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1 Zusammenfassung

RNAAptamere sind vielseitighlolekile dieein breites Spektrumvon Liganden mit hoher Spezifitat
und Affinitatbinden, und diedurchin vitro Selektion entwickelt werden. In dieser Arbeit werden die
Moglichkeiten einer therapeutischen Anwendung von Rpdamerenals Antibiotikabeschrieben.
Nach jahrzehntelagem Einsatz von Antibiotikehaben viele Bakterigsstamme Rsistenzen
entwickelt, wodurchein hohe Bedarf nach neuen Wirkstoffebesteht. Ein vor wenigen Jahren
entdeckterResistenzfaktoist die Neu Dehli Metallé -LactamaséNDM1, die sich in kurzer Zeit Uber
die ganze Welt verbreitet hablDM1 spaltet Carbapemae, die als Breitbandantibiotikder letzten
Reserve lange Zeit zurlickgehalten wurdBie Selektion gegemNDM1 fuhrte zueiner spezifischa
Anreicherungvon bindenden RNASequenzen die Einzelsequenz D908eigte dabei die besten
Bindungseigenschaftén 9 Ay . A y RBSr¥i¢h vdn M908 Xonnpe Wentifiziert werden. D909
inhibierte spezifiscANDM1in einem nitrocefinbasierten Enzymaktivitatstegliese Studie zuRNA
basierten Inhibition von NDM1legt den Grundstein fir neue Therapieansatze zur Bejfing
multiresistenter BakterienDen evolvierenden Krankheitserregern wird durch uhievitro Selektion

eine evolutive AntibiotikéEntwicklung entgegengesetzt.

Im zweiten Teil der Arbeitvurden neue Genschalter flr prokaryotische Systeme entwickelt.
Nattrliche RNASchaltemwurdenauf regulatorische Aktivitat inisht-Wirtorganismernuntersucht. Die
Adeninschalteradd aus Vibrio vulnificusund pbuEausBacillussubtiliskonnten in einEscherichiacoli
basertes Reportersystenimplementiert werder® 5 S Nabhén@igemfl-Schalter audesoplasma
florum wurde inE. coliund inB. subtiliseingesetzt. IrB. subtiliswurde durch den mfSchalter eine
90%ige Repression der Reportergenaktivitat erreicht. Dabei wurdenfliéptamerdomanein den
xpt-Schalter integriert und so ein synthetischer RNZchalter aus natirlichen Komponenten
entwickelt Im Gegensatz dazstand eine Variante vormfl, das kunstlichenybrid-Aptamer. Dieses
war in vitro bindungskompetentpesafRaber keine regulatorische Funktion viva Am Beispiel der

H QRmamere konnte gezeigt werderdass helikale Bereiche und Tertiarstrukturelemente der
PurinAptamere zwar mutiert werdenkonnen, ohne die charakteristische Faltung oder
Bindungskompetenin vitro zu beeinflussen. Die biologische Fuaktdes Aptamers dagegen ist

sensibelon derNukleotidequenzabhangig



2 Einleitung

Das zentrale Motiv der Arbeit ist die Entwicklung und Charakterisierung vorARtdAeren. Diese
vielseitigen Molekile binden eine breite Spanne Yaganden mit hoher Spezifitdat und Affinitat. Sie
konnen durch kinstliche Selektion entwickelt werden, finden sich aber auch in der Natur, vor allem
in der prokaryotischen Doméane des Lebens. Aptameéienen als Genschalter, aber auch in der
medizinischen Diagnostik und Therapiagesetzt werdenin dieser Arbeit werden die Mdglichkeiten
einer therapeutischen Anwendung von RMptameren als Antibiotika beschrieben und neue
Genschalter fur prokaryotische Sgste entwickelt. Beide Teile der Arbeit sind in der synthetischen
Biologie angesiedelt, in der molekularbiologische Bausteine und Konzepte kombiniert werden, um

neue Funktionalitaten zu schaffen.

2.1 Selektion von Aptameren

Aptamere werden durch kinstliche Skfien entwickelt. Die Methode der kiinstlichen Selektion wird

in vitro Selektion oder Selex genanr@lex steht fir systematic evolution of ligands by exponential
enrichmentund wurde 1990 zum ersten Mal beschrieb@n2). Durch diese Methode werden aus
einer OligonukleotieBibliothek RNAoder einzelstrangige DNKolekiile selektiet, die spezifisch an
einen Liganden binden kdnnen. Diese Molekiile werden Aptamere genannt und zeichnen sich durch
eine komplexe dreidimensionale Struktur aus, die durch Mikleotidsequenzdefiniert wird. In

dieser Arbeit woden ausschlie3lich RN2elekionen durchgefuhrt. Mit Hilfe deiSelex wurden
bereits zahllose hochaffine und hochspezifischiptamereentwickelt, deren Bindungseigenschaften
vergleichbar mit monoklonalen Antikérpern si(®). Die Entwicklungder Aptamereist aber nicht wie

bei monoklonalen Antikbrpern an Organismen gebunden, sondern imirditro durchgefihrt. Es
kommen ausddielllich molekularbiologische Standardmethoden zum Einsatz wie Tran@Rrip
revere Transkripion und PCRDadurch ist diein vitro Selektion von Aptamereschnellerund
kostengunstiger als die Entwicklung monoklonaler Antikérper. Der erste Schritt der Selex ist das

Design und die Herstellung eines initialen Pools.

2.1.1 Pooldesign

Diein vitro Selektion basiert auf einer Bibliothek von zufalligen FB¢4uenzen, auch randasmnerte
Sequenzen oder RMNRool genannt. Beider Selektionvon Aptameren liegt die Lange der
Zufdlssequenz zwischen 30 und NMkleotide (nt)(4). Die Anzahl an individuellen Sequenzen, die
bei einer bestimmten Sequenzldnge n mdglich ist, wird Sequenzraum genannt und berechnet sich
aus der Anzahl der eingesetzten Nukleotide itenPotenz.In dieser Arbeit wrde ein 50nt langer
randomisierter Pool (N50) verwendet mit einem Sequenzraum vn Bas entspricht in etwa

1,2x10* Sequenzen oder rund Mimol (10° mol). Bei einem Molekulargewicht von 30 0§6nol
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betragt das Gesamtgewicht einedlRPools Uber den gesamten Sequenzraum 30 Dé@nen. Diese
Menge wiirde einen kleinen Oltanker fiillen und ist im LabormafRstab nicht handhabbar. In der Praxis
hat sich gezeigt, dass etwaninol eines RNAools flur dign vitro Selektion ausreichend i$4,5) Das

liegt daran, dass nur wenige Nukleotide der N&juenz an der Ligandenbindung beteiligt sind. Der
Grofdteil der Nukleotide eines Aptamers ist fiur die Ausbildung von Sekundarstrukturen
verantwortlich. Dabei kann die Sequenz variabel sein, solange sidifisphe Basenpaare bilden.
Bindemotive mit beispielsweise zehn definierten Positionen werden duncimd! eines N5@Pools

mehr als ausreichend abgedeckt. Der Vorteil einer langeren Zufallssequenz ist, dass jedes kurze
Motiv in verschiedenen Sequenzumgelgen prasentiert wird. Ein Motiv kann beispielsweise als
zentrale Ausbuchtung in eine Haarnadelstrukeingebettet sein(6,7) oder in einer DrelWWege

Kreuzung liege(B).

Die Zufallssequenz wird von konstanten Sequenzbereichen flankiert. Die konstanten Sequenzen
werden fur die PGRmplifikation und diein vitro Transkriptionbenétigt. Weiterhin kénnen die
konstanten Bereiche mit Restriktionsschnittstellen oder anderen Funktionalitdten ausgestattet sein.
Die konstanten Bereiche kénnen auch die Struktur des Pools beeinflussen. Werden sie komplementar
gewahlt, werden Haarnadelsikturen bevorzugt ausgebilde(4). In dieser Selektion wird das
Pooldesign verwendet, a$ in Abbildung 1 dargestellt ist(9). Die konstanten Bereiche sind so
gewahlt, dasseder fur sich eine schwache Haarnadelstruktur ausbilden kann. Dadurch soll sich der
N50-Bereich weitgehend unabh&ngig von den konstanten Bereichen falten, eine gemeinsame Faltung
wird aber nicht ausgeschlosséh0). Die Poolsequenz beginnt mit einem CCAAdgiv, gefolgt von

der TZ#Promotorsequenz. Das CCAMGtiv ist eine optimierte Sequenz zur Steigerung der

Transkriptionsraté11).

Abbildung 1: DNAPooldesign filin vitro Selektion von RNAptameren. Rot: T# N2 Y 2 (i 2 NXondiaftér 8ereiclp, W
D NN yKénstariér Bereich, N50: randomisierter Bereich mit 5@ Lange

2.1.2 Selektion

Der grundsétzliche Ablauf ein8ELEt einZyklsvon Selektion und enzymatischer Amplifizierung.
Es handelt sich um einerevolutionséhnlichen Prozess, an dessen Ende wenige an den
Selektonsparametern optimiertéSequenzerstehen.Die Selektion beginnt mit der Herstellung eines
initialen RNAPools nach den zuvor beschriebenen Kriterien. Der initiale Pool wird in den ersten
Selektionsschritt eingesetaind mit der Zielstruktur inkubiert. Bieer wurden Selektionen gegen
Zielstrukturen wieProteine, kleine Molekile, lonen, aber auch ganze Zellen durchgef8hrDie
Zielstruktur wird meist an einer Matrix immobilisiert, von der nach Inkidmatdie ungebundenen

RNASpezies abgewaschen werden kdnnen. Spezies, die die Zielstruktur binden, verbleiben an der

3
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Matrix. Sie werden eluiert und durch reverse Transkription, PCR und Transkription in ddPoBINA
der nachsten Selektionsrunde umgewandéft.Abbildung2 ist eine schematische Darstellung der

Selex abgebildet.

Immobilisierte
Zielstruktur

Initialer
RNA Pool

Bindung

s p-a®
v g3 Amplifikation
RT-PCR +Transkription

Angereicherter Individuelle

Pool

Aptamere

s KlOnieren + Sequenzieren m—)

Abbildung 2: Schematische Darstellung deén vitro Selektion, SELEX. Das Schema ist von oben links beginnend im
Uhrzeigersinn zu lesen. Ein initialer RNA Pool wird mit der immobilisierten Zielstruktur inkubiert. Durch Waschen werden
nicht-bindende RNASpezies aussortiert. Gebundene Spezies werden eluiexd zu einem neuen RNA Pool amplifiziert.
Der neue angereicherte Pool wird dann wiederum mit der immobilisierten Zielstruktur inkubiert und der Zyklus
wiederholt sich. Nach neun bis zw6lf Zyklen wird der angereicherte Pool kloniert und sequenziert, umidneile
Aptamere zu charakterisieren. Abbildung variiert na¢s).

Als Matrix werden verschiedene Materialien verwendet. Fur Proteinselektionen konnen
NitrozelluloseFilter eingesetzt werdefb,12) Fur Proteine und kleine Molekile eignet sich aktivierte
Sepharose, an die die Zielstruktur kovalent gebunden {@r&i3) Hierzu wird Bromcyar{CNBroder

auch  Epoxyaktivierte  Sepharose verwendet. Die  Selektion erfolgt dann  durch
Saulenchromatographie. Eine weitere Moglichkeit der Immobilisierung sind magnetische Sepharose
Klgelchenl{eads. Diese kénnen ebenfalls Epeaktiviert oder Streptavidisbeschichtet seir{14). In

dieser Arbeit werden Streptavidineschichtete magnetischdeads eingesetzt. Die Zielproteine
werden biotinyliert und Uber die BiotiStreptavidinBindung an den magnetischerbeads
immobilisiert. Neben Biotibstreptavidin werden auch andere Affinitditsmarkierungen in der Selektion

eingesetzt, beispielsweis&STusionen(15). Die Selektion kann generell mit jedem Verfahren

4
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durchgefihrt werden, das freie RNA von RNA im Komplex mit dem Zielmolekul trennen kann. Dazu
zahlen Durchflusszytometri€l6,17) Gelverzdgerund18,19) OberflacherPlasmonresonanZ20),
Zentrifugation(21) oder Kapillarelektrophoresg2).

