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MikroRNAs (miRNAs) sind kurze nichtkodierende RNAs,
die komplementire Basen auf ihrer Ziel-mRNA erkennen
und dadurch entweder zu einer Inhibition der Translations-
initiation fiihren oder zum Abbau der mRNA."? Mikro-
RNAs haben einzigartige Expressionsmuster und sind an fast
jedem wichtigen biologischen Prozess beteiligt, einschlieBlich
der Zellproliferation und -differenzierung und der Apop-
tose.’! Demnach ist die Fehlregulation der miRNA-Expres-
sionsmuster entscheidend fiir den Anfang und den Verlauf
der Tumorbildung,**!

Nach der Herstellung des priméren Transkripts (der pri-
miRNA) umfasst der Reifungsprozess von miRNAs mehrere
Schritte.’! Zuerst wird die pri-miRNA durch den Mikropro-
zessorkomplex, der aus Drosha/DGCRS8 besteht, hydroly-
siert, wodurch haarnadelférmige RNA-Vorstufen (pre-
miRNAs) freigesetzt werden. Danach wird die pre-miRNA in
das Zytosol exportiert und durch die Typ-III-Ribonuklease
Dicer weiterverarbeitet, wobei die ausgereiften miRNAs
entstehen.

Aufgrund der herausragenden Rolle von miRNAs in der
Regulation der Genexpression wurde nach selektiven Hilfs-
mitteln gesucht, um direkt an miRNAs angreifen zu konnen
und dadurch deren Biogenese oder Funktion zu beeinflussen.
Eine solche Substanzklasse sind kurze 2'-Methoxy-modifi-
zierte Einzelstrang-Oligonukleotide (,,Antagomirs“).”! Ant-
agomirs erkennen miRNAs durch komplementédre Basen,
wodurch eine miRNA-mRNA-Assoziation verhindert wird.
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Hier stellen wir eine weitere Klasse von , molekularen
Werkzeugen* auf Nukleinsdurebasis vor, die mit der miRNA-
Aktivitit interferieren, und zwar RNA-Aptamere, die spezi-
fisch die Schleifenregionen der pri-miRNA erkennen und so
deren Reifung modulieren.

Aptamere sind kurze Einzelstrang-Nukleinsduren, die
sich in definierte dreidimensionale Strukturen falten und so
eine spezifische Zielmolekiilerkennung ermoglichen.®®! Ap-
tamere konnen durch einen In-vitro-Selektionsprozess iso-
liert werden, wobei bereits eine groBe Vielfalt an Zielen,
beispielsweise Proteine, Zellen, niedermolekulare Verbin-
dungen oder auch Nukleinsduren, zur Aptameridentifizie-
rung genutzt worden ist. Vor allem fiir Nukleinsduren konnte
bewiesen werden, dass sich die Aptamer-Ziel-RNA-Wech-
selwirkung auf aneinander passende dreidimensionale
Formen stiitzt und nicht nur aufgrund bloer Erkennung von
komplementiren Basen zustande kommt. %]

Wir haben untersucht, ob RNA-Aptamere zur spezifi-
schen Beeinflussung der Biogenese einzelner miRNAs ge-
nutzt werden konnen, und beschreiben hier die Isolierung
und Charakterisierung eines RNA-Aptamers, das spezifisch
an das pri-miRNA-Polycistron 17~18a~19a~20a~19b-1~
92 bindet. Wir zeigen, dass das Aptamer unter anderem mit
der apikalen Schleife der pri-miR18a wechselwirkt und da-
durch die Biogenese aller miRNAs 17-19b-1 innerhalb des
Clusters verhindert. Unsere Ergebnisse belegen, dass Apta-
mere die pri-miRNA-Verarbeitung modulieren konnen und
somit auch als Mittel zur Erforschung dieser Prozesse infrage
kommen. Dariiber hinaus unterstreicht die Tatsache, dass die
miRNA-Reifung durch Bindung an die apikale Schleife be-
einflusst wird, die Bedeutung dieser Regionen wihrend der
pri-miRNA-Entwicklung.

