mM Kaliumchlorid, 1

mM EDTA und 0,1 % NP-40. Die nachfolgenden Reaktionen wurden analog dazu angesetzt.

Zu Beginn fanden die Reaktionen allerdings ohne NP-40 statt.

Im nachfolgenden Experiment wurden jeweils 0,5 ug der oxidierten RNasen T05, HO5 und

Z05 an 0,7 pg der Total-RNA von Chironomus thummi (C.thummi) in dem oben genannten

Phosphatpuffer getestet. Wenn man von einer ungefahren, gemittelten Nukleotidlange von

3000 Basen der RNA und somit von einer ungefahren Molmasse von 1.000.000 g/mol

ausgeht, liegt die RNase im ca. 100fachen Uberschuss vor. In nachfolgender Tabelle sind

die einzelnen Reaktionsparameter angegeben.

Tabelle 6-31: Reaktionsparameter zur Degradierung der Total-RNA von C. thummi durch die
oxidierte RNase Cys-ZFY-6

RNase RNA: Inkubationsdauer | Code
TOS5 Total-RNA C. thummi | 2 Stunde TY
HO5 Total-RNA C. thummi | 2 Stunde H %
Z05 Total-RNA C. thummi | % Stunde ZY%
TO5 Total-RNA C. thummi | 1 Stunde T1
HO5 Total-RNA C. thummi | 1 Stunde H1
Z05 Total-RNA C. thummi | 1 Stunde Z1
TO5 Total-RNA C. thummi 2 Stunden T2
HO5 Total-RNA C. thummi 2 Stunden H2
Z05 Total-RNA C. thummi 2 Stunden Z2
HO5 Total-RNA C. thummi | 3 Stunden H3

Da zu Beginn der RNA-Degradierungsreaktionen das Detergenz NP-40 im Phosphatpuffer

nicht enthalten war, wurde dies in folgendem Experiment hinzugegeben. Ferner wurden auf
1,5 pug Total-RNA 5 pug RNase HO5 hinzugegeben (RNase Uberschuss: 500) bzw. zur

Blindprobe entsprechend Wasser und fir unterschiedliche Zeitintervalle bei 37 °C inkubiert.

In nachfolgender Tabelle ist dies verdeutlicht.
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Tabelle 6-32: Ubersicht Uiber den Reaktionsaufbau

RNase RNA: Inkubationsdauer | Code
HO5 Total-RNA C. thummi | 1 Stunde 1 RNase
Blindprobe Total-RNA C. thummi 1 Stunde 2

HO5 Total-RNA C. thummi | 3 Stunden 3 RNase
Blindprobe Total-RNA C. thummi 3 Stunden 4

HO5 Total-RNA C. thummi | 5 Stunden 5 RNase
Blindprobe Total-RNA C. thummi 5 Stunden 6

HO5 Total-RNA C. thummi | 7 Stunden 7 RNase
Blindprobe Total-RNA C. thummi 7 Stunden 8

HO5 Total-RNA C. thummi | Uber Nacht 9 RNase
Blindprobe Total-RNA C. thummi | Uber Nacht 10

Die Analyse geschah sowohl durch ein 1,2%iges denaturierendes Agarosegel als auch tber
einen Pico 6000 RNA durch den Agilent Bioanalyzer.

RNase A:

Um die generelle Verdaubarkeit der durch In vitro Transkription hergestellten RNA zu testen
wurden jeweils 750 ng der ,Kom.-IVT-RNA® mit 20 ug der kommerziell erhaltlich RNase A zur
Reaktion gebracht. Die RNase A lag somit im 500fachen Uberschuss vor. Die
Inkubationszeiten bei 37 °C im Wasserbad betrugen 1, 2, 4, 8, 16, 30 und 60 Minuten.
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6.3.3 Enzymaktivitdt des ODN-RNase-Konjugats

6.3.3.1 Zinkchlorid als Reaktionsmedium

Die ersten Enzymaktivitatstests mit dem ODN-RNase-Konjugat fanden sowohl mit der
Target-IVT-RNA (Restriktion durch Ncol und IVT durch SP6-Polymerase) als auch mit der
dazu komplementaren IVT-RNA (Restriktion durch Sall und T7-Polymerase) statt. Dazu
wurde zunachst nach Zugabe des ODN-RNase-Konjugats (c= 7,8 ng/pL) bei 4 °C fir ca.
zwei Stunden hybridisiert AnschlieRend wurden die Proben im Wasserbad bei 37 °C fir 4, 8,
15 ,30, 60, 120 und 240 Minuten inkubiert. Die nach dem jeweiligen Zeitintervall aus der
Reaktionsldsung herausgenommenen 3 uL (,Probenziehen®) wurden direkt gekihlt. Das
ODN-RNase-Konjugat lag dabei leicht in 1,5molaren Uberschuss vor. Die nachfolgende
Tabelle gibt Aufschluss Uber die einzelnen Reaktionsparameter.

Tabelle 6-33. Ubersicht iiber die verschiedenen Reaktionsparameter der Degradierung der
durch SP6-Polymerase transkribierten IVT-RNA (Target-IVT-RNA)

RNA Menge RNA | Inkubationsdauer | ODN-RNase | Code
Target-IVT-RNA 1,4 ug 0 Minuten 0,11 g NO
Target-IVT-RNA 1,4 ug 0 Minuten (nach | 0,11 ug NO,1
Konjugatszugabe)

Target-IVT-RNA 1,4 pyg 4 Minuten 0,11 pg N4
Target-IVT-RNA 1,4 pyg 8 Minuten 0,11 pg N8
Target-IVT-RNA 1,4 pyg 15 Minuten 0,11 pg N15
Target-IVT-RNA 1,4 ug 30 Minuten 0,11 pg N30
Target-IVT-RNA 1,4 ug 1 Stunde 0,11 pg N1
Target-IVT-RNA 1,4 ug 2 Stunden 0,11 pg N2
Target-IVT-RNA 1,4 ug 4 Stunden 0,11 pg N4
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Tabelle 6-34: Ubersicht liber die verschiedenen Reaktionsparameter der Degradierung der
durch T7-Polymerase transkribierten IVT-RNA (,Komp. IVT-RNA®)