Das Waschen der Matrix ist wesentlich fur die Stringenz der Selek®n Die Intensitat und
Haufigkeit der Waschschritte bestimmen, welcher Anteil der eing#set RNA an der Matrix
verbleibt. In den ersten Runden wird meist sehr schonend und wenig gewaschen, um die Variabilitat
des Pools nicht zu schnell einzuschranken. Mit zunehmender Rundenzahl wird die Zahl der
Waschschritte erh6ht. Die Stringenz kann auabhct eine Verdnderung des Waschpuffers gesteigert
werden. In spateren Runden kann zum Beispiel der Salzgehalt der Pufferlésung geandert werden
(24). Bei der Selektion gegen kleine Molekile kann mit Derivaten des Zielmolekiils gewaschen

werden, um die Spezifitat des RNP&ols zu steigern.

Die Elutionder gebundenen RNBpezies von der Matrix ist ein entscheidender Schritt der Selektion.
Es gibt generell zwei Arten der Elution. Bei der spezifischen Elution wird mithilfe der Zielstruktur
selbst eluiert(25,26) Die Matrix wird mit einem kerschuss der Zielstruktur in Losung inkubiert,
wodurch die RNA&pezies von der Matrix gelést werden und an die Zigtstr in Lésung binden.
Dieses ¥rfahren wird vor allem bei der Selektion von kleinen Molekllen durchgefiihrt. Die
spezifische Elution biet den Vorteil, dass die RN®equenzen nach der gewiinschten Funktion

eluiert werden, namlich der Bindung an die Zielstruktur.

Die unspezifische Elution kann durch thermis¢B@) oder chemischg28) Denaturierung mit 8V
Harnstoff erfolgen. Die RN3ekundarstruktur, die fur di Ligandenbindung notwendig ist, wird
aufgeldst und samtliche an der Matrix verbliebene RNA geht in Losung. Wenn die Zielstruktur tber
Biotin-Streptavidin immobilisiert ist, kann ebenfalls thermisch eluiert werden. Bei 80°C l6st sich die
Biotin-Streptavidn-Bindung (29) und alle immobilisierten Zielstrukturen gehen in Ldsung samt
gebundener RN#&Spezies. Der Vorteil der unspezifischen Elution ist einerseits Zeitersparnis und
andererseits der geringere Verbrauch an Zielstruktur. Ein Nacktedadss auch RN®pezies eluiert

werden kdnnen, die an die Matrix oder GefaRwand binden.

Beobachtet man eine Anreicherung unspezifischer Sequenzen imPBdlAkann eine negative
Selektion oder eine Gegenselektiamo(nterSele) durchgefiihrt werden. Beide Selektionen werden
unter gleichen Bedingungen wie die Hauptselex durchgefiihrt mit jeweils einer Anderung. In der
negativen Selektion ist keine Zielstruktur an der Matrix immobilig28). Statt der Elutionsfraktion

wird mit der Waschfraktion der Selektion weitergearbeitet, in der sich die-Bp&kies anreichern,

die nidt an die Matrix oder GefaBwand binden. In der Elution befinden sich$eaies, die an die

Matrix binden. Die Waschfraktion der negativen Selektion wird direkt in die Hauptselektion

5
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eingesetzt. Die Gegenselektion wird angewendet, um die Spezifitdt dgs R das Zielmolekil
gegenlber verwandten Strukturen zu steigef®0,31) Es wird eine Selektionsrunde gegen ein
Derivat der Zielstruktur imlie Selektion eingefuihrt. Wie bei der negativen Selektion wird auch hier
mit der Waschfraktion weitergearbeitet. Die Elutionsfraktion wird verworfen, da die enthaltenen

RNASpezies nicht spezifisch genug zwischen Zielstruktur und Derivat diskriminieren.

Der letzte Schriteines Selektionszyklust die Amplifikationdes angereicherten RNRoolsdurch RT
PCRund TranskriptionDie Amplifikationtragt ebenfalls zu dem Ergebnis der Selex bei, da nicht alle
Poolsequenzen gleich stark vervielfaltwgerden (32). So kann es zu einer Anreicherwran Spezies

im Pool kommen, die aufgrund ihr&equenzbevorzugtamplifiziert werden Gleichzeitig kdnnen
Spezies unterreprasentiert sein, wenn sie eine stark ausgepraguen@érstruktur besitzen, die die
reverse Transkription verlangsamt. Der Pool sollte nach jeder Selektionsrundeder
Gelelektrophorese auf homogenes Laufverhaltgepriift werden. Uberamplifikate bilden oft
distinkte Banden aus, die von der Poolbande ustlieden werden kénne(l0). Diese Spezies sind
reine Amplifikationsartefakte und haben nicht die gewiinschten Bindungseigenschaften. Dennoch,
auch wenrkeine Uberamplifikatenh Gel erkennbar warerist am Ende einer Selektion die haufigste

Sequenz nicht notwendigerweise die mit den gewlinschten Eigensch@f®én

Es werden so viele Zyklen der Selektion durchlaufen,siois die Affinitat des RNA2ools zum
Zielprotein nicht mehsteigern lasstin den meisten Fallen werden neun bis zwolf Zyklen bendgt
wurdenaber auch Selektionen mitreem einzigenZyklus(34)und bis zu 1&yklen(8) durchgefihrt.
Danach wird der angereichertBNAPool in einen bakteriellen Vektor klonierum individuelle
Sequenzereu isolieren. Die Sequenzen werden auf gemeinsame Motive und Sekundarstrukturen
untersucht und lhre Bindungseigenschaften zum Zielprotein werden charakterisiert. Hierbei wird
meist mit radioaktiv markierter RNA gearbeitet. Als Markierung wird in diesegittdhs sogenannte
body labelhg angewendet, bei de¥’P markierte Nukleotide wéhrend der vitro Transkription in die
Sequenzen eingefligt werdefil,3) Radioaktiv markierte RNA ist in Prot@mdungsstudien
hochsengiv detektierbar, zum Beispiel in Gelverzogerungsexperimenten oder Nitrozelulose

Filterretentionen.

2.2 Genregulation durch Aptamere

Im Folgenden werden RN#asierte Genregulationsmechanismen beschrieben, an denen Aptamere
beteiligt sind. Aptamere sind die fBndlage synthetischer und natirlicher RiS$&halter
(riboswitche$. Der Schwerpunkt in dieser Arbeit liegt auf den naturlich vorkommenden Purin

Aptameren. Es soll zunéchst ein Uberblick tber die Moglichkeiten Apthaséerter Genregulation
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in synthetischa und natirlichen Systemen gegeben werden, dann wird die Klasse der

Purinaptamere naher vorgestellt.

2.2.1 Synthetische RNA-Schalter

Aptamere ausn vitro Selektionen, die kleine Liganden binden kdnnen zur Genregulation eingesetzt
werden. Das Tetrazykliiptamer (8) beispielsweise wurde bereits vielseitig als synthetischer -RNA
Schalter eingesetzt. IBacchanmycescerevisiaekann durch den Einsatz des Tetrazyidptamers

die Translationsinitiation konditional reguliert werddB85,36) Weiterhin ist es moglich, mit dem
Tetrazyklinl LJG I YSNJ { LI SAGSY 1 dz NB3IdzZ ASNBYyd YE2yASNI Yl
SpleiRstelle, kann diese konditional fir das Spliceosom zuganglich gemacht w@mderDie
Ligandenbindung fiihrt dann entweder zur Inhibition des SpleiBens oder zum Uberspringen des
folgenden Exong38). Andere Aptamere, die als kiinstliche RSighalter verwendet wurden, binden
Neomycin(39)oder Theophyllin(40,41)

Alternativ kénnen Aptameredurch in vitro Selektion mit viroiden selbstspaltende Ribozyma
kombiniertwerden (42,43) Die Selektion der Schalter verlief mit dem Ziel, allosterische Ribozyme zu
entwickeln, die sicrabhéngig vorder Ligandeindung spalteten. Solcheallosterischa Rbozyme

konnen zur konditionalen Genexpression in Bakte(#), S.cerevisiag19)und humanen Zelllinien
(45,46)SAy3ASaSGT 0 6SNRSY D 5A-2 RBMNI HIWE XS BENFESY wiSyLI2 R
In Anwesenheit des Ligandespaltet sich das Ribozym, wodurch die mRNAiligffir Degradation

wurde. Dadurch konnte eine Repression des Reportergens erreicht werden.

Aptamere kénnen jedoch auch zur Genregulation eingesetzt werden, ohne auf der mMRNA eiren RNA
Schalter zu bindenEin Beispielafir ist das TetPindende Aptamer das dieGenexpressiorauf
transkriptioneller Ebene i. colireguliert (9). Es wurde einé vitro Selektion gegen das bakteriell
Repressorprotein TetR durchgefiihrt. Das darauffolgeindévo Screening des angereicherten Pools
resultierte in einem Aptamer, das eine TeiBhtrollierte Genexpression aktivieren kann. Das
Aptamer verdrangtiurch kompetitive bindundetR aktiv von de®©peratorDNA(47). In einer Studie

konnte TetRAptamer basiert ein&keportergenexpression Saugetierzellen induzieverden(48).

2.2.2 Naturliche RNA -Schalter

Naturliche RNASchalter wurden vor etwa zehn Jahren zum ersten Mal beschrieben. Die Einfiihrung

von Hochdurchsatequenzierungsmethoden sorgte um die Jahrtausendwende fir einen
sprunghaften Anstieg der bekaten Genome. Inprokaryotischen Genomen wurden durch
bioinformatische Vorhersageprogramme zahlreichégliche Sekundarstrukturelementdentifiziert

und als RN/Schalter klassifizief49). Diese RNA OK | f 1 SNJ g dzZNRSY Ay RSNJ pQ! ¢

und zeichnen sich durch einen modularen Aufbau aus. Das erste Modul ist die Aptamerdomane, das

7



Einleitung

zweite die Expressionsplattform. Bindet das Aptamhen spezifischen Liganden, unterlauft der RNA
Schalter einen Konformationswechsel, der auch die Faltung der Expressionsplattform beeinflusst. Die
veranderte Sekundarstruktur der Expressionsplattform induziert eine Modulation der Genexpression
(50). Die Ligadenbindung flihrt bei einem ABchalter zur Aktivierung der Genexpression, ein- Aus

Schalter reprimiersie.

Die Expressionsplattformen beeinflussen die Genexpredsaniptséchlicrdurch zwei Mechanismen
(51,52) Beider transkriptionellen Rgulation fihrt die Ligandeinduzierte Konformationsénderung

zur Ausbildung einer Terminatorstruktur, wibbildung3A zeigt. Diese stabile Haarnadelschleife
sorgt dafir, dass das naszierende mRNAnskript von der RNRolymerase abfallt und die
Transkription abbricht. Die Geschwindigkeit der Polymerase definiert ein Zeitfenster fur die
Ligandenbindung. Nach Ablauf des Zeitfensters ist eine endgiiltige Entscheidudge fitRNA
getroffen. Entweder bildet sich die Terminatorschleife und die Transkription bricht ab, oder die
Ausbildung der Antiterminatorstruktur sorgt fur die Fortsetzung der Transkription. Danach kann der
RNASchalter die Genexpression nicht mehr Dbeeirders Zwischen Aptamer und
Expressionsplattform befinden sichidinreicheSequenzen, an denen die Transkription verlangsamt
ist. Diese Pausetellen zégern die Entscheidung Uber den Abbruch der Transkription hinaus und
geben Ligand und Aptamer zuséatzlicBeit fur die Komplexbildung. Da die Geschwindigkeit der
Polymerase und die Affinitatate k,, des Liganden zum Aptamer die Schalterposition bestimmen,

spricht man von einem kinetischen Schalter.
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Abbildung 3: Funktion von RNASchaltern, schematische Darstellung. A transkriptioneller Repressor: Ohne Ligand bildet
die naszierende mRNA eine Antiterminatorstruktur, die Transkription lauft weiter. Die Bindung des Liganden fuhrt zur
Ausbildung des Aptamers und des Terminators, dieariskription bricht ab. Da die Ausbildung des Terminators eine
committed stepReaktion darstellt, ist die Reaktion nur bedingt reversibel dargestellt. B translationaler Aktivator: Ohne
Ligand wird die Shindalgarno Sequenz (SD) in einer Haarnadelschleifeskiert. Die Ligandenbindung induziert eine
Umfaltung, die die SEsequenz fir die 30S ribosomale Untereinheit zuganglich macht. Die Umfaltung ist reversibel. Zu
den dargestellten Mechanismen gibt es jeweils auch die Gegenstlicke Translationaler Repressdramskriptioneller
Aktivator.

