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ABSTRACT

Abstract

Interleukin-6 (IL-6) is a multifunctional pro- arahti-inflammatory cytokine which regulates
the growth and differentiation of various tissukslays a pivotal role in immune responses
and acute phase reactions. In various disease®xtonple rheumatoid arthritis and colon
cancer, elevated IL-6 levels were observed, pramgdtie progression and pathology of these
diseases. The inhibition of the IL-6 signal trangthn pathway via the IL-6 receptor system
therefore seems to be a potentially useful thetapetrategy. Several approaches can be
proposed: the blockade of IL-6 binding to the Ilréceptor (IL-6R) or the blockade of
IL-6/IL-6R complex binding to the signal transdugisubunit gp130.

One possible strategy could be the application pgdraers, small single-stranded nucleic
acids with a defined three-dimensional structui #re able to bind target molecules with
high affinity and specificity.

This thesis reports on the development of RNA aptamwith high affinity for the IL-6R. The
use of an appropriata vitro selection procedur§ELEX (SystematicEvolution of Ligands

by EXponential enrichment), enabled the isolation of Eb6R specific ribonucleic acids
(106 nt) displaying a characteristic G-rich conssnmotif. One aptamer, 16-3, was further
investigated using different methods like filtending or gel shift assays. The affinity of
aptamer 16-3 was in the range of other aptameptecenteractions with a dissociation
constant in the low nanomolar range; (K20 nM).

The specificity of the aptamer to its target wasdestrated using a variety of other proteins.
In further experiments the aptamer could be shedéa 47 nt without loss of affinity, while a
19 nt long variant limited to the G-rich motif ratad slight affinity. Further biochemical
analyses, including filter binding assays usingiargs with base exchanges and the
dependency on monovalent cations led to the assumibtat the aptamer adopted a guanine
quadruplex structure.

Aptamer 16-3 did not compete with the natural IL4&Rnds IL-6 and gp130, since 16-3 was
still able to bind the soluble IL-6R (sIL-6R) inmoplex with these molecules. Interactions of
the aptamer with Hyper-1L-6, a high biologicallyti#e IL-6/sIL-6R-fusion protein, alone or
in complex with gp130 confirmed these observations.

Flow cytometry experiments demonstrated that themagers were able to recognize the native
IL-6 receptor presented on the cell surface of neuBaf/3 cells that were stable transfected
with human gp130 and IL-6R cDNAs. The ability oéthptamers to inhibit IL-6R activities

in vivo still needs to be determined.

VIl



ABSTRACT

The data of this thesis demonstrate that Aptame3 kidids to IL-6R in solution as well as on
the cell surface thus allowing to access IL-6R @néiag cells. These aptamers may help to
optimize the design of useful tools blocking IL-@fhctions and may pave the way for the
development of novel therapeutic strategies agdln$R related diseases. Furthermore it
will have to be tested whether this aptamer mayesas highly specific carrier for further
nucleic acids, peptides and/or toxins linked to #pgamer when possibly internalised in
complex with the receptor.



KURZFASSUNG

Kurzfassung

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionales pround anti-inflammatorisch wirkendes
Zytokin, welches das Wachstum und die Differenzigruerschiedener Gewebe beeinflusst.
Es spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation immunreaktionen und der Akute-Phase-
Reaktion. An Zielzellen stimuliert IL-6 seinen Rpmrkomplex bestehend aus zwei
Rezeptoruntereinheiten, dem IL-6-Rezeptor (IL-6RJ dem Glykoprotein 130 (gp130).

Im Mausmodell konnte beobachtet werden, dass lla$ Ebrtschreiten und die Pathologie
einer Vielzahl verschiedener Erkrankungen fordett beispielsweise bei Morbus Crohn,
Rheumatoide Arthritis und entzindlichem DarmkreliSne potentielle therapeutische
Strategie stellt demnach die Hemmung der IL-6-vdgién Signalgebung dar,
beispielsweise durch eine Blockade der Interakinarschen IL-6 und IL-6R oder durch die
Blockade der Bindung des IL-6/IL-6R-Komplexes am @ignal-weiterleitende Rezeptor-
Untereinheit gp130.

Eine vielversprechende Mdglichkeit hierflr boéte @#msatz von Aptameren. Aptamere sind
kleine einzelstrangige Nukleinsduren mit definiertkeidimensionaler Struktur, die ihre
Zielmolekule hoch affin und spezifisch binden komne

Die vorliegende Arbeit beschreibt die EntwicklungnvRNA-Aptameren mit Spezifitat far
den l6slichen IL-6R (sIL-6R), d. h. den IL-6R ohmgtoplasmatische und Transmembran-
Domane. Die Anwendung desvitro SelektionsverfahrerSELEX (SystematicEvolution of
Ligands byEXponential enrichment) ermdglichte die Isolation waths IL-6R-spezifischen
Ribonukleinsauren (106 nt), welche sich durch emginsames, G-reiches Konsensusmotiv
auszeichneten. Eine dieser Spezies, das Aptame3, Mdrde weiter mit Hilfe von
Filterbindungsstudien analysiert. Die Dissoziatlarstante, welche die Affinitat zwischen
Aptamer und slL-6R beschreibt, lag im unteren naslaren Bereich (K~ 20 nM). InGel-
ShiftAssays konnte diese hoch affine Interaktion begtéterden. Das Aptamer besitzt eine
signifikante Spezifitat fir das Targetprotein. Mginem anderen getesteten Protein konnte
eine Interaktion mit dem Aptamer beobachtet werdae. Verkirzung des Aptamers 16-3
resultierte in einem 47mer (16-3_B) mit zum Wild#ptamer vergleichbaren Eigenschaften.
Selbst eine auf 19 Nukleotide verkiirzte Variant@rke noch immer mit dem Zielprotein
wechselwirken. Weitere biochemische Analysen fiiheie der Hypothese, dass das Aptamer
einen G-Quadruplex ausbildet.

In Kompetitionsstudien konnte gezeigt werden, diess Aptamer nicht mit den nattrlichen
IL-6R-Liganden, IL-6 und gpl130, kompetierte. Es waur Erkennung des sIL-6R im



KURZFASSUNG

Komplex mit diesen Molekllen befahigt. Interaktionges Aptamers mit Hyper-1L-6, einem
IL-6/sIL-6R-Fusionskonstrukt, allein oder im Komplemit gpl30 bestéatigten diese
Beobachtungen. Die Anwendung der Durchflusszytaméiihrte zu der Erkenntnis, dass die
Aptamere spezifisch an murine BAF/3-Zellen bindenrken, die den nativen IL-6R auf ihrer
Oberflache prasentieren.

In zukinftigen Studien bleibt nun zu klaren, ob diptamere lediglich eine markierende
Funktion besitzen oder ob diese hoch affinen Rikt@wmsaurerin vivo in der Lage sind, die
Wirkung des IL-6R zu blockieren. Moglicherweise kten diese selektierten IL-6R-
spezifischen Aptamere der Entwicklung und Optimigrvon Wirkstoffen zur Behandlung
IL-6R-bedingter Krankheiten dienen. Denkbar warehagie Darstellung von Komplexen aus
Aptamer und diversen Liganden (z. B. auch Antisévgkleinsduren oder Toxinen), die die

IL-6-Bindung blockieren oder im Komplex mit dem Retor internalisiert werden kdnnten.

XI



1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Zytokin Interleukin-6

Zytokine sind koérpereigene Botenstoffe, die vonleneverschiedenen Korperzellen, wie
Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, B- und T-&ellproduziert werden. lhnen werden
wichtige regulatorische Funktionen innerhalb viddedogischer Vorgange, unter anderen die
Steuerung der korpereigenen Immunabwehr, die Regoulavon Wachstumsvorgéangen,
Hamatopoese, Zellproliferation, Tumorwachstum unuzEndungsreaktionen, zugeschrie-
ben [1]. Zytokine werden ihrer Wirkung entsprechdandpro-inflammatorische und anti-
inflammatorische Vertreter unterteilt. Pro-inflamiovésche Zytokine sind beispielsweise der
Tumor-Nekrose-Faktar (TNF-o), Interleukin-1 (IL-1) und IL-8. Zu den anti-inflama-
torischen Zytokinen z&hlen die Interleukine IL-4;10 sowie IL-11.

Das Interleukin-6 (IL-6) wurde sowohl als pro-infianatorisches, als auch als anti-
inflammatorisches Zytokin beschrieben [2]. Die Hgupduzenten dieses multifunktionalen
Wachstumsfaktorsstellen verschiedene Zelltypen, wiEndothelzellen, Monozyten und
Fibroblasten,dar, diein vivo direkt durch bakterielle Endotoxine oder virale Miksauren
stimuliert werden konnenlL-6 besitzt sehr vielfaltige biologische Aktig&ien. Neben einer
zentralen Rolle wahrend der Entztindungsreaktionchduinduktion von Akute-Phase-
Proteinen stimuliert es B- bzw. T-Zellfunktionenduregt die Differenzierung von B-Zellen

zu Plasmazellen an. Tabelle 1.1 gibt einen Ubécliler verschiedene Funktionen des IL-6.

Tab. 1.1: Auswahl wichtiger Funktionen von Interlewkin-6 (IL-6)

Zielzellen Funktion/Wirkung Quelle
B-Zellen Wachstum, Stimulation, Differenzierung [3]
T-Zellen Wachstum, Differenzierung in zytotoxisch&ellen [4]
Hepatozyten Hepatozyten-stimulierender Faktor (KH8Euktion von [3]

Akut-Phase-Reaktionen

Makrophagen, Megakaryozyten Differenzierung [5]
Synoviale Fibroblasten Induktion der Proliferation [6]
Humane Myelomzellen Stimulation des Wachstums [7]
Neuronen Wachstum und Differenzierung [8]
Plasmazytomzellen (Maus) Stimulation des Wachstums [9]




1 EINLEITUNG

Die genetische Information fir das Interleukin-6 asif dem Chromosomenabschnitt 7p21
lokalisiert. IL-6 wird in Form eines 212 Aminosanor€AS) langen, inaktiven Propeptids
sythetisiert, das unter Abspaltung von 38 AS a&tivivird. Interleukin-6 besteht somit aus
184 Aminosauren, gehort zu der 4-Helix-Bundel-Fam{Abb. 1.1; [10]) und weist drei

potentielle Bindungsstellen zum Rezeptor auf: ynd Ill.

Abb. 1.1: Humanes Interleukin-6 (IL-6) [10]. IL-6 (hier schematisch dargestellt) besithei potentielle
Bindungsstellengite I, 11 und Ill) zum Rezeptor. Der N- und C-Terminaswie die viera-Helices (A, B, C
und D) sind gekennzeichnet.

1.2 Der Interleukin-6-Rezeptor

Die Initiation einer biologischen SignalkaskadeZielzellen als Folge einer IL-6-bedingten
Stimulation erfordert die Anwesenheit zweier Reagpttereinheiten: den IL-6-Rezeptor
(IL-6R, o-Kette) und das Glykoprotein gpl13®-Kette).

Der IL-6-Rezeptor ist fur die IL-6-Bindung verantilach. Die cDNA des humanen IL-6R
kodiert fur ein Vorlauferprotein bestehend aus A&@dnoséauren mit einem Molekulargewicht
von etwa 50 kDa. Dieses Protein setzt sich ausneir&gnalpeptid (19 AS), einer
extrazellularen Region (339 AS), einer Transmemiamane (28 AS) und einer kurzen
zytoplasmatischen Domane (82 AS) zusammen. Dez tei6R hat eine Grol3e von 80 kDa
und stellt die glykosylierte Form des 50 kDa-PreowProteins dar [11]. Der extrazelluléare
Bereich des Proteins besitzt drei charakteristifgbméanen: D1, D2 und D3 (Abb. 1.2). Bei
der N-terminalen Domane D1 handelt es sich um Emmeunglobulin-ahnliche Domane, die
fur die Stabilitéat des Proteins wichtig ist [12]2Dnd D3 sind als Zytokin-bindende Doménen
(CDB) fir die Interaktion mit dem Liganden IL-6 agtwortlich.
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Abb. 1.2: Der Interleukin-6-Rezeptor und das Glykopotein 130 (nach [13]).Dargestellt sind die Doméanen
des IL-6R (links) und gp130 (rechts). ExtrazellaldDomanen: D1: N-terminale Immunglobulin-ahnliche
Domaéane, D2 und D3: homologe, Zytokin-bindende Doema(CBD). Gp130 besitzt zusatzlich drei membran-
nahe Fibronektin-Typ-lll-dhnliche Domanen (D4 — D&n diese extrazellularen Doméanen schlieBen sich j
eine Transmembran- und eine zytoplasmatische Dolfs&havarz) an.

Nach Bindung des IL-6 an die erste Rezeptoruntbedin(IL-6R) erfolgt die Weiterleitung
des Signals in die Zelle uUber das Glykoprotein @p13-Kette), die zweite Rezeptor-
untereinheit (Abb. 1.2). Die drei extrazellularenor@dnen D1 — D3 des gp130 vermitteln die
Bindung an den IL-6/IL-6R-Komplex. Die folgenden bFanektin-Typ-lll-dhnlichen
Domanen (D4 — D6) beféahigen das Protein zur Sigaratuktion ins Zellinnere.

Das Signal-weiterleitende Protein gpl130 kann netbem IL-6/IL-6R-Komplex auch mit
anderen Ligand/Rezeptor-Komplexen interagiere®. Komplexe fur IL-11, Oncostatin-M,
Neuropoietin oder IL-21 [10].

Wahrend gp130 von fast allen Korperzellen expritigrd, beschrankt sich die Expression
des IL-6R auf Hepatozyten, Neutrophile, Monozytdiakrophagen und einige Lymphozyten
[14, 15]. Diese Zellen kénnen durch Bindung de$lan den IL-6R stimuliert werden. Der
sich bildende Komplex interagiert mit zwei Molekiilgp130, wodurch eine IL-6-spezifische
intrazellulare Signalkaskade ausgel6st wird. Dieddechanismus wird als klassisches IL-6-
Signaling bezeichnet (Abb. 1.3, A) [16]. Zellen, die keinemembrangebundenen IL-6-
Rezeptor besitzen, konnen nicht auf dem Wege dassiklchen IL-&ignaling stimuliert

werden.
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Neben dem klassischen ILSgnalingexistiert ein alternativer Mechanismus, der edezel
ohne membrangebundenen IL-6-Rezeptor ermdglicltgiae IL-6-Stimulation zu reagieren,
das sogenannte IL-Brans-Signaling Abb. 1.3, B).
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Abb. 1.3: Klassisches IL-6Signaling und IL-6- Trans-Signaling (veréandert nach [17]). A) Klassisches IL-6-
Signaling: IL-6 bindet den embrangebundenen IL-6-Rezeptor. ID€/IL-6R-Komplex interagiert mit einem
gpl130-Dimer, wodurch die IL-6-vermittelte Signalkade ausgel6st wirdB) IL-6-Trans-Signaling:Durch
alternatives Spleil3en oder die TACE-vermittelteitiente Proteolyse des membrangebundenen IL-6-Remep
wird eine I6sliche Form des IL-6R erzeugt. Nachding des sIL-6R an IL-6 kommt es zur Interaktiort mi
Membran-verankertem gp130. Eine Stimulation vonetelwelche zwar gp130, jedoch keinen IL-6R tragen,
wird ermoglicht.

Die Wirkungsweise beruht auf einer natirlich vorkoemden, I6slichen Form des IL-6R
(sIL-6R). Diese Form kann durch limitierte Protes#dydes Membran-standigen IL-6R erzeugt
werden. Diese alsSheddinfj bezeichnete Reaktion wird durch die Protease TATHF-

alpha converting enzyméatalysiert [10, 18]. Makrophagen und Neutroptsied wichtige
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Produzenten des sIL-6R, beispielsweise als Reaktibnlas Akute-Phase-Protein C-reaktives
Protein [19].

Andererseits kann der sIL-6R durch die Translat@ner alternativ gespleiiten mRNA
generiert werden, wobei dieser Prozess bei deruRtimh des sIL-6R im Vergleich zur
limitierten Proteolyse vermutlich eine eher untergeete Rolle spielt [16].

Der in vielen Korperflissigkeiten vorhandene sIL-BiRdet seinen Liganden IL-6 mit zum
Membran-standigen IL-6R vergleichbarer Affinitatasvdurch eine Dissoziationskonstante
von etwa 1 nM charakterisiert ist [16, 20]. Der @img von IL-6 an sIL-6R folgt die
Interaktion mit einem Membran-verankerten gp130-lddmer (Abb. 1.3, rechts), wodurch
IL-6R-defiziente Zellen empfanglich fur Signale dddokins IL-6 werden.

Es schliel3t sich die Aktivierung gpl130-assoziiemg@oplasmatischer Tyrosinkinasen (JAK1,
JAK2 und TYK2) und damit die Phosphorylierung dekteren STAT1 und STAT3Sgnal
Transducer andActivator of Transcription) an [2]. Diese phosphorylierten, monomeren
Einheiten bilden daraufhin Homo- oder Heterodimesandern in den Nukleus ein und
regulieren die Transkription verschiedener Zielgbheb. 1.4). IL-6 kann weiterhin die Ras-
Raf-Signalkaskade bzw. Ras-abhangige MAP-Kinasd«#des aktivieren, die eine wichtige

Rolle in der IL-6-vermittelten Zellproliferation git.

[ Genexpression

Abb. 1.4: IL-6-vermittelte Signalkaskaden [21, 22]Der Bindung von IL-6 an den IL-6R folgt eine Ligim-
induzierte Homodimerisierung des gp130. Diese Adtiwng I6st sowohl den Jak/STAT-Signaltransduktiees
als auch die Ras/Raf/MAP-Kinase-Kaskade aus. Nadi3@ Dimerisierung schlief3t sich die Phosphoryhgru
gpl30-assoziierter Tyrosinkinasen (JAK) und danit Aktivierung der STAT-FaktorenS{gnal Transducer
and Activator of Transcriptior) an [2]. Diese phosphorylierten, monomeren Eimmedimerisieren und wandern
zur Genregulation in den Nukleus ein. IL-6 kanntessiin nach Phosphorylierung der JAK die Ras-abigiéng
MAP-Kinase-Kaskade aktivieren und nachfolgend diprEssion bestimmter Gene beeinflussen.
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Die Stochiometrie des Komplexes aus IL-6, IL-6R g@pd 30 konnte bisher nicht vollstandig
geklart werden. IL-6 besitzt drei verschiedene R&meBindestellen, was einen aktiven
Komplex aus einem Molekdl IL-6, einem Molekll IL-6Bnd zwei Moleklilen gp130
vermuten lasst. Das einfachste Modell ware dempacfietramer [12].

Jedoch zeigten Boulanget al. 2003 in einem Kokristallisationsexperiment, dagsRtoteine
IL-6, IL-6R und gpl30 in einem Verhéltnis von 2:2:@hiteinander interagieren
(Abb. 1.5, A) [23]. Den Erkenntnissen der Arbeitggre Rose-John nach formieren IL-6,
IL-6R und ein gp130-Homodimer einen tetrameren Kiexpl2]. Aufgrund der Symmetrie
des gp130-Homodimers kann das aktive Tetramer digein IL-6/IL-6R-Konzentrationen ein
weiteres IL-6/IL-6R-Paar binden. Dies fihrt zu eietramer-Hexamer-Verschiebung. Diese
inaktive, hexamere Struktur fahrt zu einer Verringgy der biologischen Antwort
(Abb. 1.5, B) [12].
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Abb. 1.5: IL-6/sIL-6R/gp130-Komplex [16, 23]. A Die Kristallstruktur des hexameren humanen IL-6/I
6R/gp130-Komplexes wurde 2003 von Boulangieal. gelost [23]. Der Komplex besteht aus je zwei Mélek
IL-6 (blau, violett), IL-6R (turkis, grau) und gpQ3 (grin, orange).B: Stochiometrie des IL-6-
Rezeptorkomplexes. In Abwesenheit des Liganden ¢jipg30 als Homodimer vor. In Anwesenheit des Ilrél
sIL-6R bildet sich ein aktiver tetramerer Komplegy bei Uberschuss an IL-6/IL-6R-Dimeren in eineakiiven
hexameren Zustand Uibergeht.



1 EINLEITUNG

1.3 IL-6 und der sIL-6R im Kontext von Erkrankungen

Deutlich von der Norm abweichende KonzentrationeriLa6 und ldslichem IL-6R wurden
bei einer Vielzahl von Krankheiten nachgewiesenT#ébelle 1.2 sind einige Erkrankungen

exemplarisch aufgelistet.

Tab. 1.2: Level an sIL-6R bei ausgewéhlten Krankhégn (nach [2])

Krankheit Csier®  Anmerkungen Quelle

Erhohte sIL-6R-Konzentration korreliert mit Maf3
A an Leukozyteneinwanderung und [2]
Gelenkzerstérung
Verringerte Serumkonzentrationen an sIL-6R im
Vergleich zu gesunden Personen

Asthma A Erhohte sIL-6R-Serumkonzentrationen und [25]
Verstarkung des Effekts nach Allergenkontakt

Erhohtes slL-6R-Level, Beschleunigung des

Rheumatoide
Arthritis

Sepsis v [24]

Morbus Crohn A Krankheitsverlaufes wird vermutet [l
. Erhohter sIL-6R-Spiegel korreliert mit
Multiple Sklerose A Schweregrad der Erkrankung [26]
: Deutlich verringerte sIL-6R-Konzentrationen im
Depression v Liquor cerebrospinalis (CFS) [27]
Brustkrebs v Verringertes Serumlevel an sIL-6R im Vergleich

zu gesunden Personen, Erhéhung nach Operaticg%S]

. Zirkulierendes slIL-6R-Level korreliert mit
Multiples Myelom A Schweregrad der Erkrankung [29]
Virale Infektion unterstiitzt sIL-6R-Freisetzung,
HIV-Infektion A Mitwirkung an AIDS-bedingten Symptomen [30]
maglich
* = Konzentration an sIL-6R erhéht oder erniedgggeniber dem Normalwert

Es wird diskutiert, wie stark der sIL-6R an der Rlagjon von IL-6-Antworten beteiligt ist
und welche Stellung dieser in Krankheitsverlaufemienmt [2]. Die genaue biologische Be-

deutsamkeit innerhalb einer Krankheitssymptomaeibb meist unklar.

Am Beispiel der Rheumatoiden Arthritis (RA) wurdie dRolle des IL-6 bzw. IL-6R und die
biologische Aktivitat des IL-6/IL-6R-Komplexes imugammenhang mit dem Krankheits-
verlauf der Patienten untersucht [31]. RA ist einlammatorische Krankheit, die von
Blutarmut, Thrombozytose, entzliindlichen Erosionen@elenke und der Anwesenheit eines
Anti-Immunglobulin-Autoantikérpers (Rheumatoiderkk@, RF) begleitet wird (Abb. 1.6)
[5]. Die Erkrankung ist ebenfalls mit hohen Konzatibnen an Akut-Phase-Proteinen

assoziiert.
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Induktion der —_— Hyper-y-Globulindmie,
Antik&rperproduktion Rheumatoider Faktor (RF)
Aktivierung von Anwesenheit aktivierter
/ T-Zellen > T-Zellen im Gelenk
» | Induktion von Akut- I C-rea. Protein®, Fibrinogen 4+
Phase-Proteinen Albumin®, Armyloidose
\ Reifung von _— Thrombozytose
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Aldtivierung von —_— Knochenresonption
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Abb. 1.6: Funktionen und Wirkungen des IL-6 am Beipiel der Rheumatoiden Arthritis (nach [5]). C-rea.
Protein steht fiur C-reaktives Protein. Die roterilefdeuten eine erhdhte Konzentration der entbersten
Komponente an.

Die Analyse der Gelenkflissigkeiten von RA-Erkrarktergab stark erhodhte IL-6- und
sIL-6R-Konzentrationen, welche mit dem SchweregtadErkrankung korrelierten. Da die in
Gelenken vorkommenden Zelltypen (Chondrozyten, dilasten, Endothelzellen) nicht zur
IL-6R- bzw. sIL-6R-Produktion beféhigt sind, veracken eingedrungene Leukozyten die
erhdhte synoviale sIL-6R-Konzentration und ermdggdic das IL-6Frans-Signalingn Zellen
der arthritischen Gelenke.

Eine mogliche Therapie von RA-Patienten stellt diezielte Unterdrickung der IL-6-
Produktion oder Inhibition der IL-6-Funktionen darénwendung neutralisierender Anti-
IL-6-AK oder Anti-IL-6R-AK dar (Abb. 1.7) [5]. Er& Versuche, IL-6 mit einem monoklo-
nalen Antikorper zu blockieren, fihrten zur Bildwan Immunkomplexen, wodurch sich die
Halbwertszeit von IL-6 verlangerte. Eine gewinschtbibition der IL-6-Aktivitat durch
diesen Antikérper blieb aus [32].

Das schweizer UnternehmeRoche Pharma AGentwickelte gemeinsam mit seinem
TochterunternehmerChugai das Medikament Tocilizumab zur Behandlung von RA.
Tocilizumab (Actemra, MRA) ist ein gegen den IL-§Brichteter monoklonaler Antikorper,
welcher die IL-6R-vermittelte Signaltransduktiorhiipiert. Tocilizumab bindet sowohl den
I6slichen als auch an membrangebundenen IL-6-Rezapiezifisch und unterbindet somit
die I1L-6-Wirkung. Der Antikorper wird derzeit zureBandlung von erwachsenen Patienten
mit mittelschwerer bis schwerer RA eingesetzt. hré 2008 erhielt das Medikament in
Japan die Zulassung fir klinische Anwendungen,uropa folgte dessen Einfihrung Anfang
2009. Bei einer Behandlung von RA-Patienten mitillagnab erfolgt die Verabreichung

alle zwei Wochen intravenoés bei einer Dosis vorBang MRA pro kg Korpergewicht. Das

8



1 EINLEITUNG

Medikament zeigt eine hoch effektive klinische Vgeknkeit und stellt die einzige, klinisch
getestete Anti-Zytokin-Therapie dar [33].
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Abb. 1.7: Strategien zur Behandlung von Krankheitenwie RA (nach [17, 34]). Links:Eine Blockade der
Funktionen des IL-6 und des IL-6R kann durch Anwergl blockierenden Antikdrper (Anti-IL-6-AK bzw.
Anti-IL-6R-AK) erfolgen. Rechts: Selektive Blockade der IL-6/sIL-6R-vermittelten g8algebung durch
Anwendung spezifischer slL-6R-Antagonisten, z. Bp130. Es kommt zur Hemmung der IL-6-vermittelten
Signalgebung, die durch den slIL-6R, nicht aber llaten Membran-standigen IL-6R ausgel6st wird. (@feit
Details siehe auch Abb. 1.3).

Zunachst konnten keine schwerwiegenden infektidasder toxischen Nebenwirkungen des
Tocilizumab nachgewiesen werden, lediglich eine 6Btumg des Blutcholesterolspiegels
konnte 24 Wochen nach der Behandlung beobachteiewgB85].

Im Marz 2009 veréffentlichte der Konze@hugaiauf dessen Internetseite Studien Uber den
Tod von funfzehn mit Tocilizumab behandelten PagéenBei 221 weiteren Patienten traten
schwere Nebenwirkungen auf. Ein Zusammenhang zuAderendung von Tocilizumab
wurde nicht ausgeschlossen.

Eine weitere mdgliche Strategie, die IL-6/sIL-6Rmdtelte Signalgebung selektiv zu
blockieren, liegt in der Anwendung von slL-6R-Anbagsten, z. B. sgp130 (Abb. 1.7, rechts).
Losliches gpl130 (sgpl30) stellt eine durch altéveatSpleil3en gebildete, 16sliche Form des
gp130 dar. Das sgp130 kann die IL-6-Signalgeburegddrch den loslichen IL-6R ausgeldst
wird, hemmen, nicht aber die durch den Membranestggm IL-6R hervorgerufene Signal-
weiterleitung. Sgpl130 stellt einen weiteren powdldn, therapeutischen Ansatzpunkt zur
Blockade der IL-6R-Aktivitat und zur Behandlung vieA-Patienten dar [16, 31].
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1.4 Aptamere

Aptamere sind kurze einzelstrangige NukleinsauresDRNA oder ssRNA), welche
ausgewahlte Zielmolektle mit hoher Affinitat unde3fitdt binden kénnen. Der Begriff
~Aptamer” leitet sich aus dem lateinischen Worttyggd fur ,passend” und dem griechischen
Wort ,meros” fur ,Teilchen* ab. Erstmals gepragt nda der Begriff des Aptamers 1990
durch die Arbeitsgruppe von Andrew D. Ellington udalck W. Szostak, dem diesjahrigen
Medizin-Nobelpreistrager. Sie bezeichneten damitARMbleklle, welche an willkirlich
ausgewabhlte organische Farbstoffe binden konntenlsblation dieser RNA-Spezies erfolgte
durch in vitro Selektion aus einer komplexen, randomisierten i@k mit einer
Sequenzdiversitat von etwa'¥@erschiedenen RNA-Molekiilen (Tab. 1.3). Seitherden
mehr als 2.000 wissenschaftliche Berichte Uber Wpte und deren Herstellung ver-
offentlicht [36].

Tab. 1.3: Ausgewahlte Aptamere mit Spezifitat fir Zelmolekile verschiedener Substanzklassen

Substanzklasse Target Aptamertyp 4Wert [M] Quelle
lonen zi* DNA 1,5x10° [37]
Nukleotide Adenosintriphosphat (ATP) DNA 6,010 [38]
Fluorophore Sulforhodamin B RNA 3,1x10 [39]
Antibiotika Moenomycin A RNA 3,0x10 [40]
Nukleinsauren TAR-Hairpin in HIV-1 mRNA RNA 4,4x10 [41]
Zytokine Vascular Epithelial Growth Factor RNA 0,5-1,5x10°  [42, 43]
Peptide Neuropeptid Y (NPY) DNA 0,3-1,0x10  [44]
Proteine HIV Tat-Protein RNA 1,2x10 [45]
Zellen Burkitt Lymphoma B Zellen DNA 4,9xF0 [46]

Aufgrund der dreidimensionalen Faltung dieser Nid&uren kdnnen verschiedenartige
Zielstrukturen erkannt und gebunden werden, wisfeisweise Aminoséuren, Antibiotika,
Peptide, Proteine, Viren oder sogar ganze Zellen.

Je nach Anwendung sollten Aptamere mdglichst bdée Eigenschaften besitzen, wie
beispielsweise eine hohe Affinitat zum Zielmolekigine schnelle Assoziations-
geschwindigkeit und eine geringe Dissoziationskamist, typischerweise im picomolaren

bzw. unteren nanomolaren Bereich [47].
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1.5In vitro Selektion von Aptameren

Im Jahre 1990 verdffentlichten drei Arbeitsgruppeabhéngig voneinander Studien Uber die
Anreicherung kleiner Nukleinsduremolekiile mit defiten Funktionen: A. Ellington und
J. Szostak isolierten RNA-Molekile aus einer randgerien Bibliothek, die verschiedene
organische Farbstoffe binden konnten [48]. Im selbahr gelang der Arbeitsgruppe um D.
Robertson und G. Joyce nach Mutation des Tetrahgnkihozyms, ein selbstsplei3endes
Gruppe | Intron, die Anreicherung eines neuen kasah aktiven Ribozyms, welches, im
Vergleich zum Wildtyp-Ribozym, DNA-Substrate spaltkonnte [49]. Nahezu zeitgleich
veroffentlichten C. Tuerk und L. Gold Studien Ulike Selektion von RNA-Liganden mit
Spezifitat fur die DNA-Polymerase des T4-Bakteriagén [50]. Sie bezeichneten diesen
kombinatorischenin vitro Selektionsprozess alSELEX: SystematischeEvolution von
Liganden durcliEXponentielle Anreicherung (Abb. 1.8).

Targetmolekiil gekoppelt RNA-Pool (N60)
an magnetische Beads 5 o
o 103 verschiedene ssRNA Molekiile
. 2
Angereicherter ) S 9
ssRNA P&:I N Q‘b CH ’

QA Q

(T7-Transkription |

1. Selektionsrunde

S of o Q
Fa

Angereicherter
dsDNA Pool

Nach finaler
Selektionsrunde

Ungebundene ssRNA

Molekiile
Klonierung/ .3
.

