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Nukleotide und Polypeptide Syn-
these, Sequenzierung, Struktur
und therapeutische Anwendungen

Unsere Kernkompetenz ist die Synthese von DNA und RNA. Wir kén-
nen sie gezielt ver&ndern um analytische und biologische Anwendun-
gen zu entwickeln. Fiir die Therapie haben wir synthetische Oligonuk-
leotide konstruiert um Krebs und Viren mit Antisense Oligonukleotiden,
Ribozymen, CpG-Oligos und RNAi zu bekdmpfen. Fiir die Analyse
entwickelten wir ein neuartiges Konzept der DNA Sequenzierung, das
eine schnelle, parallele und exakte Analyse der Struktur erlauben wird.
Des weitern ermdglichten wir die Abstandsmessungen in RNA und
DNA durch gezieltes Einfihren von Spinlabeln fir EPR Experimente.
Auf dem Gebiet der Polypeptide untersuchten wir die Faltung und Se-
kretion des a-Amylase Inhibitors Parvulustat in S. lividans.

RNA INTERFERENZ

Nach der Entdeckung der RNA-Interferenz wurde schnell deutlich, dass
sie (iber ein groRes therapeutisches Potential verfiigt. Fiir eine thera-
peutische Anwendung von siRNAs miissen noch einige Schwierigkei-
ten Uberwunden werden. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist die begrenzte
Effektivitat der siRNAs sowie deren Applikation. Die wichtigsten Ge-
sichtspunkte fir eine optimale Wirkung der siRNAs sind eine erhdhte
Nukleaseresistenz/Erhéhung der Serumhalbwertszeit, effiziente zellu-
lare Aufnahme, keine Off-Target Effekte und geringe in vivo Toxizitat.
Um diese Voraussetzungen erfllen zu kénnen bedient man sich beim
Design und bei der Synthese der siRNAs verschiedener Modifikationen
wie z.B. der 2'-Position (siehe Abb. 1).

Verschiedene siRNAs mit unterschiedlichen Modifikationen zeigten
ihre suppressive Wirkung in GFP-Expressionsexperimenten [1]. Diese
Modifikationen zeigten ebenfalls Aktivitdt gegen Hepatitis-B-Viren.
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Our expertise is synthesizing DNA and RNA. We can thus tailor ana-
logues for potentially analytical and biological uses. Their analytical and
therapeutic impact can be addressed precisely. For therapeutic purpo-
ses modified synthetic oligonucleotides have been constructed to fight
cancer and viruses through Antisense oligonucleotides, Ribozymes,
CpG-oligos and RNAI. For our analytical focus a novel concept of DNA
sequencing will allow fast, parallel, and precise analysis of structure. In
addition, distance measurement in RNA and DNA was made possible
by introducing spin labels for EPR experiments. In the polypeptide field
we have studied the folding and secretion of the a-Amylase inhibitor
Parvulustat in S. lividans.

The following examples highlight our activities in the field of DNA, RNA
and protein research.

RNA INTERFERENCE

RNA interference has recently been described as the innate defense
mechanism of eucaryotic cells against double stranded RNA such as
viral RNA. Major challenges for successful therapeutic application of
RNAI are increased nuclease resistance, efficient cellular uptake, low
in vivo toxicity and absence of off-target effects. Besides the use of
fluorinated universal bases that are investigated for RNAI application
in our group, we have successfully addressed 2-OH modifications of
natural nucleotides overcoming the problems of stability and uptake
into specific cells. A large series of 21-mer siRNAs incorporating the
modifications below (figure 1) showed high activity in GFP expression
experiments [1]. These modifications have proved active e.g. in anti He-
patitis B virus experiments.
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die Cytidine innerhalb von
CpG-Motiven im  huma-
nen Genom weitgehend
methyliert oder durch
anschlieende Deaminierung zu Thymidin mutiert. Das endosomale
Protein Toll-like Rezeptor 9 erkennt unmethylierte CpG-Oligodesoxy-
nukleotide und induziert eine Immunreaktion, die zur Behandlung von
Krebs, allergischen oder infektiosen Erkrankungen und als Hilfsstoff
fur Impfstoffe verwendet werden kdnnte. Um festzustellen, ob die Un-