Der zweite Mechanismus reguliert die Genexpression auf translationaler EBdbhéddung3B). Die
Expressionsplattform befindet sich dafunmittelbar stromaufwérts der kodierenden Sequenz. Die
Ligandenbindung am Aptamer fuhrt zur Ausbildung einer Haarnadelschleife, die die
Ribosomenbindestelle (Shisigalgarno Sequenz, SD) maskiert. Die kleine ribosomale Untereinheit
kann sich nicht an dimRNA anlagern und die Translationsinitiation ist inhibiert. Im Gegensatz zur
transkriptionellen Regulation kann sich der Schalterzustand wahrend der gesamten Lebenszeit der
mMRNA &ndern. Die Konzentration des Liganden bestimmt Uber die Bindungskonstamas K
Gleichgewicht von Anund AusKonformation des Schalters. Translationale Schalter werden daher

thermodynamische Schalter genannt.

Naturliche RNASchalter regulieren zum grol3en Teil Gene und Operons des Metabolismus. Die
Liganden der Schalter sindder Regel Metaboliterf53,54) Sie regulieren in direkter Riickkopplung
die Expression des Stoffwechselenzyms, dessen Substrat oder Produkt sie sind. Es wurden RNA

Schalter fur Aminosaurefb5), Nukleobasen und Nukleotid®&6) gefunden, weiterhin flr Cofaktoren
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(57) oder sekundare Botenstoffé58). Andere Schalter binden lonen wie Mgder F (59,60)oder

schalten als molekulare Thermometer temperaturabhar(gi).

2.2.3 Purin -bindende RNA-Schalter

In dieser Arbeit werden purinbindende Ri$&halter untersucht. Diese Klasse von fSghAdtern

wurde in vielen bakteriellen Spezies gefund@&®). Sie wurden bioinformatisch vorhergesagt und
gezielt in Metaboliregulierten Operas gesucht, bei denen der Regulationsmechanismus unbekannt
war. Die PurirAptamere haben die charakteristische Sekundarstruktur ein&rehizung, englisch:
three-way-junction(53). InAbbildung4 sind einige Puribindende Aptamere gezeigt. Das Basenpaar
Muster der RNASequenz mit drei Stdmmen, zwei terminalen Schleifen und der zentralen Kreuzung
ist bei allen PurisAptameren zu finden. Die Sequenzen dagegen sind nur in den terminalen Schleifen
und im Kreuzungsbereich konserviert. In Liggethundener Form &hnelt das Aptamer der Form
einer Stimmgabel(62). Purine binden im zentralen Kreuzungsbereich und werden von der
Bindetasche vollig umschlossen. Der Ligand bildet mit insgesamt vier Nukleotiden
Kreuzungsbreichdes Aptamers Bindungen a@sbbildungdA-DYp 2y pW yIF OK o0Q 3ISt S
sich um die erste Position von J1/2, sowie die zweite und vorletzte Positiod2/8nBesonders ist

die Bindung mit dem Nukleotid an Position 74 in J3/1: Ligand und Aptamer bilden ein Vatskn
Basenpaar. Eine nichtkomplementdre Mutation dieses Nukleotids flhrt zum Verlust der
Ligandenbindung. Erstaunlicherweise kann die Ligarukmifitidt des Aptamers durch die Mutation
verandert werden. Aus einem Guaniptamer wird durch die Mutation von C nach U ein Adenin
Aptamer(63).

Ein wichtiges Tertiarstrukt-Element der Purinaptamere ist die Interaktion der terminalen Schleifen
L1 und L2, die englis¢bop loop interactiorgenannt wird. Die gesamte Aptamerstruktur wird durch
diese Interaktion organisiert und die Ligandenbindung unterst(64). Die loop loop interactiorist

ein unabhangiges Strukturmerkmal, das sich auch in Abwesenheit des Ligaijleder auch der T
Kreuzung(65) ausbildet. Die Aptamerdoméane der Purinschalter hat eine konservierte Struktur, die
Expressionsplattformen sind dagegen variabel. Es gibt Beispiele findmMusSchalter und sowohl

transkriptionell als auch translational regulierende PtSichalter(56).

10
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Abbildung 4: A-D Sekundarstrukturen der bezeichneten Aptamere, rot: zentraler Kreuzungsbereich, Blau: terminale

Schleifen, Grin: Ligand. In Fett sind die Stdmme P1 bis P3, die terminalen Schleifen L1 und L2, sowie die Verbindungen
J1/2 - J3/1 bezeichnet. Die Nummeniang erfolgt nach dem natirlichen Transkriptionsstart von xg63), die
Nummerierung der anderen Aptamere ist daran angepasst. E Alignierte AptaS8efuenzen, Sekundarstrukturen FP3
sind durch Kasten gekennzeichnet. Der Stern markiert die Position des Nukleotids mit WatSitkBindung zum

Liganden.

In dieser Abeit werden die Adenitbindenden ArSchalteradd aus Vibrio vulnificusund pbuEaus

Bacillus subtiliwerwendet. Dabei isadd ein translational undobuEein transkriptionell reguliger

Schalter. Weiterhin werden die transkriptionellen ASshalter xpt aus B. subtilisund mfl aus

Mesoplasma floruneingesetzt. Dexpt-Schalter bindet Guanimfl H- 8 S2 E& 3 dzl y 2

benannten Schalter regulieren dig y

AAY

liegékhden Gene, die samtlich fir Proteine des Rurin

Stoffwechsels codierersigheTabellel). DashybridAptamer ist eingational desigite Kombination

ausxpt und mfl (66). Die Bindungstasche stammt andl, das restliche Aptamer basiert auf dgst-

Sequenzwobei die Stamme mit zusatzlichen B&senpaaren stabilisiert sinBer Sequenzvergleich

der Aptamere inAbbildung4E zeigt viele Ubereinstimmungen zwischaad, pbuE und xpt. Die

Aptamere stimmen vor allem in den terminalen Schleifen und dem Kreuzungsbereich Ubéflein.

dagegen hat

im Kreuzungsbereich einkomplett

andere Sequenz,

die Nukleotide der

11
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Ligandenbindung sind nicht konserviert. Die terminale Schleife L2nfidet verkirzt, weist aber die
konservierte Sequenz fiur die tertidre Interaktion mit L1 auf. DeBRInm vommfl ist dafiir ahnlich
zu xpt und add, pbuE dagegen hat einen deutlich kiirzeren -Btamm. In Tabelle 1 sind die
wesentlichen Merkmale der Schalter zusammengefasst. RigVétte sind aus der Literatur

Ubernommen(51,56)

Tabellel: Eigenschaften der verwendeten RNZchalter

Name add pbuE Xpt mfl

Ligand Adenin Adenin Guanin H -eoxyguanosin

Koin nM 300 300 5 80

reguliert Translation Transkription Transkription Transkription

An/Aus An An Aus Aus

Reguliertes Gen Adenin Adenin Exporter Phosphoribosyl  Ribonukleotid
Deaminase Transferase Reduktase

Organismus V. vulnificus B. subtilis B. subtilis M. florum

2.3 Medizinische Anwendung von Aptameren

Aptamerekénnenauch im medizinischen Bereich eingesetzt werden. In diagnostischen Verfahren, in
denen Antikdrper eingesetzt werderstellen Aptamere eine Alternative dar Weiterhin gibt es
vielversprechende Ansatze zur Therapie mit Aptameren. Der limitierende Faktoralldedings
zunachst bei der medizinischen Anwendung Gberwunden werden muss, ist die geringe Stabilitat von

RNA.

2.3.1 Stabilitat

Der Einsatz von RNA wird oft durch ihre geringe Stabilitat limitizit Instabilitat der RNAwird

KI dzLJi &a NOK f A O K-GrippeNdorkKrRboseAverursactth $ie ermdglicht eine hydrolytische

{ L} f Gdzy 3 RSNJI 94 SND AL RelzRiHBosedRig/Spalting iat Lo alkalisotiefmRpH o Q
Wert und einerin lineKonformation des RNRUckgrats begunstig67). Diese Konformatin wird vor

allem von flexibler sRNA eingenommen deutlich seltener von gefalteter dsRNADie
Spaltungsreaktion kann deshalb auch zur Strukturbestimmung eingesetzt werden. Inkubiert man RNA
fur mehrere Tage bei Raumtemperatur und analysiert sie dann dwchauflésende Polyacrylamid
Gelelektrophorese (PAGEyeten Spaltprodukte bestimmter La&ngen haufiger auf. Anhand des

Spaltmusters kénnen Rickschllisse auf die Sekundarstruktur der RNA gezogen werden.

12
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Zusatzlich zur intrinsischen Instabilitat der RNA wdid Spaltungsreaktion von einer Fille von
Ribonukleasen (RNasen) katalysiert. Sie finden sich im menschlichen Blut(é&3orad werden von
Bakterien sezernier69,70) Die Halbwertszeit unmodifizierter RNA in Blut betr@ginanchen Féllen
lediglich zwei Minuter(71). Um ene medizinische Anwendung der RNA in biologischen Systemen zu
ermoglichen, muss sie durch chemische Modifikationen stabilisiert werden. Weiterhin kdnnen
Aptamere mit hochmolekularem Polyethylengly¢BEGkonjugiert werden, umihre Ausscheidung

durch dieNieren zwerlangsamer{72).

Die Mdglichkeiten zur Stabilisierung von RNA durch chemische Modifikationervisladitig (73)
Fortschritte in der Synthese modifizierter RNWlekile haben ihre Herstellung effizienter,
verlasslicher und glnstiger gemadfit). In klinischer Anwendung wurden folgende Modifikationen
bislng eingesetzt. Eine der ersten Modifikationen war der Austausch eines PheSahetstoffs,
der nicht an der Phosphodiesterbindung beteiligt ist, gegen Schw@fl Gute Erfolge wurden
RdzNOK a2 RA T A Gtuppa erzfel(72,36)Enae Subd A (i dzi A 2 yGruppS burch e |
H-fluoro 2 R S MImatity-Gruppe stabilisiert die RNA ursthiitzt vor dem Abbau durdRNasen
(77). In manchen Féllen ist bereits eine Modifikation amWdzy R-Enpe¥mit jeweils einem
Deoxyribonukleotid fir eine Stabilisierung ausreichgi@@). Noch stabilere Aptamere kénneraus
locked nucleic acidd_NA) generiert werderi79). Bei dieser Modifikation fihrt der Einbau einer
aSikKet SYoNNO1S @2Y wQh 1TdzY nQ/ RSN wBeb@aS 1 dz
genannten Modikationen bleibt die RNAI & LJA & GeKdS KamfOrmation der Ribose erhalten.
WatsonCrickBaasenpaarungen bleiben beglinstigt udige Bindungseigenschaften des Aptamers

werden nicht beeinflusst

Eine elegante Variante der Stabilisierung ohne neue chemischep&@mueinzufiigen ist der Einsatz

von enantiomerer {IRNA (80,81) Aptamere aus -RNA werden auch Spiegelmere genannt. Die
Entwicklung eines Spiegelmers erfolgt durch vitro Selektion mit natirlicher RNA gegen das
Enantiomer des Zielmolekils, etwa ein aug\minosaurensynthetisiertes Protein. Das Spiegelmer

des selektierten Aptamers bindet dann das natirliche Protein, ist aber vor dem Abbau durch RNasen
geschitzt. Eine Alternative zur chemischen Modifikation ist edievivo Applikation (82). Hierbei
werden dem PatientenZielzellenentnommen, genetisch modifiziert und wieder in den Patienten
gegeben. Die genetische Modifikation erfolgt Uber virale Vektoren, die die Expression der

therapeutischen RNA im Organismus gewahrleisten.

2.3.2 Diagnostik
Die Mdoglichkeiten der chemischen Modifikatiovon Aptameren wurden im letzten Abschnitt
beschrieben. Der modulare Aufbau der Aptamere ermdglicht dartiber hinaus die Immobilisierung auf

diverse Trager oder Oberflaichenmaterialen. Diese Eigenschaften beginstigen den Einsatz von
13
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Aptameren als Biosensandir array-TechnologienDie Kopplung von molekularer Erkennung durch
Aptamere mit einer Signalgenerierung ermoglicht die Entwicklung vielseitiger Detektionssysteme. Die
meisten Technologien beruhen auf optischer Detektion von Fluoresmankierten Aptaneren
(83,84) Andere Detektionsmethoden basieren auf Elektrochef@i, oder Nanopartikelr(86,87)

Ein fihes Beispiel ist ein Biosensor, der IgE Antikorper erkéit IgEbindende DNAAptamere
werden kovalent auf eine goldbeschieten QuarzkristalDberflache aufgebracht. Die Detektion
erfolgt optisch durch Oberflachenplasmonresonanz. Durch dieses Verfahren kann das
Molekulargewicht der auf der Oberflache gebundenen Moleklle bestimmt werden, weshalb das
Verfahren auch als molelare Waage ricrabalancg bezeichnet wird. Die Sensitivitat der Waage

reicht aus, um den AptamdgE Komplex von freiem Aptamer zu unterscheiden.