Target/Aptamer — Komplexe

Abb. 1.8: In vitro Selektionsverfahren (SELEX).Dargestellt ist eiin vitro Selektionszyklus zur Anreicherung
von RNA-Aptameren spezifisch flir ein an magnetisehetikel gekoppeltes Zielmolekil. Zu Beginn desten
Selektionsrunde erfolgt die Inkubation einer RNARithek hoher Diversitat (etwa 10verschiedene Mole-
kile) mit dem an magnetischen Partikeln immobitisie Zielmolekil. Nach Abtrennung von nicht-bindend
Nukleinsduren mittels magnetischer Separation unasdischritten werden bindende RNA-Spezies durch
Erhitzen eluiert und mit Hilfe einer RT-PCR-Reaktiamplifiziert. Eine sich anschlieRende T7-Trarnston
bildet den Ubergang zur folgenden Selektionsruridach etwa 6 — 20 dieser iterativen Zyklen kann die
angereicherte Bibliothek kloniert und sequenzieztden.
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Dem Verlauf der natirlichen Evolution, d. h. einfdfolge von Variation, Selektion und
Replikation [50], &hnelnd, setzt sich das SELEX{fdlren aus iterativen Zyklen der
folgenden drei Teilschritte zusammen: die Inkubatier Nukleinsaure-Bibliothek mit dem
Zielmolekul, die Abtrennung bindender von nichtdenden Nukleinsduren und schlief3lich
die Vervielfaltigung bindender Spezies. Erfahruragsgl3 konnen hoch affine und spezifische
Aptamere nach sechs bis zwanzig dieser iterativedek8onszyklen angereichert werden. In
der Abbildung 1.8 ist exemplarisch ein Zyklus zetektion von RNA-Aptameren fiir ein an
magnetischen Partikeln immobilisiertes Zielmolettéigestellt.

Einen sehr kritischen Schritt wahrend des SELEXzBsses stellt die Abtrennung bindender
Nukleinsdure-Spezies von Molekulen dar, die nicht dem Target interagieren. Jedes
Verfahren, das eine Separation freier Nukleinsawem Komplex ermdoglicht, kann fur
diesen Anreicherungsprozess angewandt werden g haufig gewahlte und einfache
Methode ist die Filtration der RNA-Protein-Komplexdurch Nitrozellulosemembranen,
entwickelt von Pristoupit al.[52]. Der Nachteil liegt in der eingeschrankterwemdbarkeit
dieser Filtermembranen fur kleine Molekile und REptAuch die Gefahr einer moéglichen
Anreicherung Filter-bindender Spezies muss oftndalisch starke Praselektionen bewaltigt
werden.

Als weitere mdgliche Separationstechniken kommerspigsweise die Kapillarelektro-
phorese [53], die Affinitatschromatographie [40k dative Gelelektrophorese [54], dd¥/-
Cross-Linking[55], die Zentrifugation [56], die Technik der Daftusszytometrie [57] sowie
das oben beschriebene Verfahren der magnetischmargdien zum Einsatz [58] (Abb. 1.8).
Die Abtrennung nicht-bindender Nukleinsauren vondenden Spezies durch Anwendung
magnetischer Partikel ist eine schnelle und effekMethode, bei deren Durchfihrung viele
Zwischenschritte wie Zentrifugation, Filtration adgelelutionen entfallen. Erfahrungsgemar
verringert sich auch die Anzahl der Selektionszykkeir Anreicherung bindender Spezies

beispielsweise im Vergleich zur Filtration Gberrd#ellulosemembranen [51].
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1.6 Aptamere versus Antikorper

Die Ausbildung einer definierten dreidimensiona&truktur befahigt Aptamere zu einer hoch
affinen und spezifischen Bindung an Zielmolekile, der Bindung von Antikdrpern ahnelt.
Aptamere stellen eine potente Alternative zu mooa&den Antikdrpern in Bereichen der
Forschung, Therapie und Diagnostik dar.

So besitzen sie vergleichbare, vielleicht sogateitiaftere Eigenschaften, denn Aptamere
zeigten bislang keine Toxizitdt und keine oder geringe Immunogenitat. In praklinischen
Studien am Tiermodell konnte keine Immunreaktiochggwiesen werden, selbst bei Einsatz
des therapeutischen Aptamers in 1.000fachem Ubessdm Vergleich zur spateren Anwen-
dungsdosis [59]. Vorteilhaft wirkt sich die kostémgtige Synthese der Aptamere in grof3en
Mengen und in hohem Reinheitsgrad aus, nicht zulsggriindet in ihren geringen Groéle
(5-40 kDa) [60].

Chemische Modifikationen fuhren zu einer erhohtaabtadt und damit auch Biover-
fugbarkeit. Hohe Temperaturen von bis zu 90 °Chaigen Uber einen langeren Zeitraum
hinweg nicht problematisch. Einige vorteilhafte &igchaften der Aptamere gegentber Anti-
korpern sind in Tabelle 1.4 zusammengefasst.

Tab. 1.4: Einige Vorteile der Aptamere gegeniber Atikdrpern (nach [61])

Aptamere Antikorper

Selektionin vitro Selektion erfordert ein biologisches System
Grol3e Vielfalt chemischer Modifikationen Limitierte Moglichkeit zur chemischen
maglich Modifikation des Molekiils
Batch-unabhéangige, gleichbleibende Aktivitat Baatinéngige, variierende Aktivitaten
Keine/geringe Immunogenitat Vorhandene Immunogenita
Unbegrenzte Bestandigkeit Limitierte Bestandigkeit

Ruckfaltung in urspringliche Konformation nach Temperatursensitivitat und irreversible
Hitzeeinwirkung Konformationsénderung nach Hitzeeinwirkung

Entwicklung Aptamer-spezifischer Antidotes zur Keine rationelle Methode zur Inhibition bzw.
Inhibition bzw. Regulation der Wirkstoffaktivitat Regulation der Antikdrperaktivitat

13
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1.7 Aptamere als Therapeutika

Aptamere haben in der Biologie und Medizin wahrdadletzten Jahre einen immer grof3eren
Einfluss erlangt und bilden eine vielversprecheMigekulklasse neuartiger Therapeutika
und Diagnostika. Im Jahre 2004 wurde erstmals Apiamer-basierte Verbindung fur eine
klinische Anwendung zugelassen: déascular Endothelial Growth FactofvVEGF)-spezi-
fische Aptamer Macug&n(Abb. 1.9). Bis zu diesem Zeitpunkt war die Anwend der
Aptamere als Therapeutika durch eine starke Sem&itigegentuber Nukleasen, eine
eingeschréankte zellulare Aufnahme und eine schmehli@le Resorption limitiert. Um diese
Problemstellung zu bewaltigen, werden die Aptanmeoelifiziert. Das Einfiigen von Fluoro-
oder Aminogruppen am 2’-OH-Ende der Pyrimidine, dadlgen einer dT-Kappe am 3'-
Ende der Nukleinsauren oder das Erzeugen von Negdessistenten Enantiomeren,
sogenannten Spiegelmeren, konnen die Stabilitéergdger Nukleasen drastisch verbessern.
Die Kopplung der Aptamere an Cholesterol bzw. Rblylenglykol (PEG) oder gar eine
Multimerisierung erhéhen deren Bioverflugbarkeit uretzégern den Vorgang der renalen
Ausscheidung [62].

U
A
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G_
G—
C—
/

u
C
C
G
\
40-kDaPEG-5"  3'-

3'—dT-5

Abb. 1.9: Das Aptamer-basierte Therapeutikum Macuge® [62]. Gezeigt ist die Sequenz und vorhergesagte
Sekundarstruktur des VEGF-spezifischen Aptamirgot sind 2'-Methoxypurine und in blau 2’-Desofy
fluoro-modifizierte Pyrimidinbasen dargestellt. Arf’-Ende des Aptamers wurde ein 40 kDa groRer
Polyethylenglykolrest (PEG) angefiigt. Zum Schutgeggiber Exonukleasen wurde das 3'-Ende um einé 3'-3
dT-Kappe erweitert. Post-selektiv wurden alle 2’-Gifuppen der Purine durch 2’-Methoxygruppen ersmitt
Ausnahme der Nukleotide an den Postitionen 4 undsdmit blieben lediglich zwei der 27 Nukleotide
unverandert [63].

Der medizinische Einsatz von Aptameren als Medikameast derzeit auf das unter dem
Namen Macugéeh oder Pegaptanib bekannte, chemisch stark modiiziBNA-Aptamer
beschrankt. Es wird zur Behandlung der altersbeeingMakuladegeneration (AMD)
eingesetzt [63]. Bei Patienten mit AMD wird der WatumsfaktorVEGF in Zellen des

retinalen Pigmentepithels und der Aderhaut verst@moduziert. Die Folgen sind eine

14
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intensivere Neoangiogenese und Neovaskularisierd®eg) Auges und ein zunehmender
Funktionsverlust der Netzhautzellen im Bereich slgenannten gelben Flecks, wodurch die
Sehfahigkeit stark beeintrachtigt wird.

Das Anti-VEGF-Aptamer Macugé&nbindet hoch spezifisch an die pathogene Isoform
VEGF;65 und blockiert die Interaktion dieses Wachstumsfiezkinit dessen VEGF-Rezeptor.
Dies fuhrt zur Inhibition der VEGF-Aktivitat, zurarringerung der Neovaskularisierung des
Auges und zur Verzégerung des Verlustes der Sejkéiti Die Therapie der AMD mittels
Macugeff erfolgt alle sechs Wochen intravitreal, d. h. tiudirekte Injektion von 0,3 mg des
Wirkstoffes in den Glaskorper des betroffenen AUGS3.

Derzeit befinden sich weitere Aptamere in (prafisichen Studien (Tab. 1.5). AS1411 bindet
beispielsweise an Nukleolin, ein Kernprotein akérperzellen, das auch auf der Oberflache
von Tumorzellen nachgewiesen wurde. Die Bindung Apgmers AS1411 an Nukleolin

fuhrt zur Internalisierung der Interaktionspartnad einer Anti-Proliferationsantwort [62].

Tab. 1.5: Ubersicht (iber einige therapeutische Aptaere in (pra-)klinischen Studien

Aptamer Zielmolekdl Anwendung Quelle
AS1411 Nukleolin Anti-proliferierender Effekt aufr&bszellen [64]
ARC127  Platelet derived Inhibition der PDGF-vermittelten Zellproliferation [61]
Growth Factor(PDGF) und Angiogenese
RBO006 Faktor 1Xa Inhibition der Thrombin-Produktiand Inhibition  [65]
der Koagulation

ARC183 Thrombin Antikoagulans wahrend Bypass-Opamnan [61]
1d40 L-Selektin Blockade L-Selektin-vermittelterrhghozyten- [61]

wanderung und Gewebeschadigung durch

Neutrophile

Mit der fortschreitenden Aufklarung einer Viezabllalarer biologischer Prozesse nimmt die
Bedeutung und Anwendung von Aptameren einen immi#iegen Stellenwert ein. Aptamere
finden dabei ihren Weg aus dem Reagenzglas himtaemessanten, molekularbiologischen

Werkzeugen der Medizin, Diagnostik, Biotechnologimel der aktuellen Forschung [66].
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2 Zielsetzung

Zytokine und deren Rezeptoren haben grof3en Einflusdie Entwicklung und Koordination
des menschlichen Immunsystems [67]. Eines dieserkifye, das Interleukin-6, spielt ins-
besondere bei Entziindungsreaktionen eine wesentRclie. Es stimuliert eine Viezahl von
Zellen Uber seinen Interleukin-6-Rezeptor, welcherdéslicher oder membrangebundener
Form existiert. Insbesondere eine Dysregulation ldstichen Form (sIL-6R) kann zu
Immunerkrankungen fiihren oder diese beeinfluss@h Mie beispielsweise den sich aus
einer chronischen Darmerkrankung entwickelten Daefnd oder die Rheumatoide Arthritis.
Ein neues therapeutisches Prinzip zur Behandlumgedi Krankheiten durch selektive
Hemmung der IL-6/IL-6R-vermittelten Signalgebungnkée in der Anwendung von
Aptameren liegen.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit lag in &=lektion und Charakterisierung von
RNA-Aptameren, welche den IL-6R hoch affin und sfigzh binden konnten. Nach
Anreicherung der Aptamere durch das Verfahrenideritro Selektion sollten detaillierte
Untersuchungen zu den RNA-Rezeptor-Wechselwirkurdygchgefihrt werden. Mit Hilfe
von Sekundarstrukturvorhersagen, Mutationsanalyseinder sogenanntédamage Selection
sollten die RNA-Aptamere verkirzt und ein minimestBindungsmotiv identifiziert werden.
In in vitro Kompetitionsstudien sollten die Funktionalitat udds Bindungsverhalten der
selektierten RNA-Aptamere an den IL-6R in An- undwesenheit der nattrlichen Liganden
IL-6, gp130 und Hyper-IL-6 untersucht werden.

Mit Hilfe geeigneter Zellen und des Verfahrens Berchflusszytometrie sollte schlief3lich
die Fragestellung geklart werden, ob die Aptamese dativen IL-6R auf der Oberflache
eukaryotischer Zellen erkennen konnten. Welchesri®ial in den Aptameren steckt und ob
die Aptamere die biologische Aktivitat des IL-6/8R/gpl130-Komplexes und somit die
Zellproliferation beeinflussen, sollte in weiterféhden Studien analysiert werden.
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3 Material

3.1 Chemikalien

Alle Standardchemikalien wurden von den Firmen R@tharisruhe), Merck (Darmstadt),
Sigma-Aldrich (Minchen) und AppliChem (Darmstadiuiich in p.A.-Qualitat bezogen.

3.2 Puffer, Lésungen und Medien

Tab. 3.1: Allgemeine Puffer und Losungen zur Analys von Nukleinsduren

Puffer Zusammensetzung

Alkalischer Hydrolysepuffer 100 mM NaCGs; pH 9,2; 2 mM EDTA
(2x)

Aminohexansaure-Puffer 20% Methanol; 40 mM Amindreséaure
(CeH13aNO)

Ammoniumpersulfat 10% (w/v) APS in aqua dest.

cDNA-Synthesepuffer (5x) 250 mM Trisacetat; pH @4H1sNOs);

375 mM Kaliumacetat (C¥€OOK);
40 mM Magnesiumacetat (Mg(GEOOY))

CIAP-Puffer (10x) 100 mM Tris-HCI; pH 7,5; 100 mMgCl,

DNA-Probenpuffer (6x) 50% (w/v) Saccharose; 1% (WBDS;
0,1% (w/v) Orange G

DNA-Sequenzierungspuffer BigDye® Terminator v1.1/v3.1 Sequencing Buffer

(5%) Applied Biosystems (Zusammensetzung geschutzt)
Hybridisierungspuffer (10 x) 200 mM Tris-HCI; pHO8,500 mM NacCl;
10 mM EDTA
Klenow-Puffer (10 x) 500 mM Tris-HCI; pH 8,0; 50MnMgCly;
10 mM DTT
PCR-Puffer B (10x) 800 mM Tris-HCI; pH 8,8; 200Mh{NH4),SO;
0,2% (w/v) Tween-20
PNK-Puffer A (10 x) 500 mM Tris-HCI; pH 7,6; 100MnMgCl>;
50 mM DTT; 1 mM Spermidin; 1 mM EDTA
RNA-Elutionspuffer 0,3 M CHCOONa; pH 5,2
RNA-Ladepuffer (2 x) 95% Formamid; 0,025% (w/v) SDS

0,025% (w/v) Bromphenolblau; 0,025% (w/v)
Xylencyanol FF; 0.025% (w/v) Ethidiumbromid;
0,5 mM EDTA

RNA-Sequenzierungspuffer 20 mM NatriumcitratiaO,Na); pH 5,0;
1 mM EDTA; 7 M Harnstoff
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3 MATERIAL

T4-RNA-Ligase-Puffer (10 x)

TBE (5X)

Transkriptionspuffer (5x)

50 mM Tris-HCI; pH 7.80 mM MgCl;
10 MM DTT; 1 mM ATP

445 mM Tris-HCI; 445 mM Borsaure; 10 mM
EDTA

200 mM Tris-HCI; pH 7,9

Tab. 3.2: Allgemeine Puffer und Lésungen zur Protegianalyse

Puffer

Zusammensetzung

BCIP-L6sung (10 x)

Biotinylierungsreagenz
Coomassi€entfarbeldsung

Coomassid-arbeldsung

Dot Blot AK-Puffer

Dot Blot AP-Substratlésung
Dot Blot Blockpuffer

Dot Blot Reaktionspuffer
NBT-L6sung (10 x)

PBS (10x)

Sammelgelpuffer (4x)
SDS-Laufpuffer (5x)
SDS-Proteinladepuffer (2x)

Trenngelpuffer (4x)

0,5% (w/v) BCIP (5-Brom-4-Chigr
Indoxylphosphat) in DMF

10 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-&genz
10% (v/v) Eisessig

0,25% (w/Ngoomassie Brillant Blue G-250
45% (viv) Methanol; 10% (v/v) Essigsaure

2,5% Magermilchpulver in 1x BB

1x NBT; 1x BCIP in DdbBReaktionspuffer
5% Magermilchpulver in 1x PBS

100 mM Tris; pH 9,5; 4 nWyCl,

0,1% (w/v) NBT

1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 15 mM KROy;
65 mM NahBPOy; pH 7,4

0,5 M Tris-HCI; pH 6,8; 0,4%S
0,125 M Tris; pH 8,3; 0,96®4ycin; 0,5% SDS

125 mM Tris-HCI; pH 64856 (w/v) SDS;
40% (v/v) Glycerin; 0,002% (w/v)
Bromphenolblau; 4 mM DTT

1,5 M Tris-HCI; pH 8,8; 0,4% SD

Tab. 3.3: Puffer und Lésungen zur Aptamerselektion

Puffer

Zusammensetzung

Kopplungspuffer A (1x)
Kopplungspuffer B (1x)
Kopplungspuffer C (1x)

1x PBS; 1 ug BSA/ul; pH 7,4
1,25x PBS; 1 pug BSA/ul; pH4 7
1,25x PBS; 3 mM Mg{1 ug BSA/ul; pH 7,4

18



3 MATERIAL

PBS (10 x)

Selektionspuffer A (1x)
Selektionspuffer B (1x)
Selektionspuffer C (1x)
1x Trispuffer A
Tris/HCI (10 x)

1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 65 mM PHPOy;
15 mM KH,POy; pH 7,4

1x PBS; pH 7,4

1x PBS; 3 mM MgCpH 7,4
1x PBS; 12 mM MgChH 7,4
100 mM Tris; pH 7,4
1 M Tris-HCI; pH 7,4

Tab. 3.4: Medien, Puffer und Losungen fur zellbiolgische Arbeiten

Puffer

Zusammensetzung

Ampicillin-Stocklésung
DMEM

FKS
LB-Medium

Pen/Strep (100x)

Puromycin-Stocklésung

50 mg Ampicillin pro ml aquaest.

Dulbecco's Modified Eagle Mediu(thx)
Standardisiertes Nahrmedium zur Zellkultur
(Invitrogen)

100% FKS

10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton
pro 1 Liter aqua dest.

6,25 mg Penicillin G Natriumsalz/m
10 mg Streptomycin/ml; 9 mg NaCl/ml in aqua
dest.

1 mg Puromycin pro ml aqust.de

SOC-Medium 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM Mg£l

10 mM MgSQ; 20 mM Glukose; 2% (w/v)
Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt

3.3 Enzyme

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) Fertaen

DNAse | (RNase-free) Fermentas

ExtrAvidin®-Alkaline Phosphatase Sigma

FIREPof DNA Polymerase Solis BioDyne

Klenow-Fragment Fermentas

RiboLock™ RNase-Inhibitor Fermentas

RNase T1 Fermentas

SuperScript Il Reverse Transcriptase (Rnase H-) Invitrogen

19



3 MATERIAL

TagDNA Polymerase (rekombinant)
T4 Polynukleotidkinase (T4-PNK)
T4 RNA Ligase

T7 RNA-Polymerase

3.4 Protein- und DNA-Standards

PageRule™ Prestained Protein Ladder
PageRule™ Unstained Protein Ladder
O'GeneRule! Ultra Low Range DNA Ladder
O'GeneRule Low Range DNA Ladder
RiboRulef™ Low Range RNA Ladder

3.5 Kommerziell erhaltliche Kits

NucleoSpiff Extract I
TOPO TA Clonind Kit

3.6 Nukleotide und Radionukleotide

Deoxyribonukleotidtriphosphate (ANTPS)
Ribonukleotidtriphosphate (NTPs)
Guanin-5’-O-(3-thiotriphosphat) (GTPS)
[a->P]-ATP (3000 Ci/mmol)

[y->*P]-ATP (3000 Ci/mmol)

[5-*2P]-pCp (3000 Ci/mmol)

3.7 Fluorophore

Alexa Fluof® 488 G-Maleimid
Alexa Fluof 647 G-Maleimid

Fermentas
Fermentas
New England Biolabs
D. PI6n [68], AG Hahn

Fermentas

Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas

Machery&Nagel

Invitrogen

Roth

Roth

BIOLOG
Hartmann Analytic
Hartmann Analytic

Hartmann Analytic

Invitrogen

Invitrogen

3.8 Allgemeine Materialien zur Aptamer-Selektion

Dynabead8 M-280 Streptavidin
Magna-Sep"” Magnetic Particle Separator

Sulfo-NHS-LC-Biotin (Biotinylierungsreagenz)

Slide-A-LyzeiDialysekassette

Invitrogen
Invitrogen
Pierc

Pierce
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3.9 Synthetische Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von dennfén Invitrogen (Karlsruhe) oder
Metabion (Minchen) in HPLC-gereinigter Fobmazogen.

Tabelle 3.5: Verwendete Oligonukleotide (in 5’-3’ Richtung dargestellt).

Bezeichnung

Sequenz des Oligonukleotids (5'-3'—iict)

Pool R1 (128 nt)

RT-Primer Pool R1
T7-Primer Pool R1
T7-Primer-GG
029 (89 nt)

R24 (90 nt)

RT-Primer O29/R24
T7-Primer O29/R24

M13 reverse
Primer

M13 forward
Primer

16-3_A rev
16-3 B rev

16-3 C rev
16-3_ B Ml rev
16-3_B M2 rev
16-3_B_M3 rev
16-3_B_M4 rev
16-3_B_M5 rev
16-3 B _M1 fw

16-3_B_M2 fw

AATGCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCT-
N60-CTTCTGGAGTTGACGTTGCTT

AAGCAACGTCAACTCCAGAAG
AATGCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAAGAGGTCTGAGACATT
AATGCTAATACGACTCACTATAGG

TCTAATACGACTCACTATAGGGAGGACGATGCGGTGGCATACCTGTC
GTCCAATGTGGAAATGTCGTGTGTGCTCGGGCGAGTCGTCTG

TCTAATACGACTCACTATAGGGAGGACGATGCGGGATTGTTGAGTGG
TGCGAAACGCTTTTGCCCCACTTCGCGTCGGGCGAGTCGTCTG

CAGACGACTCGCCCGA
TCTAATACGACTCACTATAGGGAGGACGATGCGG
CAGGAAACAGCTATGACC

TGTAAAACGACGGCCAGT

CCCTCACCACAGCCTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAGCATT

ATTCTCTTAATATTCCCTCACCACAGCCTCCCCTATAAGAGAATCCC
TATAGTGAGTCGTATTAGCATT

TCGAGGTGAACTAGACCGTTAATTCTCTTAATATTCCCTCACCACAG
CCTCCCCTATAAGCCCTATAGTGAGTCGTATTAGCATT

ATTCTCTTAATATTCACTCACCACAGCCTCCCCTATAAGAGAATCCC
TATAGTGAGTCGTATTAGCATT

ATTCTCTTAATATTCACTCACCACAGCCTCCCATATAAGAGAATCCC
TATAGTGAGTCGTATTAGCATT

ATTCTCTTAATATTCACTCACCACAGCCTCACCTATAAGAGAATCCC
TATAGTGAGTCGTATTAGCATT

ATTCTCTTAATATTCACTCACCACAGACTCCCCTATAAGAGAATCCC
TATAGTGAGTCGTATTAGCATT

ATTCTCTTAATATTCACTCAACACAGCCTCCCCTATAAGAGAATCCC
TATAGTGAGTCGTATTAGCATT

AATGCTAATACGACTCACTATAGGGATTCTCTTATAGGGGAGGCTGT
GGTGAGTGAATATTAAGAGAAT

AATGCTAATACGACTCACTATAGGGATTCTCTTATATGGGAGGCTGT
GGTGAGTGAATATTAAGAGAAT
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16-3 B_M3 fw AATGCTAATACGACTCACTATAGGGATTCTCTTATAGGTGAGGCTGT
GGTGAGTGAATATTAAGAGAAT

16-3_B_M4 fw AATGCTAATACGACTCACTATAGGGATTCTCTTATAGGGGAGTCTGT
GGTGAGTGAATATTAAGAGAAT

16-3_B_M5 fw AATGCTAATACGACTCACTATAGGGATTCTCTTATAGGGGAGGCTGT
GTTGAGTGAATATTAAGAGAAT

3.10 Antikérper und Proteine
Anti-His-AK
Der Anti-His-Antikdrper wurde kauflich von der FiemQiagen erworben. Es handelt sich um

einen murinen monoklonalen IgG1-Antikdrper mit holdfinitdt und Spezifitat fur einen
Hexa-HistidinTag [69].

Anti-hIL-6R-AK

Der Anti-hlL-6R-Antikdrper wurde freundlicherweis@mn Dr. Athena Chalaris (Universitéat

Kiel) zur Verfigung gestellt. Es handelt sich umesi murinen monoklonalen 1gG1-Anti-
korper mit hoher Affinitat und Spezifitat fir dearhanen Interleukin-6-Rezeptor.

CEACAM 1

Das rekombinante, l6sliche CEACAM1 (CC1; ~ 70 kDmgsteht aus vier extrazellularen
Immunglobulin-Doméanen, an die sich ein C-termindhaxa-HistidinTag anschliel3t. Die
Produktion des CEACAML erfolgte mit Hilfe von Baouiren in Insektenzellen (Sf9). Die
Glykosylierung ist nicht dem nativen Zustand ergspend, da in Insektenzellen keine
Fucosylierung moglich ist. Das Protein wurde von Bndrea Horst des Universitats-
klinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) freundlicherwema Verfigung gestellt.

FITC-konjugierter Anti-Maus-AK

Der FITC-konjugierte Anti-Maus-1gG (Vollantikorperder Ziege entstammend) wurde

k&uflich von der Firma Sigma erworben.

Hyper-1L-6 (H-1L-6)
Hyper-IL-6 (~ 57 kDa; 408 AS) ist ein Fusionspratbiestehend aus IL-6 und sIL-6R, welche
durch einen flexiblen Polypeptidlinker miteinande&rbunden sind [20]. Hyper-IL-6 wurde

von Professor Stefan Rose-John und Dr. Inken Leriniversitat Kiel) freundlicherweise

zur Verfigung gestellt.
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Interleukin-6 (IL-6)

Die Genexpression des rekombinanten IL-6 (~ 20,8;KI34 AS) inE. coli und die Protein-

reinigung wurden nach dem von Arcoeeal. [70] und van Danet al. [71] beschriebenen
Verfahren durchgefihrt. IL-6 wurde freundlicherveeison Professor Stefan Rose-John und

Dr. Inken Lorenzen (Universitat Kiel) zur Verfiguggstellt.

Lésliches gp130 - Fc (sgp130Fc)
Das l6sliche gp130-Fc-Fusionskonstrukt (sgpl130F®4 kDa) stellt die extrazellulare Region

des humanen gpl30 dar, welches mit der konstantgioR der schweren Kette eines
humanen IgG1 fusioniert ist. Zusatzlich tragt dees@nstrukt einen C-terminalen Hexa-
Histidin-Tag [72]. Die Genexpression in COS7-Zellen und die Aufigung dieses
Fusionsproteins wurde mittels einer Nickel-Chelati® nach Jostockt al. durchgefiihrt
[72]. Das Protein wurde von Professor Jirgen Sehalhd Professor Stefan Rose-John

(Universitat Kiel) bereitgestellt.

Loslicher Interleukin-6-Rezeptor (SIL-6R)
Der humane, losliche IL-6R (sIL-6R; ~ 50 kDa; 338)Aohne Transmembran- und zytoplas-

matische Doméane, wurde nach Mackiewetz al. oder Schooltinket al. in CHO-Zellen
produziert [73, 74]. Dieses Protein tragt einene@ninalen Hisfag Die Produktion und
Reinigung des sIL-6R erfolgte durch Professor JoacBrétzinger und Dr. Inken Lorenzen

der Universitat Kiel.

Lysozym
Das Lysozym (~ 14 kDa; aus Huhnereiweil3) wurde licilufon der Firma Roth erworben.

3.11 Bakterienstamm

E.coliTOP10 (Invitrogen)
(Genotyp: FmcrA a(mrr-hsdeRMS-mcBC) »80lacZaM15 DlacX74 recAl araD139
a(ara-leu) 7697galU galK rpsL (St) endA1 nupG)
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3.12 Zelllinien

Die murine Pra-B-Zelllinie BAF/3 ist eine immortsikerte, dem Knochenmark entstammende
Pro-B-Zelllinie, deren Wachstum und Proliferatioonvder Anwesenheit des Zytokins IL-3
abhangig ist.

Das Wachstum der BAF/3-Zellen, welche in diesereftrberwendet wurden, war von IL-6
abhangig. Begrundet wird dies durch eine stabi:3iektion dieser Zellen mit der cDNA flr
gp130 (BAF/gpl130) bzw. den cDNAs fur gpl130, IL-6RJUTNF (BAF/gp130/IL-6R/TNF).
Die BAF/gp130/IL-6R/TNF-Zellen waren neben der Rrkiibn von gp130 und dem IL-6R
auch zur Produktion des TNF befahigt, was fur Studlieser Arbeit jedoch nicht essentiell
war. Beide Zelllinien wurden freundlicherweise vBrofessor Stefan Rose-John (Universitat
Kiel) zur Verfigung gestellt.
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4 Methoden

4.1 Analytische Trennung und Reinigung von Nukleinguren

4.1.1 Native Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die Analyse von DNA-Fragmenten erfolgte mittelsivet Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE) unter nicht-denaturierenden Bedingungen. Bisammensetzung der Polyacryl-
amidgele (PAA-Gele) ist in Tabelle 4.1 dargesistit

Tab. 4.1: Zusammensetzung nativer Polyacrylamidgele

Komponente 8%ige Gele  10%ige Gele 15%ige Gele 20%ige
TBE 1x 1x 1x 1x
Acrylamid:Bisacrylamid 19:1 (w/v) 8% 10% 15% 20%
TEMED (v/v) 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
APS (w/v) 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%

Die Polymerisation wurde durch Zugabe APS gestartet war nach ca. 30 min abge-
schlossen. Je nach Anwendung wurden analytischepodparative PAA-Gele verschiedener
GroRRen verwendet (Tab. 4.2). Die zu analysieredA-Proben wurden mit 6x Ladepuffer
versetzt und in die Taschen des Gels Uberflihrt.He&trophorese erfolgte bei 200 V. Nach
Beendigung der PAGE wurden die Nukleinsduren miiciitmbromid (4.1.4) gefarbt oder
nach UV-Shadowing aus dem Gel eluiert (4.1.7; 4.1.8

Tab. 4.2: GroRRe der PAA-Gel entsprechend ihrer Vengndung

Anwendung GelgréiRe

Analytisches Gel 130 mm x 80 mm x 0,75 mm
Praparatives Gel 245 mm x 180 mm x 1,5 mm
Sequenziergel 370 mm x 180 mm x 0,4 mm

4.1.2 Denaturierende PolyacrylamidgelelektrophoreséPAGE)

Die Analyse und Reinigung von RNA erfolgte durchmakeirierende PAGE. Je nach Léange
der zu trennenden Nukleinsdurefragmente wurder2@%ige PAA-Gele verwendet. Die
Zusammensetzung ist in Tabelle 4.1 gezeigt, woigedenaturierende Wirkung durch Zugabe

von Harnstoff (8 M) erreicht wurde.
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Vor der Beladung des jeweiligen Gels wurden die RRtAben mit 2x RNA-Ladepuffer oder
mit gleichem Volumen einer 10 M Harnstoff-Losungrsedzt und fir 2 min bei 80 °C
denaturiert. Nach sorgfaltigem Spulen der Taschardevdas Gel mit den Proben beladen
und die Elektrophorese in 1x TBE durchgefuhrt. 8ealytischen Gelen erfolgte sowohl der
Vorlauf als auch die elektrophoretische Trennung daukleinsduren bei 6 W, bei
praparativen PAA-Gelen bei 20 W. Die Detektion Nekleinsduren erfolgte entweder unter
UV-Licht nach Ethidiumbromidfarbung (4.1.4), migeAutoradiographie (4.1.5) oder UV-
Shadowing (4.1.8).