RNA Menge RNA Inkubationsdauer ODN-RNase | Code
Komp. IVT-RNA 1,4 ug 0 Minuten 0,11 g SO
Komp. IVT-RNA 1,4 pg 0 Minuten (nach | 0,11 pg S0,1
Konjugatszugabe)

Komp. IVT-RNA 1,4 pg 4 Minuten 0,11 pg S4
Komp. IVT-RNA 1,4 pg 8 Minuten 0,11 pg S8
Komp. IVT-RNA 1,4 ug 15 Minuten 0,11 ug S15
Komp. IVT-RNA 1,4 ug 30 Minuten 0,11 ug S30
Komp. IVT-RNA 1,4 ug 1 Stunde 0,11 ug S1
Komp. IVT-RNA 1,4 ug 2 Stunden 0,11 ug S2
Komp. IVT-RNA 1,4 pg 4 Stunden 0,11 pg S4

Die Analyse der Abbauprodukte erfolgte durch ein 1,2%iges RNA-Gel sowie durch RNA
6000 Pico Chip auf dem Bioanalyzer von Agilent
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6.3.3.2 Lima’s Phosphatpuffer als Reaktionsmedium

a) Verwendung hoher Mengen an RNA zur Analyse mittels Gelelektrophorese

Als Reaktionsmedium wurde der Phosphatpuffer (plus KCL, EDTA, NP-40) von Lima'®
anstatt Zinkchlorid verwendet. Es wurden drei unterschiedliche Anséatze durchgefiihrt, wobei
die Molverhaltnisse RNA zu ODN-RNase einerseits aquimolar und anderseits die RNA
doppelt-Uberschiissig eingesetzt wurden. Die Mengen an eingesetzter RNA wurden zur
erfolgreichen Analyse mittels 1,2 % Agarose-RNA-Gel deutlich erhéht. So wurden je Ansatz
12,5 pg Target-IVT-RNA und 0,9 pg bzw. 0,45 pg ODN-RNase eingesetzt.
Inkubationszeiten im 37 °C Wasserbad betrugen 0, 1, 3, 5 und 7 Stunden sowie Uber Nacht.

Nachfolgende Tabelle fasst die Reaktionsanséatze Ubersichtlich zusammen.

Tabelle 6-42: Ubersicht tber die verschiedenen Reaktionsparameter der Degradierung der

Target-IVT-RNA bei aquimolarem ODN-RNase-Einsatz

RNA Menge RNA | Inkubationsdauer | ODN-RNase | Code
Target-IVT-RNA 12,5 ug 0 Stunden 0,9 ug 1.0
Target-IVT-RNA 12,5 ug 1 Stunde 0,9 ug 1.1
Target-IVT-RNA 12,5 ug 3 Stunden 0,9 ug 1.3
Target-IVT-RNA 12,5 g 5 Stunden 0,9 ug 15
Target-IVT-RNA 12,5 g 7 Stunden 0,9 ug 1.7
Target-IVT-RNA 12,5 ug Uber Nacht 0,9 ug 10N

Tabelle 6-43: Ubersicht tiber die verschiedenen Reaktionsparameter der Degradierung der

Target-IVT-RNA bei semi-Aquimolarem ODN-RNase-Einsatz

RNA Menge RNA | Inkubationsdauer | ODN-RNase | Code
Target-IVT-RNA 12,5 ug 0 Stunden 0,45 pg 2.0
Target-IVT-RNA 12,5 ug 1 Stunde 0,45 pg 2.1
Target-IVT-RNA 12,5 ug 3 Stunden 0,45 ug 2.3
Target-IVT-RNA 12,5 ug 5 Stunden 0,45 ug 2.5
Target-IVT-RNA 12,5 ug 7 Stunden 0,45 g 2.7
Target-IVT-RNA 12,5 ug Uber Nacht 0,45 ug 2 UN
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Ferner wurden ebenfalls 12,5 ug an Target-IVT-RNA unter gleichen Bedingungen ohne
ODN-RNase-Zusatz als Blindprobe inkubiert. Die entsprechenden Abklrzungen sind hierfur
3.0, 3.1, 3.3, 3.5, 3.7 und 3 UN. Die Analyse der RNA-Degradierung erfolgte anschlieRend
Uber ein denaturierendes, 1%iges Agarose-RNA-Gel sowie Uber den Agilent Bioanalyzer
2100 (RNA Pico 6000 Chip).

b) Radioaktive Markierung der 5-Enden

In folgendem Experiment sollte die Target-IVT-RNA vor der Degradierung mit dem ODN-
RNase-Konjugat radioaktiv am 5'-Ende markiert werden. Dazu wurden 10 pg an Target-IVT-
RNA eingesetzt und nach Protokoll” mit der Alkalischen Phosphatase am 5Ende
dephosphoryliert.

10 pL Target-IVT-RNA (= 10 ug)
30 pL HPLC-Wasser
5 uL 10x FastAP-Puffer

5 uL FastAP-Enzym (5 Units)

VGes =50 pL

Nach erfolgter RNA-Fallung und Loésen in 20 uL HPLC-Wasser wurde der Ansatz nach
Protokoll® mit Hilfe des Enzyms T4 Polynukleotidkinase (T4 PNK) radioaktiv phosphoryliert.

20 pL Target-IVT-RNA (5'-Ende dephosphoryliert)
4.5 uL 10x Puffer A
1 uL T4 PNK

20 pL *y-ATP

Vges = 45,5 pL
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Nach erneuter RNA-Fallung und Ldsen in 20 uL ,Lima’s“-Phsophatpuffer wurde die nun am
5-Ende radioaktiv markierte Target-IVT-RNA mit dem ODN-RNase-Konjugat &quimolar bei
37 °C in unterschiedliche Zeitintervallen inkubiert. Nachfolgende Tabelle gibt Aufschluss tber
die Reaktionsbedingungen.