Um Aptamere zu erhalten, die spezifisch an die pri-
miR17 ~18a~19a~20a~19b-1~92 binden, haben wir ein In-
vitro-Selektionsverfahren angewendet, in dem das 791 Nu-
kleotide (nt) lange miRNA-Polycistron, welches die pri-
miR17~18a~19a~20a~19b-1 enthilt, an seinem 5-Ende
biotinyliert und auf Streptavidin-beschichteten magnetischen
Kiigelchen immobilisiert wurde (Abbildung 1).1“"! Die Kii-
gelchen wurden mit einer RNA-Bibliothek inkubiert, die eine
randomisierte Region mit 25 Nukleotiden aufweist. Um eine
Beteiligung der konstanten Regionen der RNA-Bibliothek an
der Bindung zur pri-miRNA auszuschlieBen, wurden diese
Regionen durch Hybridisierung zu komplementéiren Oligo-
desoxynukleotiden (ODNs) blockiert, sodass die randomi-
sierten Nukleotide in der Lage sind, sich frei zu falten.

Nach dem Entfernen aller nichtgebundenen RNA-Se-
quenzen wurden die zuriickgehaltenen RNAs durch die
Zugabe von EDTA eluiert. EDTA setzt bevorzugt solche
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Abbildung 1. A) Sekundirstruktur des pri-miR17~18a~19a~20a~19b-
1-Clusters; Farben veranschaulichen die verschiedenen pre-miRNAs.
B) Die pri-miR18a sowie die Aptamere 7 und F (einschlieRlich der hy-
bridisierten Oligonukleotide zur Blockierung der konstanten Regio-
nen). Die hervorgehobenen Nukleotide von F und 7 in (B) binden an
die pre-miRNA, die in (A) gezeigt ist. Bereiche der pri-miRNA, die
durch das Aptamer 7 gebunden werden, sind in (A) durch farbige
Kasten kenntlich gemacht. HABS: hoch-affine Bindungsstelle (magen-
ta); LABS: niedrig-affine Bindungsstelle (griin). Die magentafarbenen
Nukleotide der pri-miR18a in (B) wechselwirken mit dem Aptamer 7
mit hoher Affinitat.

Molekiile frei, die Mg**-Ionen fiir die RNA-Bindung beno-
tigen, nicht hingegen solche, die ausschlieSlich durch kom-
plementire Basenpaarung binden.

Nach sieben Selektionszyklen konnte eine verstarkte
Bindung an die pri-miRNA beobachtet werden, die dann
durch fiinf weitere Selektionszyklen noch verbessert werden
konnte (Abbildung S1 A). Die RNA-Bibliothek des zwolften
Selektionszyklus wurde kloniert und sequenziert. Unter den
17 untersuchten Sequenzen zeigten neun das Konsensusmo-
tivI (5-AACACCUC), das komplementér zu einer Region
am 5'-Ende des pri-miRNA-Clusters ist (Abbildung S2).

Zwei weitere Motive, MotivII (5-AUCGACAC) und
Motiv IIT (5-CCGCAC), die komplementdr zu Regionen
auferhalb von fiir pre-miRNA kodierenden Sequenzen lagen,
wurden ebenfalls angereichert (Abbildung S2). Die Sequenz
15 trégt zwei Motive, Motiv I und II. Desweiteren wurden
zwei Sequenzen identifiziert, Aptamer 7 und 17, die keines
der drei genannten Motive enthalten. Aptamer 7 enthilt
jedoch eine Sequenz (5-AUCUAC), die komplementir zur
apikalen Schleife von pri-miRNA18a ist, sowie die Sequenz
5-CGACACAAU, die komplementédr zu einer Region zwi-
schen pri-miR19a und pri-miR20a ist (Abbildung 1 und Ab-
bildung S2), was auf zwei mogliche Bindungsstellen hinweist.
Aptamer 17 zeigte keine offensichtliche Sequenzkomple-
mentaritit zur Ziel-pri-miRNA und wurde nicht weiter un-
tersucht.  Oberflichenplasmonenresonanz(SPR)-Analysen
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enthiillten eine Bindung zum pri-miRNA-Cluster mit einer
Dissoziationskonstante von 9 nMm fiir Aptamer 7, wobei Ap-
tamer F, vertretend fiir Motiv I, mit K, =13 nm bindet (Ta-
belle 1 und Abbildung S3).