Ein Beispiel fur eine elektrochemische Signaltransduktion sind die sogenanARrSEnsoren gegen
Kokain (89), Thrombin (90) oder PDGF, englischplatelet derived growth factor(91). Die
SYGaLINBOKSYRSyY ! LI Endsaleiné Qbgritichd” duigebriachtYdie @y Elektrode
fungiert. D& -Endé ist mit einem RedeReporter versehen, zum Beispiel Methylenblau. Durch die
Ligandenbindung wird eine Umfaltung des Aptamers induziert, die den Reejoarter in raumlicher
Nahe zur Elektrode fixiert und einen effizienteren Elektronentransfer oglioht. Die

Ligandenbindung kann durch einen erhéhten Stromfluss detektiert werden.

Eine wichtige Weiterentwicklung der Aptardeasierten Diagnostik ist die gleichzeitige Detektion
von mehreren Zielmolekilen. Der bislang erfolgreichste Ansatz wurde vtoh éb@l. entwickelt
(92,93) Durch einemaptamerbasiertenProteontarray konnten 813Proteine gleichzeitig aus einer
Blutprobe nachgewiesen werden. Die verwendeten Aptamere bestanden aus mertkn
Desoxynukleotiden. Derarray wurde an Blutproben von Patienten mit Lungenkrebs oder
chronischem Niemaversagen getestet. Die tgpmerbasierte ProteomAnalyse lieferte flr diese

Krankheiten wertvolle Biomarker.

2.3.3 Therapie

Aptamere kdnnen auch in der therapeutischen Anwendung ahnlich wie monoklonale Antikérper
eingesetzt werden. Aptamere haben allerdings einige Vorteile gegentibeGfAp#ik (72). Durch die

in vitro Synthese konnen Aptamere in groRem Mal3stab reproduzierbar und ohne biologische
Kontaminationen hergestellt werde®abei ist die Produktion billiger und ohne den Einsatz von
Tiermodellen mdglich Sie sind kleiner als Antikérper und kénnen daher besser in biologische
Kompartimente aufgenommen werden. Auf3erdem besitzen sie eine geenggemunogenitat.
Gegenuber anderen RNzasierten Therapeutika wie miRNAs kénnen Aptamere gegen-inird

extrazellulare Ziele entwickelt werden. Gerade extrazellulare Ziele sind attraktiv, da Aptamere dann

14
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nicht die Zellwand Uberwinden missen. Aptamele Bherapeutika in klinischen Studien sind gegen
Augen und hamatologische Krankheiten, sowie gegen Krebs und virale Krankheiten gerichtet
(94,95) Wichtig fur ein erfolgreiches Aptamer sind vor allem eine hohe Affinitat und Spezifitdt zum

Zielmolekul, sowie eine lange Halbwertszeit iewginschten biologischen Kompartiment.

Aptamere gegen eine Vielzahl von Zielproteinen von klinischem Interesse sind bereits beschrieben,

bis jetzt hat allerdings nur ein einziges Aptamer Marktreife erlangt. Es handelt sich um ein
modifiziertes Aptamer der ifna Eyetech/Pfizer, das den vaskuldren EndeWekthstumsfaktor

VEGF bindet und zur Behandlung von altersbedingter Makuladegeneration (AMD) eingesetzt wird

(96). Es verhindert die Interaktion von VEGF mit seinen Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 mit einer
Inhibitionskonstante @, von 49pM (97). Es verlangsamt den AMi2dingten Sehverlust, der durch

die anamale Bildung von BlutgefaRezintritt. Dieses Aptamer wirdhtravitreal verabreicht und ist

damit geringerer Degradation ausgesetzt als im Blut. Es bebtet#i-Fluardt @ NA YA RAY Sy dzy R
OMet dzNA Y Sy > 1 dzaQVREADKGASKEY Y aAy @SEbinikeastibagu bdzl £ S
geschitzt. Das Aptamer ist mit #Da PEG konjugiert, um die Verteilung im Gewebe zu

verlangsamen.

Weitere Aptamere befinden sich in klinischen Phase Il Versuchen. Die REG1 duale Afiianapie

der Firma Regado Biosciences richtet sich gegen das akute Koronarsy@8jobas Aptamer RBO06
bindet den Coagulationsfaktor 1Xa, das zweite Aptamer RB0O07 wirkt als Antidot. Es bindet an RB006
und hebt dessen Wirkung aukptamere kdnnen ebenfalls als zellggezifische Transportvehikel fur
andere Therapeutika verwendet werden etwa fiur siRN89,100) Enzyme (101) oder
Krebsmedikamente (102,103) Das PRotein PSMA [rostatespecific membrane antigén
beispielsweise ist ein Oberflachenmarker von Prostatakrebszellen, der konstitutiv internalisiert wird
(104) Das Aptamer A10 bindet PSMA mit nanomolaregs '¢ert (105) Uber die Bindung anl@
konnte das Krebsmedikament Doxorubicin, das Nukleinsauren bindet, direkt in Krebszellen
transportiert werden(106) Nachdem die therapeutischen Einsatzmdglichkeiten von-RptAmeren
beschrieben wurden, soll im naclest Abschnitt die Zielstruktur den vitro Selektion déser Arbeit
vorgestellt werden, © fir den bakteriellen Zellwandaufbau verantwortlichen Penieillin

Bindepoteine (PBP).

2.4 Zielstruktur der in vitro Selektion

Die bakterielle Zellwand ist die Zielstruktur, gegen die Uber die Hélfte aller zugelassener Antibiotika
gerichtet ist(107) diei -Lactame. Da allerdings zu jedem neu zugelassenen Antibiotikum bereits eine
bakterielle Resistenz beschrieben wurde, gibt eégen standigen Bedarf an neuen Antibiotika

Klasser{108) Diese Arbeit liefert eine Konzeptstudie zur Inhibition von bakteriellen
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Resistenzfaktoren durch RN¥ptamere. Im Folgenden werden die Zellwandsynthese und bakterielle

Resistenzen sowie die Zielproteine fir olievitro Selektion vorgestél

2.4.1 Die Zellwand und PBP

Die Zellwand bietet als Zielstruktur zwei Vortdil®9} Erstens ist sie eine rein bakterielle Struktur,
sodass Wirkstoffe nur geringe Nebenwirkungen auf den humanen Organismus haben. Zweitens
mussen Wirkstoffe nicht in die Erregerzellen eindringen, sondern wirken extrazellular. Den
Zdlwandaufbau zu inhibieren ist fir Bakterien todlich, dee durch ihre Zdlvand dem hohen
intrazellularenosmotischen Druck stamdlten. Die Zellwand besteht aus Peptidoglycan, gebildet
durch polymere Glycanstrange, die Uber Oliggp&le miteinander quergrnetzt sind (110) Der
Zellwandaufbau wird durch dieeRicillin-Bindepoteine (PBP) katalysiertSie polymeriseren die
Glycanstrangeals Transglycosylasemd vermittelnals Transpeptidasen diernetzungder Strange

zu einer dreidimensionalen MatriDie Transpeptidase ist dRenicillinBindecomane(PBD), die, wie

der Name schon sagt, der Angriffspunkt voniBéim und anderen -LactamAntibiotika ist.

PBPs kommen in diversen Formen in Bakterien vor und jede Art hat ihr individuelles Set, bestehend
ausmehreren PBPE&L11) Die PBPs werden nach ihrer GroRRe in hochmolekular und niedermolekular
unterteilt. Allen gemeinsam ist dikonserviertePBD Hochmolekulare®BPs besitzen daneben noch
eine Transglycosylad@oméne sowie einen Transmembrananker. Die niedermolekularen PBPs
haben keine Transglycosylasen und sind nMbtmbrangebunden, sondern mit demeptidoglycan
assoziiert. Di°BDhat eine GrofRe von etwa IDa undbesteht ihrerseits aus zwei Subdoméanen.

Das aktive Zentrum liegt an der Kontaktstelle der beiden Domé&nen und wird von neun konservierten
Aminosaureresten gebilde{112) Das aktive Zentrum kann als doppeltes L$g@nin System

betrachtet werden, in dem Acylierung und Deacylierung stattfinden.

Die PBD kann statt einer Trans auch eine Endopdjmlase sein, ein Enzym zur Spaltung von
Peptidbriicken. Endopeptidasen sind wichtig fur morphologische Veranderungen der Zelle,
beispielsweise wahrend der Teiluiyl3) Andere PBD dienen als Sensordomanen vdractam
Rezeptoren, die die Expression von Resistenzfaktoren induziétdy Zu den PBD gehdéren audie d

i -Lactamasen, die paralog zu Transpeptidasen gitb)Yd -Lactamasen sind zwar strukturell

verwandt, werden aber nicht von-Lactamen inhibiert, sondern neutralisieren sie.

2.4.2 Bakterielle Resistenzfaktoren

Diei -LactamAntibiotika ahmen das natiirliche SubstrabfAlaD-Ala des Oligopeptids nach, bilden

aber einen langlebigen EnzyftytKomplex,der das Enzym blockierDS3Sy RAS A St 1 | K
LactamAntibiotika haben Bakterien eineebenso viele Resistentaktoren entwickelt, um in

Anwesenheit voni -Lactamen weiterhin Zellwandsynthese betreiben zu kdnnefll5) Die
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Resistenzfaktoren beschranken sich allerdings waehige Mechanismen:Bei Gam-negativen
Bakterien werden -Lactame aktiv Uber die auBere Membraxportiert, die fir i -Lactamenur
eingeschrankt permeabétt. Ein weiterer Mechanismu&rampositiver und -negativer Bakterienist

der aktive Abbau des AntitiioA 1 dzY & -LRaiaM&s&nDariiber hinaus habeniele Bakterien
Transpeptidasenentwickelt, die eine sehr geringdffinitat fir i -Lactame besitzen und somit
unempfindlich fir das Antibiotikum sindDie Resistenzmechanismen lassen sich mit vier

Schlagwdrten zusammenfassen: Aufnahme, Affinitat, Abbau und Export.

2.4.3 Erreger und Zielproteine

Die Klasse A-Lactamasen wurden bereits friih in der Geschichte der Antibiotikaresistenzen entdeckt
(116) Vertreter dieser Klasse wurden als erstes als E8Bkbnfled spectrum beta lactamages
eingestuft(117) Sie treten vornehmlich in GramegativenBakterienauf. Die erste beschriebene
Klasse A-Lactamase war TEM1, benannt nach dem Patieraeis dem der resistente Stamm isoliert
wurde (118) TEM1 gehoért zu den am weitest verbreitetéALactamasen und wird auch als
AmpicillinResistenzmarker auf Plasmiden in der Molekularbiologie eingesetzt. Es ist tigiandre
Ausgangspunkt von mittlerweile Gber 200 beschriebenen Variar{tet®) TEM1 ist das erste
Zielprotein der Arbeit, da es weit verbreitet ist und eine deichtigsten Gruppen bakterieller

Resistenzfaktoren reprasentiert.