Tabelle 6-50: Ubersicht tiber die verschiedenen Reaktionsparameter der Degradierung der

am 5’-Ende radioaktiv markierten *Target-IVT-RNA bei aquimolarem ODN-RNase-Einsatz

RNA Menge RNA | Inkubationsdauer ODN-RNase Code
*Target-IVT-RNA 1,6 ug 0 Stunden 0,14 ug *Oh
*Target-IVT-RNA 1,6 ug 1 Stunde 0,14 ug *1h
*Target-IVT-RNA 1,6 ug 3 Stunden 0,14 ug *3h
*Target-IVT-RNA 1,6 ug 5 Stunden 0,14 ug *5h
*Target-IVT-RNA 1,6 ug 7 Stunden 0,14 pg *7h
*Target-IVT-RNA 1,6 ug Uber Nacht 0,14 ug *UN
*Target-IVT-RNA 1,6 ug 3 Stunden - *B5h
*Target-IVT-RNA 1,6 ug 7 Stunden - *B7h
*Target-IVT-RNA 1,6 ug Uber Nacht - *BUN

Die Analyse erfolgte anschlieBend lber ein denaturierendes 1,2 %iges Agarose-Gel, bei

dem die reine unbehandelte Target-IVT-RNA und ein Marker ebenfalls aufgetragen wurden.
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6.4 Methoden und Materialien

6.4.1 Chemische Analysemethoden

6.4.1.1 GPC-Messungen

Die DNA und DNA-RNase-Konjugate wurden zunachst mit einer Polymersdule auf
Polyhydroxymethacrylat-Basis der Firma Shodex (OHpaqg SB-804 HQ) vermessen. Dabei
betrug die PartikelgroRe des Saulenmaterials 10 um, die Saulenlange 300 mm und der
Durchmesser 8,0 mm. Das Laufmittel, bestehend aus 10 mM TRIS-HCI-Puffer (pH=7,4) und
0,2 M NaCl, wurde mit einem EC3114 Degasser entgast und mit einer Pumpe der Firma
Hitachi (Modell L7100) tber einen 40 °C warmen Ofen bei einem Fluss von 0,5 mL/min Uber
die Saule zum UV Detektor (UV Waters 481) befordert.

Danach wurden die DNA und DNA-RNase-Konjugate mit einer GPC-Saule PROTEEMA
300A von der Firma PSS gemessen. Die PartikelgroRe betrug 5 pm, die Léange lag bei 300
mm und der Durchmesser bei 8,0 mm. Das Laufmittel und die Flussraten wurden je nach
Bedarf variiert. So wurden in reinem MilliQ-Wasser, in PBS-Pufferlosungen und in
Wasser/Methanol-Mischungen bei einem Fluss zwischen 0,3 mL/min und 0,5 mL/min
Messungen durchgefiihrt. Der Aufbau der GPC-Anlage ist wie oben beschrieben der gleiche,

lediglich Saule, Laufmittel und Flussrate wurden verandert.

6.4.1.2 HPLC-Messungen

Zur Charakterisierung der RNase ZFY-6 wurde von der Firma Grace Davison Discovery
Sciences die Saule Vydac 218TP C18 mit einer PartikelgroRe von 5um verwendet. Die
Lange der Saule betrug 250 mm, der Durchmesser 4,6 mm. Als Eluent A wurde 0,1% TFA,
1% AcCN in Wasser, als Eluent B 0,1% TFA in AcCN verwendet, wobei der Gradient von
10% B auf 40% B innerhalb von 40 Minuten bei einer Flussrate von 1 mL/min variiert wurde.
Die Laufmittel werden mit einem EC3114 Degasser entgast und mit einer Pumpe L7100 der
Firma Hitachi Uber einen Ofen bei 60 °C zum Detektor (UV Waters 481 Detektor)

transportiert und bei einer Wellenl&ange von 220 nm vermessen.
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6.4.1.3 MALDI-TOF-MS

Die MALDI-TOF-MS-Messungen wurden in 1,8,9-Trihydroxyanthracen (Dithranol), 2-(4'-
Hydroxybenzazo)benzoesauzre (HABA), 2,3,4-Trihydroxyacetophenon (THAP), 2,4,6-THAP
und/oder a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CHCA) durchgefihrt. Ca. 1 pg des Analyten wurde in
1 mL THF oder Chloroform geldst und mit der Matrix (25 g/L) aquivoluminar gemischt. 1 pL
dieser Losung wurden auf dem metallischen Tréger an Luft getrocknet. Das hier im Institut
verwendete Gerat stammt von der Firma Micromass (Bruker REFLEX; Micromass TofSpec
E). Die Messungen fanden zumeist im Reflektronmodus statt, es konnte aber auch linear

gemessen werden.

Proben welche nicht mit dem obengenannten, institutsangehdrigen Gerat vermessen wurden
konnten, wurden zu je 100 pL einer 1-10 puM-L6sung in MilliQ-Wasser bzw. in 1x TBE-Puffer
aliquotiert und an die Firma [ JJll in Uim geschickt. Das dort verwendete Gerat ist von der
Firma Shimadzu, die Martix welche verwendet wurde ist eine Mischung aus 2,3,4-THAP und
2,4,6-THAP.

6.4.1.4 CE-Messungen

Die Analysen durch Kapillarelektrophorese (CE) wurden mit Hilfe einer Apparatur der Firma
Agilent Technologies (Modell G7100A) durchgefiihrt. Die im UV-Detektor (im Gerat integriert)
gemessenen Wellenlangen lagen zwischen 200 nm und 280 nm. Es wurde falls nicht anders

angegeben bei 20 °C in Natriumboratpuffer (pH=9,2) gemessen.

6.4.1.5 UV/Vis-Spektroskopie

Die Konzentrationen der DNA bzw. der DNA-Peptide wurden mit Hilfe eines Eppendorf
Biophotometers bestimmt. Der Wert der Absorption bei 260nm wurde dazu bei der ssSDNA
mit der optischen Dichte (37ug/mL) multipliziert. Da die Absorption der Peptidketten (beim
DNA-RNase-Konjugat) von der der ssDNA abweicht, besteht hier ein geringer statistischer
Fehler, welcher aber fir die Auftragung der Proben auf die analytische PAGE vernachlassigt

werden kann.
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Ferner wurde zur Bestimmung der DNA- und Peptid-Konzentration bzw. zur Messung der
entsprechenden Absorptionsdiagramme bei einer Wellenlange von 200-700 nm das UV/Vis-
Gerat Carry 100Bio UV-VIS-Spectrophotmeter der Firma Virian verwendet. Je nach
Konzentration wurden die Proben verdinnt oder unverdinnt in den beiden verschiedenen

Kammern der ,Micro-RotaphorTM Preparative IEF-Cell“ gemessen.