Abb. 1: Sequenz biologisch aktiver sSiRNA und syn-
thetisierte 2’-OH-Modifikationen
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Fig. 1: siRNA sequence and 2 -OH modifications for human genomes are main-
the marked nucleosides in gene silencing experiments  ly methylated or mutated to
thymidine by deamination

of the methylated cytidine nucleotide. The Toll-like receptor 9, an endo-
somal protein, recognizes the unmethylated CpG-motif and induces an
immune response. CpG oligonucleotides have been developed to treat
cancer, allergic and infective diseases and as additives for bolstering
the tolerance of vaccinations. The aim of our work is to investigate if
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terscheidung zwischen methylierter und unmethylierter DNA auf einer
starren Proteintasche des Toll-like Rezeptors 9 beruht, die keinen Platz
fur Substituenten enthdlt, wurde der sogar etwas grof3ere lod-Substitu-
ent eingefiihrt. Das iodierte CpG-Oligodesoxynukleotid bewirkte eine
Interferon-alpha-Stimulierung in &hnlich groBem AusmaR wie das un-
substituierte CpG-Oligodesoxynukleotid. Dies widerlegt das Modell ei-
nes starren Rezeptors. Wahrscheinlich passt sich der Toll-like Rezeptor
9 flexibel seinem Liganden an, wobei der lod-Substituent im Gegensatz
zur Methylgruppe toleriert wird.

FLUORESZIERENDE RNA

Fluorophor markierte RNA ist ein wich-
tiges Werkzeug in der Bioanalytik (z.B.
fur Faltungsstudien oder als “molecular
beacon”). Unsere Arbeit konzentriert
sich auf die Fluorophormarkierung in der
2-Position der Purin-Basen, da die minor
groove in einer A-form RNA-Helix besser
zugénglich sein sollte. Wir postulieren,
dass zwei oder mehrere aromatische Flu-
orophore (z.B. Pyren) Stapel entlang der
Helix bilden kdnnen. (siehe Abb. 2).

Die Modifikationen wurden mittels der in
unserer Gruppe etablierten “on-column”
Sonogashira Kupplung in RNA-Oligomere
eingefihrt (siehe EPR, Abb. 4). Wir konn-
ten flr ein kurzes 10mer Oligonukleotid
zeigen, dass bei zweifach pyrensubstitu-
ierten Doppelstrangen nach Hybridisie-
rung eine langwelligere Emission auftritt
(siehe Abb. 2) [2]. Dieser Effekt kann fir

the discrimination of methylated and unmethylated CpG-motifs within
the active site of the Toll-like receptor 9 is due to a rigid structure that
sterically does not allow the presence of any substituent. Therefore a
CpG-oligonucleotide was synthesized bearing a 5-iodo modified cytidi-
ne residue and tested for its potential of immune response stimulation.
Surprisingly it caused an immune reaction similar to that of the unmodi-
fied CpG-motif. This disproves the model of an inflexible receptor. It can
justly be assumed that the Toll-like receptor 9 has a certain ability to
adapt to its ligand whereas the iodo substituent is tolerated in contrast
to the methyl group.

FLUORESCENT RNA

Fluorescently labeled RNA is a useful
tool mostly in RNA analytics (e.g. as mo-
lecular beacon or in folding studies). For
RNA we focus on the fluorescence labe-
ling in the 2-position of purine bases due
to better accessibility in A-form duplices.
We envision that two or more aromatic flu-
orophores like pyrene might form stacks
alongside an A-form helix (see molecular
modell in figure 2).