Der multiresistente Errege®taphylococcus aurelesitzt mehrere Resistemechanismen. Zunachst
traten PRenicillinresistente Stamme auf, die-Lactamasen besafRen. Methicillimurde als neues
Antibiotikum eingefiihrt, das nicht durchLactamasen gespaltet wirtkurzeZeit spater wurde der
erste Methicillin-resistente Stamm isolier{120) Diese Mthicillin-resistenten S. aureusStamme
(MRSA) singxtrem gefahrlich, da sie praktisch gegen dlld.actame resistent sindnd es kaum
alternative Behandlungen gibNeben den viekonsitutiven PBP exprimieren MRSA Stamme ein
finftes PBP (PBP2A) ausschlieRlich in Anwesenheit d@ctame (121) PBP25 A Yy RlS%iétame

mit sehr schwacher Affinitat und kann nicht durcH.actameblockiert werden(122,123)5 A § |
LactamSensordomane MecRI vermittelt diese Resistenzantwort der Zelle und ist ein Zielprotein

dieser Arbeif(114)

In Enterokokken Ubernimmt das hochmolekulare PBP5 die Transpeptidasefunktion in Anwesenheit
von i -Lactamen. PBP5 alEnterococcus faeciumehort zur gleichen Untergruppe wie PBP2A aus
S.aureus(124) und zeichnet sich durch eine &hnlich geringe Bindungsaffinitdt-zactamen aus
(125) AufRerdem wurden Stamme mit-Lactamasen undrancomycinresistete Stamme (VRE)
isoliert, die bei Krankenhausinfektion eine immer gré3ere Rolle sp{@d28) In dieser Arbeit wird
SAYS {StS1idA2y 3IS3SHyactdiaseSaud Badlun@cdgefinit.St 4 Sy Sy |
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Pneumokokkenstamme, dié¢-Lactamasen xgrimieren oder auf zusatzliche PBP mit niedriger
Affinitat zurtickgreifen kdnnen, wurden noch nicht isoliert. Dafiprimierensie konstitutiv mehrere
Varianten ihrer PBP, dechwachaffin ¥ N Nactane sind(127) Die drei PBP2b, PBP2x und PBP1la in
Steptococcus pneumoniadalie in resistenten Stammen variiert auftreten, sind auf Mosaikgenen
kodiert (128) Mosaikgene entstehen durch Rekombination mit verschiedenen Allelen einer Spezies
oder orthologen Genen verwandter Spezies. Neben horizontalem Gentransfer spielen allerdings auch
Punktmutationen eine ents@édende Rolle bei der Etablierung niedrigaffiner PBID) PBP2x ist ein

weiteres Zielprotein.

Eine neuel -Lactamase ist die NeDehlimetalloi -Lactamase NDM1 auklebsiella pneumoniae
(130) Die Metallos -Lactamasen (MBL) mit prosthetischen Zioken sind in der miekularen
KlasséB zusammengefasst. NDM1 spaltet Carbapeneme, die lange als letzte Brefth@inidtika
gegen Grammegative Bakterienzurtickgehalten wurden. Nachdem Carbapeneme allerdings in den
letzten Jahren verstarkt gegen ESBigende Enterobakteriereingesetztworden waren,erhdhte
sichder Selektionsdruckwaszur Entwicklunggon Carbapenemasen wie NDM1, aber auch VIM1 oder
IMP1 fuhrte (131) Das plasmidtandige Resistenzgemlaypy: verbreitet sich schnell durch
horizontalen Gentransfer ifEnterobacteriacea@ind anderen Gm-negativen Familier(132) Der
geographische Ursprung von NDM1 liegt auf dem indischen Subkontinent, mittlerweile wurden
Infektionen mit NDMiStammen auf der ganzen Welt berich{@B3), auch in Deutschlan(l34,135)
Nach einem aktellen Expertenbericht hat die Entwicklung von Carbapenenhaisibitoren hochste

Prioritat um die zukunftige Antibiotikelersorgung zu gewahrleist¢h08,133)

2.5 Zielsetzung

Durch in vitro Selektion sollen RNAptamere entwickelt werden, die an bakterielle
Resistenzfaktoren der-Lactamase und PBPFamilie binden undliese inhibieren. Im standigen
Wechsel neuer Antibiotikdherapien und darauf folgendevolutiver Entwicklung einer Resistenz
bietet die RNAAptamerSelektion einen Vorteil zwanderen Stoffgruppen:Den evolvierenden
Krankheitserregern wird durch die vitro Selektion eine ebenso evolutive AntibiotiEatwicklung
entgegengesetzt.Diese Arb# soll eine Grundlage fur Aptamere als RbbSierte Antibiotika

schaffen.
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3 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in zwei Abschnitte. Zunaehsl die in vitro Selektionvon RNA
Aptameren gegen bakterielleLactamResistenzfaktoren vorgestellt. Dieser Abschnitt beschreibt die
Herstellung des RNRools und die Praparation der Resistenzfaktoren namentlich
Penicillinbindeproteine (PBP). Es werden die Strategien und Verlaufe bkti@een und deren

Auswertungen gezeigt. Schlie3lich werden die Eigenschaften einzelner Aptamere charakterisiert.

Der zweite Abschnitt beschéftigt sich mitnattrlichen PuriPAptameren und ihrem Einsatz als
synthetische Genexpressionsschalter irabororgarsmen. Riboswitches aus exotischender
humanpathogenerBakterienartenwerden charakterisiert und erganzen den molekularen Baukasten

als Bausteine zur Genregulation.

3.1 Ersteinvitro Selektion von RNA-Aptameren gegen TEM1

3.1.1 Derinitiale Pool

Diein vitro Selektion basiert auf einer Bibliothek von zufalligen F8¢&uenzen, auch randomisierte
Sequenzen oder RNPool genannt. In dieser Arbeit wird ein 50 Nukleotide langer randomisierter
Pool(N50) verwendet, desseisequenz ibbildungbA dargestellist. Der nitiale Pool wird zunachst
als doppelstrangige DNA durch PCR aliei DNAOIligonukleotiden erstellt Das template
Oligmukleotid (NGPoo) beinhaltet denrandomisiertem Bereichdas VorwartsOligmukleotid (NG
For fligt den T7~Promotor unddie p Q istanye Regioran und das RickwartsOligaukleotid (NG
Rey kodiert frRA S oW | 2y avom t¢gnipteQligoaLkiedbtjdwurde 1 nmol in die PCR
eingesetztwas in3 nmol dsDNAPoolresultierte. Firdie Transkription wurden @mol des dsDNA
Pools alstemplate eingesetzt. Einkleiner paralleler Transkriptionsansatz wurde mitP-h UTP als
radioaktive Markierung versetzt. Die Ausbeute der Transkription betrugin®d, die der
radioaktiven Transkription 0,ffmol. Die Entstehungsstufen des initialen Pools sindliildung5B

bis D dargestellt
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des dsDiRAols und Verlauf der Poolherstellung A PoolsequenzRot T7
Promotorregion,GeltY p Q1 2y adl yi S wS 3 AB2rgich GMI W R 2 orQ & A \5 aiiP ERRibdbikp wB(B) A 2 v
und nach (2) Aufarbeitung, Miltra low range [IDNALeiter (Peglab)C Testtranskription, in den Banden 1, 2 und 3 sind
respektive 2ul, 4pl und 6pl Transkiptionsprodukt aufgetragen, Mlow range RNA Leiter (NEB)D radioaktive
;;esttranskription, 1pl und 2ul Transkriptionsansatz aufgetragen,ldw range RNA Leiter (NEB) radioaktiv markiert mit

P-1 ATP.

In Abbildung5 sind Kontrollgele der DNAInd RNAPools gezeigt. DieootPCRn Bzeigt drei Banden
im Gel vor einem leichten Schmier. Die am hochsten laufendeldaentspricht dem dsDNARool.
Kurz darunter liegtBandeb bei etwa 100bp, die wahrscheinlich denTemplateOliganukleotid
entspricht Zwischer25 und der50bp befindet sichBandec, die der Gré3e von N€or entspricht.
Das deutlich kirzerBlGRevist bereits aus dem Gel gelaufdas wurde nicht das gesami@mplate
in der Reaktion zu dsDNA umgesetauf dieseEigenschaft der Po®@CRwird in der n&chsten
Abbildung noch naher eingegangddie Abbildung5C zeigt den RNRwol, es istnur marginaleRNA
Degradation zu erkennen, der Pool war intaktAlbildung5D ist radioaktiv markierter RNRool in

einer denaturierenden PAGE dargestaditich hier sind keine Degradationsspuren sichtbar.
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Abbildung 6 Initiale PooltPCR: A native PAGE des P@&Raufs. Angegeben ist die P&Rklenzahl, nach der die Probe
entnommen wurde. B Auswertung der PAGE: mittlere Intensitdten der charakteristischen Banden nach angegebener
Zyklenzahl. Die Quantifizierung erfolgte @blmageJ136)

Die PCRin Abbildung6 zeigtden Verlauf derinitialen PoolPCR Eine charaldristische Eigenschaft

dieser PCRst die Zunahme an unspezifischem Produkt mit steigender Zyklenzahl, bei gleichzeitiger

Abnahme des gewlnschten Produkts. Da dieser Effekt beiRR@Rionenmit einer definierten

TemplateSequenzn den meisten Féllenicht auftritt, liegt die Bildung des unspezifischen Produktes

an den Zufallssequenzdd50 Sinkt die Oligoukleotidkonzentration im Laufe der PCR zu sehr ab,

hybridisieren die Zufallssequenzen urgimander und unspezifische Produkte entstehen. Dieser

Effekt wurde bereits beschriebe(l37) Die Wahl der Zykhzahlflr die initiale PCRst also ein

Kompromiss zwischen Produktfreier Template und unsgzifischer Produktkonzentration. Die

ZyklenzahWurde schlief3lich auf sechs festgelegt.

3.1.2 Vorbereitung des Zielproteins

TEM1

Das Zielprotein der ersten Selektiomar die i -LactamaseTEM1 aus E. coli, die am weitesten

verbreitete i -Lactamase(138) Die erste Charge des Proteins wurde dankenswerterweise vom

Lehrstuhl Mikrobiologie der Universitat Erlangen zur Verfigung gestiM1 wurde in E. coli

Uberexprimiert undnach osmotischem Schock aus geriplasmatischen riektion aufgereinigt.Das

Protein wurde vor Gebrauch durch SBASGE nd Aktivitatstestiberprift (Abbildung7).
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Abbildung7 A SDSPAGE von TEM1, Probe aus Erlangen. GroRRenstangaedtained Protein Marke(NEB). B Michaelis
Menten Kinetik von TEM1, der Aktivitdtstest wurde mit dem chromogendnlLactam Nitrocefin alsSubstrat

durchgefiihrt. Dargestellt ist die Reaktionsgeschwindigkeit v mit der Einheit 'hMl ug’l in Abhéangigkeit der
Nitrocefinkonzentration in uM. Die Daten wurden durch nichtlineare Regression nach der Michaelis Me@feithung

ausgewertet.

Abbildung7A zeigt eine SBBAGE zur KontrolldlesTEMZProteinsaus Erlangen. Die Probesist nur
geringe Spuren von Verunreinigungen aufie Reinheit wurde fir die Selektioals ausreichend
erachtet. Die starke Bandewischen 2%Da und30kDa ist alentspricht TEM1In Abbildung7B ist
eine Michaelis Menten Kinetik von TEM1 gezeigs 8ubstratwurde das chromogene -Lactam
Nitrocefin verwendet.Die Abbildung zeigt dieAnfangsgeschwindigkeiten der Enzymreaktiion
Abhangigkeitvon der Substratkonzentration. Die Auswertung der Kinetik ergab eine maximale
Reaktionsgeschwindigkeit.., von 6,5:0,4puM s*ug'und eine Michaelidlenten Konstante { von
49+6 uM. Diese Werte liegen im Bereich der bisher vertffentlichten W&88)

Als Selektionsmethode wurde in dieser SELEX die Affinititschromatographie verw®awdet.
Saulenmaterialar CNBrakiivierte Sspharose an die das ZielproteifEM1gekoppelt wure. Die
Kopplung erfolgte kovalent Uber positiv geladene Seitenketten auf der Oberflachd &l Die
Kopplungseffizienz wurde bestimmt, indem die Proteinkonzentration im Uberstand nach
Kopplungreaktion durch BradfordTest gemessen wurde. Im Uberstand konnten nur geringe
Mengen TEM1nachgewiesen werdenAusder Proteinkonzentratiordes Uberstande&onnte man
zurlickrechnen dass 80% der eingesetzten Menga TEM1 an die Saule gebunden habDie
Kazentration der gekoppelteMEM1betrug 8 pug/ml Sepharosé&uspensionDie Aktivitden der
Sepharosagyekoppelten und freien TEM1sind in Tabelle2 verglichen.Die kinetischen Konstanten
der gekoppelten TEM1 sind deutlischlechter als die derdien. Dennoch wurde die Selektion mit

der Sepharosgekoppelten TEM1 durchgefiihrt, ddktivitat nachgewiesen wurde.
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Tabelle2 TEM1 Aktivitét infreiem und gekoppeltem Zustand.