6.4.2 Molekularbiologische Materialien und Methoden

6.4.2.1 Farbemittel und -methoden

a) GelRed

Zur Herstellung der GelRed-Stammlésung wurden 75 pL GelRed™ (10000x in DMSO) von
der Firma Biotium in 250 mL MilliQ-Wasser geldst. Die Stammlésung wird solange
verwendet bis ein deutlicher Performanceverlust erkennbar ist. Meist ist das durch ein
mangelndes Anfarben des Markers zu beobachten. Die Gele aus der PAGE wurden
zwischen 12-15 Minuten in der Farbelésung unter Lichtausschluss inkubiert und
anschliel3end im Transilluminator von PegLab fotografiert. Als Auswerteprogramm diente E-

Capt der Firma ImageCiraft.

b) Ethidiumbromid

Als Alternative zur GelRed-Farbung diente eine 1%ige Ethidiumbromid-Farbeldsung. Hierzu
werden 1 mL der Ethidiumbromid-Stammlésung in einem Liter Elektrophoresepuffer
(bestehend aus 0,36 M TRIS, 0,3 M Natriumdihydrogenphosphat und 0,1 M EDTA-
Dinatriumsalz) gel6st. Wie auch bei den durch GelRed-gefarbeten Gelen wurden auch diese
unter einem Transilluminator (Bachofer) fotografiert und mit dem Auswerteprogramm

Carestream analysiert.



188 Experimenteller Teil

c) Stains All

Es wurden zur Herstellung der 0,1%igen Stock Solution 50 mg Stains All eingewogen und in
50 mL Formamid (pH=7,3) gelést. Diese wurde anschlieBend 1:20 mit der
Verdinnungslésung, bestehend aus 10% Formamid, 25% Isopropanol und 15 mM TRIS-
HCI-Lésung, auf pH=8,8 verdunnt. Die letztendliche Farbeldsung bestand somit aus 20 mL
Stock Solution, 40 mL Formamid, 100 mL Isopropanol, 728 mg TRIS-HCI und 240 mL MilliQ-
Wasser. Die selbstgegossenen Polyacrylamid-Gele wurden Uber Nacht unter
Lichtausschluss gefarbt. Am nédchsten Tag wurden die Gele unter Lichteinfluss solange
ausgebleicht bis der Hintergrund verschwand und eindeutige Banden erkennbar waren.

d) Ruby Stain

SYPRO® Ruby Protein Gel Stain (Molecular Probes) ist eine direkt verwendbare, einfache
und sehr sensitive (bis 1 ng) Methode um Proteine zu farben. Ein weiterer grof3er Vorteil ist
hierbei dass es ausschlieZlich Proteine anfarbt, Nukleinsauren (sowohl DNA als auch RNA)
werden im Gegensatz zur Silberfarbung nicht angefarbt, da es ausschlie3lich an basische
Aminosauren und das Polypepidrickgrat bindet. Hierzu muss das Gel zunachst zweimal mit
jeweils 100 mL Fixierldsung (50% Methonal und 7% Essigsaure) fur je 30 Minuten unter
schutteln fixiert werden. Das fixierte Gel wird anschlieBend tber Nacht mit 60 mL Ruby Stain
unter standigem Schitteln gefarbt. Am nachsten Morgen wird das Gel mit 100 mL
Waschlésung (10% Methanol und 7% Essigsaure) fur 30 Minuten geschittelt und

abschlie3end fotografiert

e) Silver Staining

Zur Silberfarbung wurde das SilverQuest™ Silver Staining Kit von Invitrogen verwendet.
Hierzu wurde nach beendeter Elektrophorese das Gel in 100 mL der Fixierlosung (40%
Ethanol, 10 % Essigsaure) Uber Nacht leicht geschuttelt. Ladngeres Fixiern hat in vielen
Fallen den Vorteil, dass die Sensitivitdt deutlich erhdéht wird, da stérende lonen und
Detergenzien entfernt werden und die Diffusion der Proteine in der Gelmatrix reduziert wird.
Am nachsten Morgen wurde die Fixierlosung dekantiert und mit 30%igem Ethanol fir 10
Minuten gewaschen. Die Waschlésung wird verworfen und 100 mL der ,Sensitizer-Solution”
(30% Ethanol, 10% ,Sensitizer®, 60% Wasser) wird unter Schutteln fir 10 Minuten
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hinzugegeben. AnschlieRend wird die ,Sensitizer-Solution® dekantiert und mit 30%igem
Ethanol und darauffolgend mit Wasser fur jeweils 10 Minuten gewaschen. Nun wird das Gel
in der letztendlichen Farbelosung (1% Stainer, 99% Wasser) fur 15 Minuten inkubiert.
Hierbei lagern sich die in der ,Stainer-Solution“ vorhandenen Silberionen an die Proteine an.
Nachdem das Farben beendet ist wird die Loésung verworfen und mit Wasser fur 20-60
Sekunden gewaschen. Zu langes Waschen kann eventuell Silber-lonen aus dem Gel
waschen und die Sensitivitat erniedrigen. Dies ist auch bei zu kurzem Waschen aufgrund
des hoheren Backgrounds der Fall. AbschlieBend muss das Gel noch entwickelt werden, in
dem die an die Proteine angelagerten Silber-lonen mit der ,Developing-Solution® (10%
.Developer, 1 Tropfen ,Developer Enhancer®, 90% Wasser) zu Silber reduziert werden. Die
Entwicklung der Banden wird nach Auftreten der gewlinschten Banden nach 4-8 Minuten

durch Zugabe von 10 mL der ,Stopp-Solution“ beendet.

f) SimplyBlue™ SafeStain

SimplyBlue™SafeStain der Firma Invitrogen ist eine direkt verwendbare, einfache und
schnelle Moglichkeit Proteine nach erfolgter Polyacrylamid-Gelelektrophorese  mit
Coomassie Blue G-250 anzufarben. Dabei wird das Gel einfach in der

SimplyBlue ™SafeStain-Lésung iiber Nacht geschiittelt und am nachsten Morgen analysiert.
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6.4.2.2 Puffer und andere molekularbiologische Materialien

a) Puffer

1x TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-Puffer):

Der 10x TBE-Puffer wurde von der Firma Roth kommerziell erworben und entsprechend 1:10
verdinnt. Der 10x TBE-Puffer besteht aus 1,0 M Tris-Borat und 20 mM EDTA in
destilliertem, deionisiertem Wasser; pH 8,3.