4.1.3 Denaturierende PAGE zur RNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von RNA, welche unter alkaliscBexingungen hydrolysiert (4.2.13)
bzw. mit RNase T1 gespalten wurde (4.2.12), eréoigittels denaturierender PAGE. Je nach
Lange der zu trennenden Nukleinsaurefragmente wuld@osige oder 20%ige PAA-Gele
verwendet (Tabelle 4.1; 4.1.2). Vor dem GielRenGlels wurden die Glasplatten mit 5%igem
Dichlordimethylsilan (in Chloroform) behandelt, uspater eine bessere Ablosung der
Glasplatten vom Gel zu gewahrleisten. Die Elektavpke erfolgte in 1x TBE bei 25 W. Das
Gel wurde unter Vakuum oder im Trockenofen getretkrund die radioaktiven
Nukleinsdurebanden anschliel3end mittels Autoradge detektiert (4.1.5).

4.1.4 Nachweis von Nukleinsauren mittels Ethidiumbomid

Ethidiumbromid (EtBr) interkaliert als kationischeneterozyklischer Fluoreszenzfarbstoff
zwischen die Basen der Nukleinsduren, wodurch deggeegungsspektrum verschoben
wird. Zur Farbung wurde das analytische Gel in reldissung von 4 pg EtBr pro ml 1x TBE
fur etwa 10 min geschwenkt. Unter UV-Licht der Véeldnge 312 nm konnten die

Nukleinsaurebanden im Gel visualisiert werden.

4.1.5 Nachweis von Nukleinséduren mittels Autoradiagphie

Um kleine Mengen radioaktiv markierter Nukleins&ure PAA-Gelen sichtbar zu machen,

wurde das Gel in 2 Klarsichtfolien eingeschlageri,einen Phosphorimager-Screen Uberfuhrt
und in einer dazugehorigen Kassette exponiert.EDjgositionsdauer richtete sich nach dem
Grad der radioaktiven Markierung. Expositionszeiten einigen Minuten bis Stunden waren

Ublich. Zur Identifizierung und Lokalisierung deuleinsauren wurde ein Phosphorimager
der Firma BioRad und die Software Quantity ®merwendet.
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4.1.6 Detektion fluoreszenzmarkierter RNA

Die Fluoreszenzmarkierung von RNA wurde nach Tregnuaer Nukleinsauren mittels
denaturierender PAGE (10% PAA) analysiert (4.1 Detektion erfolgte mit Hilfe des
Geldokumentationssystem Typhoon 9410 (GE Healthc&refiniert durch die Anregungs-
wellenlangen der Laser konnten Fluorophore mit nscteedlichen Emmissionsspektren
genutzt werden (Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Zur Detektion von Fluoreszenz-markierterRNA am Typhoon-Imager vermessene Fluorophore,
eingesetzte Laser und deren Anregungswellenlangen.

Fluorophor Laser Anregungswellenlange des Lasers
AlexaFluof® 488 Argon-Laser 488 nm
AlexaFluof® 647 Helium-Neon-Laser 633 nm

4.1.7 Nachweis von Nukleinsauren mittels UV-Shadong

Nukleinsduren weisen ein charakteristisches Absmrgtaximum bei einer Wellenlange von
260 nm auf. Diese Eigenschaft macht man sich bei mié&parativen Reinigung von
Nukleinsduren aus PAA-Gelen zu Nutze, um diese oteiere Farbung identifizieren zu
kbnnen.

Das praparative PAA-Gel wurde in zwei Klarsichtéoli eingeschlagen und auf eine
Dunnschichtchromatographieplatte transferiert, hwelmit einem bei 254 nm absorbierenden
Fluoreszenzfarbstoff beschichtet war. Bei Anregudgs Fluoreszenzfarbstoffes mit
entsprechendem UV-LichtA & 254 nm) wurden die Nukleinsduren durch Fluonezze
I6schung als dunkle Schattenbanden sichtbar. DikleMsaure-Banden konnten markiert,

ausgeschnitten, zerkleinert und einer Diffusionsahu(4.1.8) unterzogen werden.

4.1.8 Diffusionselution von Nukleinsauren aus PAA-€Elen

Zur Diffusionselution von Nukleinsduren aus prapaesm PAA-Gelen wurden die
ausgeschnittenen und zerkleinerten Gelsticke n8tMO,Natriumacetatiésung (pH 5,4)
versetzt. Der Ansatz wurde fur 2 h bei 37 °C ur@Q.rpm im Thermomixer geschuttelt. Im
Anschluss wurde das Eluat via Filtration durch emg silanisierter Glaswolle gestopfte

Spritze von den Gelstiicken abgetrennt und ansememit Ethanol prazipitiert (4.1.9).
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4.1.9 Ethanolpréazipitation

Durch Zugabe von Natriumacetat und Ethanol koénnawkldinsduren aus wassrigen
Losungen geféallt und somit aufkonzentriert werdBie zu fallende Nukleinsaurelésung
wurde dazu mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (p#4)5und dem 2,5fachen Volumen an
eisgekuhltem, absoluten Ethanol versetzt. Die pi@tion erfolgte fur 30 min bei -20 °C. Es
schloss sich eine Zentrifugation fir 30 min beiCG4dnd 20.000 g an. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Pellet mit 70%igem Ethanalagehen und einer weiteren
Zentrifugation fur 10 min unterzogen. Der Uberstandrde abgenommen, das Pellet
getrocknet und in Wasser resuspendiert.

4.1.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurenlgidoam NanoDrop ND-1000 durch
photometrische Messung der Optischen Dichte bein26@ODyg). ES galten dabei folgende
Zusammenhange:

OD2o=1 > 50 ng doppelstrangige DNA (dsDNA)/ul,

OD2=1 > 40 ng einzelstrangige DNA (ssDNA)/ul,

OD2g0=1 > 33 ng RNA/ul.

Das Verhaltnis OBy zu ODygp ist ein Mal3 fir den Reinheitsgrad der Nukleinséuea
Proteine bei 280 nm ein Absorpionsmaximum besitEam.Quotient ODs/OD,go vOn 1,8 —
2,0 weist auf eine Reinheit der Nukleinsauren vVOR-B5% hin. Die Berechnung der molaren
Konzentrationen der Nukleinsaurelésung erfolgteuder Annahme eines durchschnittlichen

Molekulargewichts von 327 g/mol pro Nukleotid.
4.2 Praparation und Modifikation von Nukleinsauren

4.2.1Fill-In -Reaktion zur Erzeugung einer dsDNA-Bibliothek

Den Ausgangspunkt fur die Selektion von RNA-Aptaemerstellte eine synthetische,
einzelstrangige DNA-Bibliothek (ssDNA-Bibliotheklad (Tab. 3.5), welche zunéachst durch
eine Fill-In-Reaktion in doppelstrangige DNA-Molektle tberfulrtirde. Diese Reaktion
erfolgte in zwei Teilschritten. Im ersten Schritinden zur sSSDNA-Bibliothek komplementare
Oligonukleotide (RT-Primer) an das 3'-Ende der sgtiybridisiert (Tab. 4.4).
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Tab. 4.4: Hybridisierung der ssDNA-Bibliothek mit dem komplementéaren RT-Primer

Komponente Volumen Finale Konzentration
ssDNA-Pool [100 uM] 50 pl 5uM
RT-Primer Pool R1 [100 uM] 200 pl 20 uM
Hybridisierungspuffer (10 x) 100 pl 1x

Aqua dest. Ad. 1.000 pl

Die Hybridisierungsansatze wurden 2 min bei 95 fitat und langsam auf RT abgekunhlt,
um eine optimale Anlagerung komplementarer Oligbentide zu gewahrleisten. Im zweiten
Schritt wurde das Hybridisierungsprodukt unter Vemdung des Klenow-Fragments, der
grof3en Untereinheit der DNA-Polymerase | Busoli, zu dsDNA vervollstandigt (Tab. 4.5).

Tab.4.5: Klenow-Reaktion zur Herstellung einer dsDM-Bibliothek

Komponente Volumen Finale Konzentration
Hybridisierungsansatz (5 M) 500 pl (0,5 um)
Klenow-Puffer (10 x) 500 pl 1x

dNTPs (25 mM) 100 pl 500 pM
Klenow-Fragment (10 U/ul) 62,5 pl 0,125 U/ul
Aqua dest. Ad. 5.000 pl

Die Klenow-Reaktion erfolgte fir 1 h bei 37 °C uiethend die Inaktivierung des Enzyms fur
10 min bei 75 °C. Der Erfolg der Reaktion wurdetels nativer PAGE (10%) kontrolliert.

Die Ansatze wurden ohne weitere Reinigung einerThiafiskription zur Herstellung der
einzelstrangigen RNA-Bibliothek (ssRNA-Bibliothekiterzogen (4.2.6).

4.2.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenre&tion (PCR)
Die Herstellung und Amplifikation doppelstrangigBiNA (dsDNA) wurde mittels Poly-

merasekettenreaktion (PCR) durchgefuhrt. Mit Hilffen zwei an die komplementaren
Strange hybridisierenden Oligonukleotide (Primermaglicht eine hitzestabile DNA-
abhangige DNA-Polymerase die exponentielle Vermaiprieines gewinschten DNA-
Templates. Ein typischer PCR-Ansatz unter Verwegdder FIREPJ!, einer modifizierten
Version der DNA-Polymerase aus dem Organisfhbbermus aquaticysgst in Tabelle 4.6

dargestellt.
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Tab. 4.6: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

Komponente Volumen Finale Konzentration
ss/dsDNA-Template 1-10ul 0.1-10nM

10x PCR-Reaktionspuffer B 10 pl 1x

MgCl, (25 mM) 6,0 ul 1,5 mM
dNTP-Mix (25 mM) 2,0 ul 500 uM
RT-Primer (100 pM) 1,0 pl 1,0 uM
T7-Primer (100 uM) 1,0 ul 1,0 uM
FIREPof (5 U/l) 1,0 pl 0,05 U/pl

Aqua dest. Ad. 100 pl

Ein typischer PCR-Zyklus besteht aus drei Teilsieir. die Denaturierung doppelstrangiger
DNA in die beiden Einzelstrange bei 95 °C, die Bind der Primer an die DNA-
Einzelstrange bei 50-60 °C und die Synthese deglamentaren Stranges durch die DNA-
abhangige DNA-Polymerase bei 72 °C.

Zur Durchfuhrung der PCR wurde folgendes Tempepabgramm gewahlt (Tabelle 4.7), das
in Abhangigkeit der eingesetzten Primer bezlgligdr AnnealingTemperatur bzw. in
Abhangigkeit der eingesetzten Menge an Templatédbeh der Zyklenzahl variiert werden

konnte.

Tab.4.7: Temperaturprogramm zur Durchfiihrung einer standardmafBigen PCR-Reaktion

Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung 50 °C-60 °C 30s 6—20
Elongation 72 °C 30s
Finale Elongation 72 °C 5 min 1

4°C o0 1

Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne DNA-Twate. Zur Kontrolle der PCR-
Reaktion wurde eine native PAGE (10%iges PAA-G€l,) mit anschlielender Ethidium-
bromid-Féarbung (4.1.4) durchgefuhrt.

30



4 METHODEN

4.2.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR stellt eine schnelle und effizieethode zur Identifikation positiver
rekombinanter Klone dar. Die zu analysierené&ercoli-Zellen wurden als Bakterienkolonie
von der entsprechenden Agarplatte gepickt, derasnittl-DNA direkt als Template fur eine
PCR-Reaktion diente (4.2.3). Die Analyse der KateRCR erfolgte mittels nativer PAGE
(10%iges PAA-Gel, 4.1.1).

4.2.4 Reverse Transkription — Polymerasekettenrealdn (RT-PCR)
Die Umschrift und folgende Amplifikation von RNA zdsDNA erfolgte mittels einer

Reversen Transkription gekoppelt mit einer Polyrsekattenreaktion (RT-PCR). Im ersten
Schritt, der RT-Reaktion, wurde die wahrend derafypgrselektion (4.4) eluierte, gebundene
RNA-Bibliothek unter Verwendung des Enzyms SupepBtf IIl Reverse Transkriptase in
cDNA umgeschrieben. Bei diesem Enzym handelt €s sio eine spezielle Version der
RNA-abhéangigen DNA-Polymerase aus dem Moloney Maagkamie-Virus mit reduzierter
RNase H-Aktivitat und erhdhter Thermostabilitat.

In einem zweiten Schritt wurde die cDNA unter Vendeng der FIREPSI DNA-
Polymerase zu dsDNA vervollstandigt und mittels P&Rplifiziert. Ein RT-PCR-Ansatz

enthielt die in Tabelle 4.8 aufgelisteten Kompoeent

Tab. 4.8: RT-PCR-Ansatz zur Umschrift und Amplifikation eluierter RNA-Molekiile in dsDNA am Ende
einer Selektionsrunde

Komponente Volumen Finale Konzentration
Eluierte RNA 50 ul

10x PCR-Reaktionspuffer B 10 pl 1x

5x cDNA Synthesepuffer 4,0 pl 0,2x

MgCl; (25 mM) 6,0 pl 1,5 mM
dNTP-Mix (25 mM) 1,2 ul 300 puM
RT-Primer Pool R1 (100 pM) 1,0 pl 1,0 uM
T7-Primer Pool R1 (100 pM) 1,0 pl 1,0 uM

DTT (100 mM) 2,0 pl 2 mM

Aqua dest. Ad. 98 pl

Der Reaktionsansatz wurde fir 5 min bei 65 °C imdxibgefolgt von einer raschen
Abkuhlung auf Eis zur Hybridisierung des RT-Primarsdie RNA. Nach Zugabe von 14D
SuperScript” Il Reverse Transkriptase (15 U/ul) und FIREP¢ U/pl) wurde die RT-
PCR-Reaktion nach folgendem Temperaturprogrammhdefdhrt (Tab. 4.9):
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Tab. 4.9: Temperaturprogramm zur Durchfiihrung einer RT-PCR-Reaktion

Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Reverse Transkription 54 °C 10 min 1
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung 60 °C 30s 4-20
Elongation 72 °C 30s
Finale Elongation 72 °C 5 min 1

4°C 0 1

Der Erfolg der RT-PCR wurde mittels nativer PAGBY¥diges PAA-Gel, 4.1.1) analysiert.

4.2.5 Reinigung von PCR-Produkten mittel$?CR Purification Kit
Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte nach Hdestangaben mittels dePCR

Purification Kits “NucleoSpifi Extract I1“ der Firma Machery-Nagel.

4.2.6In vitro T7-Transkription zur Herstellung der RNA-Startbibl iothek

Zur Herstellung einer RNA-Startbibliothek fir dieel8ktion slL-6R-spezifischer RNA-
Aptamere wurde die DNA-abhéngige RNA-Polymerase Té8akteriophagen verwendet.
Als Temlate diente die in einé&ill-In -Reaktion hergestellte dsDNA-Bibliothek (4.2.1)rele
Sequenz eine T7-Promoter-Region beinhaltete. Episdher Ansatz detin vitro T7-

Transkription ist in Tabelle 4.10 gezeigt:

Tab. 4.10: Reaktionsansatz zur Herstellung der RN/Startbibliothek mittels in vitro T7-Transkription

Komponente Volumen Finale Konzentration
dsDNA-Bibliothek aug-ill-in -Reaktion (0,5 uM) 120 pl 0,1 uM

5x Transkriptionspuffer 60 pl 1x

MgCl, (100 mM) 90 pl 15 mM
NTP-Mix (25 mM) 60 pl 2,5 mM
RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (40 U/pl) 6,0 ul 0,4 U/l
T7-RNA-Polymerase (150 U/ul) 1,0 pl 0,25 U/ul
Aqua dest. Ad. 600 pl
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Die Inkubation erfolgte bei 37 °C tUber Nacht. DexaRtionsansatz wurde anschlielBend zum
Abbau der dsDNA mit DNasel (0,02 u/ul, 1 h, 37 t&handelt und zur Aufkonzentrierung
einer Ethanolprazipitation (4.1.9) unterzogen. &gté eine Reinigung der RNA-Bibliothek

mittels praparativer, denaturierender PAGE (4.1.2).

4.2.7In vitro T7-Transkription als Teil einer Selektionsrunde

Ab der zweiten Selektionsrunde erfolgte die Hehstgj der RNA-Bibliothek ausgehend vom
RT-PCR-Produkt (4.2.4) mit Hilfe der T7-RNA-Polynase. Ein typischer Reaktionsansatz
ist in Tabelle 4.11 gezeigt.

Tab. 4.11: Reaktionsansatz einein vitro T7-Transkription als Teil einer Selektionsrunde

Komponente Volumen Finale Konzentration
dsDNA-Produkt aus RT-PCR (< 1 pM) 10 pl <0,1puM

5x Transkriptionspuffer 20 pl 1x

MgCl, (100 mM) 15 pl 15 mM
NTP-Mix (25 mM) 10 pl 2,5 mM
T7-RNA-Polymerase (150 U/ul) 1,0 pl 1,5 U/ul
Aqua dest. Ad. 100 pl

Die Reaktion erfolgte bei 37 °C fur 15 — 30 min.r&folg der T7-Transkription wurde
mittels denaturierender PAGE (10% PAA; 4.1.2) koltigrt. Die transkribierte RNA wurde

ohne weitere Reinigung in die folgende Selektiondeueingesetzt.

4.2.8 T7-Transkription zur radioaktiven Markierung von RNA

Bindungsstudien wurden unter Verwendung radioaktarkierter RNA durchgefihrt. Eine
Moglichkeit dieser Markierung bietet der Einbau ver*’P]-ATP wéhrend der T7-
Transkription. Hierzu wurde dem Transkriptionsanséd.2.7) a-[*P]-ATP (0,1uCi/pl;
100 nM) zugesetzt und die Konzentration des unregei ATP von 2,5 mM auf 250 uM
reduziert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C UbeacNt. Die Transkriptionsprodukte wurden
anschlieBend mit Natriumacetat und Ethanol praeipit(4.1.9) und mittels praparativer,
denaturierender PAGE (8%iges PAA-Gel; 4.1.2) geégein

4.2.9 GTPS-T7-Transkription zur Fluoreszenzmarkierung von RNA

Zur Markierung von RNA mit Fluorophoren wurde eiire vitro T7-Transkription unter
Einbau von Guanin-5’-O-(3-thiotriphosphat) (GTP3&bA4.1) durchgefihrt.
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Abb. 4.1: GTPS (Guanosin-5-O-(3-thiotriphosphat) lzw. GTP+-S). GTPS ist ein Analogon des GTP mit
einem Molekulargewicht von 539,3 g/mol, wobei eiau8rstoffatom any-stdndigen Phosphatrest gegen ein
Schwefelatom ausgetauscht wurde.

Dabei wurde GTP im Transkriptionsansatz (4.2.7)cduGTPS (2 mM) ersetzt. Die
Transkription erfolgte bei 37 °C Uber Nacht. Dieafskriptionsprodukte wurden einer
Ethanolprazipitation (4.1.9) und Gelreinigung nigtdenaturierender PAGE (10%iges PAA-
Gel; 4.1.2) unterzogen.

Die gereinigte, am 5-Ende GTPS-geprimte RNA wufdlgend einer Markierung mit den
Verbindungen Alexa Flufr488 G-Maleimid bzw. Alexa Fludt 647 G-Maleimid (3.7)
unterzogen wobei die GTPS-RNA mit einem 500fachetaren Uberschuss des Fluorophor-
Maleimids Uber Nacht bei RT reagierte (Abb. 4.2)r Abtrennung von nicht gebundenem
Fluorophor wurde die markierte RNA einer Ethanatgyédation (4.1.9) und Gelreinigung
(10%iges, denat. PAA-Gel; 4.1.2) unterzogen undlfimittels denaturierender PAGE (4.1.2)
kontrolliert.

i O N0 o
HN N SNy
I ﬁ ﬁ ﬁHzNJQN N ? o OHENkN N
N o TR
Ovo + HO’T‘O’T‘IO'?\O _b 0':-’-'.’-'?-.oa|:|’s0r|?~.o O
—_ OH OH OH OH OH OH
R OH R OH
Fluorophor-Maleimid 5-GTPS-RNA Fluorophor-RNA

Abb. 4.2: Kopplung eines Fluorophor-tragenden Maleanids an 5’-thiomodifizierte RNA. Die Thiolgruppe
der 5-GTPS-modifizierten RNA wird in einer Additisreaktion mit dem Maleimid, welches einen
fluoreszierenden Farbstoff) tragt, unter Ausbildung eines Thioethers verkhipf

4.2.10 Radioaktive 5’-Endmarkierung von RNA

Die Herstellung von am 5-Ende radioaktiv markierlNA verlief in zwei Teilschritten.

Zunachst wurde die 5'-terminale Phosphoesterbindspgzifisch durch die alkalische
Phosphatase CIAR4If intestine alkaline phosphatgskydrolysiert. Die Reaktion erfolgte
bei 37 °C fur 1 h. Ein Reaktionsansatz ist in Tath2 gezeigt.
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Tab. 4.12: Reaktionsansatz zur Dephosphorylierungon RNA am 5’-Ende mittels CIAP

Komponente Volumen Finale Konzentration
RNA 2 uM

10x CIAP-Puffer 5,0 pl 1x
RiboLocK™ Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) 1,25 pl 1 U/l
CIAP (1 U/pl) 3,0 ul 0,06 U/pl

Aqua dest. Ad. 50 pl

Im Anschluss wurde die dephosphorylierte RNA nstteines 10%igen, denaturierenden
PAA-Gels gereinigt (4.1.2). Es folgte die 5-termi@ Phosphorylierung durch die T4-
Polynukleotidkinase (T4-PNK) mittels[*?P]-ATP (Tab. 4.13).

Tab. 4.13: Ansatz zur Kinasierung von RNA am 5’-En@ mittels T4-PNK

Komponente Volumen Finale Konzentration
Dephosphorylierte RNA 1,0 uM

10x PNK-Puffer A 2,0 pul 1x
y-[*P]-ATP (10 uCi/pl) 3,0 ul 1,5 uCilul
T4-PNK (10 U/pl) 1,0 pl 0,5 U/pl

Aqua dest. Ad. 20 pl

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fur 1 h. Die RNurde einer Ethanolpréazipitation (4.1.9)
und anschlieBender Reinigung mittels PAGE (10%igesnat. PAA-Gel; 4.1.2) zur

Abtrennung von nicht inkorporiertepa[**P]-ATP unterzogen.

4.2.11 Radioaktive 3'-Endmarkierung von RNA

Die T4-RNA-Ligase katalysiert die Ligation des &ei5’-Phosphatendes einer Nukleinsédure
(Donor) mit dem freien 3’-OH-Ende einer zweiten Miksaure (Akzeptor). Diese ATP-
abhangige Reaktion wurde genutzt, um RNA-Molekiidghmem 3'-OH-Ende mit¥P]-pCp

zu ligieren und somit radioaktiv zu markieren.

Der Ansatz (Tab. 4.14) wurde Uber Nacht bei 4 °kulnert und die markierte RNA einer
Ethanolprazipitation (4.1.9) mit anschlieRender niRing mittels denaturierender PAGE
(10%iges PAA-Gel; 4.1.2) zur Abtrennung von freigfP]-pCp unterzogen.
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Tab. 4.14: Reaktionsansatz zur 3'-Endmarkierung vorRNA mittels T4-RNA-Ligase

Komponente Volumen Finale Konzentration
RNA 5,0 UM

10x T4-RNA-Ligase-Puffer 2,0 ul 1x
[*2P]-pCp (10 uCi/pl) 5,0 pl 2,5 puCilul
T4-RNA-Ligase (12 U/ul) 1,0 pl 0,6 U/pl
Aqua dest. Ad. 20 pl

4.2.12 Spaltung von RNA mit Ribonuklease T1 (RNasEL)

RNase T1 spaltet einzelstrangige RNA (ssRNA) spetifnach Guanosin am 3’-Ende und
wird haufig zur Sequenzanalyse von RNA eingesgéizfgrund eines unvollstandigen Abbaus
von am 5'- oder 3'-Ende radioaktiv markierter RNERNA, 4.2.10, 4.2.11) durch RNase T1
entstehen unterschiedlich lange, nach Guanosiraieep Fragmente, wodurch Ruckschlisse
auf die RNA-Sequenz ermoglicht werden. Zur Optinngy der RNA-Spaltung wurden 2
Reaktionsansatze (Tabelle 4.15) unterschiedliclmrzKntrationen an RNase T1 vorbereitet.
Der verwendete Sequenzierungspuffer beinhaltete Hakhstoff, um die Denaturierung von
RNA-Sekundarstrukturen zu gewahrleisten.

Die Reaktion wurde fir 15 min bei RT durchgefiiiNach Zugabe von 2x RNA-Ladepuffer
wurden je 5 pl der Reaktionsansatze Uber ein 158pdenaturierendes PAA-Sequenziergel
(4.1.2) ihrer GroRe nach fraktioniert. Die restéioh Reaktionsansatze wurden bis zum

weiteren Gebrauch bei -20 °C aufbewabhrt.

Tab. 4.15: Reaktionsanséatze zur Spaltung von radié#iv markierter RNA (*) mit RNase T1

Ansatz 1 Ansatz 2
Komponente Volumen Finale Konz. Volumen Finale Konz
*RNA (1 uM) 5,0 ul 0,25 uM 5,0 ul 0,25 uM
tRNA (unmarkiert, 1 mg/ml) 2,5 ul 0,125 mg/mi 2bpy 0,125 mg/ml
1x RNA Sequenzierungspuffer 10 pl 0,5 x 10 pl 0,5x
RNase T1 (10 U/ul) 1,0 ul 0,5 U/ul 0,1 pul 0,05 U/ul
Aqua dest. Ad. 20 pl Ad. 20 pl
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4.2.13 Partielle alkalische Hydrolyse von Ribonukiesauren

Durch alkalische Hydrolyse erfolgt der Abbau vonARMolekilen unspezifisch nach jedem
Nukleotid. Diese Methode wird haufig zur Herstejumon RNA-Leitern genutzt, die als
GroRRenstandard wahrend der Sequenzanalyse von RiAerd Zur Optimierung der
hydrolytischen Spaltung von am 5’- oder 3'-Endeioakitiv markierter RNA{RNA, 4.2.10,

4.2.11) wurden die Reaktionsansatze (Tabelle 4u@grschiedlichen Inkubationszeiten

(2 min, 5 min und 15 min) bei 95 °C unterzogen.

Tab. 4.16: Reaktionsansatz zur hydrolytischen Spalihg von radioaktiv markierter RNA (*)

Komponente Volumen Finale Konzentration
*RNA (1 uM) 5,0 ul 0,25 uM

tRNA (unmarkiert, 1 mg/ml) 2,5 ul 0,125 mg/mi

2x alkalischer Hydrolysepuffer 10 pl 1x

Aqua dest. Ad. 20 pl

Nach der Reaktion erfolgte die Zugabe von 2x RNAlduffer. Je 5 pl der Reaktionsanséatze
wurden Uber ein 15%iges PAA-Sequenziergel (4. hdriGroéRe nach fraktioniert. Die Reste

der Reaktionsansatze wurden bis zum weiteren Gelbitaei -20 °C aufbewahrt.
4.3 Allgemeine Methoden zur Proteinanalyse

4.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektroforese (SDS-PAGE)

Die Analyse von Proteinen mittels denaturierendekontinuierlicher SDS-PAGE erfolgte

nach dem Prinzip von Laemmli [75]. Mit diesem Véran kénnen Proteine ihren

Molekulargewichten entsprechend voneinander getremmden. Die Gele setzten sich aus
einem fokussierenden Sammelgel und einem sepadiemeifirenngel zusammen (Tab. 4.17
und 4.18).

Tab. 4.17: Zusammensetzung der Sammelgele denatugader SDS-PAA-Gele

Komponente 4%ige PAA-Gele
Sammelgelpuffer (4x) 1x
Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1 (w/v) 4%
TEMED (VIv) 0,07%

APS (w/v) 0,07%
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Tab. 4.18: Zusammensetzung der Trenngele denaturiender SDS-PAA-Gele

Komponente 12,5%ige PAA-Gele 15%ige PAA-Gele
Trenngelpuffer (4x) 1x 1x
Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1 (w/v) 12,5% 15%
TEMED (v/v) 0,07% 0,07%

APS (w/v) 0,07% 0,07%

Durch Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS), einstark negativ geladenen Detergenz,
erhalten alle Proteine eine einheitlich negativduray, sodass eine Trennung lediglich auf der
Molekulgré3e beruht. Vor dem Auftragen wurden drel@n mit 2x SDS-Proteinladepuffer
versetzt und 2 min bei 95 °C denaturiert. Die Highhorese erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer
bei 170 V.

4.3.2 Anfarben von Proteinen mitCoomassie Brilliant Blue

Zur Farbung von Proteinbanden nach der Trennungls6DS-PAGE (4.3.1) wurde das Gel
fur 2 h in Coomassid=arbeldsung geschwenkt und anschlie3end in 10%igsigsaure bis

zum gewdunschten Grad entfarbt.

4.3.3 Biotinylierung von Proteinen

Zur Selektion sIL-6R-spezifischer RNA-Aptamere urierwendung magnetischer Partikel
wurden die Zielmolekile biotinyliert und auf der @&@fiache von mit Streptavidin
beschichteten Dynabedtdsmmobilisiert. Das Sulfo-NHS-LC-Biotin (3.8) ermiight eine
einfache und effiziente Markierung von AntikorpeRrpteinen und anderen Molekilen, die
primare Aminogruppen tragen. Zur Biotinylierung dgd&-6R wurde das Sulfo-NHS-LC-
Biotin-Reagenz als wassrige Losung frisch hergiegtd mM; M = 556,59 g/mol). Der slL-
6R wurde mit einem dreifach molaren Uberschuss iatir§lierungsreagenz (3.8) versetzt,
fir 15 min auf Eis und weitere 15 min bei RT inkerbi Uberschiissiges Reagenz wurde
mittels Dialyse (4.3.4) abgetrennt und die Biotieging mittels Dot Blot (4.3.5) unter
Verwendung von ExtrAvidiftAlkaliner Phosphatase kontrolliert. Um eventuéeteinde-
gradationen auszuschliel3en, wurde eine SDS-PAGE-(T5%ig) durchgefihrt (4.3.1).

4.3.4 Dialyse

Die Dialyse des slIL-6R erfolgte in ein8lide-A-Lyzet Dialysekassette (MWCO = 10.000;
3.8) Uiber Nacht bei 4 °C gegen 1x Selektionspuffers
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4.3.5 Dot Blot

Der Nachweis einer Proteinbiotinylierung erfolgtétels Dot Blot. Dazu wurden definierte
Mengen an biotinyliertem sIL-6R auf einer Nitrozélisemembran immobilisiert. Als
Negativkontrolle diente eine Probe an nicht modfizm sIL-6R. Nach Trocknen wurde die
Membran in 25 ml Blockpuffer Gberfihrt und 1 h unteichtem Schitteln inkubiert.
Anschliel3end wurde die Membran einmal in 25 ml BSRyjewaschen. Es folgte die Zugabe
von 25 ml AK-Puffer mit 10 pl ExtrAvidifi Alkaline Phosphatase (3.3) und eine Inkubation
von 1 h bei RT. Folgend wurde die Membran zweim@l2s ml 1x PBS und einmal in 25 ml
Reaktionspuffer jeweils fur 5 min gewaschen. Diggale von 12,5 ml AP-Substratldsung
(NBT-BCIP) leitete die Farbreaktion ein. Die Reakti wurde durch Uberfiihren der

Membran in Wasser beendet.