Kw in pM Vimaxin UM s* g™ Vinad Ky in s pg*
FreieTEM1 496 6,504 0,13
GekoppelteTEM1 317439 0,620,1 0,002

Ku MichaelisMenten Konstante,V,,x maximale Reaktionsgeschwindigkeit/, /Ky ist die katalytische Effizienz von
TEM1

3.1.3 Dieinvitro Selektion

Im Folgendersoll zunachst die Strategie der Selektion atibéerden. Bis auf die erste Runde wurde
der radioaktiv markierte RNRoolzunachstiiber eine Vorsaulegegeben Die Vorsaule bestandur
aus inaktivierter Sepharose ohndEM1 Dadurch solltedie Anreicherungunspezifisch bindende
RNASpeziesunterbunden werden Der erste Durchfluss der Vorsaulegenannt Waschfraktion 1

(W1),enthielt den grofiten Teil des RNols. Wiwurde dann auf die Hauptsaule geladen

Der zentrale Schritt der Selektion war die Hauptsadule, in der-Rddh und TEM1 miteinander
inkubiert wurden Abbildung8 zeigt beispielhaft das Profil einer Hauptsaltmtsprechend der RNA
Menge in W1 wurde entschieden, wie viel TEML1 in die Hauptséule eingesetzt wurde. Zunachst wurde
ein RNA/Proteinverh&tis von 0,5 angestrebt, bei spateren Runden wurde das RNA/Pretein
Verhéltnis variiestum die Stringenz der Selektion zu beeinflusdeas Séaulenvolumen betrugnil,

eine Waschfraktion tl und eine Elutionsfraktion 08l. Es wurde finfmal gewaschen uretksmal

eluiert. Die Bution von der Saule &lgte durch Denaturierung mit Bl Harnstoffin Selektionspuffer

Die eluierte RNAaus der Hauptsaulewurde gefallt undrevers transkribiert Ein Drittel der cDNA
wurde fir eine TesPCR zur Bestimmung der op#tan Zyklenzahlerwendet, ein weiteres Drittel
fur die eigentliche PCR, die restliche cDNA wurde2f¥¥iC gelagerDurch Transkriptionles dsDNA

Poolswurde ein neuer RNARool erhalten und in die nchste Selektionsrunde eingesetzt.
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Abbildung 8 Hauptsaule 7.5 als Beispiel fur eine Affinititschromatographie. Radioaktivitdten sind auf die eingesetzte
Gesamtaktivitat (W1 Vorsaule) normiert. WIV6 bezeichnet die Aktivitat der Waschfraktionen, EB die Aktivitat der
Elutionsfraktionen. Sé&ule ist die Restaktivitit, die nach Elution im S&ulenmaterial nachweisbar waesamt ist die
Summe aller Aktivitdten von W1 bis Séule als interne Kontrolle.

Diein vitro Selektion wurde Uber insgesamt zehn Runden verfolgt, einige Rundesten zum Teil
mehrfach wiederholt. Dabei wurden die Parameter der Selektion variiert. Dazu gehorten das
RNA/ProteinVerhaltnis, die Anzahl der Waschnd Elutionsfraktionen, das Saulenvolumen und
letztlich sogar die Pufferbedingungdbie Hauptsaule 7.8Abbildung8) zeigtexemplarisctdas Profil
einer SelektionsrundeDie ersteWaschfraktionenthielt nach sieben Selektionsrundemr noch 50%
der Gesamtaktivitgt in friheren Runden befanden sichnoch 80% bis 90%in der ersten
Waschfraktion. Die Aktivitaten der weiteren Waschfraktion@hmen dann in einem exponentiellen
Verlauf ab. Die erste Elutionsfraktion E1 zeigeine erhohte Aktivitat, da die Elutionsfraktionen
kleiner als das S&ulenvolumen waren. Béstand somit noch aus dem Rest der letzten
Waschfraktion. Erst midler zweiten Fraktion E2 begamte eigentliche ElutionDiesefiel mit 16%
deutlich hoher aus als in den vorherigen Runden. Auf der Séal@ach der Elution nur noch eine
geringe Radioaktivitat nachweisbar. Eine interne Kontrolle der Auswestianglie Aufsummierung
aller gemessenen Radiktivitaten. Bei korrekter Auswertunggherte sichdie Summe der Aktivitaten

wieder dem Wert von VorsaulM¥/1 an.

In Abbildung9 und Tabelle3 ist derVerlauf der Selektioanhandvon Eckdaten beschrieberts wird
dargestellt,wie vielRNAPool eingesetzt wurde undie welcher Anteil der gesamteRadioaktivitat
ausVor- und Hauptsaulesluiert wurde Weiterhin sind diezyklenzalén der PCRhach jeder Runde
angegeben Im Laufe der Selekih wurden verschiedene Saulenpuffer verwendet. Die
Kaliumphosphatkonzentration wurde wie angegeben variierEine Verdnderung der

Pufferkonzentrationsteigert im Allgemeinen die Stringenz der SelektiDabei kénnen @wohl
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hohere als auch niedrigere Pufkemzentrationen die Stringenz steigeriine Tabelle miden

Eckdaten alledurchgefiihrten Rundefindet sichauerdemim Anhang.
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Abbildung9 Selektionsverlauf: Anteil eluierter RNA in Viaund Hauptséule in Abhéngigkeiton der Runde. Runde 1.3 ist
zu lesen als 3. Wiederholunder ersten Runde Die RNAPools waren samtlich radioaktiv markiert, die Bezeichnung
Elution in % bezeichnatfie Radioaktivitataller Elutionsfraktionen im Verhaltnis zur Radioaktivitét des eingesetzteNA
Pools.

Tabelle3 Selektionsverlauf.

Runde RNA Pool Vorséaule Hauptsaule PCR Puffer
nmol w1/ % Elution TEM1/nmol % Elution Zyklen [KPosphat]/
nmol M
1.3 2,3 - - 5,0 0,2 12 0,1
2.2 1,8 1,2 0,0 2,5 0,1 12 0,1
3.1 0,7 0,7 0,1 1.3 0,1 12 0,1
4.1 0,2 0,2 0,5 0,3 0,4 12 0,1
5.1 1,0 0,5 1,6 1,6 1,2 12 0,1
6.4 0.4 0,3 3,6 0.8 5,2 6 0,2
7.5 0,9 0,4 4,5 29 22,3 9 0,1
8.1 4,3 2,8 3.8 3.8 17,7 8 0,1
9.1 0,8 0,5 2,9 19 16,3 7 0,1
10.1 1,6 1,2 5,2 1,9 17,6 7 0,05

Die ersteSpalte bezeichnet die jeweilige Selektionsrunde, die zweite Spalte die eingesetzte Menge RNA in nmol. W1
bezeichnet die Menge eingesetzter RNA in die Hauptsaule in nriElutionist die Summe der Radioaktivitaten der
Elutionsfraktionen bezogen auf die Gamtradioaktivitat. Die Menge von TEML1 in der Hauptsaule ist in nmol angegeben.
PCR Zyklen ist die optimale Zahl der PCR Zyklen nach reverser Transkription. Die letzte Spalte gibt die Konzentration von
Kaliumphosphat im Selektionspuffer an.

Die Selektiorverlief in den Runden eins bis viehne Veranderung der Elutionswerte. Die Menge
eingesetzter RNA ging bis Runde vier zuriick, dementsprechend wurde auch weniger TEM1
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eingesetzt. DiZyklenzahtler PCR blieb unverandeith Runde fiinf und sectstiegdie Eldion der

Vor- und der Hauptsaule leicht an. Runde sieben zeigt eine starke Zunahme der Elution aus der
Hauptsaule bei etwa unverdnderter Elution von der Vorsa@le Runde 7 sind in der PCR weniger
Zyklen zur Amplifikation des Pools notwendig, was fur dibbere Template&Konzentration zu
Beginn der PCR und damit fur eine héhere Rig¢Azentration in der Elution spricldie Runden acht

bis zehnwurden mehrmals durchgefihrt, dabei wden Stringenzkriterien wie RINroteinverhaltnis

und Pufferkonzentration wdert. Die Wiederholungenfiihrten nicht zueinem Fortschritt der
Selektion, das Verhdltnis von Elution aus Hauptsaule zu Vorsiedaicht weiter signifikant anDie
Selektion wurde nach 10 Runden abgeschlossendidaAnreicherung der RNRools nichtmehr

gesteigert werden konnte

3.1.4 Auswertung der Selektion

In der Affinitatschromatographie zeigten die RIRAols ab Runde sieben eihehe Elutionvon der
Hauptsaule mitTEM1 Es wurde vermutet dass TEMbindende RNASequenzen angereichert
wurden Bevor Einzelsequenzen der Pools charakterisientden sollten wurde die Bindung des
angereicherten Pools afEM1durch alternative Methoden getestetEs wurden Nitrezellulose
Filterretentions und Geverzdgerungsexperimente (EM3#) einemradioaktivmarkiertenRNAPool

aus Runde 8 undinemnaivem Pooturchgefihrt.Das Ergebnis ist libbildungl0 dargestellt.

-TEM1 +TEM1 [TEM1]

Pool 1

—— et e St S
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Abbildung 10: A Filterretention radioaktivmarkierter RNAools aus Runde 1 und 8 mit (+)und ohng TEM1. B EMSA:
radioaktivmarkierte Pool 8 RNA mit steigender TEM1 Konzentration in nativer PAGE. Es wurden Konzentrationen von
0,3uM bis 15uM eingesetzt. Die Rampe mEarbverlauf deutet den Konzentrationsanstieg an. In der ersten Spom
linkswurde kein TEM1 zugesetzt.

Im Filterretentionstest wurden radioaktmarkierte RNAPools mitTEM1linkubiert und anschlie3end
durch eine Nitrozellulos&embran gefiltert. TEM1 sowie TEMIRNAKomplexe sollten an die
Membran binden, freie RNAdagegen nicht Die zurlickgehaltene Radioaktivitatuf der Membran
wurde im Phosphoimager ausgeleseBas Ergebnis der Filterretention ish Abbildung 10A

abgebildet. Der naive Pool ai&inde 1 wurde nicht an der Membran detektiesler RNAPool aus
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Runde 8&onnte nachgewiesen werden, jedoch unabhéngig TEM1 Der Versuch wurde mehrfach
wiederholt, immer mit dem gleichen Ergebnis konnte keine spezifische Wechselwirkumgschen

dem angereicherten RNRool und TEMhachgewiesen werden.

Das GelverzogerungsexperimeBMSA, ist eine weitere unabhéngige Methode, um RIEME
Wechselwirkungen a&chzuweisen.Radioaktivmarkierte RNA wue in mehreren Anséatzemit
steigenden Konzerationen TEM1linkubiert, danach wurde eine native PAGE durchgefihrt. Das Gel
wurde im Phosphoimager ausgelesand ist in Abbildung 10B dargestellt RNATEMXKomplexe
sollten gegenuber freier RNA verzdgert laufen. Im Gel war je#tecte Verzégerung zu erkennen.

Auch durch EMSKonnte keinTEMIRNAKomplex nachgewiesen werden.

3.1.5 Charakterisierung der Einzelsequenzen

Die Untersuchung deangereichertenPoolsdurch Filterretention und EMSA erg&kine Hinweise
auf TEMbindende RNAequenzerund stand damit im Widerspruch zur Saulenchromatographie.
Eine Analyse von Einzelsequenzen der angereicherten Pdolsnd 9.1sollte zum Verstandnis der
widerspruchlichen Ergebnisse flihren. P@d wurdewegen der starksten ElutiofPool 9.1 wegen
dem bestenVerhéltnis va Haupt zu Vorsaule ausgewahlRie dsDNAPools 7.5 und 9.1 wurden in

das PlasmighJet kloniert, von jedem Rbwurden 20 Klone sequenziert.
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Abbildung 11: Sequenzen au®ool 7.5 und 9.1. A Haufigkeitsverteng der 37 individuellen Sequenzen; B tatsachliche
Haufigkeit von Sequenzmotiven in den Pools im Vergleich zur erwarteten statistischen Haufigkeit. Die statistische
Haufigkeit h eines n Nukleotide langen Motivs in einer m Nukleotide langen Zufallssequemde mit h=m/4" berechnet.

Von 40 Klonen enthielten 37 eine vollstandigen @&teich. Die Haufung identischer Kloneirst
Abbildung11A dargestellt Etwa die Halfteder Sequenzen traginmal auf vier Sequenzen traten
doppelt auf. Jeweils eine Sequenz trat 8 und 5mal auf. Der Pool zeigt eine Anreicherungda

mehrere Sequenzen haufig vertretesind Alle Sequenzen sind #inhang7.1 zusammegefasst Die
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Sequenzen wurden aufviederkehrende kurze Motive untersucht, dabei konnte ein Motiv
identifiziert werden In jeder fiinften Sequenz wurdein 8nt langes Sequenzmotiv gefden
CAGTACAAessen Haufigkeit deutlich Gber der s&itchen Wahrscheinlichkeit lagi{bildung11B).