1x PBS-Puffer (Phosphate buffered saline):

Der PBS-Puffer enthalt 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid und 12 mM
Phosphationen (in Form von HPO,? und H,PO,). Dazu wurden 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,42 g
Na,HPO,, 1,78 g NaH,PO* und 0,27 g KH,PO, eingewogen und auf einen Liter mit MilliQ-
Wasser aufgefillt. Der pH-Wert wurde mit HCI bzw. NaOH auf 7,4 eingestellt.

1x MES-Puffer (2-(N-Morpholino)-Ethansulfonsédure):

Der NUPAGE® MES SDS Running Buffer (20X) wurde kommerziell von der Firma Life
Technologies erworben. Um den einfachen Elektrophorese-Laufpuffer zu erhalten wurde
dieser entsprechend 1:20 verdiinnt. Somit enthalt der 1x MES-Puffer 50 mM MES, 50 mM
TRIS, 0.1% SDS, 1 mM EDTA bei einem pH-Wert von 7,3.

1x MOPS-Puffer (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure):

Der NUPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20X) wurde ebenfalls kommerziell von der
Firma Life Technologies erworben. Um den einfachen Laufpuffer zu erhalten wurde dieser
entsprechend 1:20 verdinnt. Folglich enthalt dieser 50 mM MOPS, 50 mM TRIS, 0.1% SDS,
1 mM EDTA bei einem pH-Wert von 7.7

Dialysepuffer:

3 M Natriumchlorid, 0,25 M TRIS und 0,1 M EDTA, pH-Wert 7,4

Ladepuffer (PAGE):

90% Formamid, 10mM NaOH, 1mM EDTA, 0,1% w/v Bromphenolblau

Ladepuffer (Agarose-GE, DNA-Gel):

40 % (w/v) Saccharose, 0,1 M EDTA, 0,5 % SDS und 0,05% Bromphenolblau
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Ladepuffer (Agarose-GE; RNA-Gel):

95% Formamid, 0,025% SDS, 0.025% Bromophenolblau, 0.025% Xylen Cyanol FF, 0.025%
Ethidiumbromid, 0.5 mM EDTA

PCR-Puffer:

1x ThermoPol Puffer: 20 mM Tris-HCI, 10 mM (NH,).SO,4, 10 mM KCI, 2 mM MgSO,, 0.1%
Triton® X-100, pH 8.8

Ligase-Puffer:

10x E. coli Ligase Puffer: 30 mM Tris-HCI, 4 mM MgCl,, 1 mM DTT, 26 yM NAD", 50
pug/ml BSA pH 8

10x T4 DNA Ligase Puffer: 660 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl,, 50 mM DTT, 10 mM ATP,
pH 7,5

Natriumboratpuffer:

100mM H3BO3, 10mM NaOH, pH=9,2

10X FastAP Buffer:

100 mM Tris-HCI (pH 8.0 at 37°C), 50 mM MgCl,, 1 M KClI, 0.2% TritonX-100

10x Puffer A (T4 PNK):

500 mM Tris-HCI (pH 7.6 at 25°C), 100 mM MgCl,, 50 mM DTT, 1mM Spermidin

b) Kits und Enzyme

In vitro Transkription:

- MAXIscript® SP6/T7 Kit (Invitrogen):
Enthalt: SP6 Enzyme Mix, T7 Enzyme Mix, 10X Transcription Buffer, ATP Solution,
CTP Solution, GTP Solution, UTP Solution, TURBO DNase, Gel Loading Buffer II,

pTRI-b-actin und Nuclease-freies Wasser
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- MEGAscript® SP6 Transcription Kit (Invitrogen):
Enthalt: SP6 Enzyme Mix, 10X Reaction Buffer, ATP Solution, CTP Solution, GTP
Solution, UTP Solution, pTRI-Xef, TURBO DNase, Ammonium Acetate Stop Solution,
Lithium Chloride Precipitation Solution, Gel Loading Buffer Il und Nuclease-freies
Wasser

cDNA-Synthese:

- SuperScript® Il First Strand Synthesis System (Invitrogen):
Enthalt: Oligo(dT)20 (50 uM), Random hexamers (50 ng/ul), 10X RT buffer, 0.1 M
DTT, 25 mM magnesium chloride, 10 mM dNTP mix, SuperScript Il RT (200 U/ul),
RNaseOUT (40 U/ul), E. coli RNase H (2 U/ul), DEPC-treated water, Total HelLa
RNA, Sense Control Primer (10 uM), Antisense Control Primer (10 uM)

Sonstige Enzme:

- Ncol

- Sall

- Notl

- T4 DNA-Ligase

- Tag-DNA-Polymerase

c) Sonstige molekularbiologische Materialien

Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung:

Die gebrauchsfertige wassrige 40%ige Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung im Verhaltnis

19:1 wurde von der Firma Roth kommerziell erworben.
TEMED:

N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin (99%, p.a., fur Elektrophorese) wurde von der Firma

Roth kommerziell erworben.
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APS:

Ammoniumperoxodisulfat (for molecular biology, >98%) wurde von der Firma Sigma-Aldrich
bezogen. Zur Herstellung der 10%igen (w/v) APS-Stammlosung werden 1 Gramm APS mit

10 mL MilliQ-Wasser zusammengegeben.

DEPC-Wasser:

1 mL Diethylpyrocarbonat auf 1 L MilliQ-Wasser losen.

Ampicillin-Stammldsung:

Fur die Ampicillin-Stammldésung werden 10 mg in einem Liter deionisiertem Wasser geldst.
LB-Medium:

Um ein Liter LB-Medium herzustellen werden hierfir 5 g NaCl, 5 g Hefe-Extrakt und 10 g
Trypton in deionisiertem Wasser geldst. Der pH-Wert ist neutral.

X-Gal-Platten:

Die Nahrlosung der X-Gal-Platten besteht aus 13 g Agar-Agar, 10 mL Ampicillin-
Stammlésung, 0,0476 g IPTG und 0,1 g X-Gal welches in 1 mL N,N-Dimethylformamid
gelost ist. Dies wird anschlieRend auf einen Liter mit LB-Medium aufgefullt und in die Platten

gegossen.