4.3.6 Kopplung biotinylierter Proteine an Dynabead$

Der biotinylierte sIL-6R wurde auf der OberflachenvDynabead$M-280 immobilisiert.
Dabei handelt es sich um paramagnetische Poly&iygefchen (6-7 x fOPartikel;
10 mg/ml), auf deren hydrophoben Oberflachen kaoueltreptavidin gebunden ist. Durch die
Interaktion des Biotins mit Streptavidin kommt es 2mmobilisierung des biotinylierten
sIL-6R auf der Oberflache dieser magnetischen ldurti

Zur Kopplungsreaktion wurden 500 pl Dynabéadénfmal mit 500 pl 1x Kopplungs-
puffer A gewaschen, wobei darauf geachtet wurdess ddie Dynabealswéahrend der
gesamten Waschschritte nicht austrockneten. DieaBgad® wurden in 1 ml 1x Kopplungs-
puffer A resuspendiert, 100 pg biotinylierter sIR-6zugegeben und 15 min bei 4 °C
invertiert. Es schlossen sich funf Waschschrittejenb00 pl 1x Kopplungspuffer A und zwei
Waschschritte mit je 500 pul 1x Kopplungspuffer B Bie sIL-6R-Beads wurden in 1.500 pl
1x Kopplungspuffer B resuspendiert und konnten kdireur Aptamerselektion eingesetzt

werden. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

4.41n Vitro Selektion von RNA-Aptameren mittels magnetischer Bads

Fur die Selektion von RNA-Aptameren mit Affinitatrfden I6slichen IL-6-Rezeptor wurde in
der ersten Selektionsrunde eine definierte Menge RB&lA-Ausgangsbibliothek R1
(500 pmol) direkt mit dem an Dynabe&dmmobilisierten (4.3.6) sIL-6R (100 pmol) in 1x
Selektionspuffer B fur 30 min bei RT inkubiert. Caa das Target bindenden RNA-Molektile
wurden mittels magnetischer Separation von nicinddémden Molekulen abgetrennt, der
Uberstand verworfen und die RNA-Target-Komplesi@amal mit 100 ul 1x Selektions-

puffer B gewaschen. Die Elution bindender Nukleimsé erfolgte nach vorsichtigem
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Resuspendieren in 55 pl aqua dest. unter Hitzeskong bei 80 °C fur 3 min. Dieses Eluat
wurde direkt ohne weitere Reinigungsschritte elR&PCR (4.2.4) unterzogen. Der Erfolg
der RT-PCR wurde mittels PAGE (10%iges, natives F@é\, 4.1.1) kontrolliert.

Ab der zweiten Selektionsrunde wurde das RT-PCRHNkD direkt einerin vitro T7-
Transkription unterzogen (4.2.7). Ohne weitere Reimg wurden 20 pl des Transkrip-
tionsansatzes mit dem an Dynab&aidamobilisierten sIL-6R inkubiert. Nach Abtrennung
nicht-bindender RNA-Molekiile wurden die Beads zwadimit 100 pl 1x Selektionspuffer B
gewaschen, wobei sich mit steigender Selektiongulel Anzahl der Waschschritte erhdhte.
Eine detaillierte Ubersicht ist dem Ergebnisteilerninehmen (Tab. 5.1).

4.5 Klonierungsmethoden

4.5.1TOPO TA Clonind®
Das TOPO TA Clonin§ dient der effizienten Klonierung von PCR-Produkt®ie dazu

verwendeteTagDNA-Polymerase besitzt eine terminale Transferapatit, wodurch ein
Desoxyadenosinmonophosphat an das 3'-Ende der Dhgefagt wird. Der linearisierte
Vektor pCR2.1-TOPQ desTOPO TA Clonin§ Kits (Invitrogen) besitzt an seinen 3"-Enden
einzelne Uberhangende Desoxythymidinreste, dielkovanit der DNA-Topoisomerase | des
Vaccinia Virus verkniupft sind und eine Ligation d¥®ktors mit den PCR-Produkten

ermdglichen. Die Klonierungsreaktion erfolgte natdrstellerangaben.

4.5.2 Herstellung kompetentelk. coli Zellen fur die Elektroporation

Die Herstellung kompetentele.coli TOP10-Zellen fur eine Transformation mittels
Elektroporation erfolgte nach Dowet al.[76]. Es wurde eine Vorkultur vo.coli TOP10-
Zellen in LB-Medium angesetzt und tUber Nacht bei’G7und 220 rpm inkubiert. Am
folgenden Tag konnte die Vorkultur zum Animpfenezid00 ml Hauptkultur genutzt werden,
welche man bei 37 °C und 220 rpm bis zu einegdidon 0,5 kultivierte, so dass die Kultur
die logarithmische Wachstumsphase erreichte. DikuKwurde rasch im Eisbad abgekuhlt.
Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten stets &g oder im Kihlraum bei 4 °C. Nach dem
Aliquotieren auf sterile 50 mI-Reaktionsgefal3e felgine Zentrifugation bei 3.000 g und
4 °C fur 15 min. Die Zellen wurden zweimal mit 50 ond zweimal mit 25 ml eiskaltem
aqua dest. gewaschen, vereinigt und nochmals 6@03 und 4 °C fur 15 min zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 2 ml 10%igem Glycerol rgsersdiert, die Zellen zu je 100 pl
aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgeéwn. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.
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4.5.3 Transformation kompetenterE. coli Zellen mittels Elektroporation

Zur Transformation mittels Elektroporation wurded |8 kompetentds. coli TOP10-Zellen
(4.5.2) auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 5 pljdeiligen Klonierungsansatzes (4.5.1)
wurden die Zellen in eine vorgekuhlte Elektroparaskivette Gberfuhrt und mittels
Elektroporation bei 1,8 kV transformiert. Durch Abg von 450 pl vorgewarmtem SOC-
Medium konnten die Zellen vorsichtig aus der Kimdierausgespult und in ein Reaktions-
gefal3 Uberfuhrt werden. Zur Regeneration und Ressausbildung wurden die Zellen fir 1 h
bei 37 °C und 300 rpm inkubiert. 25 — 150 pl detlstispension wurden auf Ampicillin-
haltigen LB-Platten ausgestrichen und Uber Nacht3B€C im Brutschrank inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden Zellen ausplattiert, welddeiglich mit 5 pl aqua dest. transformiert

worden waren.

4.5.4 Isolierung von Plasmid-DNA auf. coli Zellen

Die Praparation von Plasmid-DNA aks coli TOP10-Zellen erfolgte mit Hilfe dddi Yield
Plasmid Mini-DNAKIits der Firma Sud-Laborbedarf nach Herstellerdwega Die gereinigte
DNA-L6sung konnte bei -20 °C aufbewahrt werden.

4.5.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte mitteler BigDye Terminator Cycle
Methode, einer Kombination der Kettenabbruchmethmaiegh Sanger [77] und d@éhermal
Cycling Methode nach Murray [78] unter Verwendung von rfkszenzmarkierten 2'-,3'-
Didesoxyribonukleosidtriphosphaten (ddNTP). In T4li9 ist ein Ansatz zur Sequenzierung
gezeigt.

Tab. 4.19: Ansatz zur Sequenzierung von Plasmid-DNAach derBigDye Terminator CycleMethode

Komponente Volumen Finale Konzentration nach Zugabe des
BigDye Terminator Mix

Plasmid-DNA 25 ng/ul

DNA-Sequenzierungspuffer (5x) 4 ul 1x

M13 reverse Primer (10 pmol/ul) 1,0 pl 0,5 pmol/ul

aqua dest. Ad. 18 pl

Nach einer initialen Denaturierung der Proben fimid bei 96 °C schloss sich die Zugabe
von 2 ulBig-Dye Terminator Mixan. Die Reaktion folgte dem in Tabelle 4.20 datej#en
Verlauf.
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Tab. 4.20: Temperaturprofil einer Sequenzierungsrektion nach der BigDye Terminator CycléMethode

Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 96 °C 30s
Primeranlagerung 48 °C 15s 25
Elongation 60 °C 4 min

4°C 0 1

Der Sequenzierungsansatz wurde einer Ethanolfa(lirig9) unterzogen. Der Sequenzierlauf
wurde am Institut fur Pathologie des Universitdatskums Eppendorf (UKE, Hamburg)
durchgefuhrt. Die Auswertung erhaltener Sequenzdplgéen unter Verwendung der
Software Chromas Lite 2.01 und Vector NTI Advalite

4.6 Charakterisierung und Analyse der Aptamer-Protén-Interaktionen

4.6.1 Analytische Filterbindungsstudien

Die Untersuchung von Aptamer-Protein-Interaktionamd die Bestimmung von
Dissoziationskonstanten {iNerte) erfolgten mittels Filterbindungsstudien.zDavurde eine
konstante Menge (<1 nM) an radioaktiv markiertédAR(4.2.8) mit steigenden Konzen-
trationen (1 nM — 300 nM) an Protein fir 20 min B&i inkubiert. Als Puffer diente dabei,
soweit nicht anders erwéahnt, der 1x SelektionspuBfeEine Nitrozellulosemembran wurde
10 min mit Aminohexansaure-Puffer (Tab. 3.1) vodoetelt, in eine 96-well-Dot Blot-
Apparatur (Schleicher&Schull) eingespannt und nawcter Vakuum zweimal mit 200 pl 1x
Selektionspuffer B gewaschen.

Die Reaktionsansétze wurden Uber die Nitrozellute=mabran filtriert. An das Protein
bindende RNA-Molekiile wurden auf der Membran zurgekalten. Nicht-bindende RNA-
Molekile wurden durch viermaliges Waschen mit 1XeBenspuffer B entfernt. Die
Nitrozellulosemembran wurde getrocknet und diedmrfMembran verbliebenen Mengen an
radioaktiv markierten Substanzen mit Hilfe des phosimagers (4.1.5) quantifiziert. Die
Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte unter \¢edung der Software Quantity Ghe
Zur graphischen Darstellung von Bindungskurven wudés Programm GraphPad Pffsm
genutzt. Die Bestimmung der Dissoziationskonstarft€y) erfolgte nach einen®ne-Site-
Binding-Modelauf Grundlage der folgenden Gleichung, wobgi.Blen maximal mdglichen

Anteil gebundener RNA darstellt.
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Bmax * Cprotein

Kd t CProtein

RNAgebunden =

4.6.2 Analyse von Aptamer-Protein-Interaktionen mitels nativer PAGE

Der Nachweis von Aptamer-Protein-Interaktionen lgte® mittels 5%iger, nativer PAGE.
Unter nativen Bedingungen gebildete Aptamer-Prek@mplexe weisen aufgrund ihrer
GrolRe ein verzogertes Migrationsverhalten im Gel. &ie Komplexe wandern daher
langsamer als die entsprechenden freien RNA-Mogekiald werden als sogenannt&hift’
im Gel detektierbar.

Fur die Bestimmung von Dissoziationskonstanten emrdgleiche Mengen (~ 1 nM)
radioaktiv markierter RNA (4.2.8) mit steigendenoteinmengen (1 nM — 300 nM) in
1x Selektionspuffer B fur 30 min bei RT inkubiemie Proben wurden mit 6x DNA-
Probenpuffer (Tab. 3.1) versetzt und mittels natRAGE (5%iges PAA-Gel) analysiert. Die

Zusammensetzung dieser Polyacrylamidgele ist irell@d.21 dargestellt.

Tab. 4.21: Zusammensetzung 5%iger, nativer Polyactgmidgele (Grof3e: 130 x 80 x 0,75 mm)

Komponente 5%ige PAA-Gele
TBE 1x
Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1 (w/v) 5%
TEMED (v/v) 0,1%

APS (w/v) 0,1%

Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 80nd W °C in 1x TBE. Nach beendeter
Elektrophorese wurde das Gel unter Anlegen von Wakugetrocknet. Die radioaktiven

Banden wurden mittels Autoradiographie detekti#rt.G).

4.6.3 ,Damage Selectidh Minimalmotivsuche sIL-6R-spezifischer RNA-Aptamere

Fur die Minimalmotivsuche selektierter RNA-Aptamend Affinitat fur den sIL-6R wurden
die jeweiligen RNAs am 5- bzw. 3'-Ende radioaktmarkiert (4.2.10, 4.2.11). Durch
alkalische Hydrolyse konnten Spaltprodukte jedeglintien Ladnge erzeugt werden (4.2.13).
Diese Spaltprodukte in 1x Selektionspuffer B autgemen (20 pl Endvolumen) und analog
zur Aptamerselektion mit 80 pl des an Dynab&adsmnobilisierten sIL-6R (100 pmol, 4.3.6)
in 1x Selektionspuffer B fur 30 min bei RT inkulbieFragmente, die nicht an das Target

binden konnten, wurden mittels magnetischer Separadbgetrennt. Die RNA-Target-
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Komplexe wurdeneinmal mit 100 pul 1x Selektionspuffer B gewaschemd wbindende
Fragmente in 10 pl Harnstoff (10 M) unter Hitzeeihwng bei 80 °C flr 3 min eluiert. Das
Eluat wurde direkt Gber ein 15%iges PAA-Sequenek(dg.1.3) analysiert. Zur Kontrolle
wurde die gleiche Aptamer-RNA in weiteren Ansatsemnvohl einer alkalischen Hydrolyse
(4.2.13) als auch einer RNase T1-Spaltung unteredde?.12) und zur Identifikation der
Bandengrdl3en ebenfalls auf das Gel aufgetragen.

4.6.4 Sekundarstrukturanalyse selektierter RNA-Aptanere

Die Sekundarstrukturanalysen der erhaltenen Aptsegeenzen wurden mit Hilfe des
Programmsmfold web server (Version 3.2pn Zuker und Turner durchgefuhrt und die

erhaltenen Strukturen gegebenenfalls untereinaredgtichen.

4.6.5 Verkirzung von RNA-Aptameren anhand vorausgegyter Sekundarstrukturen

Basierend auf Sekundarstrukturvorhersagen untereAdung des Programnmafold web
server (Version 3.2yvurde die Sequenz des Aptamers 16-3 verkirzt. Zagtagurden die
Primerbereiche der urspriinglichen Sequenz entféfaiterhin wurde das Aptamer empirisch
verkirzt, wobei die G-reiche Konsensussequenz sdtalten blieb. Zusatzlich wurden
Mutationen eingeflugt, die die Stabilitat der Aptaenbkeeinflussen sollten.

Um die zu testenden RNAS vitro transkribieren zu kénnen, wurden die DNA-Einzélisge
(forward- undreserseStrang, Tab. 3.5) kauflich erworben (Invitrogerihee Hybridisierung
bzw. PCR mit den entsprechenden Primer-Paaren (B&)). und anschlielenden T7-

Transkription unterzogen (4.2.7).

4.7 Zellbiologische Arbeiten

Alle zellbiologischen Arbeiten fanden unter starilBedingungen statt. Die Kultivierung
erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5% ¢0nd 95% Luftfeuchtigkeit. Medien oder Puffer

wurden ebenfalls in steriler Form verwendet.

4.7.1 Stammhaltung und Kultivierung eukaryotischerZellen

Die murinen Pra-B-Zelllinien BAF/3, welche mit deDNA fur gp130 (BAF/gp130) bzw. mit
den cDNAs fur gp130, IL-6R und TNF (BAF/gp130/IL-@RIF) stabil transfiziert waren,
wurden in 25 cm2-Flaschen kultiviert und im Brutsotk bei 37 °C gehalten. Als Kultur-
medium diente DMEM versetzt mit FKS (10 %) und LenBtrep (Tab.3.4). Den
BAF/gp130-Zellen wurde zuséatzlich Hyper-IL-6 (10'md¢) zugesetzt, den BAF/gp130/IL-
6R/TNF-Zellen zusatzlich das Zytokin IL-6 (10 ngfmind das Antibiotikum Puromycin
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(12 pg/ml). Als Kontrolle wurde das Wachstum deliedeauch in Abwesenheit der Zytokine
beobachtet, da ohne diese Stimuli ein Zellwachstiomt moglich war.

Zur Stammhaltung der Suspensionszellen war es ndigiediese regelmallig zu passagieren.
Bei Erreichen einer gewlnschten Kulturdichte wurdke Zellen abzentrifugiert (500 g,
5 min) und in frischem Medium durch Auf- und Abpiperen resuspendiert. In neuen
25 cm2-Kulturflaschen legte man 5 ml frisches Kuttedium vor und tropfte notwendige

Mengen an Zellsuspension hinzu. Die Kultivieruniplgte bei 37 °C im Brutschrank.

4.8 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein analytisches Virén, welches eine simultane Erfassung
mehrerer physikalischer Eigenschaften von Einziglzel ermdglicht. Man erhalt
Informationen Uber die relative Zellgrol3e, die tigka Granularitat und Fluoreszenzintensitat.
Zur Analyse fluoreszierender Zellen wird die Zedsansion in ein Probenréhrchen Uberfihrt
und durch hydrodynamische Fokussierung entlang &apillare in die Messkiivette geleitet
(Abb. 4.3).

Abfall 4

)

Y

" Messkiivette
-4 / !
LASER- °

Strahl

Y

hydrodynamische
Fokussierung

—

Trigerflissigkeit

—_—

Druckluft

Probenrdhrchen

Abb. 4.3: Prinzip der Durchflusszytometrie [79]. Fluoreszierende Zellen werden hydrodynamisch egtla
einer Kapillare in eine Messkivette geleitet. Im Meesskivette werden die Zellen bzw. die Fluorophaurch
einen fokussierten Laserstrahl geeigneter Wellg@amngeregt. Die Abgabe der Energie erfolgt Uber
Fluoreszenzemission.
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Bei Eintritt in die Messkivette werden die Zellamrch die sie umgebende Tragerflissigkeit
beschleunigt. Am Analysepunkt trifft ein fokusseertaserstrahl geeigneter Wellenlange auf
die durchstromende Zelle. Bei Anregung des Fluenesarbstoffes werden dessen
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gehobemerUAbgabe von Energie fallen die
Elektronen auf ihr Ursprungsniveau zurlick. Das &enie Fluoreszenzsignal wird von einem
Photodetektor registriert und ist proportional zMrenge an pro Zelle gebundenem
Fluorophor. Zusatzlich erhalt man Uber die Messdeg seitwarts entstehenden Streulichts
(side scatterSSC) Informationen Uber die ZellgroRe. Auskuiitber die Zellgranularitat gibt
das Vorwartsstreulichtgrward scattey FSC).

Die Analysen mittels Durchflusszytometrie erfolgteim FACScan der Firma Becton
Dickinson. Vor der eigentlichen Messung wurde dasb@nrohrchen mit den zu vermessenen
Zellen in den Probenhalter des Gerates eingespandt bei niedriger Durchfluss-
geschwindigkeit eine Probemessung gestartet. Dilerz&vurden zunachst auf ihre GrolRe
(FSC) bzw. unterschiedlichen Granularitaten (SS@lysiert. Zeigte sich eine einheitliche
Zellpopulation, wurde folgend der passende Emmssletektor ausgewahlt, mit dem die
Fluoreszenz der Zellen detektiert werden konnte.fgAund der unterschiedlichen
Wellenldngen der Anregungslaser (Argon-Laser: 488, mdelium-Neon-Laser: 633 nm)
konnten Fluorophore mit unterschiedlichen Emmissspektren genutzt werden (Tab. 4.22).

Tab. 4.22: Auflistung der am Durchflusszytometer vemessenen Fluorophore, Anregungswellenlangen der
Laser und Detektoren.

Fluorophor Detektor Anregungswellenlange des Lasers
AlexaFluof® 488 FL-1 488 nm
AlexaFluof® 647 FL-4 633 nm
FITC FL-1 488 nm

Die Ergebnisse wurden jeweils durch Auftragungwsamessenen Zellzahl (Ordinate) gegen

die entsprechende Fluoreszenzintensitat (Abszussegpestellt.

4.8.1 Nachweis des IL-6R auf BAF/gp130/IL6R/TNF-Zé&tn

Zum Nachweis des Interleukin-6-Rezeptors auf deer@dche eukaryotischer Zellen wurde
das Verfahren der Durchflusszytometrie unter Em&ates IL-6R-spezifischen Antikdrpers
(3.10) angewandt. Zur Vorbereitung wurden sowohl FR#130-Zellen als auch
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen in 25 cm2-Kulturflaschganalog 4.7.1) kultiviert. Zur Ernte
wurden die Zellen fiir 5 min bei 500 g und RT zdagiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet in 5 mIDMEM (ohne FKS) aufgenommen uhe Zellzahl mit Hilfe einer
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Neubauer Zahlkammer bestimmt. AnschlieRend wurden 5D0.000 IL-6R-tragende
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen bzw. zur Kontrolle BAF/@B0-Zellen einmal mit 500 pl 1x
Selektionspuffer B gewaschen, in 250 ul des gleidhaffers resuspendiert und mit einem
hIL-6R-spezifischen murinen Antikérper (2 pug/ml) r fiB0 min bei 4 °C inkubiert.
Uberschussiger Antikorper wurde durch Zentrifugatimei 500 g fur 5 min abgetrennt. Das
Pellet wurde einmal mit 500 pl 1x SelektionspuBegewaschen. Nach Resuspension in
250 pl Puffer folgte die Zugabe des sekundaren HoQugierten Ziege-anti-Maus-AK
(3.10) und eine Inkubation fir 30 min bei 4 °C. Ndéntfernen des Uberschiissigen AK
wurden die Zellen in geeignete Messrohrchen pgxettund die Antikérperbindung am

Durchflusszytometer durch Messung von jeweils 10.26llen analysiert.

4.8.2 Analyse der Aptamerbindung an BAF/gp130/IL6RVTNF-Zellen

Die Analyse der Aptamer-Bindung an BAF/gp130/IL6RA-Zellen erfolgte mittels Durch-

flusszytometrie. 500.000 BAF/gp130-Zellen bzw. IR-Gagende BAF/gpl30/IL6R/TNF-

Zellen wurden zweimal mit 500 pl 1x SelektionspuBegewaschen, in 350 ul des gleichen
Puffers resuspendiert und mit 8 — 10 pmol der ztemsochenden, fluoreszenzmarkierten
RNA (4.2.9) fur 5 min bei RT inkubiert. Zur Abtremmg ungebundener RNA-Molekile
folgte eine Zentrifugation der Zellen bei 500 g fimin. Das Pellet wurde zweimal mit
500 pl 1x Selektionspuffer B gewaschen. Nach Reswspn in 350 pl 1x Selektionspuffer B
wurde die Aptamerbindung am DurchflusszytometerckduMessung von jeweils 10.000

Zellen analysiert.
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5 Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit lag in dexleBtion von RNA-Aptameren, die
spezifisch den Interleukin-6-Rezeptor (IL-6R) bind®er wahrscheinlich kritischste Schritt
wahrend eines solchen Selektionsverfahrens liegtiein Trennung Protein-bindender von
nicht-bindenden Nukleinsauren [51]. Die Wahl dep&ationsmethode fiel dabei auf die
Anwendung magnetischer Partikel (Dynab&dals stationdre Phase. Dazu wurde der
sIL-6R, bei welchem es sich um die |6sliche Vagades IL-6R handelt, biotinyliert und
folgend Uber eine Biotin-Streptavidin-Interaktiouf @er Oberflache Streptavidin-gekoppelter
Dynabead8 immobilisiert. Diese Protein-gekoppelten Partikelnkten fiir die Aptamer-
selektion eingesetzt werden. Eine weitere Voraasaset fur den Erfolg der Selektion, d. h.
der Anreicherung von RNA-Molekilen mit den gewdinsoh Eigenschaften, war die
Herstellung einer RNA-Startbibliothek genligend hhdbequenzvielfalt.

5.1 Selektion von RNA-Aptameren mit Affinitat fir den sIL-6R

5.1.1 Herstellung der RNA-Startbibliothek R1

Fur die Selektion von RNA-Aptameren mit Affinitdéirfden sIL-6R war es notwendig, eine
RNA-Bibliothek hoher Diversitat zu erzeugen. Dieulith erworbene, synthetisch herge-
stellte ssDNA-Bibliothek R1 diente als Grundlag®kA5.1, Tab. 3.5).

sSDNA-Bibliothek R1, 128 nt

5’ 1AATGCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAAGAGETCTGAGACATTCTENGO

Fill-in-Reaktion
dsDNA-Bibliothek R1, 128 bp

5 +AATGCTAATACGACTCACTATAFGAAGAAAGAGGTCTGAGACATTCT{-NSO

37 JTTACGATTATGCTGAGTGATATECTTCTTTCTCCAGACTCTGTAAGAT N60 [ GAAGACCTCAACTGCAACGAA 5 |

l T7-Transkription

RNA-Bibliothek R1, 106 nt

E —':;GAAGAAAGAGGUCUGAGACAUUCU+N60

| | | 17-Primer Bibliothek R1

I:I Randomisierter Bereich
| RT-Primer Bibliothe R1

Abb. 5.1: Herstellung der RNA-Startbibliothek R1 fir die Selektion von RNA-Aptameren mit Affinitat fir sIL-6R.
Ausgehend von einer synthetisch hergestellten ssBNAothek wurde mittelg=ill-in -Reaktion eine Bibliothek an dsDNA-
Molekiilen einer Lange von 128 bp erzeugt. DieseNdsvies neben einer randomisierten Region von 60léatiden ()
zwei flankierende, konstante Regionen zur Hybridisig des T7-Primers R ) bzw. des RT-Primers R&) auf. Die T7-
Primer-Region beinhaltete die Sequenz des T7-Pramd*9, welcher als Erkennungssequenz der T7-RNA-Polyseera
fungiert und eine Transkription der dsDNA in die RiS$fartbibliothek (106 nt) ermdglichte.
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5 ERGEBNISSE

Die Sequenz der ssDNA-Bibliothek R1 war charakierisdurch einen randomisierten
Bereich von 60 Nukleotiden, welcher sowohl am 8- auch am 5'-Ende von konstanten
Regionen flankiert war. Diese dienten der Anlaggruzweier komplementarer
Oligonukleotide: der T7-Primer-R1 und der RT-Prilkr (3.9, Tab. 3.5). Nach jedem
Selektionszyklus wurden die eluierten RNA-Molekualgch Anlagerung des RT-Primers-R1
mittels reverser Transkription in cDNA umgeschriglimd in einer sich anschlieenden PCR
zu dsDNA aufgefullt und amplifiziert.

Zur Vorbereitung des ersten Selektionszyklus wutidessDNA-Bibliothek R1 einefill-in -
Reaktion (4.2.1) unterzogen und mittels PAGE anatygAbb. 5.2). Die ssDNA-Molekile
der Bibliothek waren 128 nt lang (Abb. 5.2, SpurBRgreits nach Hybridisierung des RT-
Primers-R1 an die ssDNA konnte ein verlangsamtesfvieahalten beobachtet werden
(Abb. 5.2, Spur 3). Durch Auffiillen des Hybridisiegsproduktes mit Hilfe des Klenow-
Fragments wurde doppelstrangige DNA einer Langel&hbp erzeugt (Abb. 5.2, Spur 4).

150 bp —»
100 bp —

(0 (0 (1(

Abb. 5.2: Kontrolle der Fill-in -Reaktion zur Herstellung der dsDNA-Bibliothek R1 nittels analytischer
nativer PAGE (10%iges PAA-Gel).Die chemisch synthetisierte ssDNA-Bibliothek R1 1) wurde mittels
Fill-in -Reaktion in eine dsDNA-Bibliothek Gberfuhrt. Dieggeaktion setzte sich aus zwei Teilschritten
zusammen. Im ersten Schritt wurde ein zur ssDNAi@&iek komplementéres Oligonukleotid (RT-Primer}R1
an deren 3’-Ende hybridisiert. Folgend wurde dereifstrang unter Verwendung des Klenow-Fragmentes
synthetisiert. Die Detektion der Nukleinsauren irel @rfolgte unter UV-Licht nach Farbung mit EtBr.i4}).
Spur 1:Ultra Low Range DNA LaddeBSpur 2: ssDNA-Bibliothek R1 (3 pmol); Spur 3: Highisierungsprodukt
(1,5 pmol); Spur 4: dsDNA-Bibliothek R1 nach Klend&eaktion (3 pmol).

Die Komplexitat der hergestellten DNA-Bibliothek Rfieinhaltete in etwa 1,5 x 10
verschiedene Molekiile. Ein Teil dieser Bibliothek 36 x 16° Molekiile) wurde einer
in vitro T7-Transkription zur Herstellung der RNA-Ausgantibthek R1 unterzogen. Nach
DNase I-Spaltung (4.2.6) und Gelreinigung (4.1.3;.8) wurde der RNA-Pool mittels eines
10%igen denaturierenden PAA-Gels (4.1.3) analystestzeigte sich eine RNA-Bande mit
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5 ERGEBNISSE

einer Lange von 106 nt (Abb. 5.3, Spur 2). Die RRiliothek stand folgend fur die erste
Selektionsrunde zur Anreicherung sIL-6R-spezifisdRRA-Aptamere zur Verfigung.

200nt —
100Nt — -

Abb. 5.3: Analytisches, denaturierendes PAA-Gel (®8ig) der in vitro transkribierten und gereinigten
RNA-Bibliothek R1. Spur 1:Low Range RNA LaddeSpur 2: 10 pmol RNA-Bibliothek R1 (106 nt). Die

Detektion erfolgte unter UV-Licht nach Farbung EiBr (4.1.4).

5.1.2 Biotinylierung des sIL-6R und Kopplung an Dyabead$§

Neben der Herstellung der RNA-Ausgangsbibliothek étne zweite Voraussetzung flur die
Selektion der IL-6R-spezifischen RNA-Aptamere im themobilisierung des Zielproteins auf
der Oberflache von mit Streptavidin beschichtetemmetischen Partikeln (Dynabe&)is

D
HN”I‘I\
i .rNH O,
< ‘I' i i ?’d\ S05N
N\/’\/"\_)I\ e TR
SW-:/ o) N\"."./_
(o] o

Sulfo-NHS-LC-Biotin

H.N
2 O%.‘___\

Protein mit primarer HO‘N 3(-'-_'50’"“
Aminogruppe o

Sulfo-NHS Ahgangsgruppe

0
A
HN™ b
'S H i
'S"\“\/‘“\//“u:/“m/“\._/”‘x/ﬁ‘.u
H

o
Biotinyliertes Protein

Abb. 5.4: Biotinylierung von Proteinen unter Verwerdung des Sulfo-NHS-LC-Biotin-ReagenzesPeptide
oder Proteine kdnnen an primdren Aminogruppen (Nwireus, Lysinreste) unter Ausbildung stabiler

Amidbindungen biotinyliert werden [80].
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Das Zielmolekil dieser Arbeit ist der humane, d# IL-6R (sIL-6R; ~ 50 kDa; 339 AS),
d. h. der IL-6R ohne Transmembran- und zytoplasuolati Domane. Da die Ligandenbindung
an den IL-6R uber die extrazellularen Domanen viethiwird, konnte diese ldsliche
Variante zur Selektion IL-6R-spezifischer RNA-Aptama eingesetzt werden.

Das Sulfo-NHS-LC-Biotin-Reagenz ermdglicht eineizéinte Markierung von Proteinen an
primaren Aminogruppen, d.h. an deren N-Terminusd usn e-Aminogruppen von
Lysinseitenketten (Abb. 5.4). Das Reagenz wurdseHrials wéassrige Loésung hergestellt und
in einem dreifach molaren Uberschuss mit dem slLi@&ibiert (4.3.3). Nach Abtrennung
des Uberschissigen Reagenzes mittels Dialyse Y4mBirtle der Erfolg der Biotinylierung
mittels Dot Blot (4.3.5) kontrolliert.

Der Nachweis mittels Dot Blot beruht auf der Inktien der Biotinreste mit ExtrAvidify
einem tetrameren Protein, das vier hoch affine @ngdstellen fur Biotin aufweist. An
ExtrAvidin® ist eine alkalische Phosphatase gekoppelt. Nachatimdes Substrates BCIP
kommt es zur Reduktion von NBT zu NBT-Formazan toidend zu einem Farbumschlag.
Das Resultat des Dot Blots und somit die Biotinyieg des sIL-6R sind in Abbildung 5.5
dargestellt. Das nicht modifizierte Protein (Abbb,51) fuhrte, wie erwartet, zu keiner Farb-
reaktion. Lediglich das biotinylierte Protein (AR5, 2-4, farbige Dots) zeigte ein positives
Signal in diesem gekoppelten Enzymtest.

1 2 3 4

Abb. 5.5: Dot Blot zum Nachweis der Biotinylierungdes sIL-6R. Unter Verwendung des Sulfo-NHS-LC-

Biotin-Reagenzes konnte der sIL-6R an primaren Aginppen biotinyliert werden. Nach Abtrennung von
Uberschiissigem Reagenz erfolgte der Nachweis daktiBe mittels ExtrAvidiff-Alkalischer Phosphatase und

dem Substrat NBT-BCIP im Dot Blot. 1: 0,34 ug nittidtinylierter slL-6R; 2: 0,34 ug biotinyliertefls6R;

3: 0,68 pg biotinylierter sIL-6R; 4: 1,0 ug biotligrter sIL-6R.

Um zu kontrollieren, ob der sIL-6R durch die Bigierung (4.3.3) degradiert wurde oder die
Dialyse (4.3.4) zu deutlichen Proteinverlusten f@hrwurde eine SDS-PAGE mit

anschlieBenderCoomassid-arbung durchgefuhrt. Neben defageRuler™ Unstained

Protein Laddemnwurde eine Probe an biotinyliertem sIL-6R vor unath erfolgter Dialyse auf

das Gel aufgetragen (Abb. 5.6). Die ProteinbandensilL-6R (~ 50 kDa) waren sowohl vor
als auch nach der Dialyse (Abb. 5.6, Spuren 2 undeBtlich und ohne Degradation zu
erkennen. Nach erfolgter Biotinylierung wurde ddi-8R auf der Oberflache von

Streptavidin-beschichteten Dynabe@d4-280 immobilisiert (4.3.6).
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1 2 3

50 kDa —» S

30kDa — .