Tabelle 1: Bestimmung von Dissoziationskonstanten von Aptamer 7 in
Gegenwart blockierender ODNs mithilfe von Oberflachenplasmonreso-
nanz-Analysen.

pri-miRNA k,[M7's™] ke [s7] Ko [M] x
pri-miR17~18~19a 6.4x10" 1.2x107° 9x107° 4
~20~19b-1

pri-miR18a~19a 2.8x10* 1.1x107°  40x10° 2
pri-miR18amut~19a 1.7x10° 5.7x107* Ll =
pri-miR18a~19amut 3.3x10 1.3x107°  40x107° 6

[a] Aufgrund von sehr niedrigen kyi-Werten und einer nicht gesittigten
Kurve konnten keine Ky-Werte bestimmt werden.

Die Wechselwirkung von 7 mit der pri-miRNA ist stark
von der Gegenwart von Mg®"-Ionen und den zu den kon-
stanten Regionen komplementdren ODNs abhéngig, ent-
sprechend der Bedingungen, die auch wihrend der Selektion
herrschten (Tabelle S1 A). Desweiteren zeigte 7 eine bemer-
kenswerte, wenngleich 20fach niedrigere Affinitdt fiir die
isolierte pri-miRNA18a, wohingegen das RNA-Konstrukt
pri-miR18a~19a, das beide moglichen Bindungsstellen ent-
hilt, eine Dissoziationskonstante von 40 nm aufwies (Tabel-
le 1).

Die isolierte pri-miRNA19a, die nur die zweite Bin-
dungsstelle enthilt, wurde ebenfalls vom Aptamer erkannt,
aber die Affinitdt war betrichtlich niedriger als bei dem pri-
miR18a~19a-Konstrukt (Tabelle S1B). Um die Bindungs-
stellen von 7 genauer lokalisieren zu kénnen, wurden Bin-
dungsstudien mit der apikalen Schleifendoméne von pri-
miR18a sowie von Mutanten von pri-miR18a~19a durchge-
fithrt (Abbildung S4 und S6). Es wurde angenommen, dass
die Mutanten der apikalen Schleife, wenn {iiberhaupt, nur
einen geringfiigigen Einfluss auf die Bildung einer weitldufi-
geren Stammstruktur haben, was durch computergestiitzte
Sekundairstrukturanalysen bestitigt werden konnte.'®! Keine
der pri-miR18a-Mutanten der apikalen Schleife zeigte eine
messbare Wechselwirkung mit Aptamer 7, was darauf hin-
deutet, dass die Wildtypvariante dieser Schleifenregion in der
Tat den Bereich umfasst, mit dem das Aptamer wechselwirkt
(Abbildung S3 und S4).

Diese Erkenntnis wird durch SPR-Studien mit einem pri-
miR18a ~ 19a-Konstrukt, in dem die zweite potenzielle Bin-
dungsstelle mutiert wurde (pri-miR18a~19amut), gestiitzt,
welche eine hochaffine Bindung enthiillen (40 nm, Tabelle 1).
Dagegen fiihrt eine Mutation der apikalen Schleife von pri-
miR18a in miR18a~19a (pri-miR18amut~19a) zu einem
Affinitétsverlust (Tabelle 1). Diese Daten beweisen, dass das
Aptamer 7 zwei potenzielle Bindungsstellen enthilt: eine
hoch-affine Bindungsstelle (HABS) in der apikalen Schleife
von pri-miR18a und eine Bindungsstelle mit niedriger Affi-
nitdt (LABS) in der Region zwischen pri-miR19a und pri-
miR20a (Abbildung 1 A).

Diese Ergebnisse wurden durch ,,Footprinting“-Analysen
verifiziert. Hierbei wurde die pri-mil8a mithilfe chemischer
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Abbildung 2. ,Footprinting“-Analyse der Bindung von Aptamer 7 an
pri-miR18a. Die Untersuchung mithilfe chemischer Sonden wurde in
Gegenwart von 7 oder F zu dargestellten Konzentrationen gemacht.
Links: Die apikale Schleifenregion von pri-miR18a. Die Nukleobasen,
die durch die Bindung von Aptamer 7 geschiitzt wurden, sind durch
Punkte gekennzeichnet. Mitte: Denaturierende Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese und Autoradiographie nach der Umsetzung der apikalen
Schleifenregion der pri-miR18a mit den chemischen Sonden DMS
(Dimethylsulfat), Kethoxal oder CMCT (1-Cyclohexyl-3-(2-morpholino-
ethyl)carbodiimid-metho-p-toluolsulfonat) in Gegenwart steigender
Konzentrationen von 7 oder F (2 um, 4 um und 6 um). Negativkontrol-
le: mit Aptameren und ohne Chemikalien. Rechts: Umsetzung mit
chemischen Sonden ohne 7 und F.