DieN50-Sequenzemlie dasMotiv beinhaltensind inTabelle4 zusammengestellt

Tabelle4:N50-Sequenzen, die das CAGTAGMALIv enthalten.

Name N50-Sequenz

7.11 CGGATAGTACABATCGAATGCTATGACCATGCACCTCTGCATTCAAGC
7.20 CAACATCTGGCGGTCCAACGGTAAGCACATBTGACAFRACATAGC
9.8 GACGGTTGGATATCATTTGGATCAAAATCTGABAACAEBATATAGC
9.14 CCCGTGGATGATGGGTATACTCAGTATCAACBTAACAFATAAGC
9.19 ATGTTTTCTACGGAGTTACCTGACGCTATCOIABAACAGTGATGC 1

Die Sequenzen sind nach Pool und Klon benannt (Pool7.Klon11);3¢s@ierzen mit Motiv in rot markiert; hHaufigkeit
der Sequenz in den untersuchten Klonen.

L =

Es fallt auf, dass das M@t A Y Y S NBkreicly voro N5O lagzy’ Ry dzNJ  S-Bafeich. fAls A Y
nachstes wurde untersucht, ob das Motiv in einer einheitlichen Sekundarstruktur eingebettet war.
Dafiir wurdenan den Sequenzen computergestiitzte Faltungsanalyseé den Programmen RNAfold
(140)und RNAshapef 41)durchgefihrt(Abbildungl2). Das Motiv befand sicin jeder Sequenz in
einer Stammschleifenstruktyrin Sequenz 7.11 im Stamm mit Ausbuchtung, in Sequenzen 9.8 und
9.14am Ubergang von Stamm zu terminaler Schleifd in 7.20 und 9.19 in der terminalen Schleife
Das Motiv lag damit aallen méglichen Positioneim der StammschleiféAuch liegen e Nukleotide

des Motivsbis auf das zentrale sowohlgepaartwie auchungepaart vorDas Sequenzmotiv liegt

nachin silicoAnalyse nicht in einer definierten Sekund@osturumgebung.

7.11 GGAGATAGATATCAACGGAT TACAGATCGAATGCTATGACCATG
................ (@)W

0.8 ATTTGGATCAAAATCTGABAGTACAGATATAGCGAGTTTCGTGGA
............. ()M

9.14 TATACTCAGTATCAACGTBAGTACAFATAAGCGAGTTTCGTGGAT
.......... (@@ D))

7.20 CCAACGGTAAGCACATGTBS TACAFACATAGCGAGTTTCGTGGA
(E(((ER(E((((Crmmms M)B)EES))))E

9.19 TTACCTGACGCTATCCTTBAGTACAGTGATGCGAGTTTCGTGGAT

()P E)B)=

Abbildung12:Strukturvergleich der Sequenzen mit Motiv. Das Motiv ist mingefarbt Zur besseren Ubersicht ist nur ein
Ausschnitt der kompletten Sequenzen dargestelltKorrespndierend zur Sequenz ist in der Zeile darunter die
Sekundérstruktur in Punkt und Klamme$chreibweise abgebildetKlammer auf zeigt eine Bsenpaarung mit einem
bdzl £ $2 GWMROKAGYzyad® Yt | YY S NI T dzRighiufig, éhPyhkt Weddukde Ba&sénpaBrung.y p W

Die Einzelsequenzen wurdeadioaktiv markiert undauf TEMiBindung durch Filterretention und

Affinitatschromatographie nach Art der Selex untersuédie Ergebnisse von finf Sequenzen sind in
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Abbildung 13 dargestellt. Die restlichen Sequenzen wurden auch untersucht, die Ergebnisse de
Filterretention finden sich iinhang7.1 Die Haarnadelstruktur mit CAGTAGKAtv aus Sequenz

9.14 wurde unter dem Namen Minimalmotiv (Min) mitgefihitas Motiv wurdevon jeweils 2t

RSNJ P mn -dgySRifldeBigfti p W
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Abbildung 13: Analyse der Einzelsequenzem Denaturierende PAGE der radioaktiv markierten REA&guenzen.
BFilterretentionsassay Pro Spalte wurde eine Sequenz aufgetragdfdA ist eine Variante des Tethindenden RNA
Aptamers mit TetR Proteils Positivkontrolle des Asys. Es wurden Viererwestaufgenommen, pro Ansatz wurde RNA
mit 10 kcpm eingesetztDie obere ZeildPBSst ohne, die untere mit 625nM TEM1, beziehungsweise TetR in der Spalte
kdA. C Saulenchromatographie der Einzelsequenzeach SelexProtokoll. Ergebnis dreier unabhéngiger Messungen.
Dargestellt sind die mittleren Elutionen mit Standardabweichung.

In der Filterretention konnte fiir die Einzelsequenzen keinEEM1Bindungnachgewiesen werden
(Abbildung13B). Die Positivkontrolle TetR/Keptamer zeige in Anwesenheit von TetRBin starkes

Signal auf dem FilterKeine der untersuchten Poolsequenzen lieferte ein dhnlidbegebnis mit
TEM1 Um das Ergebnis der tEiretention zu Uberprifen wurde mit den Einzelsequenzeazine
TEMZAffinitatschromatographie  durchgefihrt Die Einzelsequenzen wurden nach
Selektionsprotokoll auf Saulen mit und ohne TEM1 gegeben, gewaschen und @bkaitlung130).

Die Elutionswerteschwanken zwatjegenaber unabhangig von TEM1 bei Werten zwischen 15 und
20% Lediglich das Minimalmotiv zeigt weder mit noch ohne TEM1 eine Bindung an die S&cite. Dur
die Saulenchromatographie konnte bei keiner der untersuchten Einzelsequenzen eine spezifische

TEMXRNA Wechselwirkung nachgewiesen werden
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3.2 Zweite in vitro Selektion

Die erste Selektion zeichneseh durch hohen Zeitaufwand ausielDurchfiihrung eineBelexRunde
dauerte eine Woche. Es wurden ausschlief3lich radioakéivkierte RNAPools verwendetwodurch
nach jeder Runde derSelektionsfortschrittiiberpriift werden konnte. Die Selektionsbedingungen
wurden stets an den aktuellen Selektionsfortschritt gepasst. Eine Runde wurde unter

verschiedenen Bedingungen wiederholt, bis ein Fortschritt zur vorherigen Runde erreicht wurde.

Im nachsten Anlaufvurde eine alternative Strategie verwendéilehrere zeitverkirzte Selektionen
sollten parallel durchgefihrt wden. Das entsprechende Selektionsprotokoll wurde von der
Arbeitsgruppe Mayer aus Bonn ibernommgi®2) Der initiale Pool wurdein groReremMalistab
hergestellt(4). Es wurden weitere Zielproteine ausgewahlt, um die Erfolgswahrscheinlichkeiten der

Selektion @ erhdhen.

3.2.1 Der neue Initial -Pool

Beider initialen PCRst ein Uberschussan Oligmukleotid- tiber TemplateDNA notwendig, um eine
hohe Ausbeute des spezifischen PCRroduktes zu erhalten. Die maximal@igonukleotid-
Konzentration lag bei M, eine héhere Konzentration verbesserte die Ausbeute nicht mehr. Fur
einen groRerenJberschussn Oligonukleotidmusstedeshalbdie TemplateDNA verdinnt werden,
wodurch sich das P@Plumen vervielfachte. Der neue R8Rsatz umfasstd30ml statt 2ml, die
finale TemplateKonzentration wurde von 50(MM auf 10nM gesenk. Als Folgeder geringeren
Konzentration konnte im PEGRoduktfast keine TemplateBandenachgewiesen werderdaflr aber
noch deutliche Mengen am®ligonukleotid Statt dem zunachst geplanten 1@fl Ansatz wurden
insgesamt 13@nl PCR angesetzim Volumenverluste durch Verdunstung wahrend der Reaktion
auszuglehen. Das PCRrodukt wurde geféllt unddurch Gelfiltrationgereinigt Das Ergebnisler

Poolpraparation ist imbbildungl4 dargestellt.

30



Ergebnisse

1 2 3

bp / 10 15 \ nt M Pool

¥ = —

100 — 150 e
-y~ = i

: - 80| we

25 = - 50 | we-

A B

Abbildung 14: A Gelffiltration der initialen PCR, dargestellt ist die Absorption bei 260 in blau. Die Peaksder
Gelfiltrationen sind von 1 bis 3 nummerierDarunter: native PAGERusgewahlterFraktionen. B denaturierend PAGE des
fertiggestellten RNAPools(1 ul).

Die Gelfiltation wurde an einer Sephacf@l100 16/60 Saule durchgefiihrt. Die Absorption des
Durchflusses wurde bei 260n bestimmt und ist imAbbildung14 dargestellt Es wurden drepeaks
gemessenDie Fraktionen der erstebeidenpeakswurden durch native PAGE analysiert. Der erste
peak konnte danachdem PCHProdukt zugeordnet werden, der zweite etwas breitgeak war die
Uberlagerung deOligonukleotidpeaks In der Gelfiltration sinkt die Retentionszeit mit steigendem
Volumen des untersuchten MolekilPeak3 musste also aus Molekilen bestehen, die deutlich
kleiner alsdie Oligonukleotidewaren. Peak3 wurde daher den dNTPs zugeordnénterhalb der
Produktbande ist von der flnften bis zur siebten Spur eine leichte Bande zu erkennen, bei der es sich
der Grol3e nach urtemplate-Oligonukleotid handeltDurch die Gelfiltration konnte das P@Rodukt

beinahe vollstandig von Nukleotiden unddganukleotiden gereinigt werden.

Die Ausbeute an PE@Rodukt betrug 1%:imol, das entspricht der achen Menge der eingesetzten
1,3nmol Template, man spricht von 12 Poolkopid) Indie Transkription wurden vier Kopien des
dsDNAPoolsals template eingesetzt es wurde der Ansatder zweiten Selektiorverwendet. Nach

Aufreinigung durch prgarative PAGE wurden @®nol RNAPool erhalten, ausreichend fur alle
folgenden Selektionen. Nach Protokoll wurdarhiol RNAPoolmit einer geschétzten Variabilitat von

10" individuellen Sequenzen die Selektion eingesetzt.

3.2.2 Neue Zielproteine

Die erste Slektion mit TEM1konnte keine spezifischen Aptame generieren. Zunachst wurden die

Ursachen daflir im Selektionsprotokoll gesucHEs wurden Verbesserungen im Protokoll
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vorgenommen, gleichzeitig wurde aber auti&EM1als Zielprotein hinterfragt. FUr den FKatlass
TEM1kein geeignetes Zielprotein fiir eine RiSAlex ist, wurden weitere Zielproteine ausgewabhilt.
Insgesamt wurdedie Selektionmit vier weiteren PBPdurchgefuhrt. Die PBP besitzen alle eine
penicillinbindende Domaéne, jedoch diverse Funktionen uimdl s¥erschiedenen Untergruppen der
Proteinfamilie zugeordnet. Eine moglichst breite Streuung in der Proteinauswahl sollte die

Wahrscheinlichkeit einer positiven Selektion erhéhen.

Tabelle5: Proteine der PBAFamilie, gegen die eenSELEX durchgefiihrt wurde.