Abb. 5.6: 15%iges SDS-PAA-Gel zum Nachweis von Vewdten oder Degradation des biotinylierten
sIL-6R. Nach Biotinylierung des slL-6R unter Verwendung dadfo-NHS-LC-Biotin-Reagenz wurde eine
SDS-PAGE zum Nachweis eventueller Proteindegradadiarchgefiihrt. Dazu wurde eine Probe des slIL-6R
(~ 50 kDa) vor und nach Abtrennung von uUberschéssiReagenz durch Dialyse auf das Gel aufgetragén un
nach erfolgter Elektrophorese n@oomassie Brillant Blugyefarbt. Spur 1PageRulef” Unstained Protein
Ladder, Spur 2: 1,0 ug biotinylierter sIL-6R vor Dialysgpur 3: 2,0 ug biotinylierter sIL-6R nach Dialyse.

5.1.3 Selektion sIL-6R-spezifischer RNA-Aptamere

Die Selektion sIL-6R-spezifischer RNA-Aptamere wairdnter Verwendung magnetischer
Partikel durchgefihrt, auf deren Oberflache dagpZoeein immobilisiert wurde. Der Ablauf
der Selektion ist in Abbildung 5.7 dargestellt.

sIL6R immobilisiert an

Dynabeads®
o
& b ¢ 10"3 verschiedene
ssRNA Molekiile
m o o % ,2':6\' '/—1\ PP e
16. Q € P e
Bindungsstudien Angereicherte
+ Klonhierung RMNA-Bibliothek Inkubation

T7-Transkription

Separation +
Elution

]

RT-PCR Amplifikation

~_/

Abb. 5.7: In vitro Selektion von slIL-6R-spezifischen RNA-Aptamerenkir die erste Selektionsrunde wurden
etwa 10° verschiedene RNA-Molekiile (106 nt) mit an Dynals®aidhmobilisiertem sIL-6R inkubiert. Nach
Abtrennung nicht bindender RNA-Molekile mittels matischer Separation und Elution der bindendeni8gpez
erfolgte die Amplifikation mittels RT-PCR. Das Prad wurde via T7-Transkription in eine angereichdRiNA-
Bibliothek umgeschrieben und folgend die nachstekSensrunde gestartet. Nach 16 Runden wurde die
Selektion beendet und die Bibliothek in Filterbindastudien erstmals auf Anreicherung analysiertkimaiert.
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Die in vitro Selektion wurde, wie in 4.4 beschrieben, durchigefiiDie Basis der zur

Selektion verwendeten Puffer war 1x PBS, ein Phatsplaffersystem mit physiologischem
pH-Wert. Durch seinen Salzgehalt &hnelt der osmioéisDruck dieses Puffers dem
osmotischen Druck des menschlichen Organismus, flilagine spatere Anwendung der
Aptamere von grol3er Bedeutung sein konnte. Zushtxliurde dieser Selektionspuffer mit
3 mM MgChL komplettiert.

In der ersten Selektionsrunde wurden 500 pmol déABibliothek R1 mit dem an Dyna-

bead§-immobilisierten, in 1x Kopplungspuffer C suspemtia sIL-6R (Tab. 3.3) inkubiert.

Nicht-bindende RNA-Moleklle wurden durch einmaliygaschen mit 1x Selektionspuffer B
abgetrennt, bindende Spezies in aqua dest. unteediiwirkung (80 °C) eluiert und mittels
RT-PCR (4.2.4) amplifiziert. Die Kontrolle der Re@k erfolgte am Ende jeder

Selektionsrunde mittels nativer PAGE (10%iges PA&;@.1.1) und ist exemplarisch fur die
1. Runde in Abbildung 5.8 dargestellt. Bereits nacht PCR-Zyklen liel3 sich deutlich eine
DNA-Bande bei 128 bp mit leichten Uberamplifikaterkennen (Abb. 5.8, Spur 2). Ein
Kontrollansatz der RT-PCR ohne Template liefertée erwartet, kein spezifisches PCR-
Produkt (Abb. 5.8, Spur 3).

200bp — -~

|

100bp — ~u

- \-1
Abb. 5.8: Analytisches natives 10%iges PAA-Gel zuKontrolle der RT-PCR-Reaktion am Ende der
ersten Selektionsrunde.Die in der ersten Selektionsrunde eluierte RNA-Biblek wurde mittels reverser
Transkription zuriick in eine cDNA-Bibliothek Ubehiii und mittels PCR zu dsDNA einer Lange von 128 bp
amplifiziert. Spur 1Fast RulerUltra Low Range DNA LaddeSpur 2: dsDNA-Produkt nach acht PCR-Zyklen
der Selektionsrunde 1; Spur 3: Kontrollansatz dBfACR ohne Template.
Das RT-PCR-Produkt wurde zum Start der zweiten KHelesrunde einer 30 mindtigen
in vitro T7-Transkription unterzogen (4.2.7). Die transieite RNA-Bibliothek stellte den
Ausgangspunkt fur die folgende Selektionsrunde din. den notigen Selektionsdruck zu
erzeugen, wurden die Waschschritte wahrend derki8mlerunden schrittweise erhoht. In
Tabelle 5.1 sind wichtige Bedingungen der einzel8etektionsrunden aufgelistet. Nach 16

Runden wurde die Selektion beendet. Ein ersted]iclees Anzeichen fiir eine erfolgreiche
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Selektion liel3 sich in der starken Reduktion demdbtgten PCR-Zyklen zur DNA-Ampli-
fikation nach jeder Selektionsrunde erkennen. Sozerte sich die Zahl von 18 PCR-Zyklen
der Runde 5 auf nur vier PCR-Zyklen der Runde EadBtet man dabei, dass im ersten PCR-
Zyklus die cDNA zu dsDNA aufgefillt wurde, erfolgbach Uberfiihrung der RNA in DNA
lediglich eine Verachtfachung der DNA-Menge.

Tab. 5.1: Ubersicht wichtiger Charakteristika der Szlektionsrunden 1 bis 16.

Runde Tralflzllﬁ i-;';/tliecz)z%?jguer sIL-6R-Menge  Reaktionsvolumen WaschschritteZF;(l';’llz;1
1* 500 pmol 100 pmol 100 pl 1x 100 pl 8
30 min 100 pmol 100 pl 1x 200 pl 19

3 30 min 100 pmol 100 pl 2x 200 pl 20
4+ 15 pmol 100 pmol 100 pl 2x 200 pl 18

5 30 min 100 pmol 100 pl 2x 200 pl 18

6 30 min 100 pmol 100 pl 2x 200 pl 14

7 25 min 100 pmol 100 pl 4x 200 pl 14

8 20 min 100 pmol 100 pl 4x 200 pl 11

9 20 min 100 pmol 100 pl 4x 200 pl 9
10 20 min 100 pmol 100 pl 4x 200 pl 8
11 20 min 100 pmol 100 pl 4x 200 pl 6
12 25 min 100 pmol 100 pl 4x 200 pl 5
13- 16 25 min 100 pmol 100 pl 4x 200 pl 4

Die eingesetzten RNA-Mengen waren lediglich in eiesten (500 pmol) und vierten Runde (15 pmol) deftn
da zur Vorbereitung der RNA fiir diese beiden Sadekrunden eine Gelreinigung) (stattgefunden hatte.

5.2 Erste Bindungsstudien der angereicherten RNA-Bliothek an sIL-6R

Um erstmals eine Affinitat und Wechselwirkung delARBibliothek nach 16 Selektions-
runden mit dem Zielmolekil sIL-6R zu zeigen, wurdé&ilterbindungsstudien unter
radioaktiven Bedingungen durchgefiihrt (4.6.1). IbbA 5.9 ist die Durchfihrung eines
solchen Tests schematisch dargestellt. Zunachstemutie RNA-Bibliotheken der jeweiligen
Selektionsrunde unter Einbau van[*’P]-ATP wéahrend der T7-Tanskription radioaktiv
markiert (4.2.8) und mittels PAGE (10%, denat.) tkoltiert (4.1.2). Abbildung 5.10 (A)

zeigt die erfolgreiche Markierung der RNA-Ausgarigbbthek (Runde 0; Spur 1) und der
RNA-Bibliothek nach Runde 16 (Spur 2). Die Nummerey der verwendeten RNA-
Bibliotheken bezieht sich stets auf die jeweils nakge Selektionsrunde, d. h. die RNA-
Bibliothek der Runde 16 entstammt einer T7-Tramdlon, deren Template das RT-PCR-

Produkt der 16. Selektionsrunde war.

54



5 ERGEBNISSE
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Abb. 5.9: Filterbindungsstudie zur Untersuchung vonAptamer-Protein-Interaktionen. Das Targetmolekdl
sIL-6R wurde mit radioaktiv markierter RNA inkubief4.6.1). Nach Einstellung eines Reaktionsgleich-
gewichtes erfolgte die Trennung nicht bindender RW@élekile durch Filtration der Anséatze Uber
Nitrozellulosemembranen. Diese Membranen besitzerE@jenschaft, Proteine unspezifisch zu bindenARN
Molekile, die an das Zielprotein gebunden habendem auf der Membran zurtickgehalten, nicht-bindende
Molekule passierten die Membran. Durch Bestimmuagalf der Membran verbliebenen Menge an radioaktiv
markierten Nukleinsauren mittels AutoradiograpHiel (5) konnte der Anteil bindender RNA-Molekiile éteit
werden.

Die RNAs wurden anschlie3end in geringer Menge (/) mit dem Zielprotein sIL-6R
(1 nM - 250 nM) in 1x Selektionspuffer B inkubieurch Filtration der Reaktionsansatze
Uber eine Nitrozellulosemembran konnten bindende rizht-bindenden RNA-Molekilen
getrennt werden. Die auf der Membran verbleibendend¢ an radioaktiv markierten
Nukleinsauren wurde mittels Autoradiographie deeskt

Die in Abbildung 5.10 (B) gezeigte Filterbindungsfie (4.6.1) wies deutlich auf eine
Bindung der RNA-Bibliothek aus Runde 16 an das@&R-Protein hin und zeigte, dass eine
Anreicherung bindender Ribonukleinsduren stattgd#$nnhatte. Die unselektierte RNA-
Ausgangsbibliothek liel3 keine Bindung an sIL-6Reenken.
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A B Konzentration an sIiL-8R

il

)

- - RNA-Bibliothek Runde 0

RNA-Bibliothek Runde 16 & ‘ . .

Abb. 5.10: Filterbindungsstudie der nach 16 Selekbinsrunden angereicherten RNA-Bibliothek und der
unselektierten Ausgangsbibliothek (Runde 0) an sll6R. A) Die RNA-Ausgangsbibliothek (Spur 1) und die
RNA-Bibliothek nach Runde 16 (Spur2) wurden dumdén Einbau vona-[*P]-ATP wéhrend der T7-
Transkription radioaktiv markiert (4.2.8) und misteeines 10%igen PAA-Gel kontrolliert. Die Detektio
erfolgte mittels AutoradiographieB) Fur die Bindungsstudie wurde das sIL-6R-Protein steigender
Konzentration (0 - 250 nM) mit der jeweiligen, radktiv markierten RNA-Bibliothek inkubiert, Gbernei
Nitrozellulosemembran filtriert und die am Filteerbleibende Menge an radioaktiv markierter RNA etstt
Autoradiographie detektiert. Die RNA-Bibliothek deiSelektionsrunde 16 zeigte deutlich eine
konzentrationsabh&angige Bindung an den slIL-6R.

5.3 Klonierung und Sequenzierung der fur sIL-6R spaifischen Bibliothek

Die Anreicherung der slL-6R-spezifischen RNA-Aptae&urde nach 16 Selektionsrunden
beendet. Das Resultat stellte eine polyklonale i@tk verschiedener RNA-Molekile mit
maoglicherweise unterschiedlichen Bindungseigensehafir den sIL-6R dar. Wie bereits
erwahnt, lag ein Anzeichen fir eine erfolgreicheahper-Selektion in der Verringerung der
zur DNA-Amplifikation notwendigen Anzahl an PCR-4gk von Selektionsrunde zu
Selektionsrunde. Da bereits die RNA-Bibliothek deunten Selektionsrunde das Vorhanden-
sein bindender Spezies vermuten liel3, wurde sowightisDNA-Bibliothek der Selektions-
runde 9 als auch die finale Bibliothek der Runderiéen Vektor pCR2.1-TOPG kloniert
(4.5.1). Folgend wurden acht Klone der 9. Selektionde und zwo6lf Klone der 16.
Selektionsrunde sequenziert (4.5.5). Die Sequanzgeergab insgesamt sechs verschiedene
Aptamersequenzen (Tab. 5.2). Am haufigsten warididyeKlon 16-1 vorhanden.

Tab. 5.2: Haufigkeit der sechs erhaltenen RNA-Aptarere.

Aptamer Gesam';zahl an Kopien in Kopien in

Kopien Runde 9 Runde 16
16-1 11 3 8
16-3 3 1 2
16-2 2 1 1
16-8 2 1 1
9-5 1 1 0
9-6 1 1 0

Aufgelistet ist die Gesamtkopienzahl einer Sequanz 20 analysierten Klonen. Zusatzlich gezeigdesen
Zuordnung zur jeweiligen Selektionsrunde, wobei twone der Runde 16 und acht Klone der Runde 9
entstammten.
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Wie das Alignment in Abblidung 5.11 zeigt, zeicheretsich alle Sequenzen durch ein
gemeinsames, G-reicheblqu) Konsensusmotivb’- GGGHGGCWEIGANGWGGE3'  aus,
wobeiH fur die Basen Adenin, Uracil oder Cytosin bawtur die Basen Adenin oder Uracil
stehen kann. Die einzigen beiden konservierten,&oanin abweichenden Basen waren ein
Cytosin- und ein Uracilresty(un). Die Abbildung 5.11 zeigt die Sequenzen der 6ni€lo

wobei die Basen des Konsensusmotivs farbig henhatgen sind.

16-1 GU--------mmmmm CAUG GGGOGGEUGUGAIAUGGEGUGAAGGGCAUUAUGUCGCUGACUGUGCGUUAGC
16-3 CU--------m-mom- UAUA GGGBGGUGUGAIGAGGBAAUAUUAAGAGAAUUAACGGUCUAGUUCACCUCGA
16-2 AACGUCUUACGGAUUCUACCBGGGGEUGCUGARAGCUGCGGU--------- UGGAGUCCGAUAAG------- GU

16-8 GUG------ CUUACCUUACUCG GGGGGGAGUGRABUGGE----AAACAGUAAGGUGCGCAUG----GUUUAG
9-5 CUG--UGAGCG------- Cuuu GGGOBGGEUGUGRAGAGGEHAUGCAGCUCAUGGGUAUUCAGCUUC------- uG
9-6 GU-------m-mmmm- CCUG GGGGGGUGUGAIAUGGEGUGAAGGGCAUUAUGUCGCUGACUGUGCGUUAGC

Abb. 5.11: Sequenzvergleich monoklonaler Aptamereat angereicherten RNA-Bibliothek R1 nach 9 und
16 Selektionsrunden unter Verwendung des Programm€lustalW?2. Gezeigt sind die 60 randomisierten
Nukleotide der sechs erhaltenen Aptamersequenzéi3iRichtung. Auf eine Darstellung der 5'- bz\@!-
konstanten Region der Aptamere wurde verzichtet. Bezeichnung jeder Sequenz setzt sich aus zwkeirif
zusammen: die Erste entspricht der Selektionsru@dézw. 16), die Zweite entspricht der Nummer des
jeweiligen Klons. Die in farbigen Lettern dargeli&zi Nukleotide sind in allen Sequenzen identiscd stellen
das Konsensusmotiv dar. In blau sind dabei Guast@rgekennzeichnet. Konservierte, von Guanin vérdene
Reste sind griin markiert.

5.4 Charakterisierung der slL-6R spezifischen RNA-Atamere

5.4.1 Sekundarstrukturanalyse

Zur Sekundarstrukturanalyse wurden die vier hatdigsIL-6R-spezifischen RNA-Aptamere
16-1, 16-2, 16-3 und 16-8 ausgewéhlt und mit denogRmm mfold web server
(Version 3.2), welches 2003 von Michael Zuker intetnet zur freien Verfigung gestellt
wurde [81], analysiert. Ziel dieses Webserverslest einfache Zugang zur RNA- und DNA-
Faltung. Detaillierte Angaben resultierender Swuéh und minimaler Energien als
Konsequenz der Faltung einzelstrangiger Nukleiresaquenzen wurden somit moglich.

Das gehaufte Vorkommen von Guaninbasen in der koesten Aptamersequenz liel3
vermuten, dass die RNA-Aptamere intramolekulare @dpuplexe ausbilden koénnen.
G-Quadruplexe sind lipophile, vierstrangige Strugty die durch Interaktion planarer
Guanin-Tetraden (sogenannter G-Quartette) entstkienen [82]. Diese G-Quartette sind
durch Selbstorganisation von Guanosinresten gedbilifakrocyclen, die durch Hoogsteen-
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert werden.[82& diese Tertiarstrukturen wahrend
der Sekundarstrukturanalyse nicht beriicksichtigdem, wurden die Sekundarstrukturen mit
Hilfe des mfold web serveermittelt, unter der Bedingung, dass der konseei&ereich
keine Basenpaarungen eingehen sollte. In allenrigkkstrukturen lag das Konsensusmotiv

nun als Loopstruktur vor, jeweils stabilisiert veinem doppelstrangigen Bereich (Abb. 5.12).
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16-8

Abb. 5.12: Sekundarstrukturanalyse vier ausgewahlte slL-6R-spezifischer RNA-Aptamere unter Ver-
wendung des Programmsmfold web servef81]. Gezeigt ist die jeweils energetisch giinstigsteuBdér-
struktur der Aptamere unter der Einschrankung, daserhalb der G-reichen, konservierten Region &ein
Basenpaarungen erfolgen sollten. Bei den erstean#2sden letzten 23 Nukleotiden jeder Sequenz haedel
sich um die 5'- bzw. 3'-konstante Region der AptameDer von den konstanten Regionen flankiertegjksw
individuelle Sequenzbereich ist 60 nt lang. Konggte Basen sind orange gekennzeichnet.

5.4.2 Filterbindungsstudien sIL-6R spezifischer RNAAptamere

Fur die vier Aptamere 16-1, 16-2, 16-3 und 16-8deuwlie Bindung an den slIL-6R analysiert.
Die nach Durchfihrung der Bindungsstudie auf detraxellulosemembran verbleibende
Menge an radioaktiv markierten Nukleinsauren wugdantifiziert (4.5.1; 4.6.1) und zur
Bestimmung der Dissoziationskonstanten herangez@géri). Die Abbildung 5.13 stellt die
graphische Auswertung dieser Studie dar.
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Abb. 5.13: Bindung der Aptamere 16-1, 16-2, 16-3 ©h16-8 an sIL-6R.Der Anteil gebundener RNA (in %)
bei einer definierten sIL-6R-Konzentration wurdeFitterbindungsstudien (4.6.1) ermittelt und in Alblgigkeit

der slL-6R-Konzentration graphisch dargestellt @iddpmische Auftragung). Die gezeigten Messpunkte u
Fehlerbalken ergeben sich aus den Mittelwerten Stashdardabweichungen zweier voneinander unabh&ngige
Experimente. Die Berechnung der Dissoziationskaistaerfolgte unter Verwendung ein@se-Site-Binding

Modells (4.6.1).
Anhand dieser Filterbindungsstudien konnte gezeigtden, dass alle untersuchten RNA-
Aptamere ihr Zielmolekul in Lésung binden konntemduahnliche Bindungseigenschaften

aufwiesen (Abb. 5.13). Die dazugehorigen, ermdteDissoziationskonstanten lagen in etwa
im Bereich einer Gréfienordnung (Tab. 5.3)

Tab. 5.3: Charakteristika der Aptamere 16-1, 16-216-3 und 16-8.

Aptamer Anteil maximaler Bindung [%)] HnM]
16-1 61,4 125+ 32
16-2 74,5 420 + 290
16-3 100,0 39+14
16-8 68,2 106 + 47

Aufgelistet sind die Dissoziationskonstanter)(Mnd der Anteil an maximal gebundener RNA erntitielzwei
unabhéngigen Filterbindungsstudien.

Das Aptamer 16-3 wies mit einer DissoziationskamstgKy) von 39,2 nM eine sehr affine

Bindung an den sIL-6R auf. Der Anteil an RNA, deaximal an den sIL-6R binden kann, ist
fur jedes Aptamer in Tabelle 5.3 angegeben. DaUniersuchung der Interaktion zwischen
RNA und Protein die RNA in deutlichem Unterschusslag, wurde davon ausgegangen,
dass maximal ein RNA-Molekl pro sIL-6R binden ktn
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Dies begriundet die Anwendung d@se-Site-BindingModells zur Ermittlung der kWerte
und prozentualen Anteile an gebundener RNA. DereAran gebundener RNA kann
theoretisch bei maximal 100% liegen. Liegt ein Tagl RNA degradiert bzw. nicht korrekt
gefaltet vor oder bindet nicht das gesamte Prateidie Nitrozellulosemembran, so verringert
sich dieser Wert.

Das Aptamer 16-1 zeigte das haufigste VorkommermRMA-Pool nach der 16. Selektions-
runde (Tab. 5.2). Da das Aptamer 16-3 jedoch imgk&ch zu 16-1 und den anderen zwei
Aptameren die hdchste Affiniat zum sIL-6R in diesesten Bindungsstudie zeigte, wurde
dieses flur weitere Untersuchungen herangezogerdachsh wurde eine gréRere Anzahl an
Filterbindungsstudien durchgefiihrt, um die Dissbamskonstante mit mdglichst geringer
Standardabweichung angeben zu konnen (Abb. 5.14).

50+
40-
30+

20+

Bindung [%]

SIL-6R [M]

Abb. 5.14: Bindung des Aptamers 16-3 an das Zielmekil sIL-6R. Der Anteil des gebundenen RNA-
Aptamers 16-3 (in %) wurde bei definierten slL-6RfiZentrationen in Filterbindungsstudien (4.6.1) iteth

und in Abhangikeit der sIL-6R-Konzentration gramhigiargestellt (logarithmische Auftragung). Die gjgren
Messpunkte und Fehlerbalken ergeben sich aus d#alWerten und Standardabweichungen zehn voneimande
unabhéangiger Studien. Die Berechnung der Dissorzigkionstanten erfolgte unter Verwendung ei@as-Site-
Binding-Modells (4.6.1).

Nach zehn voneinander unabhangigen Studien kommenDissoziationskonstante von etwa
19,8 £ 4,2 nM und ein Anteil der maximal mdglichieptamer-Bindung von 47,9 + 2,8 % fur
das ausgewahlte Aptamer 16-3 ermittelt werden.
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5.4.3 Abhangigkeit der Aptamerbindung von Magnesiunonen und vom pH-Wert

Zweiwertige Kationen, wie beispielweise Kigstabilisieren Nukleinsauren und sind oftmals
essentiell fur deren dreidimensionale Faltung [®8&gnesium war standardmafRig in dem
Selektionspuffer B mit einer Endkonzentration vomBl enthalten. Filterbindungsstudien
(4.6.1) zur Untersuchung einer Magnesiumabhéndiglegten, dass das slL-6R-spezifische
Aptamer 16-3 ohne Zusatz von fgonen(Selektionspuffer A) keine drastische Affinitats-
anderung zum Targetprotein aufwies (Abb. 5.15). ddakchienen Mg-lonen fir die

dreidimensionale Faltung der RNA und deren Bindanglas Zielmolekul nicht essentiell zu
sein (Tab. 5.4). M-lonen kénnten in Spuren vorhanden gewesen seidenraSelektions-

puffer A kein EDTA zugeflgt wurde.

70+
+ 16-3 (0 mM MgCl,)

= 601 % 16-3 (3 MM MgCl,)

= 501 v 16-3 (12 mM MgCl,)

c

3 40+

£

@ 301

s

x 20+

104

10° 10 107 106
sIL6-R [M]

Abb. 5.15: Bindung des Aptamers 16-3 an das Zielmelkil sIL-6R in Abh&ngigkeit variierender MgCl -
Konzentrationen. Der Anteil des gebundenen RNA-Aptamers 16-3 (in Whirde bei definierten slIL-6R-
Konzentrationen in Filterbindungsstudien (4.6.1migelt und in Abhangikeit der slL-6R-Konzentration
graphisch dargestellt (logarithmische Auftragumdje gezeigten Messpunkte und Fehlerbalken ergebbrass

den Mittelwerten und Standardabweichungen zweieeiw@mnder unabhangiger Studien. Die Berechnung der
Dissoziationskonstanten erfolgte unter VerwendungsOne-Site-BindingModells (4.6.1).

Eine Reduktion der Bindungsaffinitit konnte beieeitMg*-Konzentration von 12 mM
(Selektionspuffer C) beobachtet werden. Hoheé M@nzentrationen filhrten moglicherweise

zur Ausbildung alternativer RNA-Strukturen, dierkeilinteraktion mit dem sIL-6R zeigten.

Tab. 5.4: MgCl,-Abhangigkeit der Aptamerbindung an slIL-6R.

Aptamer MgC} Kq [NM] Anteil maximaler Bindung [%]
16-3 0mM 152 + 53 100 + 18
16-3 3 mM 84+31 85+13
16-3 12 mM 700 = 700 78 £ 61

Gelistet sind l-Werte und der Anteil maximal gebundener RNA ausizmabhéngigen Filterbindungsstudien.
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Bedingt durch die funktionellen Gruppen von Ribdeuisduren und Proteinen, wie
Carboxyl- oder Aminogruppen, kdénnen die Struktuned Reaktivitadten des RNA-Aptamers
16-3 oder des sIL-6R und damit deren Interaktidmgeit vom pH-Wert beeinflussbar sein.
Die Wirkung des pH-Wertes auf diese Interaktioriteahit Hilfe von Filterbindungsstudien

analysiert werden (4.6.1). Dazu wurde der 1x Selekpuffer B auf unterschiedliche pH-
Werte eingestellt und die pH-Abhangigkeit in einBereich von pH 6,0 bis pH 8,0 getestet
(Abb. 5.16).

40+
< o 16-3pH6
; 30+ * 16-3pH7.4
= v 16-3pH8
2
@ 20+
<
pzd
ad 104
o
O+ T T 1
1010 10-° 108 107 106

SIL-6R [M]

Abb. 5.16: Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung & Aptamers 16-3 an das Zielmolekdl sIL-6RDer
Anteil des gebundenen RNA-Aptamers 16-3 (in %) llefinierten slL-6R-Konzentrationen wurde in
Abhéngigkeit vom pH-Wert in Filterbindungsstudief.g.1) ermittelt und den slL-6R-Konzentrationen-ent
sprechend graphisch dargestellt (logarithmischetrAgéing). Die gezeigten Messpunkte und Fehlerbalken
ergeben sich aus den Mittelwerten und Standardabwegen zweier voneinander unabhangiger Studiem. Di
Berechnung der Dissoziationskonstanten erfolgteroiérwendung eine®ne-Site-Bindingvlodells (4.6.1).

Die Selektion der Aptamere erfolgte bei einem pHAWeN 7,4. Das Aptamer 16-3 zeigte
innerhalb des getesten pH-Bereiches keine Untexderbeziglich der Bindungsaffinitat zum
sIL-6R. Eine Verschiebung des pH-Wertes in Richtati@lisches oder saures Milieu hatte
keinen Einfluss auf die resultierendeg-Werte von etwa 30 nM (Tab. 5.5).

Der Anteil der maximal moglichen RNA-Bindung zeiggme schwache Abhangigkeit vom
pH-Wert (Tab. 5.5), so sank der Anteil der maximafgtamerbindung von etwa 40 + 4 %
bei pH 6,0 auf etwa 23 + 2 % bei pH 8,0. Mdglicheise fuhrte eine Erhéhung des pH-
Wertes zur Destabilisierung bindender RNA-Struktyurgo dass der Anteil zu einer sIL-6R-

Interaktion beféahigter Molekile verringert war.

62



5 ERGEBNISSE

Tab. 5.5: Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung deAptamers 16-3 an sIL-6R.

Aptamer pH-Wert K [nM] Anteil maximaler Bindung [%]
16-3 6,0 37+12 40+4
16-3 7,4 25+7 30+2
16-3 8,0 207 23+2

Aufgelistet sind Mittelwerte und Standardabweichemger DissoziationskonstantenyiKind des Anteils an
maximal gebundener RNA ermittelt in vier unabhaegigilterbindungsstudien.

5.4.4 Einfluss monovalenter Kationen auf die Aptam®indung

Viele Tertiarstrukturen von Ribonukleinsduren sibdreits in Gegenwart monovalenter
Kationen, wie zum Beispiel Natrium und Kalium, stgB4]. Eine K- bzw. Nd-Abhangig-
keit von Nukleinséurestrukturen wurde beispielsedisi der Formation von G-Quadruplexen
festgestellt. Diese spezielle Anordnung von Guaasel im Zentrum einer vierstrangigen,
helikalen Struktur wird stabilisiert durch eine #abhe Koordination monovalenter Kationen
[84]. Der flur diein vitro Selektion verwendete 1x Selektionspuffer B stedlte Phosphat-
puffersystem mit einem pH-Wert von 7,4 dar, welchieb aus der schwachen Sau g,
und der konjugierter Base HRO zusammensetzte. Zusétzlich beinhaltete dieserePuff
137 mM NaCl und 2,7 mM KCI und somit die zur Aushbihg von Tertiarstrukturen

wichtigen Kationen.

70+
= 59 * 16-3in PBS
S
o 507 ¢ 16-3in Tris (Na* und K*)
>
T 49 ? v 16-3in Tris (Na")
2 16-3 in Tris (K*)
2 . .
x 209 o 16-3in Tris

104

O
0= vl 1
10-° 108 10”7 10¢

sIL-6R [M]

Abb. 5.17: Bindung des Aptamers 16-3 an das Zielmekil sIL-6R in Abhéangigkeit monovalenter
Kationen. Der Anteil des gebundenen RNA-Aptamers 16-3 (in 8é) definierten sIL-6R-Konzentrationen
wurde in Abhangigkeit monovalenter Kationen im Rugfstem durch Filterbindungsstudien (4.6.1) eattitt
und den slL-6R-Konzentrationen entsprechend graptdargestellt (logarithmische Auftragung). Die gjgien
Messpunkte und Fehlerbalken ergeben sich aus dettelirten und Standardabweichungen zweier
voneinander unabhangiger Messungen. Die BerechdenBissoziationskonstanten erfolgte unter Verwegdu
einesOne-Site-Bindingviodells (4.6.1).
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In Filterbindungsstudien sollte neben dem Einfldes Puffersystems auch die Abhangigkeit
von N&- und K'-lonen auf die Aptamerbindung verdeutlicht werdéts Vergleich zum
1x Selektionspuffer A, bei welchem auf die Zugala WIgChL verzichtet wurde, diente der
1x Tris-Puffer A mit einem pH-Wert von ebenfalls4.7 Diesem Puffer wurden die Salze
NaCl, KCl oder beide Salze schrittweise so zugésetss deren Endkonzentrationen mit den
entsprechenden Salzkonzentrationen des PBS-Pu#agkeichbar waren (Abb. 5.17).
Zwischen den beiden verschiedenen Puffersystem&s-fRiffer und Tris-Puffer) waren
bereits Unterschiede im Bindungsverhalten des Aptari6-3 an den sIL-6R zu verzeichen.
Trotz der Anwesenheit von 137 mM NaCl und 2,7 mMI iKCbeiden Puffern verringerte sich
die Dissoziationskonstante des Aptamers von etwa\841x Selektionspuffer B) auf 216 nM
in 1x Tris-Puffer A. Die Abwesenheit von KCI bzw.aBl oder auch beider monovalenter
Kationen im 1x Tris-Puffer A flihrte zu einer dectien Reduktion der Bindungsaffinitat.

Charakteristische kWerte lagen im héheren nanomolaren Bereich (T&). 5

Tab. 5.6: Einfluss des Puffersystems und variiererat lonenkonzentrationen auf die Bindung des
Aptamers 16-3 an sIL-6R.

Aptamer Puffer lonen «nM]
16-3 1x Selektionspuffer B (PBS) Na&™ 84 + 31
16-3 1x Tris-Puffer A N§ K* 216 + 65
16-3 1x Tris-Puffer A K 816 +1193
16-3 1x Tris-Puffer A Na 1721 + 3460
16-3 1x Tris-Puffer A - 736 £ 542

Aufgelistet sind Mittelwerte und Standardabweichemgder Dissoziationskonstanten g(Kermittelt in zwei
unabhangigen Filterbindungsstudien.