194 Experimenteller Tell

6.4.2.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Alle Polyacrylamid-Gelelekrophoresen wurden in einem PerfectBlue Twin L vertikalen
Doppelgelsystem durchgefihrt (200x200x0,8; Peglab). Die Gele wurden immer am selben
Tag gegossen und nach erfolgter Elektrophorese aus den Gelkassetten herausgenommen
und mit GelRed angefarbt. Die Bilder der Gele wurden mit einem E-Box 1000/20M Gel
Imaging System (Peglab) aufgenommen. Die Analyse und Auswertung der Bilder erfolgte
durch die Software E-Cap (Vilbert Lourmat).

Durch Verdinnung der 40%igen Acrylamid/Bisacrylamid (n:n=19:1) Stammlésung mit 10x
TBE-Puffer (pH=8,3), mit 50% w/v Harnstoff und Milli-Q-Wasser erhielt man die gewlnschte
Konzentration. Durch anschlieBende Zugabe von 1% v/v des Radikalstarters APS-L&sung
und 0,1% v/v des Polymerisationskatalysators Tetramethylethylendiamin (TEMED) konnte
die Polymerisation gestartet werden. Nach 1-2 Stunden bei Raumtemperatur war die
Polymerisation beendet. Ein Mikrogramm der ODN- bzw. der ODN-Peptid-Konjugat-Proben
wurden mit denaturierendem Ladepuffer (PAGE) versetzt und bei 90-100 °C fur ca. 5
Minuten denaturiert. Die Gelelektrophorese fand bei 50 °C und konstanter Spannung
(U=600V) in 1x TBE-Laufpuffer fir ungeféhr eineinhalb Stunden statt. In Tabelle 6-53 sind

die genauen Volumenangaben zu finden.

Tabelle 6-53: Gelzusammensetzung der PAGE

Reagenz 15% 20%
20% Acryl/Bisacrylamidldsung mit Urea 24 mL 32 mL
1x TBE + Urea (50% wi/v) 8 mL 0

APS 250 uL 250 pL
TEMED 25 pL 25 pL
Laufzeit (t) 1lh 1,5h
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6.4.2.4 Praparative Gelelektrophorese (PrepCell)

Die praparativen Gelelektrophoresen (zur Trennung von DNA und Konjugat) wurden in dem
Model 491 PrepCell der Firma Bio-Rad durchgefiihrt. Abhangig von der Trennmenge kam je
nach Bedarf die kleine (28 mm) bzw. die grof3e (37 mm) S&ule zum Einsatz.

Fur eine ca. 5 cm hohe Gelsaule mussten fir die kleine Saule 20 mL (bzw. 40 mL fur die
grol3e) der Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlésung bei 30 mbar flr eine Stunde entgast
werden. Hierdurch wurde eine eventuelle Blasenbildung wahrend der Polymerisation
vermieden. Um eine gleichmaRige Polymerisation zu erreichen wurde der Thermostat auf 22
°C temperiert. Ferner sollten samtliche Utensilien (Kihlfinger, Saule, Platte etc.), welche mit
dem Gel in Kontakt kommen, sauber, staubfrei und trocken sein, um Polymerisationsdefekte
zu vermeiden. Die entgaste Acrylamid/Bisacrylamid-Losung wurde anschlieBend mit 0,2
Vol% der APS-Stammldsung und 0,02 Vol% der TEMED-LGsung vermischt und langsam und
gleichmaRig in die Saule gegossen. Um eine Meniskusbildung zu vermeiden wurde das Gel
mit 2 mL n-Butanol (geséattigt mit Wasser) Uberschichtet. Nach ein bis zwei Stunden konnte
das n-Butanol durch 50% Harnstoff-/TBE-Puffer (gleicher Harnstoff-und Salzgehalt wie im
Gel) ersetzt werden und das Gel Uber Nacht polymerisieren. Ebenfalls Gber Nacht wurden
die Fritten und die Membran, sowie ein Liter des Eluttionspuffers (1x TBE-Puffer) bei 30
mbar entgast. Dadurch wurden Laufblasenpeaks im UV-Detektor vermieden. Am nachsten
Morgen wurde die fertig polymersierte Gelsaule vorsichtig von der GieRRplatte genommen
und auf den Sockel mit den entgasten Fritten/Membran gestellt. 3 Liter des vorgewarmten
Laufpuffers flllte man anschlielend in die Laufpufferkammer, schloss den Kihlfinger an den
Kihlkreislauf an und heizte den Thermostat auf 49 °C. Der Elutionspuffer wurde
entsprechend an den Elutionskreislauf angeschlossen. Nach dem Auftragen der Probe
(gelost in PAGE-Ladepuffer) stellte man die fir die PrepCell zulassigen Maximalwerte an der
Spannungsquelle ein (500 V, 40 mA, 20 W). Dabei war stets die Stromstarke der limitierende
Faktor, sprich die Elektrophorese erfolgte bei einem konstanten Strom von 40 mA. Der Fluss
des Elutionspuffers wurde uber eine Pumpe auf 9,6 mL pro 10 Minuten eingestellt. Der
Fraktionensammler wechselt je nach Bedarf, zumeist nach 5 Minuten, die Fraktionen. Der
UV-Detektor zeichnete simultan das UV-Chromatogramm auf. Nach erfolgter Elektrophorese
lag die Probe stark verdinnt in 1x TBE-Puffer vor und sollte anschlieRend entsalzt werden.
Ferner sollte zusatzlich zum Chromatogramm des UV-Detektors eine analytische PAGE im
Anschluss zeigen in welchen Fraktionen die aufgetrennten DNA- bzw. Konjugatsproben
vorliegen. Hierzu wurden immer 5 pL direkt aus der Fraktion entnommen und mit 5 pL

PAGE-Ladepuffer aufs Gel gegeben.
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Tabelle 6-54: Gelzusammensetzung bei der PrepCell

Reagenz 28 mm Saule 37 mm Séaule
20% Acryl/Bisacrylamidldsung mit Urea 20 mL 40 mL

APS 40 pL 80 pL
TEMED 4 L 8 uL
n-Butanol (gesattigt mit Wasser) 2mL 2mL

1x TBE + Urea (50% wi/v) 2mL 2mL

6.4.2.5 Precast-NuPAGE

Um den Zustand der ZFY-6 RNase (Monomer/Dimer) zu analysieren wurden dazu
vorgefertigte Gele der Firma Life Technologies verwendet. Die NUPAGE® Novex® 12% Bis-
Tris-Gele wurden dabei in ein XCell SureLock™ Mini-Cell Electrophorese System gesteckt
und bei einer konstanten Spannung von 200 V fiir ca. 35-40 Minuten betrieben. Fur kleinere
Massenbereiche (3,5-40 kDa) wurde 1x MES-Puffer verwendet, fir grof3e (10-80 kDa) 1x
MOPS-Puffer. Als Marker wurde stets Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard (3,5-260
kDa) der Firma Life Technologies verwendet.