The modifications are synthesized accor-
ding to our well established on-column
Sonogashira coupling method (see EPR
below, figure 4). For a short model RNA
double strand we could show that twofold
fluorescently labeled RNA exhibits batho-
chromic wavelength shifts upon hybridi-
zation which is even visible to the naked
eye (see insert figure 2) [2]. This effect
can be applied to gain insight far and abo-

Faltungsstudien an RNA benutzt werden.

DNA-SEQUENZIERUNG

Die Methode des zyklischen, reversibel
terminierenden (cyclic reversibly termi-
nating CRT) Sequenzierens hat das Po-
tential um den Ansprichen an

Abbildung 2: Molekulares Modell
der pyrensubstituierten RNA;
rechts-unten: Kuvetten mit Oli-
gonukleotid-Ldsungen zur Ver-
anschaulichung der bathochrom
verschobenen Emission

Figure 2: molecular model of sta-
cked pyrenes alongside a RNA
helix, insert showing bathochro-
mic shift (blue to greenish blue)
upon hybridization

ve static observation into time resolved
observation of RNA hybridization.

DNA SEQUENCING

Cyclic reversibly terminating (CRT) se-

quencing has the potential to fulfill the
needs of high-throughput se-

Hochduchsatzsequenzierung
zu gentigen. Im Gegensatz zum
Sequenzieren mittels der San-
ger-Methode, die bis heute fast
ausschlieBlich verwendet wurde,
ist keine gelelektrophoretische
Trennung notwendig, was einen
hohen Grad an Parallelisierung,
Zeit- und Geldersparnis ermdg-
licht. In Abb. 3 ist der Zyklus
dieser Methode allgemein dar-
gestellt.

Abbildung 3: Reversibler Terminator und
CRT-Sequenzierungszyklus

‘
G
c
G
T

5

G
A
Cc
G
T

1. Addition of reversible - Dye,
terminators and DNA
polymerase.

3-0H
immobitized Fl primer
template [
3 ks

o

A

’.A"'- 3-OH

immobilized |3
imer
template : i

3. Cleavage of Dye i
and Terminator. i

., LH .

raversible Terminator

Dya,

immobilized g
template |
afils

primer

~3-0-Terminator

quencing; it does not need gel
electrophoretic separation and
can be performed in a highly pa-
rallel fashion using array immo-
bilized templates which presents
an advance compared to Sanger
sequencing. A general scheme
for cyclic reversible terminating
is displayed in figure 3.

A CRT sequencing cycle con-
Figure 3: reversible terminator for the
different nucleobases and CRT sequen-
zing cycle

53

Goethe-Universitat Frankfurt ﬁ



Die zu sequenzierenden Template werden auf einem Tréger immobili-
siert und mit den Primern hybridisiert, der eigentliche Sequenzierungs-
zyklus besteht aus drei Schritten: (1) Polymerase-vermittelter Einbau
des komplementéren reversiblen Terminators in den immobilisierten
Doppelstrang, (2) Detektion der Fluoreszenzsignale, die jeweils fir
eine der vier Basen spezifisch sind und (3) Spaltung der terminieren-
den Gruppe und des Reportermolekiils, um die 3-OH Funktion wie-
der herzustellen und die Fluoreszenzsignale der bereits eingebauten
Nucleotide zu beseitigen. Die Wiederholung dieser drei Schritte fiihrt
schlieBlich zur Sequenz des Templats.

EPR

Basierend auf dem grof3en Interesse an der Faltung und der raumlichen
Anordnung von Oligomeren flr das biologische Versténdnis und fiir die
Arzneimittelforschung untersuchen wir die dreidimensionale Struktur
von DNA und RNA mittels Distanzmessungen. Eine Moglichkeit Ab-
stande in Losung zu messen, ist die EPR, dabei werden lange Distan-

sists of three steps: (1) DNA polymerase mediated incorporation of
the complementary reversible terminator into the immobilized double
strand, (2) detection of the fluorescence signals specific for each of the
four bases and (3) cleavage of the terminating moiety and the reporter
molecule to restore the free 3-OH group and remove fluorescence si-
gnals of already incorporated nucleotides. Repeating these three steps
leads to the template sequence. In order to build up a new sequencer
the system has to be integrated in a microfluidics system.