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werdessdar eine eindeutige Determination der
Dissoziantionskonstanten {R\Verte) weitere Messpunkte bei hbheren Proteinkatnatonen
notwendig gewesen waren, um in den Sattigungshereigelangen. So lassen sich auch die
hohen Standardabweichungen der angegegebep@reke beginden.

Zusammenfassend fuhrten die Anderung des Puffersgstind vor allem die Abwesenheit
monovalenter Kationen im Puffer zu einem deutlichdinitatsverlust des RNA-Aptamers
16-3 zum Zielprotein sIL-6R.
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5.4.5Gel-Shift-Assay zur Analyse der sIL-6R-Aptamer-Interaktion

Zur weiteren Analyse der spezifischen Interaktiamszhen denin vitro selektierten Aptamer
16-3 und dem Zielprotein sIL-6R wurdé&sel-ShiftExperimente durchgefuhrt. Dazu wurde
das radioaktiv markierte Aptamer 16-3 mit steigendiéengen an rekombinantem sIL-6R
(0 nM =300 nM) in 1x Selektionspuffer B inkubieiie Trennung der Aptamer-Protein-
Gemische erfolgte tber ein 5%iges, natives PAA-@d.2). Die spezifische Bindung der
RNA an das Targetmolekuil verlangsamte das Lauflterinan Vergleich zum Aptamer allein
durch Formation der Aptamer-Protein-Komplexe. Didéemplexe wurden im Gel als
sogenannter Shift' deutlich. Mittels Autoradiographie konnten diesudétierenden Banden

visualisiert werden (Abb. 5.18).

0 T 300 nM sIL-6R

prazipitierter sIL-6R + gebundenes Aptamer wel TR T n

sIL-6R + gebundenes Aptamer

freies Aptamer

Abb. 5.18: Gel-ShiftAssay zur Analyse der Interaktion zwischen Aptamer16-3 und sIL-6R. Die
Interaktion von radioaktiv markiertem Aptamer 168t steigenden Konzentrationen an sIL-6R
(0 nM - 300 nM) wurde mittel&el-ShiftAssay (5%iges, natives PAA-Gel) nachgewiesen Z3.&s zeigte sich
eine konzentrationsabhangige Zunahme der im Wandswerhalten verlangsamten slL-6R-Aptamer-

Komplexe.

Das untersuchte Aptamer 16-3 zeigte deutlich aiteraktion mit dem sIL-6R, da im Gel ein
durch die Komplexbildung hervorgerufertéhift zu erkennen war (Abb. 5.18). Die Intensitat
dieser verlangsamten Bande wurde mit zunehmende6RiKonzentration starker (Abb.
5.18, von links nach rechts). Im Bereich der Gehas ist ebenfalls eine
konzentrationsabhangige Signalzunahme erkennbamwtkch handelte es sich dabei um

das Aptamer 16-3, welches mit prazipitiertem siLi@Rnplexiert vorlag.
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5.4.6 Analyse der Aptamerspezifitat

Zur Charakterisierung der Aptamer-Spezifitat wundden der Bindung des Aptamers 16-3
an das Zielprotein sIL-6R auch die Bindung der KolfRNA O29 in einer Filterbindungs-
studie (4.6.1) untersucht (Abb. 5.19). Die als Negiantrolle dienende RNA 029 war 70 nt
lang und wies im Gegensatz zu den sIL-6R-spez#iscAptameren kein Guanosin-reiches

Sequenzmotiv auf.

& 2

. N O
Ronzentmatonan LR ——— ol ST
4)@ 6@

Aptamer 16-3 : o 89 . . . .
Kontroll - RNA O29 . .

Abb. 5.19: Filterbindungsstudie des RNA-Aptamers 18 und der Kontroll-RNA 029 an slIL-6R. Das
sIL-6R-Protein wurde in steigender Konzentration-(®00 nM) mit der jeweiligen, radioaktiv markiert&NA

(< 1 nM) inkubiert und filtriert (4.6.1). Die mitt® Autoradiographie detektierten, auf dem Filterbliebenen
Mengen markierter RNAs sind veranschaulicht. ZureBbnung des prozentualen Anteils an gebundenem
Aptamer wurde jeweils eine definierte Menge (500 &) radioaktiv markierter RNA auf die Membran
aufgetragen. Es handelt sich um eine Einfachbestimgm

Das Aptamer 16-3 zeigte erneut eine hoch affined@gy (Ky ~ 43 nM) an den sIL-6R.
Zwischen der RNA 029 und dem sIL-6R war keine kitéon nachweisbar (Abb. 5.20).

70+ *

60+ * * Aptamer 16-3
S 50n * A Kontroll-RNA 029
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Abb. 5.20: Bindung des Aptamers 16-3 und der Kontri-RNA O29 an das Zielmolekil sIL-6R.Die Anteile

an gebundenem RNA-Aptamer 16-3 bzw. Kontroll-RNA9QEh %) bei definierten slL-6R-Konzentrationen
wurden in einer Filterbindungsstudie (4.6.1) erefitund den sIL-6R-Konzentrationen entsprechengtgsah
dargestellt (logarithmische Auftragung). Die Beneahg der Dissoziationskonstanten erfolgte unter
Verwendung eine®ne-Site-Bindingvodells (4.6.1). Es handelte sich hierbei um &ngachbestimmung.

Zur Bestatigung des Ergebnisses wurde die Bindugrg Kbntroll-RNA R24 (Tab. 3.5),
welche einer im Arbeitskreis von Professor Hahncdgefihrten Selektion gegen p53
entstammte (unveroéffentlichte Daten), an slL-6Regtdt. Diese Daten ahnelten der hier

exemplarisch gezeigten Bindungsstudie und wurdéerdaicht zusatzlich dargestellt.
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5 ERGEBNISSE

Um zu zeigen, dass die Wechselwirkung der sele&tieRNA-Aptamere spezifisch fir das
Zielmolekul sIL-6R war, wurde eiisel-ShiftExperiment unter nativen Bedingungen mit
zwei rekombinant-produzierten Kontrollproteinen chgefuhrt. Bei diesen Proteinen
handelte es sich zum einen um CEACAML1, ein Zelladimsmolekil, welches analog zum
sIL-6R einen C-terminalen Hisagtrug (3.4). Das andere Protein war Lysozym, eiayan
das Polysaccharide prokaryotischer Zellwande spdtenn. Beide dieser Proteine sollten
keine Interaktion mit den slL-6R-spezifischen Ribkieinsauren eingehen.

Komponente 123 456 7 8 910

CEACAM1

sIL-6R {5 nM) +
Lysozym

Prote hm—ﬁptarmr—l{mmex

Prot ein-Aptamer-Komplex H

Freies Aptamer 16-3 P"' '..q

Abb. 5.21: Gel-Shift-Assay zur Analyse der spezifischen Interaktion zwehen Aptamer 16-3 und dem
Zielmolekil slL-6R unter Verwendung zweier Kontrollproteine. Das Aptamer 16-3 wurde auf eine
Interaktion mit den Kontrollproteinen CEACAML1 (Sewr 2-5: 10 nM - 300 nM) und Lysozym (Spuren 7-10:
10 nM - 300 nM) mittelsGel-ShiftAssay in einem 5%igen, nativen PAA-Gel analys{@r6.2). Als Positiv-
kontrolle diente ein Ansatz mit sIL-6R (75 nM, S@)r Es zeigte sich lediglich ein Shift der sIL-@&Rtamer-
Komplexe.

Zur Analyse der Spezifitdt wurden steigende Mend@®nM - 300 nM) an CEACAML1 (Abb.
5.21, Spuren 2-5) bzw. Lysozym (Abb. 5.21, SpurelOy mit dem radioaktiv markierten
Aptamer 16-3 (< 1 nM) in 1x Selektionspuffer B iftkert und tGber ein 5%iges, natives PAA-
Gel getrennt (4.6.2). Als Positivkontrolle dienta énsatz mit 75 nM sIL-6R (Abb. 5.21,
Spur 6). Keines der untersuchten Kontrollproteinesweine Interaktion mit dem RNA-
Aptamer 16-3 auf. Im Gegensatz dazu erfolgte einenplexbildung zwischen sIL-6R und
dem Aptamer, was durch d&hmiftzu erkennen war (Abb. 5.21, Spur 6).

Der Nachweis, dass die in ihrem Laufverhalten vgeriz RNA-Bande wirklich auf einer
spezifischen Interaktion zwischen Aptamer und SR_-furtickzufihren war, erfolgte durch
zwei weitereGel-ShiftExperimente (Abb. 5.22). Neben dem radioaktiv netkn Aptamer
16-3 (Abb. 5.22, Spur 1 und Spur 5) im Komplex siit-6R (Spur 2, Spur 6) wurde ein

> 1.000fach molarer Uberschuss an nicht markie&gtamer zugesetzt (Spur 3, Spur 7). Die
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5 ERGEBNISSE

markierten und unmarkierten RNA-Molekile konkuréer dabei um die Bindung an den
I6slichen IL-6R, wodurch es zur Abschwachung deéarckerten Bande kam (Kompetition).
Zur Kontrolle wurde eine Kompetition zwischen Ap&m 16-3 und unmarkierter,
unspezifischner RNA R24 (> 1.000fach molarer Ubeussh untersucht (Spur 8). Die RNA
R24 (Tab. 3.5) entstammte ebenfalls der SelektsBigpezifischer Aptamere in der Arbeits-
gruppe von Professor Ulrich Hahn (unverdffentlicidaten). Diese RNA konnte keine

Abschwéachung der Aptamer-siL-6R-Interaktion hervtan.

Kompaonente 1T 2 3 45 6 T & |9
*RNA 16-3 + + + + |+ + + + |+
RMA 16-3 (13 M) + +
RNA R24 (13pM) +
sIL-BR (73 nhi) + + + + + +
anti-His-AK 75 nh) + +
Protein - Aptamer - Komplexe —* . ‘ { ! "
1

- iy

slL-BR - Aptamer - Komplexe —»

ungebundenes Aptamer 16-3 =

Abb. 5.22: Gel-Shift-Analyse der spezifischen Interaktion zwischen Aptaer 16-3 und dem Zielmolekul
sIL-6R mit dazugehdrigen Kontrollen. Neben der Interaktion des markierten Aptamers 16<3 nM,
Spuren 1 und 5) mit dem sIL-6R (75 nM, Spuren 2 6nhdvurden zusatzlich Kompetitionen zwischen
markiertem und nicht markiertem Aptamer (Spurem@ @) bzw. markiertem Aptamer und nicht markierter
Kontroll-RNA R24 (Spur 8) untersucht. In Spur 4 @t Bindung eines Anti-His-AK an sIL-6R-Aptamer-
Komplexe gezeigt, in Spur 9 die Interaktion zwistigtamer und Anti-His-AK. Nach Inkubation und dgter
Gelelektrophorese (5%iges, natives PAA-Gel; 4.&@)nten die Banden mittels Autoradiographie degekti
werden. Es sind die Gele zweier voneinander unapbéAssays zusammengefigt.

Zur ldentifizierung des vom Aptamer gebundenen dinst wurden des Weiteren Versuche
mit einem spezifischen Anti-His-Antikorper durchgleft. Da das Targetprotein sIL-6R einen
His-Tag trug, konnte der Antikérper das Protein am-Hag binden. Die Aptamer-Protein-
Antikdrper-Komplexe wurden im Gel durch ein8apershiftdeutlich, d. h. eine noch starker
verzogerte Bande im Vergleich zum Aptamer-Proteamiglex (Spur 4). Der Anti-His-
Antikdrper zeigte keine Interaktion mit dem Aptamiér3 allein (Abb. 5.22, Spur 9).
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5 ERGEBNISSE

5.5 Kompetitionsstudien
Im Folgenden wurde inn vitro Kompetitionsstudien die Wechselwirkung zwischem de
selektierten RNA-Aptameren und dem sIL-6R in Andulbwesenheit seiner naturlichen

Liganden IL-6, gp130 und Hyper-IL-6 untersucht.

5.5.1 Kompetitionsanalyse zwischen Aptamer 16-3 unidterleukin-6
Die Fahigkeit des Aptamers 16-3, mit dem natiriicheiganden des sIL-6R, dem
Interleukin-6, um eine Bindungsstelle kompetierarkédnnen, sollte in Filterbindungsstudien

analysiert werden (Abb. 5.23).

A Konzentration an sIL-6R
e
Apamer163 +1L6 .« S A BB S S 0O

i 125 % 16-3
Aptamer 16-3 —IL-6 B W . . . ‘ .

601
501
40-

30+

207 o 16-3 + IL6
10- ; * 16-3

10° 108 107 10

RNA-Bindung [%]

sIL-6R [M]

Abb. 5.23: Filterbindungsstudie des RNA-Aptamers 18 an sIL-6R in An- bzw. Abwesenheit von IL-6.

A: Das Protein sIL-6R wurde in steigender Konzerdra(D — 300 nM) mit radioaktiv markiertem Aptamé-3

in Anwesenheit von 740 nM IL-6 (+IL-6) bzw. in Abaenheit von IL-6 (-IL-6) inkubiert und filtriert (8.1).

Die auf dem Filter verbliebenen Mengen der mar&ierRNA sind veranschaulicht. Zur Berechnung des
prozentualen Anteils an gebundener RNA wurde jewveihe definierte Menge (125 %) an RNA auf die
Membran aufgetragerB: Der Anteil des gebundenen RNA-Aptamers 16-3 (in Bé) definierten sIL-6R-
Konzentrationen in Anwesenheit von 740 nM IL-6 (48).bzw. in Abwesenheit von IL-6 (-IL-6) wurde amita
von Filterbindungsstudien (4.6.1) ermittelt und pirisch dargestellt (logarithmische Auftragung). Die
Berechnung der Dissoziationskonstanten erfolgterwiéerwendung eine®ne-Site-Bindingviodells (4.6.1). Es
handelte sich hierbei um eine Doppelbestimmung.
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5 ERGEBNISSE

In Filterbindungsstudien wurde die Wechselwirkures ¢IL-6R mit dem Aptamer 16-3 in
An- bzw. Abwesenheit des Liganden IL-6 untersueh6.l). Zur Bestimmung der prozen-
tualen RNA-Bindung wurde eine definierte Menge aptaimer 16-3 (125 %) auf die
Nitrozellulosemembran aufgetragen (Abb. 5.23; A)je RAuswertung dieses Experiments
zeigte, dass IL-6 auf die Interaktion zwischen d&ptamer 16-3 und slIL-6R offensichtlich
keinen Einfluss hatte (Abb. 5.23). Die Bestimmurey peweiligen Dissoziationskonstanten
resultierte in vergleichbaren Werten, d. h. dgiV®ert ohne IL-6 wies eine Gro3e von etwa
60 + 16 nM auf, in Anwesenheit von IL-6 etwa 89& M.

Die Bestatigung der Aussage, dass zwischen Apta6e3 und IL-6 keine Kompetition
stattfand, sollte miGel-ShiftAssays erfolgen. Dazu wurde das Aptamer (< 1 nM)dam
sIL-6R (75 nM) inkubiert. Den Bindungsansatzen vemrdsteigende Mengen des Liganden
IL-6 (0 — 150 nM) als Kompetitor zugesetzt. Die imeng der Aptamer-Protein-Komplexe
erfolgte im nativen PAA-Gel. Abbildung 5.24 zeigeullich, dass trotz steigender IL-6-
Konzentrationen die deutliche Interaktion zwiscigrtamer und slL-6R erhalten blieb, d. h.
die in ihrem Laufverhalten verlangsamten Aptamér&R-Komplexe wurden nicht gestort.

Das Aptamer 16-3 und IL-6 wiesen somit nicht digigiie Bindungsstelle am Rezeptor auf.

IL&-Konzentration

0 T 150 M

Aptamer - SIL-6R,;,, - Komplex —> by 6 Suy sy men oy Sey H H

Abb. 5.24: Gel-ShiftAssay zur Analyse einer méglichen Kompetition zwihen Aptamer 16-3 und IL-6 um
die Bindung an sIL-6R. Der sIL-6R (75 nM) und das Aptamer 16-3 (< 1 nM)reken in Gegenwart steigender
Konzentrationen an IL-6 (0 nM — 150 nM) auf einéehaktion getestet. Die Trennung der Aptamer-Pnetei
Gemische erfolgte im 5%igen, nativen PAA-Gel (4 6[e Detektion erfolgte mittels Autoradiographie.

In einem zweiterGel-ShiftExperiment wurde die Konzentration an IL-6 auf AN erhoht.
Auch diese hohe Konzentration an Ligand hatte ketiefluss auf die Aptamerbindung. Auf
eine zusatzliche Abbildung wurde daher verzichtet.
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5 ERGEBNISSE

5.5.2 Interaktion des Aptamers 16-3 mit Hyper-1L-6(H-IL-6) und sgp130Fc

Eine weitere Mdglichkeit, eine Kompetition zwischikn6é und Aptamer nachzuweisen bzw.
auszuschlie3en, lag in der Analyse der Interakieischen Aptamer 16-3 und Hyper-IL-6

(Abb. 5.25). Hyper-IL-6 ist ein bioaktives Fusionsiein aus IL-6 und sIL-6R, wobei beide
Interaktionspartner Uber einen flexiblen Polypdptlcer miteinander verbunden sind. Dieser
Linker setzt sich aus den 16 N-terminalen nichtkaéén Aminosduren des IL-6 und dreizehn
weiteren Aminosauren, vorwiegend Glycin und Sem@nsammen. Um die GrofRe dieses
Fusionsproteins so gering wie moglich zu halterrdewauf die N-terminale Immunglobulin-

ahnliche Domane D1 und den C-Terminus des slL-6Riclgtet, da beide nicht fur die

Bioaktivitat des IL-6/sIL-6R-Komplexes bendtigt wlen [20]. Es resultiert ein 408 AS

grof3es Fusionsprotein (Abb. 5.25) mit einem Molakggwicht von etwa 57 kDa.

113 323 29 212

SI L_B R RGGGEEGGGGEYE |L_6

Abb. 5.25: Das Fusionsprotein Hyper-IL-6. Schematisch gezeigt ist das Hyper-IL-6-Fusionskaks
bestehend aus dem N-und C-terminal verkirzten BRL(AS 113 - 323) und IL-6, welche Uber einen flésib
Linker miteinander verbunden sind [20]. (Linker-Amasauren im Einbuchstaben-Code)

Des Weiteren sollte der Einfluss der Aptamerbindang die Interaktion zwischen Hyper-
IL-6 und sgpl30Fc untersucht werden. Hyper-IL-6 attive Form des IL-6/sIL-6R-Kom-
plexes bindet neben gpl130 auch dessen alternadpei@te, l16sliche Form sgpl30. Durch
genetische Fusion dieses Proteins mit dem konstdrei eines IgG1-Antikorpers wurde eine
stark aktive Form dieser Rezeptoruntereinheit ge$eh: sgpl30Fc [16, 72]. Diese
monomere Form dimerisiert aufgrund des jeweiligesTEils (~ 189 kDa). In Abbildung 5.26

ist das Protein schematisch dargestellt.

sgp130Fc

RSN
o \I

sgp130 lgG-Fc

I _>C_ > COOH
<> COOH

Abb. 5.26: Das Fusionsprotein sgp130F®ie extrazellulare Doméne des humanen gp130 (sahwdN-lll-
Domaénen; grau: Immunglobulin-dhnliche Doméanen, weffytokin-bindende Doménen) wurde mit der
konstanten Region der schweren Kette des humati&h figsioniert (nach [72]). Zusatzlich ist ein Crténaler
Hexa-HistidinTag vorhanden. Durch den Fc-Teil wird eine Dimerisiegwermittelt.
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5 ERGEBNISSE

Vor der Durchfuhrung der Bindungsstudien an Hype6lund sgp130Fc wurden die in der
Arbeitsgruppe Rose-John (Universitat Kiel, Deutaoll) produzierten Proteine mittels SDS-
PAGE (7,5%iges SDS-PAA-Gel; 4.3.1) kontrolliert (Alb.27).

1 2 3 4
- W —r
L
170 kDa —
f0kDa — -
15kDa —

Abb. 5.27: 7,5%iges SDS-PAA-Gel zur Analyse der Pteine sIL-6R, Hyper-IL-6 und sgp130Fc.Nach
erfolgter Elektrophorese wurde das Gel @iomassie Brillant Blugefarbt. Spur 1PageRule Prestained
Protein Ladder Spur 2: 2,6 pg sIL-6R (~ 50 kDa); Spur 3: 2,85ldgper-I1L-6 (~ 57 kDa); Spur 4: 2,3 ug
sgpl30Fc-Dimer (~ 189 kDa).

Alle drei Proteine: der sIL-6R (Spur 2), das Hyfe®6 (Spur 3) und das sgpl130Fc (Spur 4)
zeigten eine charakteristische Bande bei entspneleime Molekulargewicht. Die Proteine

wurden fur Filterbindungsstudien uel-ShiftAnalysen eingesetzt.

Bereits in friheren Experimenten konnte gezeigeey dass das Aptamer nicht mit IL-6 um
die gleiche Bindungsstelle am Rezeptor konkurriem Gel-ShiftExperiment (4.6.2) sollte
folgend zur Untersuchung der Interaktion zwischeypét-IL-6 und dem Aptamer 16-3
dienen. Nach Inkubation von Hyper-IL-6 mit radigaktmarkiertem Aptamer und
elektrophoretischer Trennung mittels nativer PAGHrken die Banden mittels Autoradio-
graphie detektiert werden (Abb. 5.28). Ein deutlzh erkennendeShift lieR auf eine
Interaktion schlieRen (Abb. 5.28; Spur 2). Damirdaierneut bestatigt, dass das Aptamer 16-
3 mit dem Rezeptor an einer von der IL-6-Bindestatideren Region interagiert.

In einem weiteren Reaktionsansatz wurde die BindiegyAptamers an einen Komplex aus
Hyper-1L-6 und sgpl30Fc nachgewiesen (Abb. 5.28;rS}. Eine noch starker in ihrem
Laufverhalten verlangsamte Bande deutete auf emraiexbildung aller drei Interaktions-
partner hin. Das Aptamer interagierte demnach mypet-IL-6 an einer von der sgpl130Fc-
Bindestelle ungleichen Region. Das Aptamer intendgi nicht mit sgp130Fc allein (Abb.
5.28; Spur 3).
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Komponente 1 2 3 4
*ona 16-3 + + + +
Hyper-1L-B (520 nh) + +
gp130 (1040 nhd) + +

Aptarmer-Protein-
Komplexe

freies Aptamer 16-3

Abb. 5.28: Gel-Shift-Studie zur Analyse der Interaktion zwischen Aptame 16-3 und den Interaktions-
partnern Hyper-IL-6 und sgp130Fc. Hyper-IL-6 (Spur 2), sgp130Fc (Spur 3) und beidet&ne im Gemisch
(Spur 4) wurden mit radioaktiv markiertem Aptamér3. (< 1 nM) inkubiert. Nach erfolgter Gelelektrapbse

(5%iges, natives PAA-Gel; 4.6.2) und Trocknen deslsGwurden die Banden mittels Autoradiographie
detektiert.

In Filterbindungsstudien konnte eine zum sIL-6Rgleichbar affine Interaktion zwischen

dem Aptamer 16-3 und Hyper-IL-6 bestatigt werdeatéd nicht gezeigt).
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5.6 Minimalmotivsuche der slL-6R-spezifischen RNA-Atamere

5.6.1 ,Damage Selectich

Die Identifikation eines minimierten BindemotivsrdelL-6R-spezifischen RNA-Aptamere
erfolgte zunéchst mittels der in Abbildung 5.29 esolatisch dargestelltenDamage

Selectiofi.

s
,\9&3 Target: sIL-6R an Aptamerfragmente nach
‘\;‘@0 magnetischen Beads alkalischer Hydrolyse
e [
N o @

EEE EE

Magnetische
Separation

Nichtbindende
Fragmente

o %
S 2

sIL-6R-AptamerKomplexe

Abb. 5.29: Ablauf einer ,Damage Selectioh Fur die Minimalmotivsuche selektierter, sIL-6R-sifiszher
RNA-Aptamere wurden durch partielle alkalische Hgse von am 5’-Ende radioaktiv markiertem Aptamer
(4.2.10) Fragmente jeder mdglichen Lange erzeugtseDSpaltprodukte wurden analog der Aptamerselekti
mit an Dynabeadsimmobilisiertem sIL-6R inkubiert. All die Fragmentdie nicht mehr an das Target banden,
wurden mittels magnetischer Separation getrenntjdride RNA-Molekile eluiert und mittels eines 156fig
PAA-Sequenziergels (4.1.3) analysiert. Zur Kone&olWurde die Aptamer-RNA einer RNase T1-Spaltung
(4.2.12) unterzogen und ebenfalls auf das Gel #&wfgen. Die Detektion der Banden erfolgte
autoradiographisch.

Zur Durchfuihrung dieses Experimentes wurden exetispladie Aptamere 16-2 und 16-3 am
5-Ende radioaktiv markiert (4.2.10). Nach alkafisc Hydrolyse wurden die resultierenden
RNA-Fragmente auf eine Interaktion mit dem slL-6Rymobilisiert an Dynabeals
untersucht (4.6.3).
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Abb. 5.30: ,Damage Selectichder Aptamere 16-2 und 16-3. Links:Zur Minimalmotivsuche wurden die am
5-Ende radioaktiv markierten Aptamere 16-2 und 3l@lurch partielle alkalische Hydrolyse unspezifisch
gespalten. Nach Inkubation mit an Dynab&aidsmobilisiertem sIL-6R wurden noch bindende RNAJgkiile
retardiert und mittels eines 15%igen PAA-Sequeggisranalysiert. Spur 1: unbehandeltes Aptamer, Spar

2: unbehandeltes Aptamer 16-3; Spur 3: Eluat ii2emage Selectiomon Aptamer 16-2, Spuren 4+5: Aptamer
16-2 nach Spaltung mit RNaseT1 (0,1 bzw. 1 U/uhurss: Aptamer 16-2 nach alkalischer Hydrolyse; rSpu
Eluat nachDamage Selectiomon Aptamerl6-3, Spuren 8+9: Aptamer 16-3 nach Spaltung miagdV1 (0,1
bzw. 1 U/ul), Spur 10: Aptamer 16-3 nach alkalisdigdrolyse. Orange markiert ist jeweils der Beheies G-
reichen Konsensusmotivs. Die griinen und blauenePfaisen auf kurze RNA-Fragmente hin, die zur Bimgl
an den Rezeptor befahigt waren. Diese Fragmentdemuanhand der Sequenz identifiziert (recHRachts:
Vorhergesagte Sekundarstruktur (4.6.4) der Aptarhéf2 und 16-3. Konservierte Basen des Konsensugsnot
sind in orange dargestellt. Die Pfeile deuten ehiehauf die zur Bindung notwendige Aptamerlange hi

Noch bindende Fragmente der RNA-Aptamere 16-2 (A0, Spur 3) und 16-3 (Abb. 5.30,
Spur 7) wurden uber ein 15%iges PAA-Sequenziergdl.§) analysiert. In der Abbildung

5.30 ist die Autoradiographie dieses Gels dargéstel

Um eine Identifizierung und Zuordnung der entstmeteBanden zu ermoglichen, wurden

Kontrollen bendtigt. Als erster Kontrollansatz derie entsprechende, unbehandelte RNA
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(Abb. 5.30, Spur 1: 16-2 und Spur 2: 16-3). Weitenvurde eine Nukleotidleiter der RNA
erzeugt, wobei die RNA im alkalischen Milieu unsifiszh hydrolysiert wurde (Spuren 6 und
10). Zur weiteren Kontrolle wurde die markierte RN&\ner Ribonuklease T1-Spaltung
unterzogen (4.2.12), wobei die Phosphodiesterbigennzwischen dem jeweiligen 3’-
Guanosin und 5°-OH-Rest gespalten wurden. Somibteonwichtige Guaninreste, besonders
die des G-reichen Konsensusmotivs der Aptamere,Bdgmden im Gel zugeordnet werden
(Spuren 4 und 5 fur das Aptamer 16-2, Spuren 8%ufiid das Aptamer 16-3).

Nach Identifikation der entstandenen Fragmente k&fh erkennen, dass sowohl die
sIL-6R-Bindung des Aptamers 16-2 (Abb. 5.30, Spual8 auch des Aptamers 16-3 (Abb.
5.30, Spur 7) das Vorhandensein des Konsensusmftivé\bb. 5.30 orange markiert)
erforderte (Abb. 5.30, links, untere Pfeile). Eiergleich mit der jeweiligen prognostizierten
Sekundarstruktur (Abb. 5.30, rechts) bestatigtesadidussage. In beiden Ansétzen der
Damage Selectio(Spuren 3 und 7) fallt zusatzlich die nachst héHgande auf (Abb. 5.30,
links, obere Pfeile). Bei diesen etwas langeremddémden Spezies handelte es sich
maoglicherweise um Fragmente, bei denen das Konsemdiy noch durch einen Teil des
doppelstrangigen Stammes stabilisiert vorlag. Dieil® in der Abb. 5.30 (rechts)
kennzeichnen jeweils am weitesten verkirzten RNagkrente, die noch zur Bindung an den
SIL-6R beféahigt sind.

Die Experimente debamage Selectiowurden analog auch an 3’-radioaktiv markierter RNA
durchgefuhrt. Leider konnten daraus keine weitdrdormationen gewonnen werden, da

keine definierten Banden sondern lediglich versanw@ne Signale erhalten wurden.

5.6.2 Verkirzung der Aptamere anhand von Sekundarstikturvorhersagen

Basierend auf der Sekundéarstrukturvorhersage désnfgrs 16-3 mit Hilfe des Programms
mfold web serve(Abb. 5.12; 4.6.4) unter der Einschrankung, dass Miukleobasen der
konservierten Region (Abb. 5.12, orange) keine dagn eingehen durfen, wurde die
Sequenz des Aptamers 16-3 verkirzt (4.6.5). Dalbedevangenommen, dass der G-reiche,
konservierte Bereich moéglicherweise eine stabiletidistruktur in Form von G-Quartetten
bzw. G-Quadruplexen ausbildet, welche fir die Bmglues Aptamers an slIL-6R von
Bedeutung sein konnten. Zunachst wurde das Aptat6e3 zu einem 19mer (16-3_A)
empirisch verklrzt, welches nur die konserviertagl@he Region des Aptamers behielt. Die
verkirzte RNA 16-3 B (47 nt) beinhaltete zusatzlidur G-reichen Region den
stabilisierenden, doppelstrangigen Bereich bestthams neun Basenpaaren. Die dritte
verkirzte RNA, das 63mer 16-3_C, war durch dasdrfetler konstanten Primerbereiche der
ursprunglichen Sequenz charakterisiert (Abb. 5.31).
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—3’

16-3_A

16-3_B

16-3_C
Aptamer [nt] Sequenz
16-3_A[19] GGGG AGGUGUGBGAGGG
16-3_B [47] GGGAUUCUCUUAGAGAGGUGUGUECAGGAAUAUUAAGAGAAU
16-3_C [63] GGGCUUAUA GGGAGGUGUGUEGAGGAAUAUUAAGAGAAUUAACGGUCUAGUUCACCUCGA

Abb. 5.31: Verkirzung des Aptamers 16-3 anhand deworhergesagten Sekundarstruktur unter Ver-
wendung des Programmsnfold web servef81]. Oben: Gezeigt sind neben der Sekiindarstruktur des Vgitdty
Aptamers 16-3 die darauf basierend verkirzten Viggia 16-3 A, 16-3 B und 16-3 C. Der Bereich
konservierter Basen, der in allen verkirzten RNAzaken blieb, ist orange gekennzeichrighten: RNA-
Sequenzen der verkirzten Varianten des sIL-6R-Bpazen Aptamers 16-3 in 5’-3'-Richtung.