6.4.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

a) DNA-Gel

Je nach Anwendung und GroR3e der zu trennenden DNA Fragmente wurden unterschiedlich
prozentige (1,0 — 1,5 %) Agarosegele gegossen. Die entsprechende Menge Agarose wurde
eingewogen, durch aufkochen in der Mikrowelle in 1XxTBE-Puffer geldst und anschlielend in
die Midi-Gelkassetten (10,4 cm x 10,2 cm x 0,4 cm) gegossen. Nachdem die Agarose
ausgehartet war, konnte das Gel mit den Proben plus Standard beladen werden und in
1XTBE-Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt werden. Die Detektion der DNA erfolgte
durch Ethidiumbromid-Farbung.
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b) RNA Gel

RNA-Gele wurden ahnlich zu DNA-Gelen gegossen. Fur ein 1,2 %ige RNA-Midi-Gel wurden
0,35 g Agarose eingewogen, mit 18,75 mL DEPC-Wasser versetzt und in der Mikrowelle
aufgekocht. Nachdem eine klare Ldsung entstand, wurden 2,5 mL 10x MOPS-Puffer
dazugegeben und der Sockel gegossen. Danach gab man 3,75 mL Formaldehyd zur
Denaturierung der RNA dazu. Nachdem das Gel ausgehartet war, wurden bei einer
konstanten Spannung von 130 V die Proben elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer
diente 1x MOPS Puffer, als Ladepuffer wurde 2x RNA Loading Dye von Thermo Scientific
(enthalt bereits EtBr) verwendet. Bei der Verwendung von Maxi-Gelen (18 cm x 13 cm x 0,4
cm) wurde der Ansatz entsprechend angepasst.

6.4.2.7 Nanodrop ND-1000

Zur Messung der Konzentrationen an Nukleinsduren (DNA) wurde ein NanoDrop ND-1000
der Firma PeglLab verwendet. Zur Analyse der Konzentration reicht bereits 1 pL des

Analyten aus, welcher dann photometrisch vermessen wird.

6.4.2.8 Agilent Bioanalyzer 2100

Der Agilent 2100 Bioanalyzer System ist ein Chip Elektrophorese System mit dem es
moglich ist Proteine, DNA und RNA aufzutrennen. Ferner ist es auch mdglich
Durchflusszytometrie zu messsen. Je nach Analyt wird der entsprechend dafiir designte Chip

verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Chips sind nachfolgend aufgelistet:

DNA High Sensitivity:

Durch die hohe Sensitivitat (bis zu 5 pg/uL) und die hohe Size Range (50-7000 bp) lassen
sich auch kleinste Mengen an DNA-Fragmenten relativ genau messen. Pro DNA-HS-Chip
kdnnen 11 Proben & 1 pL plus DNA-Ladder aufgebracht werden. Fir die Gelmatrix missen
dazu 15 pL HS-DNA-Dye Concentrate in die dazugehtrige Gelmatrix pipettiert, gevortextet
und far 10 Minuten bei 2000 g zentrifugiert werden. Davon werden 9 pL in die zwei

Gelkammern geben. In jede der 11 Probenkammer werden 5 pL Marker plus 1 uL Probe
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gegeben. Der geladene Chip wird anschlieBend auf dem IKA Vortexter geschittelt und

innerhalb der nachsten 5 Minuten in den Bioanalyzer gelegt und analysiert.

RNA 6000 Nano:

Der RNA 6000 Nano Chip kann in einem Bereich von 5-500 ng/uL verwendet werden. Es
kénnen pro Chip 12 Proben a 1 pL plus RNA Nano Ladder vermessen werden. Zur
Herstellung der Gelmatrix werden 1 pL des RNA Dye Concentrate in 65 pL eines bereits
vorher gefilterten Gels gegeben und bei 13000 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Anschliel3end
werden 9 uL der Gelmatrix in die drei Gelkammern gegeben. In jede der 12 Probenkammern
werden 5 pyL Marker plus 1 pyL des Analyten gegeben. Der geladene Chip wird auf dem IKA

Vortexter geschuttelt und innerhalb von 5 Minuten im Bioanalyzer analysiert.

RNA 6000 Pico:

Die Sensitivitat des RNA 6000 Pico Chips ist im Vergleich zum RNA 6000 Nano Chip
deutlich erhdht. So lassen sich mit dem Pico Chip Konzentration im Picogramm-Bereich (50-
5000 pg/pL) messen. Pro Chip kénnen 11 Proben a 1 pL plus RNA Pico Ladder gemessen
werden. Die Gelmatrix wird wie oben beschrieben hergestellt und in die drei Gelkammern
gegeben. Zuséatzlich muss eine Kammer mit 9 uL der Conditioning Solution befillt werden.
Die restlichen 11 Probenkammern werden mit 5 yL Marker und 1 puL des Analyten bestlickt.

Der Chip wird ebenfalls geschittelt und in den nachsten 5 Minuten im Bioanalyzer analysiert.

Tabelle 6-56: Zusammenfassung der verschiedenen Chips

Chip Volumen Probenanzahl | Konzentrationsbereich | Massenbereich
DNA HS 1ulL 11 5-500 pg/uL 50-7000 nt
RNA Nano 1ulL 12 5-500 ng/uL 25-6000 nt
RNA Pico 1L 11 50-5000 pg/uL 25-6000 nt
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6.4.2.9 Sonstige verwendete Chemikalien

In nachfolgender Tabelle sind alle verwendeten Chemikalien aufgelistet. Puffer und sonstige
molekularbiologische Chemikalien die weiter oben schon im Detail beschrieben worden sind,

sowie Chemikalien die in Kits enthalten sind, sind in der nachfolgenden Tabelle nicht

aufgefihrt.