Protein Organismus Beschreibung

TEM1 E. coli Yt | & d&tamasgESBL

NDM1 K. pneumoniae Klasse B metallb-LactamaseCarbapenemase
MecR1 S. aureus i -LactamRezeptor penicillinbindende Doméane
PBP2x S. pneumoniae HMW Transacetylase/ Transpeptidase
Putativel -Lactamase E. faecalis nicht klassifiziert

Die Proteinaufreinigung, Sel&borbereitung Durchfihrung und Auswertung wiram Beispiel von
NDM1 gezeigt, da nur bei dieser Selektion ein spezifisch angereicherteP&iMA&rzeugt werden
konnte. Die Ergebnisse der anderen Protgiaiparationen und Selektionen befinden sich in
Anhang7.2. NDML wurde inE. coli BL21Uber Nacht bei 16°@h LBMedium Uberexprimiert. Als
Expressionsplasmidurde pETL6b verwendet die Expression wurde durdhmM IPTG induzierDie
NDM1-SequenZAminosaure G29 bis R270 ohne digeininale ExporSignalsequenz) lagibdem
Vektor pETF16b vor. Ohne Signalsequenaird prozesgertes NDM1im Zytoplasma exprimiert und
nicht ins Periplasma exportiert. NDM1 wanit einer Nterminalen 6HisMarkierungvershen und
wurde durch Ni-NTAAffinitatschromatographieaus Zelllysat aufgereinig@nschlieend wurde es
biotinyliert und an Streptavidibeschichtete magnetischébeads (Dynabeads) gekoppeltDie
Uberexpression, Aufreinigung und Kopplung istAbbildung 15 dargestellt. Die Ausbeute der
Aufreinigung betrug jeweils nuk bis 2mg NDM1.Da allerdings zum Koppeln an die Dynabeads nur

100ug verwendet wurden, bestand kein Optimierungsbedarf der Aufreinigung.
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Abbildung 15 A Uberexpression von NDM1; 1 vor, 2 nach Induktion mimM IPTG, Expression iiber Nachtikk6°C;
3unldsliche Fraktion; 4 Lysat; 5 bis 8-NITA Saule Waschfraktionen (20M Imidazol); 9 Lysat; 10 bis 17 NiTA Saule
Elutionsfraktionen, Steigerung der Imidazolkonzentration: 50, 100, 200, 500; zwei Fraktionenpro Konzentration. B
Koppeln von NDM1 an Dynabeads M2801 vor-, 2 nach Biotinylierung, jeweils g NDM21 3 Uberstand nach
Kopplungsreaktion;4 vereinigte Waschfraktionen; 5 Elution durch Hitzedenaturierung.

3.2.3 Verbesserte in vitro Selektion

Die Selektion wurde nicht mit radioaktiv markiert®NA durchgefuhrtEst in der Auswertung
danachwurde Radioaktivitat verwendet. Die Selektion wurde nach einer zuvor definierten Strategie
durchgeflhrt, die nicht im Verlauf veréandert wurde. Da das neue Protakasientlich schneller war,
konnte die Selktion innerhalb einer Woche durchgefiihrt werdeDas neue Protokoll ist in jedem
Schritt aufGeschwindigkeibptimiert, womit ein hoher Durchsatz an Selektionen ermdglivlitd.

Das Weglassen von radioaktiver Markierungeiste wesentliche Vereinfachun@ie Selektion mit
magnetischenbeads war schneller alsdie SdulenchromatographieDie Transkriptionszeiwurde
verkiurzt, reverse Transkription und P@Rrden zu einer RPPCR zsammengefasstShlielilich
wurden die DNA und RNAPools wahrend der Selektiamicht aufgereinigt Die Qualitat der Pools

wurde nach PCR und Transkriptidarch analytische Gelelektrophorekentrolliert.

In der Selektion wurde der RNool eine halbe Stunde bei 37°C mit Zielprote@schichteten
Dynabeads inkubiert. AnschlieRend wurden Headsgewaschen, wobei die Anzahl Waschschritte
Uber die Selektion gesteigert wurde. Die Zahl der Waschschritte baséindie Stringenz der
Selektion. Nach dem Waschen wurde thermisch eluiert. Bei einer Temperatur von 80°C ldste sich die
StreptavidinBiotin Bindung, sodass ProteRNAKomplexe in Losung gingen. Der Uberstand nach der
Elution wurde direkt in die RPCR eigesetzt. Die PCR wurde solange fortgeftuhrt, bis eine deutliche
Produktbande im Agarosegel erkennbar war. Das-P®@Rukt wurde direkt algemplate in die
Transkription eingesetztDas Transkriptionsprodukt wiederum wurde direkt fur die nachste

Selektionsrade verwendet.

3.2.4 Auswertung der Selektion
Es wurden neun Selektionsrunden durchgefihrt, dann wurden-Rdds aus Runde 1, 5 und 9 (D1,
D5, D9) durch Filterretention auf NDMBindung untersucht. Das Ergebnis ist Abbildung 16

dargestellt.Die Filterretentionzeige Signale dePools bei einer NDMKonzentration von M. Die
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Intensitat der Signale verstarkt sich von D1 bis Gichzeitig sind keine unspezifischen 8igin
der Puffer (PBS) oder Streptavidiantrolle sichtbar. Das Ergebnis der Selektion wdaher eine
spezifische Anreicherung des Pools D9 gddieivil.
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Abbildung 16 Auswertung der NDM3iSelektion, die mit dem Buchstaben D bezeichnet wurde.denaturierende PAGE
der radioaktiv markiertenRNAPools aus Runde 1, 5 und 9 sowie der KRINA zur PositivkontrolleB Filterretentionder
radioaktiv markiertenPools gegen steigele NDM1Konzentration von InM bis 1uM. Als Negativkontrollen dienen eine

Spalte ohne Protein (PBS) und eine Spalte mit Streptavidin statt NDM1. DigtiRasitrolle TetR+KdA ist ganzchts
aufgetragen.

Da das Signalnur bei einer Konzentration von [IM auftrat, sollte als nachstes eine
konzentrationsabhangige Bindung nachgewiesen werdBie Konzatrationsabhangigkeit der
Bindung wurdewieder durch Filterretention Uberpriuft. Dabei wurderNDMZ1-Konzentrationen
zwischen 10@M und 4pM gewahlt. DieFiltermembran wurdemittels Phosphoimagingusgelesen
und mit dem Programm Imagk quantifiziert. Die Signalintensitat wurdebei auf die eingesetzte

Gesamtintensitat normalisierjas Ergebnis ist idbbildungl7 dargestellt
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Abbildung 17: Konzentrationsabhangigkeit der NDMD9Bindung. Filterretentionsassay als Balkendiagramm.
Intensitdten der Signaleauf dem Filterwurden durch Image duantifiziert und auf die Intensitat derGesamttivitat
normalisiert. Es sind zwei Versuchsreihen abgebildet, RRo®I D9gegen NDMImit und ohne Heparin. Die Werte unter
dem Diagramm geben die NDMHAonzentratian in nM an

Ly RSNJ Y2y Sy Ry & A R §4aigiiE WeébundebedAntal RNA zunéchst miér
NDM1-Konzentration und stagniert dann abuM NDML. Eine zweite Reihe wurde in Anwesenheit
von Heparin durchgefiihrt, einem sulfatisierten Glycosaminoglycan. Durch seine negative Ladung
kann Hepan mit der ebenfalls negativ geladenen RNA um die Proteinbindung kompetieren, falls die
RNAProteinBindung im Wesentlichen aubnischen Wechselwirkungeberuht. Der Versuch mit
Heparin zeigt, dass die Bindung von-Bébl an NDM1 durch Zugalwen Heparin abgeschwacht
werden kannHeparin kompetitiert mit RNAool D9 um die Bindung an NDM1

3.2.5 Anschlussselektionen

Die D9NDMZInteraktion wurde mit 5% gebundeneRNAFraktion am Filter (Abbildung17) als
schwache Bindung eingestuft. Dureteitere Selektioen sollte die Bindungerbessert werden
Zunachst wurde die Selektion bis Runde 12, dann bis Runde 15 fortgefiet#&rgebnisse der
weiteren Selektionen befinden sich Anhang7.2. Es konnte keine Verbesserunigr Pools D12 oder
D15 im Filterretentionsassay beobachtet werden. Im Gegenteil nahm der Anteil spezifisch
gebundener RNA eher ab, dafur verstarkten sich unfipelae Signale in den Negativkontrollen mit
PBS od Streptavidin. Zusatzlich wurdie Bande desRNAPools in den Gelkontrollemunehmend
inhomogen, es entwickelten sich distinkte Bandarapp unter oder oberhalbder HauptPoolbande
Diese distinkten Bareh in der Nahe der Poolbande verstarkten sich von Runde zu Runde bei
gleichzeitiger Abschwachung der Poolban#dein Pool mit solchen distinkten Banden zeigte in der

Filterretention eine verbesserte Bindung an NDML1.
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Die NDM2-Selex wurde mehrmalswiederhot, zundchst mit dem gleichen Protokoll, dann in
Anwesenheit von HeparinNeiterhin wurde eine Selektion mispezifischerElution durchgefiihrt
Statt durch Hitzedenaturierung zu eluieren wurdd mM Ampicillin zur spezifischen Elution
verwendet. Die Wiederhtungen der Selektionergaben jedoch auch keineekbesserungen der

NDM1-Bindung (siehénhang7.2).

3.2.6 Charakterisierung der Einzelsequenzen

Parallel zu de\nschlussslektionen wurden Einzelsequenzens demD9-Pool charakterisiert Der
D9Pool wurde auf Einzelsequenzenuntersucht die bessere Bindungseigenschaften @8
aufweisen AusD9wurden 20 Klone sequenziert, von denen 14 eined88Quenz trugen. Von diesen
14 waren acht Sequenzen identisch, insgesamt wurden also sieben Einzelsequenzen untrsucht.
Sequenzen sind ifabelle6 dargestellt Sie sind naclllem PoolD9 und dem sequenzierten Klon in
fortlaufender Nummerierungbenannt D902 war die Sequenz, die achtmal in der Sequenzierung
auftrat. D907 bestand nur aus 34. Alle Sequenzen wurden auf gemeinsame Motive untersucht. Es
konnten einige kurze Motive gefunden werden, dieTiabelle6 farbig markiert sindDie Motive
traten im Weserlichen in den Sequenzen D909, D918 und D920 auf. Der- RudnGGGehalt der
Sequenzen bewegte sich bis auf drei Ausnahmen zwischen 40% und 60%. Der Purin Gehalt von D907

sowie der G&ehalt von D918 und D920 lagen unter 40%

Tabelle6: Individuelle Sequenzen aus dem angereicherten Pool D9.

# Sequenz Purin  GC
D902 CTGTTTGGCAATGGACGCGTGTAAATCCTGGAGTAGACCGAGAT( 52% 50%
D907 TACCTTAAGTCGGTTCAGTTCCCCCGGCTGGFT----------- 35% 56%

D909 CCGGTGAGITGTTGAGGATAGTABGATCTGTGGGAGTTTAAAGT 60% 48%
D913 CTCGCCTCAATTGGTAGCTGGATATTGGCTGCTGCAACATCTACA 46% 44%
D914 CCAACTACCCAAAGCTGCGATGGCTCATCGTAAAGCGAGATTTCC 54% 48%
D918 TGATCATGTCTGTGGTAATTASAGTGTTTGTTTGTGACGG A 49% 37%
D920 CGGTAA GAAAGGGACTATTTACTGAAATTIGTTGTTTGA  52% 28%

Die Sequenzbezeichnung setzt sich aus Poold Klonnummer zusammen. Wiederkehrende Motive in den Sequenzen
sind farbig markiert. Weiterhin ist der Purirund GCGehalt in % angegeben.
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Abbildung 18: Charakterisierung von Einzelsequenzen aus-Ba®l. A denaturierende PAGHer radioaktiv markierten
EinzelsequenzerB Filterretention der radioaktiv markierten Sequenzen gegen steigende NBDi&ihzentration von InM

bis 1uM. Als Negativkontrollen diergn eine Spalte ohne Protein (PBS) und eine Spalte mit Streptavidin statt NDM1. Als
Positivkontrolle wurde D9Pool RNA mit Ju1M NDM1 aufgetragen. Die Abbildungewurden durch Phosphoimaging
generiert.

Die RNASequenzenwurden radioaktiv markiert und durch ilterretention untersuchi als
Positivkontrolle diente D9Die Ergebnisse sind ibbildungl18 dargestellt.Bei deram haufigsten
vertretenen Sequenz D902 konnt&eine NDMZ1Bindung festgestellt werden Von den anderen
Sequenzen zeigte®909 D918 undD920 eine NDIMHBindung D907, D913 und D914 zeigten wie
D902 nur eine schwache Bindung. Bei keiner der untersuchten Sequenzen konnte eine NDM1
Bindung bei geringeren Kon#eationen als UM nachgewiesen werden. Die hdchste
Signalintensitat wurde bei D909 gemessen, vergleictib@rDurch die Programme RNAfo(d40)

und RNAshapes(141) wurden fir die Sequenzen schwache, variable Sekundarstrukturen
vorhergesagt. @satzlich teilen die Sequenzen kein offensichtliches gemeinsames Sequenzmotiv.

D909wurde als bndungsstarkste Sequeneeiter untersucht
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