Sonden in An- oder Abwesenheit von Aptamer 7 oder Kon-
trollaptamer F untersucht.'” Wie in Abbildung2 und Ab-
bildung S5 zu sehen, schiitzt das Aptamer 7 die apikale
Schleife vor Modifikation durch die chemischen Sonden,
wohingegen F keinen solchen Effekt zeigte. Die Daten aus
Bindungsanalysen und ,,Footprinting™ stiitzten die Schluss-
folgerung, dass das Aptamer 7 die apikale Schleife von pri-
miR18a erkennt.

In letzter Zeit haben sich Hinweise gehiuft, dass konser-
vierte apikale Schleifen eine wichtige, wenn nicht sogar es-
senzielle Rolle wihrend der miRNA-Reifung spielen.!
Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass 2’-Methoxy-modifizierte
Oligonukleotide (,,LooptomiRs*), die vollkommen komple-
mentidr zu konservierten terminalen pri-miRNA-Schleifen
sind, eine Drosha-vermittelte Verarbeitung von Ziel-
miRNAs unterbinden konnen.

Deshalb haben wir untersucht, ob das Aptamer 7 die
Reifung von pri-miRNA18a beeinflusst. Dabei fanden wir
heraus, dass 7 die Bildung von pre-miR18a in konzentra-
tionsabhéngiger Weise beeinflusst, nicht jedoch die von pri-
Let-7a-1. Interessanterweise inhibiert die Zugabe dieses
Aptamers gleichzeitig die Entstehung von pri-miR17 und pri-
miR-19 (Abbildung 3). Dies konnte durch eine Verdnderung
der zwei- oder dreidimensionalen Struktur des gesamten
Clusters zustandekommen, die eventuell durch die zusitzli-
che Wechselwirkung des Aptamers mit der LABS in der Nihe
der pri-miR18a verursacht wird.

AufBlerdem konnte gezeigt werden, dass das LooptomiR
gegen pri-miR18a die Bildung der pre-miR18a verhindert,
wihrend die Entstehung von pri-miR17 und pri-miR-19 leicht
gesteigert wurde.'® Dies deutet darauf hin, dass LooptomiRs
und Aptamere wahrscheinlich durch unterschiedliche Me-
chanismen die miRNA-Reifung beeinflussen.

Es sollte nicht aufler Acht gelassen werden, dass die
Zugabe kiinstlicher RNAs (Aptamer F) eine unspezifische
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Abbildung 3. A) In-vitro-Reifung von pri-miR-17-18a-19a (pri-miR-17-
19). Radioaktiv markierte primire MikroRNA (100x 10° cpm) wurde
mit HelLa-Zellkernextrakten inkubiert. Inkubation der RNA in Gegen-
wart des Aptamers 7 oder des Kontrollaptamers F (6 um). Die Spur
(—) zeigt die Negativkontrollen ohne Extrakt, und die Spur (C) zeigt
die Kontrollreaktion ohne Aptamere, aber mit Zellkernextrakt. Reak-
tionsprodukte wurden auf einem 8% Polyacrylamidgel analysiert. Die
Zahlen zur Linken zeigen einen RNA-GréRenstandard. B) In-vitro-Rei-
fung von pri-let-7a-1. Radioaktiv markierte primire RNA-Sequenzen
(100x 10* cpm) wurden mit HeLa-Zellkernextrakten inkubiert. Inkuba-
tion der RNA mit den Aptameren 7 (6 um) oder F (6 um). Spur (C)
zeigt die Kontrolle mit Hela-Zellkernextrakt, aber ohne Zugabe von
Aptameren. Spur (—) zeigt die Negativkontrolle ohne Extrakt. Die Ana-
lysebedingungen sind wie unter (A) beschrieben.