Zur Analyse der Bindungseigenschaften dieser vetkiir RNA-Molekile wurden Filter-
bindungsstudien durchgefihrt (4.6.1, Abb. 5.32).dté@ Variante 16-3_B konnte eingRVert
von etwa 26,4 nM (Tab. 5.7) ermittelt werden. Diesmitliche Verkirzung hatte keinen
Einfluss auf die Affinitat zum Rezeptor. Sogar diaf die G-reiche Region reduzierte
Variante 16-3_A, welche lediglich aus 19 Nukleotideestand, konnte das Protein binden,
jedoch mit stark reduzierter Bindungsaffinitaty(K446 nM) im Vergleich zu 16-3. Auch das
Fehlen der Primerregionen in 16-3_C schwachte fheaifit zum Zielprotein (kK ~ 117 nM)
ab.
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Hierbei sollten die angegebenen Werte fir die Agtaarianten 16-3_A und 16-3_C jedoch
als Richtwerte gesehen werden, da der zur genaugBeslimmung notwendige
Sattigungsbereich der RNA-Protein-Interaktion bieiee maximalen slL-6R-Konzentration

von 300 nM nicht vollstandig erreicht werden konnte
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Abb. 5.32: Bindung des Aptamers 16-3 und verkirztelarianten an sIL-6R. Der Anteil an gebundener
RNA (in %) bei definierten slL-6R-Konzentrationerumde in Filterbindungsstudien (4.6.1) ermittelt uind
Abhangigkeit zur sIL-6R-Konzentration dargestdiigarithmische Auftragung). Die gezeigten Messpenkid
Fehlerbalken stellen Mittelwerte und Standardabkgigen aus mindestens drei voneinander unabhéngigen
Studien dar. Die Berechnung der Dissoziationskonstaerfolgte unter Verwendung ein@se-Site-Binding
Modells (4.6.1).

Wie anhand der Abbildung 5.32 ersichtlich wird,gten alle verkiirzten RNAs eine Bindung
an das Zielmolekdl sIL-6R. Trotz einer Verkirzung 9 Nukleotide lag die Affinitat des
47mers 16-3_B im Bereich des Wildtyp-Aptamers. Dakasierend wurde diese Variante fur
weitere Experimente zur Charakterisierung der Agtasil-6R-Wechselwirkung gewahlt.

Tab. 5.7: Kg-Werte und Anteile maximaler Bindung (Bm.x) des Aptamers 16-3 und verkirzter Varianten
an slL-6R ermittelt in Filterbindungsstudien.

Aptamer Ky [NM] Anteil maximaler Bindung [%]
16-3 19,7+4.2 47,9 +2.8
16-3_A 446 + 200 54,4 +£16,4
16-3_B 264+7,1 43,1 +3/4
16-3_C 117+ 30 34,7+4,0

Mittelwerte und Standardabweichungen wurden ausdesiens drei voneinander unabhangigen Messungen
berechnet.
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5.7 Mutationanalysen des Aptamers 16-3 B

Auffallig fur das Konsensusmotiv der Aptamere wan eerstarktes Vorkommen von
Guaninbasen. Dies fuhrte zu der Hypothese, dassRdiA-Molekile stabilisierende G-
Quadruplex-Strukturen ausbilden konnten, was ingémden naher untersucht werden sollte.
Einen moglichen Hinweis auf eine Quadruplexformati@nnten Mutationsstudien liefern,
wobei wichtige, eventuell am G-Quartett beteili@eaninbasen durch Uracil ersetzt wurden.
Innerhalb des Konsensusmotivs der selektierten RIdfsmere existierten funf potentielle
GG-Paare. Sofern die G-reiche Region tatséachlichrAmsbildung von G-Quartetten befahigt
ware, durften folglich vier der funf G-Dupletterrfdie Bindung unentbehrlich sein.
Ausgehend vom 47mer 16-3 B (Abb. 5.33, 16-3_B), m®en der konservierten G-reichen
Region durch einen stabilisierenden, doppelstrargstamm charakterisiert war (Abb. 5.31),
wurden im Bereich der konservierten Region Mutaioreingeflgt. Die Guaninreste an den
Positionen 15, 17, 21, 27 und 32. wurden jeweilllWracilreste ersetzt und somit funf
verschiedene Mutanten erzeugt (Abb. 5.33, 16-3 B- ¥3-3 B_M5).

16-3_B: 5-GGGAUUCUCUUAUA;s GGAGGCUGUGUCAGGGAAUAUUAAGAGAAU-3
16-3_B_M1: 5-GGGAUUCUCUUAUAs GGAGGUGUGUCAGGGAAUAUUAAGAGAAU-3
16-3_B_M2: 5-GGGAUUCUCUUAUAs CUCAGGUGUGUCAGG G AAUAUUAAGAGAAU-3
16-3_B_Ma3: 5-GGGAUUCUCUUAUAs GGAGCUCUGUGUCAGG G AAUAUUAAGAGAAU-3
16-3_B_M4: 5-GGGAUUCUCUUAUAs GCAGGUGUMRUCAG GG AAUAUUAAGAGAAU-3’
16-3_B_MS5: 5-GGGAUUCUCUUAUAs GGCAGGUGUGUCACUG;AAUAUUAAGAGAAU-3

Abb. 5.33: Sequenzen des verkirzten sIL-6R-spezifisen Aptamers 16-3 B und mutierte Varianten Ein
moglicher Hinweis auf die Ausbildung von G-QuadeysBtrukturen konnte durch Mutationsstudien erlnalte
werden. Ausgehend von der slL-6R-bindenden Varid®&_B wurden innerhalb der Konsensussequenz (in
16_3_B orange markiert) am G-Quartett moglicherevéisteiligte Guaninreste durch Uracilreste (blasget.

Die Mutation des G an Position 15 charakterisiéet \dariante 16-3_B_M1. Um die anderen vier GG-Paare
auszuschalten, wurden zusétzliche Varianten erzeiig8 B M2 — 16-3_B_M5. Tiefgestellte Zahlen num-
merieren beispielhaft die Position der einzelneseBa

Eine Mutation innerhalb der an der Quadruplex-Faionabeteiligten GG-Paare sollte zum
Verlust der Bindung an das Protein Hyper-IL-6 fiithr®ie Mutationsanalysen erfolgten in
Form von Filterbindungsstudien (4.6.1). Die Bindwley verkirzten Varianten wurde jeweils
mit dem bindenden Anteil des Aptamers 16-3 vergiiciDie Auswertung der Analyse ist der
Abb. 5.34 zu entnehmen.
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Abb. 5.34; Mutationsanalyse zur Bindung der Aptamee 16-3, 16-3 B und der funf Varianten an Hyper-
IL-6. Der Anteil relativer RNA-Bindung (in %) wurde beiner definierten slL-6R-Konzentration von 300 nM
mit Hilfe von Filterbindungsstudien (4.6.1) ermitteDie gezeigten Messpunkte und Fehlerbalken estell
Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei varaer unabhéngigen Studien dar. Die relative Bigdu
des Aptamers 16-3_B und der Varianten beziehtaigldie Bindung des Wildtyp-Aptamers 16-3.

Die Aptamere 16-3 und 16-3 B ahnelten einanderhien starken Bindungsverhalten
gegenuber Hyper-IL-6. Im Verglich dazu flihrte deusfausch definierter Guaninreste
innerhalb der drei Mutanten 16-3 B_ M3, M4 und Mb& einem Funktionsverlust. Die
Fahigkeit, mit Hyper-IL-6 zu interagieren, war deilt reduziert. Die Mutante 16-3 B_M1
war durch eine stark verringerte Bindung charakteri. 16-3 B M2 dagegen schien
unbeeinflusst von dem Basenaustausch zu sein ugig Béne vergleichbare oder gar bessere
Bindung an Hyper-IL-6.

Die Ergebnisse der Mutationsanalysen stehen iml&ugkmit der aufgestellten Hypothese
zur moglichen Ausbildung einer G-Quadruplex-StruktDer Funktionsverlust der vier
Mutanten 16-3_B_ M1, M3, M4 und M5 flhrt zu der Aage, dass die Guaninreste 15, 21,
27 und 32 des Aptamers 16-3 B fir die Aptamerbigdaessentiell und vielleicht in die
Ausbildung von G-Quartetten involviert sind.

Zur Bestatigung dieses Ergebnisses erfolgte didy&aader Interaktionen zwischen Hyper-
IL-6 und den Aptamer-Varianten in eine@el-ShiftAssay (Abb. 5.35; 4.6.2). Auch dieses
Experiment zeigte, dass das Aptamer 16-3 B undMilante 16-3 B M2 deutlich mit
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Hyper-IL-6 interagieren konnten. So fuhrte eine Migin des Guanins an Position 17 nicht zu
einem Funktionsverlust des Aptamers. Die anderenMutanten zeigten im Vergleich dazu
eine deutlich reduzierte Interaktionsfahigkeit.

Hyper-IL-6

Fomplesx

freie RMA

Abb. 5.35: Gel-ShiftAssay zur Analyse von Varianten des Aptamers 16-B. Die Analyse der Interaktion
zwischen Hyper-IL-6 (330 nM) und dem Aptamer 16-38v. dessen Varianten (16-3_ B_M1 — 16-3_B_MD5)

erfolgte mittels nativer PAGE (5%iges PAA-Gel; 2% Die Detektion der Banden erfolgte mittels
Autoradiographie.
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5.8 Stabilitat der RNA-Aptamere in Zellkulturmedium

Um eine biologische Aktivitdt des Aptamers 16-3 Hallkulturmodell testen zu kbénnen,

wurde vorab die Stabilitdt des Aptamers 16-3 in IMAMedium, dem FKS zugegeben

wurde, kontrolliert. Das radioaktiv markierte Aptaml6-3 wurde in diesem Medium fir

verschiedene Zeitspannen bei 37 °C inkubiert ursttdireRend Uber ein 10%iges, denatu-
rierendes PAA-Gel (4.1.2) analysiert. Abbildung &.3eigt das dazugehdrige Autoradio-
gramm.

A R N
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Abb. 5.36: Stabilitat des RNA-Aptamers 16-3 in ZeKulturmedium. 10 pmol radioaktiv markiertes Aptamer
16-3 wurden in 100 pl DMEM mit FK$A) bzw. ohne FKSB) aufgenommen und bei 37 °C inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden 10 pl Aliquotsemmen, 2x RNA-Ladepuffer zugegeben und direkt bei
-20 °C tiefgefroren. Die Analyse der Ansatze etfielmittels denaturierender PAGE (10%iges PAA-GHl;2).
Nach erfolgter Elektrophorese wurden die radio@tiBanden mittels Autoradiographie detektiert.

Es zeigte sich, dass die Stabilititt des RNA-Aptamd6-3 in FKS-enthaltendem
Zellkulturmedium sehr gering war (Abb. 5.36). B&eanach 30 s war die RNA vollstandig
abgebaut (Abb. 5.36, A). In Medium ohne FKS war BNA deutlich langer stabil (Abb.

5.36, B).

Fur Analysen mittels Durchflusszytometrie war ebatavon grof3er Bedeutung, die Zellen
vor Inkubation mit den RNA-Aptameren durch grindés Waschen mit 1x Selektions-

puffer B oder FKS-freiem Zellkulturmedium von RNasau befreien.
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5.9 Nachweis des IL-6R auf BAF/gp130/IL6R/TNF-Zelle

Um die Fragestellung einer Bindung der sIL-6R-si#ien RNA-Aptamere an IL-6R-
tragende Zellen beantworten zu kénnen, musste hehé@lee Expression des IL-6R auf der
Oberflache eines geeigneten Zellkultursystems rewtegen werden. Bei den dafir
gewahlten eukaryotischen Zellen handelt es sicldenZelllinie BAF/3 (3.12). Diese BAF/3-
Zellen waren mit der cDNA fur gpl130 (BAF/gp130) bzsen cDNAs fur gp130, TNF und
IL-6R (BAF/gp130/IL6R/TNF) stabil transfiziert woed. Mittels Durchflusszytometrie sollte
die Bindung eines IL-6R-spezifischen Antikorpers.1(8 auf der Oberflache von
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen (Abb. 5.37, A) nachgeweeswerden (4.8.1).
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Abb. 5.37: Nachweis des IL-6R auf BAF/gp130/IL6R/TIR-Zellen mittels Durchflusszytometrie (4.8). A)
Gezeigt ist die Analyse von 10.000 unmarkierten RyppE30/IL-6R/TNF-Zellen (blaues Integral)) am
Durchflusszytometer. Die Bindung des primédren hR-8K (3.10) gefolgt von dem sekundaren FITC-
konjugierten Ziege-anti-Maus-AK fiihrten, wie ervert zu einer Verschiebung der vermessenen
Fluoreszenzintensitater:), da diese Zellen zur Produktion des IL-6R bef@ivigren. Zur Kontrolle einer
spezifischen Wechselwirkung mit dem hIL-6R-AK wund®AF/gp130/IL-6R/TNF-Zellen vermessen, die
lediglich mit dem sekundéaren FITC-konjugierten &enti-Maus-AK inkubiert worden warem)( B) Nach
Analyse von 10.000 unmarkierten BAF/gp130-Zellelaks Integralm) wurden BAF/gp130-Zellen vermessen,
die sowohl mit dem priméaren hiL-6R-AK (3.10) alschuidem sekundaren FITC-konjugierten Ziege-anti-Maus
AK inkubiert worden waren ). Es lieB sich, wie erwartet, keine Zunahme denokszenzintensitat
beobachten, da diese Zellen nicht zur IL-6R-Praduktefahigt waren. Zur weiteren Kontrolle wurden
BAF/gp130-Zellen nach der alleinigen Inkubation oém sekundéren FITC-konjugierten Ziege-anti-Mas-A
vermessen ). Die Abbildungen stellen die Auftragung der vessenen Zellzahl (Ordinate) gegen die
dazugehdrigen Fluoreszenzintensitaten (Abszissgidal).

Wie erwartet, lie3 sich ausschlie3lich nach Bindunsyder Antikorper, d. h. sowohl des
primaren hlL-6R-AK (3.10) als auch des sekundaré€hCHonjugierten Ziege-anti-Maus-
AK, an die BAF/gpl130/IL6R/TNF-Zellen, ein deutlighd-luoreszen&hift beobachten

(Abb. 5.37; A,n). Dieses Signal blieb bei Analyse der BAF/gp130lete welche nicht zur
IL-6R-Produktion befahigt waren, aus (Abb. 5.37 3,
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5.10 Bindung fluoreszenzmarkierter Aptamere an IL-8R-tragende Zellen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie sollte geklarevden, ob die beiden sIL-6R-spezifischen
Aptamere 16-3 und 16-3 B den nativen IL-6R auf d&berflache von
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen erkennen kdnnen. Um sids Verfahrens der Durchfluss-
zytometrie bedienen zu kénnen, wurden neben deastenden Aptameren 16-3 und 16-3_B
zur Kontrolle einer unspezifischen Bindung auch deselektierte RNA-Pool R1 und die
Variante 16-3 B_M5 mit dem Alexa Flfo#88 markiert (4.2.9; 3.7). Der Erfolg der
Fluoreszenzmarkierung wurde durch Trennung der RNAgtels eines 10%igen,
denaturierenden PAA-Gels am Fluoreszenzimager (A#8, A; 4.1.6) und folgend nach
EtBr-Farbung unter UV-Licht kontrolliert (Abb. 5.3B; 4.1.4).

A B
1 s . S 1 20030405
200 nt —p |~
100 Nt —, e —
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Abb. 5.38: Kontrolle der Fluoreszenzmarkierung vonRNA. A) Jeweils10 pmol der fluoreszenzmarkierten
RNAs wurden auf ein 10%iges, denaturierendes PARAdB&getragen und nach erfolgter Elektrophorese am
Fluoreszenzimager visualisiert (4.1.6). Spur 2:akpr 16-3 (106 nt); Spur 3: RNA-Pool R1 (106 npui4:
16-3 B (47 nt) und Spur 5: 16-3_B_M5 (47 Bf) Einer Detektion der RNAs am Fluoreszenzimagerefoty
wurden die Nukleinsauren des selben Gels mit Bibdromid gefarbt und unter UV-Licht detektiert (4

Als Standard diente d&iboRulef™ Low Range RNA LaddéBpur 1).

Anhand der Abb. 5.38 (A) wurde der Erfolg der RNAmMierung mit AlexaFludt 488
verdeutlicht. So konnte sowohl fir die 106 nt-lamg@NAs 16-3 und Pool R1 (Spur 2 und 3)
als auch fur die 47mere 16-3 B und 16-3 B_M5 (Spuund 5) ein Fluoreszenzsignal
detektiert werden. Durch einen Vergleich mit d&iboRulef™ Low Range RNA Ladder
(Abb. 5.38; B) konnten die RNA-Banden eindeutigniifeziert und Degradationen ausge-
schlossen werden.

Zur Beantwortung der Frage, ob die sIL-6R-spedikst RNA-Aptamere an IL-6R-tragende
Zellen binden konnten, wurde erneut das VerfahesrDdirchflusszytometrie genutzt (4.8).
Die beiden Zelllinien BAF/gp130 und BAF/gp130/ILAMRAF wurden auf eine Interaktion mit
den vier markierten RNAs hin untersucht (Abb. 5488,2).
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Abb. 5.39: Nachweis der Aptamerbindung an BAF/gp130L6R/TNF-Zellen mittels Durchflusszytometrie
(4.8). A) Nach Messungler Fluoreszenzintensitdten von 10.000 unmarkieB&R/gp130/IL-6R/TNF-Zellen
(blaues Integralm) wurde die Bindung verschiedener RNAs an die BAERD/IL-6R/TNF-Zellen untersucht
(4.8.2). Fur die AlexaFIuSr 488-markierten RNA-Aptamere 16-3-) und 16-3_B{-) konnte eine Bindung an
die IL-6R-tragenden BAF/gpl130/IL6R/TNF-Zellen beobtet werden, da es zu einer Verschiebung der
Fluoreszenzintensitat kaB) Die Kontroll-RNAs Pool R1-() und 16-3_B_M5{-) zeigten keine Bindung an
die BAF/gp130/IL6R/TNF-ZellenC) Nach Messungler Fluoreszenzintensitdten unmarkierter BAF/gp130-
Zellen (blaues Integram) wurde die Bindung der mit AlexaFIUdr88 markierten RNA-Aptamere 16-3-

und 16-3_B {-) an die BAF/gp130-Zellen untersucht. Es konntex&ainspezifische Bindung an diese IL-6R-
defizienten Zellen beobachtet werden, da sich k¥ieeschiebung der Fluoreszenzintensitat zeiDeDie zur
Kontrolle getesteten RNAs Pool R1-J und 16-3_B_M5-{-) zeigten ebenfalls keine unspezifische Bindung an
BAF/gp130-Zellen. Die Abbildungen stellen eine Aafjung der vermessenen Zellzahl gegen die dazu-
gehorigen Fluoreszenzintensitaten dar (4.8).

Anhand Abb. 5.39 ist zu erkennen, dass fur die Wpt@ 16-3 () und 16-3 B {-) eine
Interaktion mit den BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen nagvwgesen werden konnte, nicht aber
fur die Kontroll-RNAs Pool R1{) und die Mutante 16-3_B_M5-).
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Dass die Aptamere ausschlie3lich an die Oberfldeh&AF/gp130/IL6R/TNF-Zellen binden
konnten, wurde am Durchflusszytometer durch Veremessder IL-6R-defizienten
BAF/gp130-Zellen bestatigt. Wie erwartet, zeigtenkeder markierten Nukleinsauren eine
unspezifische Bindung an BAF/gp130-Zellen (Abb95.G und D).

5.11 Kompetition zwischen Aptamer 16-3 und dem AnthiL-6R-AK

Die folgenden Studien der Durchflusszytometrietsallzur Analyse der Aptamerbindung an
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen dienen, welche zuvor ngdém spezifischen murinen Anti-
hIL-6R-AK und dem sekundaren FITC-konjugierten &enti-Maus-AK inkubiert worden
waren (4.8). Zunachst wurde die Bindung des Alexaffl647-markierten Aptamers 16-3 an
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen gemessen (Abb. 5.40,«A Eine unspezifische Interaktion mit
den IL-6R-defizienten BAF/gp130-Zellen (Abb. 5.4),=) blieb erwarteter Weise aus.
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Abb. 5.40: Aptamer-Antikdrper-Kompetition. Untersuchung der Bindung des slIL-6R-spezifischetafyers
16-3 an BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen nach Inkubatiorit minem hIL-6R-spezifischen AK (4.8)A) Nach
Messungder Fluoreszenzintensitdaten von 10.000 unmarkieB®&hR/gp130/IL-6R/TNF-Zellen (blaues Integral;
m) am Durchflusszytometer wurde die Bindung des ARof® 647-markierten Aptamers 16-3 &) an
BAF/gp130/IL-6R/TNF-Zellen nachgewiesen und begtatiEin deutlicher Shift der Zellen zu hoheren
Fluoreszenzsignalen konnte beobachtet werden. Earberige Inkubation der Zellen mit dem hIL-6R-
spezifischen, murinen AK blockierte die Bindung digstamers an die Zeller J. Ein Fluoreszenzshift blieb
aus.B) Nach Messungler Fluoreszenzintensitaten unmarkierter BAF/gpZ80en (blaues Integral) wurde
eine unspezifische Bindung des AlexaFfu647-markiertemAptamers 16-3«) an BAF/gp130-Zellen erneut
ausgeschlossen. Zellen, die vorher mit dem hIL-p&z8ischen, murinen AK inkubiert wurden, zeigten
ebenfalls keine unspezifische Interaktion mit deptafner {). Die Abbildungen stellen eine Auftragung der
vermessenen Zellzahl gegen die dazugehérigen Bpeneintensitaten dar.

Der Anti-hIL-6R-Antikérper in Kombination mit demekundéaren Ziege-anti-Maus-AK
blockierte die spezifische Wechselwirkung des Amesmmit den BAF/gpl130/IL6R/TNF-
Zellen (Abb. 5.40; A; ). Dieses Ergebnis belegt gleichzeitig die speais Bindung des
Aptamers an den nativen IL-6R auf der Oberflache BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen, da der
Anti-hIL-6R-Antikérper gegen den IL-6R gerichtet wa
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Doktorarbeit lag in der Selektion «Charakterisierung von RNA-Aptameren
mit Affinitat fur den Interleukin-6-Rezeptor (IL-GR Aptamere sind einzelstrangige
Nukleinsauren (ssDNA, RNA), die durch Ausbildungeidimensionaler Strukturen
Zielmolekule hoch spezifisch erkennen kdnnen.

1990 verdffentlichten drei Arbeitsgruppen unabhgngineinander erstmalig Studien tber die
Anreicherung dieser Kkleinen Nukleinsauren mit jdsveidefinierter Funktion: die
Arbeitsgruppen um A. Ellington und J. Szostak [4B],Robertson und G. Joyce [49], und
C. Tuerk und L. Gold [50]. Die Generierung diesanitionalen Nukleinsduren erfolgte mit
Hilfe eines kombinatorischeim vitro Selektionsprozesses, name3iSLEX: Systematische
Evolution vonLiganden durcleXponentielle Anreicherung.

Die Anwendung dieses Verfahrens ermoglicht die kEoklung von Aptameren aus einer
randomisierten Nukleinsaurebibliothek von etwa>1@erschiedenen Molekiilen fiir jedes
denkbare Zielmolekul. Das Interesse an dieser Mikéksse und die Zahl der Aptamer-
Publikationen wachsen stetig.

Ein Grund dafir ist das sehr grof3e und breit gefiderAnwendungspotential dieser potenten
Molekulklasse in der Biochemie und Medizin, verdiebt durch den Einsatz von Aptameren
als Wirkstoffe, beispielsweise Pegaptanib [62].

Das Protein, welches in der vorliegenden Arbeitdiime Anreicherung von RNA-Aptameren
ausgewahlt wurde, ist der sIL-6R. Es handelt daimeidie extrazellularen Domanen des
membranstandigen IL-6R, generiert durch alternatgleil3en oder limitierte Proteolyse.
Sowohl IL-6 als auch der sIL-6R sind an einer Vadlizvon Krankheiten, z. B. Rheumatoider
Arthritis, Peritonitis oder Darmkrebs, beteiligt ][2 Eine mdgliche Therapie liegt
beispielsweise in der Anwendung neutralisierendeiti-A-6R-Antikdrper (Tocilizumab,
Actemra, MRA) [5]. Eine alternative Strategie btetetglicherweise die Entwicklung und
Anwendung IL-6R-spezifischer Aptamere. Diese, natndRezeptor zur spezifischen Inter-
aktion befahigten Spezies konnten zu einer BloclagateBindungsstellen fur die natirlichen
Interaktionspartner IL-6 bzw. gp130 fuhren und dodie¢ Rezeptorfunktionen und folgende

Signalgebungen inhibieren.
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6.1 Selektion und Charakterisierung IL-6R-spezifisber RNA-Aptamere

Das Verfahren deimn vitro Selektion wird angewandt, um Nukleinsduren zu geren,
welche aufgrund ihrer komplexen dreidimensionalelufg ausgewéhlte Zielmolekile hoch
spezifisch binden koénnen [51]. Bei diesen Nukleimsd handelt es sich zumeist um
einzelstrangige DNAs oder RNAs. Im Vergleich zu NgDweisen RNA-Molekile aufgrund
ihrer 2’-OH-Gruppe eine erhohte Flexibilitat aufdukbnnen dementsprechend vielfaltigere
Faltungsmuster annehmen. Die meisten der bislaledtmaten Aptamere basieren auf der
Substanzklasse der Ribonukleinsauren. Nachteiligsnmu Betracht gezogen werden, dass die
Stabilitat natirlicher RNA gegeniber enzymatischdmbau durch Nukleasen sehr gering ist
(5.9).

Als ein Beispiel fur die erfolgreiche Entwicklungdi Anwendung von RNA-Aptameren soll
hier das unter dem Namen Macu§drekannte VEGF-spezifische Aptamer erwahnt werden,
welches momentan als einziges Aptamer Einsatz m Miedizin findet. Dies wird zur
Behandlung der altersbedingten MakuladegeneraiMi)) eingesetzt [63].

Die Anreicherung von RNA-Aptameren fur den IL-6Rrvaas Ziel dieser Arbeit. Eine erste
Voraussetzung fur diese Selektion lag in der Héustg einer RNA-Bibliothek ausreichend
hoher Sequenzvielfalt. Den Ausgangspunkt bildete ssDNA-Bibliothek R1, die der
Arbeitsgruppe von Ginter Mayer entstammte, mit mimandomisierten Bereich von 60
Nukleotiden, welcher die Variabilitat des Poolsadetinierte (Vgl. Abb. 5.1). Mittelg vitro
T7-Transkription wurden schatzungsweisé*1@rschiedene RNA-Spezies produziert und als
Startbibliothek in die erste Selektionsrunde eietgs Eine weitere Voraussetzung stellte die
Immobilisierung des Targets dar. Bei dem Targeginothandelte es sich um die
extrazellularen Doméanen des IL-6R, Uber die di@hagenbindung vermittelt wird.

Diese verkurzte Variante, der sogenannte 16slithéR (sIL-6R), wurde dazu sowohl N-
terminal als auch an Lysinresten biotinyliert (Adh5) und an Streptavidin-beschichtete
magnetische Partikel gekoppelt. Ob die Funktioagalites sIL-6R durch diese Modifikation
beeintrachtigt wurde, konnte zu Beginn nicht gedkMerden, lediglich eine mogliche
Degradation des Proteins konnte ausgeschlossereméhtbb. 5.6).

Nach Inkubation der RNA-Bibliothek mit dem Zielmkie unter physiologischen Selektions-
bedingungen erfolgte die Trennung nicht-bindend@&ARMolekile durch magnetische
Separation. Mit steigender Zahl an Selektionszykiemde die Stringenz durch verstarkte
Waschschritte erhoht (Tab. 5.1). Nach 16 Selektioden, wobei stets auf eine
Gegenselektion verzichtet wurde, war es gelungesth haffine Nukleinsaureliganden

anzureichern. Belegt wurde dies in ersten Filtelbngsstudien (Abb. 5.10). Die unselektierte
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Bibliothek wies dabei keine Affinitat fur den sllR6auf. Sowohl nach 9 als auch nach 16
Selektionsrunden wurde die angereicherte Bibliotikédniert und daraus resultierende
Monoklone sequenziert.

Das Ergebnis der 20 Sequenzanalysen waren seclschiegtene Aptamere. Es ist
anzumerken, dass ein Vergleich der Priméarstruktuden Aptamere untereinander eine
auffallige Gemeinsamkeit hervorbrachte: ein defte® konserviertes G-reiches Bindungs-
motiv: 5- GGGEGCGWGUGBOWGGGE3  (Abb. 5.11).H kann dabei fur Adenin, Uracil
oder Cytosin bzwWfir Adenin oder Uracil stehen. Die 13 G-Nukleotidaerhalb dieses 19
Nukleotid-kurzen Bindungsmotivs lagen hauptsachéiafeinander folgend als Dupletten, als
Triplett oder als Quartett vor. Die Ausrichtung déetivs variierte innerhalb der Aptamere,
so befand sich dieses flir das Aptamer 16-2 bespéese eher Richtung 3’-Ende (Nukleotide
48-66 von insgesamt 106 nt), fir das Aptamer 16+&r @am 5-Ende des randomisierten
Bereiches (Nukleotide 32 - 50 von insgesamt 106 nt)

Erste Filterbindungsstudien an den sIL-6R wurdetvi@r ausgewahlten Aptameren (16-1,
16-2, 16-3 und 16-8) unter radioaktiven Bedingundarchgefuhrt. Alle vier ausgewahlten
Aptamere waren in der Lage, den nicht-immobiligertozw. unmodifizierten sIL-6R zu
binden. Aus diesen ersten Untersuchungen reseltidbissoziationskonstanten im Bereich
von etwa 40 nM bis 400 nM. Diese Ergebnisse entsti@m lediglich zwei voneinander
unabhangigen Experimenten. Da das Aptamer 16-3 ademulie hochste Affinitat zum
Rezeptor zu haben schien, wurde diese slIL-6R-Aptamteraktion zur genaueren
Charakterisierung weiter untersucht. Zunachst wurie das Aptamer 16-3 eine Vielzahl
von Filterbindungsstudien durchgefihrt. Ein dansassiltierender ikWert von 19 nM belegte
die hochaffine Interaktion zwischen dem RNA-Aptamed sIL-6R (Abb. 5.14).

Diese Affinitat ist vergleichbar mit bereits durdighrten Selektionen, deren Targetmolekiile
ebenfalls Rezeptoren oder Membranproteine wares.Bdispiele sollen hier das AMPA-
spezifische Aptamer AN58 (KWert ~ 0,42 nM) [85], das HIV-gp120-spezifische RN
Aptamer (k-Wert ~ 52 nM) [86], das den humanen Toll-like-Retpe 2 (TLR2) bindende
Aptamer AP177 (l&Wert ~ 70 pM) [87], die an die Ektodomane des -Tik-Rezeptors 3
(TLR3) bindenden Aptamere ({KVert ~ 3 nM) [88] und die RNA-Aptamere gegen den
Wachstumsfaktof- Typ lll Rezeptor (K-Wert: 1 nM) [89] erwdhnt werden. Die Selektion
von Aptameren gegen DC-SIGN, einen neuen Rezaton.a. eine wichtige Rolle wahrend
der Migration dendritischer Zellen spielt, fuhrte hindenen DNA-Spezies mitq{iNerten
von etwa 20 nM [90].
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Die Anwendung von Filterbindungsstudien zur Deteatipn von Dissoziationskonstanten
stellt eine schnelle und effiziente Methode darhvéad der in dieser Arbeit durchgefuhrten
Bindungstudien wurde neben der spezifischen BindleggRadioliganden an das Zielprotein
auch eine unspezifische, hydrophobe Interaktiondeitverwendeten Nitrozellulosemembran
beobachtet, was den genauen Nachweis der Intemaktidischen Aptamer und Protein
beeintrachtigte. Daher war es stets notwendig,Fiterbindung der zu testenden RNAS in
Abwesenheit von Protein separat zu bestimmen und jgdem einzelnen Messpunkt zu
subtrahieren.

Eine weitere Fehlerquelle liegt in der Natur detrdiiellulosemembran. Das Material ist
briichig und verliert mit der Zeit an Bindungsaffétj besonders bei Lagerung im Sonnenlicht
[91], sodass Schwankungen im Bezug aw\Werte oder Bindungsstarken keine Seltenheit
waren. Diese auftretenden Schwankungen konntenhdbéufige Wiederholungen der
Bindungsstudien reduziert werden. Genaueren Quaatiingen kénnten beispielsweise auch
Doppelfilterbindungsassays dienen, bei denen eiritew Filterpapier (DEAE) unter der
Nitrozellulosemembran all die RNAs auffangt, diehtian die Nitrozellulose binden [91].

Zur Verifizierung der Ergebnisse aus den Filterbimgsstudien wurden die Protein-Aptamer-
Interaktionen zusatzlich isel-ShiftAssays untersucht, wobei die Trennung der Protein-
Aptamer-Komplexe mittels nativer PAGE unter radiban Bedingungen erfolgte. Diese
Bindungsstudien, fur welche ebenfalls keine ModkaAzion des Proteins notwendig war,
bestétigten die hochaffine Aptamer-siL-6R-Wechsédwngin vitro (Abb. 5.18).