EPR

The folding of oligomers and their three-dimensional structure are areas
of great interest for biological and medical research. Several methods
to get distance information on DNA and RNA in solution are available.
EPR can be used to measure long-range distances between different
unpaired electrons. For this purpose we introduce different spin labels
(S=1/2, ¥N and ®N) into specific positions by iodo-modified bases in
RNA or DNA sequences, via Sonogashira cross-coupling (see figure

zen zwischen zwei unterschiedli-

4) [3]. Distances between 1.5 and

NA " A plnbabel o ACE=
chen, ungepaarten Elektronen er- RE’ B (B‘f *ﬂj:ﬂofl 6 nm were reliably measured. Af-
mittelt (Abb. 4). Zur diesem Zweck = el o " ter successfully working with small
synthetisieren wir lod-modifizierte oo TG “'(; i b+ W model-RNAs and DNAs in the
Oligo(desoxy)nukleotide, die wéh- . o \lﬁ ¥ A- and B-type, we transferred our
rend der Festphasensynthese mit olo? A L 2" labeling via “on column” concept to
verschiedenen Spinlabeln gekup- é) ‘ % A several biologically relevant RNA

pelt werden (S=1/2, N und ®N).
Nach erfolgreicher Analyse von
Model-RNAs und —DNAs wurde
diese Methode auch auf biologisch
relevante RNA-Fragmente ange-
wendet [3,4].

FIMLY [A]

Abbildung 4: oben: “on-column” Sono-
gashira-Kupplung  mit  verschiedenen
Spinlabeln; unten-links: molekulares Mo-
dell mit drei verschiedenen Spinlabeln;
unten-rechts: Korrelation zwischen expe-
rimentellen und theoretischen Abstands-

constructs [3,4].

PARVULUSTAT

Figure 4: top: on-column Sonogashira cou-
pling and different spin labels; bottom left:
molecular model with indicated spin labels
for distance measurement; bottom right:
correlation between experimental and the-
oretical data
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PARVULUSTAT

Um das sehr interessante Gebiet der Proteinfaltung und Stabilitat zu
erforschen, mit einem Fokus auf die Disulfidbriicken, ist in unserem
Arbeitskreis ein Protein etabliert worden, das wir angelehnt an den
weltweit bekannten a-Amylaseinhibitor Tendamistat - Parvulustat (Z-
2685) genannt haben; die Struktur wurde mittels NMR-Spektroskopie
bestimmt [5]. Zur Untersuchung der Stabilitat und Proteinfaltung wur-
den Inhibitorvarianten erzeugt, in denen jeweils zwei Cysteinreste, die
in dem naturlich vorkommendem Parvulustat Disulfidbriicken bilden,
durch verschiedene Aminoséuren ersetzt wurden. Die aktiven Inhibi-
torvarianten wurden in CD- und Fluoreszenz-Experimenten charakteri-
siert und die thermodynamische und kinetische Stabilitt wurde ebenso
bestimmt (Abb. 5).
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In order to investigate the very in-

teresting fields of protein folding and stability, with a focus on disulfide
bridges, our group correctly described (through sequencing) the struc-
ture of Z-2685 isolated from S. parvulus. We thus baptized it Parvulustat
in deliberate analogy to the well known a-Amylase inhibitor Tendamistat
as an analogous inhibitor and ascertained its three dimensional struc-
ture by NMR [5]. To investigate stability and folding inhibitor variants
were produced where the cysteine residues, which form disulphide
linkages in the naturally occurring Parvulustat, were replaced by dif-
ferent amino acids. The active inhibitor variants were characterized by
CD- and Fluorescence spectroscopy and their thermodynamic stability
was determined. By this method a disulphide free Parvulustat will be
available for the first time.
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p der CHC25 Tm [°C] W erte der C43ACTOH
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