Chemikalie Reinheit Firma
Ammoniak 28 % Sigma Aldrich
Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) 98 % Sigma Aldrich
lod 99 % Sigma Aldrich
Harnstoff (fir Elektrophorese) 99,995 % Sigma Aldrich
4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) 99 % Sigma Aldrich
4-Mercaptophenylessigsaure (MPAA) 97 % Sigma Aldrich
Benzylmercaptan 99 % Sigma Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat 99 % Sigma Aldrich
Natriumdihydrogenphophat 99 % Sigma Aldrich
Natriumphosphat 96% Sigma Aldrich
Guanidin Hydrochlorid (Gu-HCI) 99 % Sigma Aldrich
Ethylenediaminetetraacetat (EDTA) 99 % Sigma Aldrich
Formamid 99 % Sigma Aldrich
Formaldehyd 37 % Sigma Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 99 % Sigma Aldrich
N-(6-Aminohexyl)rhodamin 6G-amid bis(trifluoroacetat) | 95 % Sigma Aldrich
Acetonitril 99,8 %; p.a. | Sigma Aldrich
Pyridin 99,8 %; p.a. | Sigma Aldrich
Dichlormethan 99,5 %; p.a. | Sigma Aldrich
Methanol 99,8 %; p.a. | Sigma Aldrich
Diethylether p.a. Sigma Aldrich
Isopropanol 99 % Sigma Aldrich
Ethanol 96% Sigma-Aldrich
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 99 % Roth
Ammoniumperoxosulfat (APS) 98 % Roth
Agarose (High Resolution) Roth
Acryl/Bisacrylamid 19:1;40% | Roth
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TCEP-L6sung 0,5M Pierce
Pullulan Standards PSS Mainz
RNase ,Cys-ZFY-6-Acm* Bachem
RNase ,Cys-ZFY-6“ Bachem/Panatecs
CPG-ODN-NHS Biomers
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7 Anhang

a) GPC-Spektren der DNA und DNA-RNase-Messungen:
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Abbildung A-1: GPC von DNA in MilliQ-Wasser (pH=7)
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Abbildung A-2: GPC von DNA in MilliQ-Wasser (pH=9)
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Abbildung A-3: GPC von DNA in MilliQ-Wasser (pH=4)
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Abbildung A-4: GPC vom aufgereinigten ODN-RNase-Konjugat in MilliQ-Wasser (pH=7)
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Abbildung A-5: GPC vom aufgereinigten ODN-RNase-Konjugat in MilliQ-Wasser (pH=9)
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Abbildung A-6: GPC vom aufgereinigten ODN-RNase-Konjugat in 0,05 M PBS-Puffer
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b) HPLC-Graphen der RNase
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Abbildung A-7: HPLC-Messung der blockierten RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm*
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Abbildung A-8: HPLC-Messung der RNase ,,Cys-ZFY-6“
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c) MALDI-TOF-MS-Spektren der RNase
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Abbildung A-9: MALDI-Tof-MS der blockierten RNase ,,Cys-ZFY-6-Acm*
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d) UV-Vis-Spektren zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten

Abbildung A-10: UV-Vis-Spektrum der
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unterschiedlichen Konzentrationen; Linear Fit durch den Ursprung (rot): Y=416266*X;
€= 416266 L/mol*cm
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Abbildung A-13: UV-Vis-Spektrum der 31-Aminosadurelangen RNase Cys-ZFY-6 bei 210
nm in unterschiedlichen Konzentrationen; Linear Fit durch den Ursprung (rot):
Y=126886*X; €= 126886 L/mol*cm
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Abbildung A-14: UV-Vis-Spektrum der 31-Aminosaurelangen RNase Cys-ZFY-6 bei 220
nm in unterschiedlichen Konzentrationen; Linear Fit durch den Ursprung (rot):
Y=83343*X; €= 83343 L/mol*cm
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Abbildung A-15: UV-Vis-Spektrum der 31-Aminosaurelangen RNase Cys-ZFY-6 bei 260
nm in unterschiedlichen Konzentrationen; Linear Fit durch den Ursprung (rot):
Y=5143*X; €= 5143 L/mol*cmKapillarelektrphorese
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Kapillarelektrophorese
) Natriumboratpuffer bei pH=9.2; Kapillarlange 45 cm; 20 °C; 15 min
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Abbildung A-16: CE-Spektrum der DNA und der Probe UC5 bei 260 nm

Abbildung A-17: Abildung 4-38 ohne Orientierungslinien
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cDNA-RNA

cDNA

Abbildung A-18: Autoradiogramm mit einer Expositionszeit von 3 Stunden. Spur 1:
Denaturierte Probe nach radioaktiver cDNA-Synthese; Spur 2: Nicht denaturierte
Probe nach radioaktiver cDNA-Synthese

Abbildung A-19: NUPAGE® Bis Tris Mini-Gel: Analyse der Oxidation der RNase Cys-
ZFY-6-Acm; Spur 1-3: Mit TCEP-reduzierte RNase in unterschiedlichen Mengen (1, 5,
10 pg); Spur 4-6: Fur einen Tag mit Sauerstoff oxidierte RNase in unterschiedlichen
Mengen (1, 5, 10 pg); Spur 7-9: Fir drei Tage mit Sauerstoff oxidierte RNase in
unterschiedlichen Mengen (1, 5, 10 pg); Spur M: Marker Novex® Sharp Pre-stained
Protein Standard
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Abbildung A-20: 1,2%iges Agarose RNA-Gel: Verdau der RNA ,,Komp.-IVT-RNA* durch
RNase A; Spur 1: Ohne RNase A; Spur 2: Inkubation fur 1 Minute; Spur 3: 2 Min; Spur
4: 4 Min; Spur 5: 8 Min; Spur 6: 15 Min; Spur 7: 30 Min; Spur 8: 60 Min
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Abbildung A-21: Analyse der ,Target-IVT-RNA“-Degradation (Pra-Hybridisierung bei
4°C) durch das ODN-RNase-Konjugat in Zinkchlorid durch den Agilent Bioanalyzer

2100; oben: Chromatogramme; unten: Chromatogramme uberfiihrt in ,,Gel-Ansicht“
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Abbildung A-22: Analyse der ,,Komp.-IVT-RNA*-Degradation durch das ODN-RNase-
Konjugat in Zinkchlorid durch den Agilent Bioanalyzer 2100; oben: Chromatogramme,;
unten: Chromatogramme uberfiihrt in ,,Gel-Ansicht“