Um die selektive Bindung der Aptamere an das sItPéBtein zu untermauern, war es
notwendig, die Spezifitat der RNA-Spezies zu ulig@gr. In nativerGel-ShiftAssays wurde
daher die Wechselwirkung zwischen dem sIL-6R-bidgen Aptamer 16-3 und zur
Verfigung stehenden Kontrollproteinen untersucharabs resultierend konnte eindeutig
belegt werden, dass das Aptamer zwischen dem &damt Targetprotein (sIL-6R) und den
Kontrollproteinen (CEACAM1, Lysozym) diskriminierékonnte (Abb. 5.21).

Eine Unspezifitat der Aptamer-siL-6R-Interaktiorilgodurch einen Vergleich der Bindung
des Aptamers 16-3 mit der Kontroll-RNA O29 ausgéssden werden. Es handelt sich bei
dieser Kontrolle, nicht wie bei dem unselektier®ool R1, um eine RNA-Bibliothek, sondern
um eine definierte RNA. Diese RNA entstammt eineegen p53-gerichteten
Aptamerselektion, welche zuvor in der Arbeitsgruppen Professor Ulrich Hahn
durchgefuhrt wurde (unverdffentlichte Daten). AlssRlItat der Untersuchungen konnte eine
unspezifische Interaktion des sIL-6R mit Nukleingfu erneut ausgeschlossen werden
(Abb. 5.20).
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6.2 Kompetitionsstudien zwischen Aptamer und IL-6REiganden

IL-6 stimuliert seine Zielzellen durch Interaktiomt seinem Rezeptorkomplex, welcher sich
aus einem Molekul IL-6R (klassisch&sgnaling bzw. sIL-6R TransSignaling und zwei
Molekilen gp130 zusammensetzt. Fiur die InterakimnlL-6R und gp130 enthélt IL-6 drei
konservierte Epitope (Bindestellen I, Il und IIB3]. Zur Stimulation von Zellen muss IL-6
zunachst mit dem nicht direkt zur Signalgebung ligtan Rezeptor, IL-6R, einen ersten
Komplex formieren (Bindestelle I, Abb. 6.1, rechtBje extrazellularen Bereiche des IL-6R
und slL-6R gleichen einander und bestehen ausRiveianen: D1, D2 und D3 [13]. Die
aminoterminale Immunglobulin-dhnliche Doméane D1 dwmicht zur IL-6-Bindung und
biologischen Aktivitat benotigt, spielt aber betdmalisierung und Stabilitdt des Rezeptors
eine wichtige Rolle [92].

extrazelluldr

intrazellulér

Abb. 6.1: Schematische Darstellung des Membran-stdigen Interleukin-6-Rezeptors (hach [13]) und
dessen Interaktion zu IL-6 (nach [23]).Links: Der membranstandige Interleukin-6-Rezeptor setzt gum
einen aus den drei extrazellularen Doméanen (giih):N-terminale Immunglobulin-d&hnliche Doméne, Dlu
D3: homologe, Zytokin-bindende Doméanen (CBD) zusamnygefolgt von einer Transmembran- und einer
zytoplasmatischen Doméane (schwamRechts: Rontgenkristallographische Aufklarung der Inteiahstelle |
(violett) zwischen den Doméanen D2 und D3 (griin) Itle8R und dem Zytokin IL-6 (rosa) [23].

Die Bindung des Zytokins IL-6 erfolgt schliel3lichbar die beiden Zytokin-bindenden
Domanen D2 und D3 (Abb. 6.1) [13]. Die Dissoziatkonstante dieser spezifischen Ligand-
Rezeptor-Interaktion liegt bei etwa 1 nM [20].

Ozbeket al. untersuchten die Bindung des IL-6 an die alleinygnane D3 des humanen
IL-6R. Diese Domane genugt der Wechselwirkung, ¢gbdst die Affinitat im Vergleich zum
Wildtyp-siL-6R um eine GroRenordnung verschlechtedr Grund liegt mdoglicherweise am
Fehlen der D2-Doméne, da einige von deren Amineséebenfalls an der IL-6-Bindung
beteiligt sind, jedoch nicht essentiell zu seinescén [13].
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Um nun die Frage zu klaren, in welchem Bereich siiektierten RNA-Aptamere an den
SIL-6R binden bzw. ob eventuell die Aptamere und6lidie gleiche Bindungsstelle am
Rezeptor nutzen, wurden Kompetitionsstudien duriihige Weder in Filterbindungsstudien
(5.23) noch inGel-ShiftAssays (5.24) konnte durch IL-6 die Aptamerbindweny den
Rezeptor blockiert werden. Dies fuhrt zu der Annahatass das Aptamer den Rezeptor an
einer anderen Stelle erkennt als IL-6.

Um diese Annahme zu verifizieren, wurde die Binduleg RNA-Aptamers 16-3 an Hyper-
IL-6 untersucht. Hyper-IL-6 ist ein biologisch hoelktives Fusionsprotein aus IL-6 und
sIL-6R mit einer Gro3e von 408 AS [20]. Das IL-6rd@ dazu Uber einen flexiblen Linker
(13 AS, reich an Glycin und Serin) an den C-Termaides slL-6R fusioniert (Abb. 6.2). Um
weiterhin die Gro3e dieses Designer-Zytokins singewxie moglich zu halten, wurde sowohl
auf die N-terminale Immunglobulin-dhnliche Domane, Dals auch auf einen kurzen

C-terminalen Bereich verzichtet, da diese nichi e IL-6-Bindung essentiell sind [20].

Abb. 6.2: Das Designer-Zytokin Hyper-IL-6. Das Fusionsprotein besteht aus dem N-und C-tefmina
verkirzten sIL-6R (Aminosauren 113 — 323, orangep UL-6 (grau), verbunden uber einen flexiblen
Aminosaure-Linker (grin) [20].

Sowohl mit Hilfe von Filterbindungsstudien (Abb.38) als auch inGel-ShiftAssays
(Abb. 5.28) konnte eine Interaktion des Aptamers316d Hyper-IL-6 bestatigt werden. Dies
fuhrt zu der Erkenntnis, dass die Bindestelle dptamers im Bereich der Domanen D2 und
D3 liegen sollte, da Hyper-1L-6 eine Defizienz @@mane D1 des slIL-6R aufweist.

Das Glykoprotein gp130 ist als ein weiterleitenBezeptor fur die Signaltransduktion einer

extrazellularen IL-6/IL-6R-Stimulation ins Zellinre verantwortlich. Wie bereits erwéahnt,
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enthalt IL-6 fur die Interaktion mit den Rezeptordr6R und gpl30 drei konservierte
Epitope (Bindestellen I, 1l und 1ll). Die Bindedelll (Abb. 6.3) stellt ein aus dem binaren
IL-6/IL-6R-Komplex zusammengesetztes Epitop darjctves mit der Zytokin-bindenden
Region (Doméanen D2 und D3) des gpl130 interagidd.Endestelle Il des IL-6 interagiert
direkt mit gp130 im Bereich der Doméane D1, um sfblich einen aktiven, Signal-gebenden

Komplex zu erzeugen.

gp130

¥ L)
L BT
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_-I".f' =
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Abb. 6.3: Schematische Darstellung der Interaktiondes IL-6/IL-6R-Komplexes mit gp130 (nach [23]).
Roéntgenkristallographisch konnte die Interaktiolstdl (rot und gold) zwischen dem Komplex aus IR-6
(griin) und IL-6 (rosa) und dem Signal-gebenden Rezaypl30 (hellblau) detailiert aufgeklart werdaa].

Mit Hilfe von Strukturaufklarungen konnte gezeigénden, dass die Interaktion zwischen der
D3-Domane des IL-6R und der D3-Doméne des gpl3tigidlr die Ausbildung des
aktiven Komplexes bestehend aus IL-6, IL-6R und3@pist. Weder IL-6 noch der IL-6R
allein sind in der Lage, gp130 zu aktivieren [23].

Nun stellt sich die Frage, ob die sIL-6R-spezifetiRNA-Aptameren vitro die Interaktion
des slIL-6R zu gpl130 im Bereich der D3-Domane bkren kénnen. Dazu wurde e@el-
ShiftAssay (Abb. 5.28) durchgefiihrt. Neben der Bindurmeg d\ptamers an Hyper-IL-6
konnte auch die Bindung an einen Komplex aus Hyp&r-und sgpl30Fc nachgewiesen
werden. Alle drei Komponenten (Aptamer, Hyper-llu6d sgpl30) waren zur Interaktion
befahigt, was zu der Aussage fihrt, dass das Aptdtyper-IL-6 an einer von gp130
verschiedenen Stelle bindet. Zusammenfassend fidieein dieser Arbeit durchgefiihrten
in vitro Studien zu der Erkenntnis, dass die sIL-6R-sptign RNA-Aptamere mit dem
SIL-6R im Bereich der Zytokin-bindenden Doméanen x&d D3 interagieren. In diesem
Bereich liegen ebenfalls die Bindestellen fur detumlichen Liganden IL-6 und gp130.

In vitro wird deren Interaktion und Komplexbildung durcts dgptamer nicht gestort.
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6.3 Verklrzung des slL-6R bindenden Aptamers 16-3

Zur ldentifikation fur die Bindung der RNA-Aptameas den sIL-6R wichtiger Basen wurde
zundchst das Verfahren der sogenannt@amage Selectionangewandt. Fur diese
Experimente wurde die RNA am 5-Ende bzw. in patalh Ansatz am 3’-Ende radioaktiv
markiert. Durch alkalische Hydrolse wurden die Apésie fragmentiert. Nach Neutralisation
folgte die Inkubation dieser modifizierten RNAs rdém Targetprotein sIL-6R, immobilisiert
an Dynabeads Bindende Fragmente wurden eluiert und diese éinedenaturierendes PAA-
Sequenziergel analysiert. Die Ergebnissel@@mage Selectiomon 5’-radioaktiv markierter
RNA fihrten zu der Annahme, dass eine Wechselwgkawischen sIL-6R und den
Aptameren nur bei Vorhandensein des 19-nt-Konsemstidss moglich war (Abb. 5.30) und
legt die Vermutung einer direkten Interaktion dre8asen mit inrem Liganden nahe.

Aus der Damage Selectiornvon 3’-radioaktiv markierter RNA konnten keine geen
Erkenntnisse gewonnen werden. Die Schwierigkeitdalgei in der eindeutigen Zuordnung
und Identifikation erhaltener Fragmente im Sequengel. Es konnten keine scharfen Banden
erhalten werden. Fragmente, die sich in ihrer Langeum wenige Nukleotide unterschieden,
bildeten einen Schmier. Eine mdgliche Erklarungtlimm der Tatsache, dass die zurvitro
RNA-Herstellung verwendete T7-RNA-Polymerase dianBkription an einer definierten
Stelle beginnt, jedoch dazu tendiert, am Ende Tatepinabhéngige Nukleotide anzuhangen
[91]. Die daraus resultierenden heterogenen 3-Brelaer RNA sind fur eine damage
Selection ungeeignet, da das Vorhandensein verschiedener -Rd&ies die RNA-
Sequenzierung und Gelanalyse erschwert.

Zur Optimierung der Erzeugung von 3-Enden mit 10§86 Homogenitat stehen
verschiedene Methoden zur Verfugung. So konntephessveise das Hammerhead- oder
Hepatitis-Delta-Virus-Ribozym (HDV-Ribozym) an d&%-Ende der RNAs angehangt
werden. Die Ribozym-vermittelte Selbstspaltung figwhlie3lich zur Produktion homogener
RNA-Molekule [91].

Da die Versuche zuDamage Selectiorlediglich die Annahme bekraftigten, dass das
konservierte G-reiche Motiv mit einer Lange von rt9fur die Erkennung des sIL-6R
essentiell ist, wurde im Folgenden versucht, dasader 16-3 unter Berlcksichtigung von
Sekundarstrukturvorhersagen zu verkirzen.

Zunachst wurden drei Varianten erzeugt und gete$&e8 A (19 nt), 16-3 B (47 nt) und
16-3_C (63 nt). Fur das 47mer 16-3_B konnte einm Wildtyp-Aptamer vergleichbare
Affinitat bestimmt werden (5.32). Dass die doppéistige Stammstruktur eine

stabilisierende Wirkung auf die Ausbildung der dneiensionalen Struktur hat, belegt die
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verminderte Affinitdt der Varianten 16-3_A und 16€3 gegeniber dem Rezeptor. Jedoch
bestatigte dies gleichzeitig, dass das 19 Nukl&aide Bindemotiv allein fur eine
Wechselwirkung mit dem Rezeptor ausreichend war.

6.4 Hypothese eines G-Quadruplexes als stabilisieides Strukturelement

Es ist bekannt, dass Nukleinsauren mit einem wtstd Vorkommen an Guaninresten
stabilisierende G-Quartett- bzw. G-Quadruplex-Stritgn ausbilden kénnen. Ein G-Quartett
stellt eine selbstorganisierte, inter- oder intrekolare Zusammenlagerung von vier
Guaninbasen dar, welche sich durch Ausbildung kafdlenter Wasserstoffbriicken-

bindungen (Hoogsteen-Basenpaare) planar anordriegagenseitig stabilisieren (Abb. 6.4).
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Abb. 6.4: Darstellung einer selbstorganisierten G-Qartett- bzw. G-Quadruplex-Struktur [93]. A) G-
Quartett-Struktur, wobei vier Guaninbasen durch g#teen-Wasserstoffbriicken miteinander verbundesh sin
Im Inneren wird ein monovalentes Kationen {Naler K) fixiert. [94]. B) Dargestellung einer parallelen G-
Quadruplex-Struktur bestehend aus drei G-Quartetten

A A

Zwei oder mehrere dieser G-Quartette kbnnen sictikak zu sogenannten G-Quadruplexen
stapeln. G-Quadruplexe sind Kationen-bindende Kem®l deren Struktur neben den
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Nukleobagesatzlich durch Wechsel-
wirkungen der G-Quartett-Stapel untereinander zusangehalten wird. Eine zusatzliche
Stabilitat durch Kation-Dipol-Wechselwirkungen r#git aus der Fixierung von mono-
valenten Kationen (NaK") zwischen den Ebenen der einzelnen G-Quartetie [95

In der Literatur wurde bereits eine Vielzahl von &Nils auch DNA-Aptameren beschrieben,
welche G-Quadruplexe als stabilisierendes Strukttisnaufweisen. Als Beispiele sollen hier
Aptamere mit Spezifitat fur das bovine Prionenpro{ePrP) [96], fur das Hormon Thyroxin
[97] und fur den Blutgerinnungsfaktor Thrombin [9f§nannt werden.

Die in dieser Arbeit angereicherten RNA-Aptamenmdsdurch ein gemeinsames G-reiches

Bindungsmotiv charakterisiert. Die fur die Ausbildueines G-Quadruplexes in Frage kom-
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menden Guaninreste (Basen 15 bis 33) innerhalbAgeamers 16-3_B sind beispielhaft in
der 19-nt-kurzen Sequenz: 6:sGGGXGGXXXX GGXXX GGG33-3' fett hervorgehoben.
Diese Guaninbasen liegen aufeinander folgend atst€t;, zwei Dupletten bzw. als Triplett
vor. Die Formierung eines Quadruplexes bestehemdlediglich zwei G-Quartetten ware
denkbar.

Zur ldentifikation an einem potentiellen Quadruplbeteiligter Guaninbasen wurde die
Sequenz des verkirzten Aptamers 16-3_B Mutatiod&stuunterzogen (5.34). Jeweils ein
Guaninrest der innerhalb des Konsensusmotivs Hafiresh fiinf G-Dupletten wurde durch
einen Uracilrest ausgetauscht. War der betroffemantarest an der Protein-RNA-Interaktion
beteiligt, sollte es nach der Mutation zu einerstisghen Reduktion der RNA-Bindung
kommen. Die Mutationen der BasenisG Gy, Gy und Gy fuhrten sowohl in
Filterbindungsstudien als auch @el-Shift-Assayszu einem deutlichen Bindungsverlust
(Abb. 5.34). Aufgrund dieser Ergebnisse kann diindive Aussage getroffen werden, dass
die genannten Reste;45G;;, Gy7 und G, fur die Bindung des Aptamers 16-3_B an sIL-6R
essentiell sind. Ob sich innerhalb des Konsensussiotles Aptamers 16-3 B ein
stabilisierender G-Quadruplex formiert, bleibt splekiv. Abbildung 6.5 zeigt eine mdgliche

parallele Anordnung der konservierten NukleotideAesbildung eines G-Quadruplexes.

Abb. 6.5: Bindemotiv des verkirzten, slL-6R-speziichen RNA-Aptamers 16-3 B dargestellt als
hypothetische parallele G-Quadruplex-Struktur. Zwei G-Quartette, bestehend aus jeweils vier Guzasan,
formieren einen parallelen G-Quadruplex. Im Zentwir ein monovalentes Kation (Nader K) fixiert. Die
Nummerierung der Guaninreste entspricht der Posities Nukleotids in der Sequenz des Aptamers 16-3 B
(47 nt).

Zur weiteren Evaluierung dieser G-Quadruplex-Hypsth konnte ein Vergleich der
Aptamerbindung in Abhéangigkeit von monovalenten diketallkationen dienen. Wie
bereits erwahnt, fixieren G-Quadruplexe die Katio€ bzw. N& zentral zwischen den
einzelnen G-Quartetten [95]. Ohne diese struktairgiinbindung wére die Anordnung der

96



6 DISKUSSION

Guaninreste elektronisch ungunstig. Der murvitro Selektion verwendete 1x Selektions-
puffer B beinhaltete sowohl Natrium- als auch Kaliumionemdass die Ausbildung von G-
Quadruplexen mdoglich war. Mit dem Wissen, dassAjaamer 16-3 mit dem slL-6R hoch-
affin (Kq~20 nM) in diesem 1x Selektionspuffer B interagjievurden in Filterbindungs-
studien weitere Pufferbedingungen getestet, wobisipielsweise auf monovalente Kationen
verzichtet wurde (Tab. 5.6). Da sich PBS aus dempanenten NadPO, und KH,PO,
zusammensetzt, wurde zu einem Tris-Puffersystenegaselt, welches K und Né-frei sein
sollte. Zunachst erfolgten Vergleiche zwischen @eiden Puffersystemen in Anwesenheit
von zum PBS-Puffer gleicher Mengen an Kzw. Nd-lonen. Die Bindungsaffinitat
verschlechterte sich merklich. Ein Verzicht auf, la bzw. auf beide Kationen im Tris-
Puffersystem fiihrte zu einer noch deutlicheren Reolu der Protein-Aptamer-Interaktionen
(5.4.4). Diese Resultate zeigen, dass did#v. Nd-Kationen fir die Bindung des Aptamers
16-3 B an den sIL-6R notwendig sind. Ob nach Enderdieser Kationen aus dem Puffer die
resultierende Reduktion der Bindung auf eine Ddlstadyung des G-Quadruplex zurtick-
zufuhren ist, bleibt weiterhin spekulativ.

Eine dritte Mdglichkeit, die G-Quadruplex-Hypotheaeevaluieren, lage in der Anwendung
der Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD). Schig8konnten auch NMR- und Rontgen-
kristallstruktur-Analysen der Aufklarung diesesugturmotivs dienen.

6.5 Bindung der Aptamere an BAF/gp130/IL6R/TNF-Zelén

Die spezifische Interaktion zwischen dem slIL-6R wah in dieser Arbeit angereicherten
RNA-Aptameren konnte bereits in einer Vielzahl vionvitro Experimenten gezeigt und
evaluiert werden. Es stellte sich infolgedessenkimge, ob die RNA-Aptamere auch zur
Erkennung des nativen, membranstandigen IL-6R aufQberflache eukaryotischer Zellen
befahigt waren. Zur Beantwortung diese Fragestglkerschien die Durchflusszytometrie die
Methode der Wabhl.

Die erste wichtige Voraussetzung zur Durchfihrung YAnalysen am Durchflusszytometer
lag in der Markierung der Nukleinsauren mit flu@iesenden Molekllen. Mittels GTPS-
Transkription und anschlieRender Addition von ARExer®-Maleimiden konnte eine stabile
Verbindung zwischen dem 5’-Ende der RNA und demofephor erhalten werden (Abb.
5.38).

Die zweite Voraussetzung war die Auswahl des getegnZellkultursystems: die Pra-B-Zell-
Linie BAF/3. Es handelt sich dabei um nicht adh&neachsende, IL-3-abhangige Zellen

murinen Ursprungs, welche sowohl gpl130- als auci®éREdefizient sind. Um diese zum
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Nachweis des IL-6R nutzen zu kénnen, wurden die BAtellen mit der cDNA fir gpl130
(BAF/gp130) bzw. zusatzlich mit der cDNA des IL-&Rd TNF (BAF/gpl30/IL6R/TNF)
stabil transfiziert. Durch Expression des Interieu&Rezeptors und des gpl30 auf deren
Zelloberflache genigt nun eine IL-6-Stimulation firs Zellwachstum. Diese Modifikationen
der Wildtyp-Zelllinie fanden in der ArbeitsgruppenuProfessor Stefan Rose-John an der
Universitat Kiel statt. Fur diese Arbeit wurden dstabil-transfizierten BAF/3-Zellen
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Das Waamsder BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen
in IL-3-defizientem, IL-6-haltigem Medium dienteegthzeitig dem Nachweis der IL-6R-
Expression auf deren Oberflache. Unter IL-6-Mank@hnten die Zellen nicht am Leben
gehalten werden. Eine weitere Bestatigung der Regapduktion von
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen konnte aus durchflusszgrischen Analysen unter
Verwendung eines murinen, hiL-6R-spezifischen Airilers erhalten werden (Abb. 5.37).
Wieviele Rezeptormolekile sich auf der Oberflacheere BAF/gpl130/IL6R/TNF-Zelle
befanden, war unklar. Bei Einsatz von etwa 6 ¥ EINA-Molekiilen (10 pmol) und 5 x %0
Zellen in einer durchflusszytometrischen Analyse di@ Mdglichkeit gegeben, ausreichend
Rezeptoren und damit Zellen zu markieren, um eimghtlsare Verschiebung der
Fluoreszenintensitat zu erhalten. In allen durdshytometrischen Analysen konnte eindeutig
gezeigt werden, dass die Aptamere 16-3 und 16-&mBndtiven IL-6R auf der Oberfache der
BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen erkennen und binden kam(Abb. 5.39).

Die Selektion der RNA-Aptamere war gegen die Idaid-orm des Interleukin-6-Rezeptors
(sIL-6R) gerichtet, wobei diese sich lediglich durdas Fehlen der zytoplasmtischen und
intrazellularen Domé&nen vom membranstandigen Rereptterscheidet. Diese Form kann
Uber zwei verschiedene, voneinander unabhangigehdhesmen erzeugt werden: durch
limitierte Proteolyse des membranstandigen Rezegdiaw. durch alternatives SpleiRen auf
Ebene der mRNA [15]. Es verwundert daher nichtsdiie sIL-6R-spezifischen Aptamere
zur Erkennung der Membran-standigen Form des Rezepéefahigt waren.

Die BAF/gp130-Zellen, welche keinen IL-6R auf ihr®berflache besal3en, zeigten keine
Interaktion mit den zu testenden RNA-Spezies. litesen Kontrollexperimenten diente ein
Vergleich der spezifischen Aptamerbindung mit eieeentuell unspezifischen Bindung der
unselektierten Startbibliothek R1 bzw. der Mutah&3 B M5 an die Zelloberflache zur
Evaluierung der spezifischen Aptamer-IL-6R-Wechgdung.

Weitere durchflusszytometrische Analysen fuhrtenleuBeobachtung, dass der von Frau Dr.
Athena Chalaris erzeugte IL-6R-spezifische Antilgirgie Bindung des Aptamers an den IL-
6R auf BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen inhibieren konr{#&bb. 5.40). Ob das sterische Grinde
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6 DISKUSSION

hatte oder ob beide Spezies um eine Bindungs$tetikurrierten, bleibt zu klaren. Da auch
das genaue Epitop, an welchem der Antikorper de@RLbindet, bislang nicht determiniert
werden konnte, lasst sich auch keine weitere Hygssthzur genauen Bindestelle des
Aptamers aufstellen.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit dufihgenin situ Studien, dass die IL-6R-
spezifischen RNA-Aptamere den nativen IL-6R im Bareder Domanen D2 und D3 auf der
Oberflache von Zellen erkennen konnen. Die Fragediese Interaktion funktional ist und
somit eventuell Auswirkungen auf die Zellprolifecst hat, oder ob die Aptamere lediglich

markierende Eigenschaften besitzen, bleibt bislarimpantwortet.

99



7 AUSBLICK

7 Ausblick

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit lag in dartwicklung IL-6R-spezifischer RNA-
Aptamere als moglicher Ansatz einer neuen, zur kénpier-Technologie alternativen
Strategie fur die Behandlung IL-6-bedingter Kranidme wie beispielsweise der Rheuma-
toiden Arthritis.

Die Anreicherung und Charakterisierung der RNA-Aptae konnte erfolgreich durchgefihrt
werden. Die entwickelten hoch-affinen Ribonukleunsi besitzen die vielversprechende
Fahigkeit, mit dem nativen Interleukin-6-Rezeptaf der Oberflache eukaryotischer Zellen
zu interagieren. Die bislang vorgenommenen Studmh die daraus erhaltenen Ergebnisse
fuhrten zu weiteren Fragestellungen, die im Rahmlieser Doktorarbeit nicht beantwortet
werden konnten und die es in Zukunft zu klaren gilt

Die Frage, wo genau die Aptamere den InterleukiRe@eptor binden, soll in weiter-
fuhrenden Experimenten beantwortet werden. Bisbenten die beiden Zytokin-bindenden
Doméanen D2 und D3 des IL-6R als Interaktionsberdiemtifiziert werden. Eine genauere
Determination der Bindungsregion lie3e sich durdierbktionsstudien der Aptamere mit den
einzelnen Doménen D2 und D3 realisieren.

Auf Ebene der Aptamere konnten noch weitere Analy$elgen, beispielsweise die
Aufklarung der an der Interaktion mit dem Rezefpteteiligten Basen. Die Erforschung und
Aufklarung der Aptamer-Sekundarstruktur nach chehas Modifikation der RNA mittels
DMS, Kethoxal oder CMCT (sogChemical Probiny gefolgt von Damage Selectien
Experimenten waren denkbar.

Detaillierteste Erkenntnisse bezlglich der dreidisenalen Wechselwirkung zwischen
Aptamer und IL-6R konnten schliel3lich rontgenktisggraphische Strukturanalysen liefern.
Die vielleicht wichtigsten Fragestellungen, welchBstential in der Aptamer-Ligand-
Wechselwirkung steckt und welchen genauen EinfilissAptamere auf die IL-6-vermittelte
Signaltransduktion bzw. IL-6-stimulierte Zellpraiation haben, bleiben in zukunftigen
Versuchen zu klaren.

Eine Moglichkeit zur Beantwortung dieser Fragengtliein der Durchfiihrung von
Proliferationsstudien. In solchen Tests wiuirde belspeise die IL-6-vermittelte
Zellproliferation von BAF/gp130/IL6R/TNF-Zellen béinwesenheit der IL-6R-spezifischen
Aptamere beobachtet, was Ruckschlisse auf eineichégBlockade der IL-6-vermittelten

Signalgebung zulielRe.

100



7 AUSBLICK

Eine alternative Strategie bietet die Analyse deBR-abhéngigen Synthese von Akute-
Phase-Proteinen (z. B. ACT, Haptoglobin) in HepGpatomzellen [72]. HepG2-Hepatom-
zellen produzieren Akute-Phase-Proteine bei Stitrmmadurch den IL-6/IL-6R-Komplex.
Waren die Aptamere fahig, die IL-6/IL-6R-vermiteliVirkung zu blockieren, wirde die
Sekretion dieser Akute-Phase-Proteine inhibiert.

Eine alternative Anwendung der Aptamere konnte @n Hombination mit der SiRNA-
Technologie liegen und als eine sehr vielverspmedbe Methode zur zielgerichteten
Aufnahme funktioneller siRNAs in Zellen beitragebie Methode der RNA-Interferenz
(RNAI) beschreibt einen zellularen Mechanismus gaeielten Degradation ausgewahlter
MRNASs [86, 99]. RNAi-basierte Wirkstoffe besitzeim @ohes Anwendungspotential, da die
siRNAs durch eine hohe Targetspezifitat, geringanimogenitdt und einfaches Design
charakterisiert sind. Eine Voraussetzung zur eréabfpen RNAi-Anwendungn vivo liegt in
der spezifischen Passage der siRNAs durch die Bellonan. Chimaren aus definierten
siRNAs und den IL-6R-spezifischen RNA-Aptameren it&m nach Bindung an den IL-6R
internalisiert werden. In der Zelle wére die siRMAch Prozessierung durch Dicer in der
Lage, gewahlte mRNAs gezielt auszuschalten.

Welche Mdoglichkeiten in dieser neuartigen Techn@agjecken, konnten McNamaea al.
nach Kopplung PSMA-spezifischer Aptamere an siRNzZesgen [99]. Diese Chimaren
wurden erfolgreich in die Zelle eingebracht und ikem gewtinschte Zielgene stilllegen. Das
Potential dieser Chiméare verdeutlichten ExperimenteXenograft-Modell. So fiuhrten die
Aptamer-siRNA-Konstrukte zur Riuckbildung von PreatKrebszellen [99]. Diese Aptamere
wurden des Weiteren genutzt, um andere theraphatis¥irkstoffe wie Toxine [100],
Doxorubicin [101] oder Nanopartikel [102] dieseniaren zuganglich zu machen.

Fur eine spatere Anwendung der IL-6R-spezifischptafere ware es weiterhin von groRem
Interesse, die Stabilitat der Ribonukleinsduren egéber RNasen und Hydrolyse zu
verbessern, beispielsweise durch das Einfligen glektsrer Modifikationen. Wirde dies zu
Affinitatsverlusten gegentber dem Rezeptor fuhké&mnte eine neum vitro Selektion unter
Verwendung 2’-modifizierter Nukleotide durchgefiihwterden. Als Target kdonnten dazu
Bereiche des IL-6R zum Einsatz kommen, die furldieraktion zu IL-6 bzw. gp130 wichtig
sind. Durch kompetitive Elution mit IL-6 oder augpl30 kdonnten zum anderen IL-6R-
bindende Spezies mit einem verstarkten Potential Inbibition der IL-6-vermittelten

Signalgebung angereichert werden.
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Anhang

Gefahrstoffsymbole

E explosionsgefahrlich O brandférdernd

C atzend F leichtentziindlich

F+ hochentzindlich giftig

T+  sehr giftig Xn  gesundheitsschédlich
Xi reizend N umweltgefahrlich
Gefahrstoffinformationen

Verbindung Gefahrstoffsymbol R-Satze S-Satze
Acrylamid T 45-46-20/21-25-36/38- 53-45

Ampicillin-Natriumsalz ~ Xn

APS O, Xn
BCIP -
Bisacrylamid Xn
DTT Xn, Xi
Essigsaure C
Ethanol F
EtBr T+
Methanol F, T
NaOH C
NBT Xn
Penicillin Xn
Salzséaure, konz. C
SDS F, Xn, Xi
Streptomycinsulfat T
TEMED F,C
Tris Xi
Xylen Cyanol FF Xi

43-48/23/24/25-62
36/37/38-42/43

8-22-36/37/38-42/43

20-22
22-36/38
10-35
11
22-26-36/37/38-68

11-23/24/25-
39/23/24/25

35
20/21-33
42/43
34-37
11-21/22-36/37/38
61-22
11-20/22-34
36/38
36

22-26-36/3
22-24-26-37
22-24/25
22
36/37/39
23.2-26-45
7-16
26-28.2-36/37-45
7-16-36/37-45

26-36/37/39-45
22-45
22-36/37
26-36/37/39-45
26-36/37
36/37/39-45/53
16-26-36/37/3945

24
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Auflistung verwendeter KMR-Substanzen, Kat. | und |l

Cas- Stoffname (IUPAC) Verfahren und eingesetzte Kategorie

Nummer und Cat. Menge (I oder 1)

79-06-1 Acrylamid 30-40%ige, wassrige Lésungen K1B, M1B,
zur Polymerisation. Re2
Menge: 30 ml

1239-45-8 Ethidiumbromid 10 mg/ml wassrige Losungen M2

Farbung von Agarosegelen
(0,5 mg/ml Endkonzentration).

Menge: 50 ml
50-00-0 Formaldehyd 37%ige Losung zur K2
Silberfarbung von Proteinen.
Menge: 50 ml
68-12-2 N,N- BCIP-L6sung zur Farbung von  Rg1B
Dimethylformamid Western Blots.
Menge: 500 ml
10043-35-3 Borséaure Bestandteil von TBE-Puffer. elBRR-1B
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