Erhohung der pri-miRNA-Weiterverarbeitung verursachte
(Abbildung 3 A). Steigende Konzentrationen an Aptamer 7
bewirkten jedoch eine deutliche Inhibition der miRNA-Ent-
stehung, wohingegen das Kontrollaptamer F keine inhibito-
rische Wirkung zeigte (Abbildung 4). Diese Ergebnisse ver-
deutlichen die Effizienz, mit der das Aptamer 7 die pri-
miR18a erkennt und die MikroRNA-Entstehung blockiert.
Im Vorfeld wurde gezeigt, dass hnRNP A1 mit der api-
kalen Schleifendomine der pri-miR18a assoziiert und da-
durch deren Reifung unterstiitzt.'! Um die Einfliisse von
Aptamer 7 auf die pri-miRNA-Entwicklung weiter aufzu-
kldren, haben wir untersucht, ob dieses Aptamer mit hnRNP
Al um die Bindung an die apikale Schleifenstruktur kon-
kurrieren kann. RNA-Chromatographie-Experimente ent-
hiillten, dass das Aptamer 7 die Menge des an pri-miR18a
gebundenen hnRNP A1 reduziert, wohingegen das Kontroll-
aptamer F fast gar keinen Effekt zeigte (Abbildung 5). Be-
merkenswerterweise wurde die Assoziation von hnRNP Al
mit der Kontroll-pri-miRNA pri-let7a-1 nicht durch das Ap-
tamer beeinflusst, was die Spezifitit des Aptamers beweist.['”]
Wir haben ein RNA-Aptamer identifiziert, das haupt-
sdchlich mit der apikalen Schleifenstruktur von pri-miR18a
innerhalb des pri-miRNA-Clusters wechselwirkt. Mutations-
und ,,Footprinting““-Analysen sowie RNA-Chromatographie
haben die Bindungsstellen fiir das Aptamer 7 aufgeklirt.
Uberdies konnte wir zeigen, dass das Aptamer in vitro in die
Reifung von miRNA und damit in deren Funktion eingreift,
was einen Unterschied zu den bisher beschriebenen Ant-
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Abbildung 4. In-vitro-Reifung der pri-miR-17-18a-19a (pri-miR-17-19).
Radioaktiv markierte primare MikroRNAs (100x10° cpm) wurden in
Gegenwart von Hela-Zellkernextrakten inkubiert. Inkubation der RNA
in Gegenwart von Aptamer 7 und Kontrollaptamer F (+: 1.5 um, ++:
3 uM, +++: 6 um). Die erste Spur von links zeigt die Negativkontrol-
le ohne Zugabe von Extrakten. Die zweite Spur zeigt die Kontrollreakti-
on ohne Aptamere, aber in Gegenwart von Zellkernextrakt. Reaktions-
produkte wurden auf einem 8% Polyacrylamidgel untersucht. Die
Zahlen auf der linken Seite bezeichnen den RNA-Grofenstandard.
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Abbildung 5. Das Aptamer 7 verdringt hnRNP A1 spezifisch von der
terminalen Schleife der miR-18a. RNA-Chromatographie der terminalen
Schleifen von pri-miR-18a und pri-let-7a-1 wurde in HelLa-Zellkern-
extrakten in Gegenwart von Aptamer F (6 um), Aptamer 7 (6 pum) oder
ohne Aptamer (C) durchgefiihrt. Die Proben der RNA-Chromatogra-
phie wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mithilfe von GelCode-
Blue (Pierce) visualisiert. Das hnRNP-A1-Protein wurde massenspekt-
rometrisch nachgewiesen.

agomirs und LooptomiRs darstellt. In dieser Untersuchung
wurde erstmalig offengelegt, dass Aptamere als effiziente
Hilfsmittel zur Beeinflussung der miRNA-Entwicklung ge-
nutzt werden konnen und dass sie einen Einfluss auf die
miRNA-Funktion haben. So eroffnet diese Herangehens-
weise einen neuen Weg zur Herstellung spezifischer Rea-
gentien, die bei der miRNA-Entwicklung und -Reifung, vor

allem in einem frithen Stadium der miRNA-Entstehung an-
greifen. Es ist von hochstem Interesse, ob sich die hier in vitro
nachgewiesenen Effekte auch in einem komplexen zelluldren
Umfeld auswirken. Dariiber hinaus vermitteln unsere Er-
gebnisse, dass kleine strukturierte RNA-Motive im Prinzip in
der Lage sind, die pri-miRNA-Reifung spezifisch zu modu-
lieren. Zu diesem Zeitpunkt gibt es keinen Grund dafiir
auszuschlieBen, dass ein natiirliches RNA-Motiv existiert, das
die pri-miRNA-Entstehung iiber einen dhnlichen Mechanis-
mus reguliert. Diese Hypothese versuchen wir zurzeit mithilfe
von genomischen SELEX-Experimenten zu stiitzen.

Eingegangen am 8. Dezember 2009,
verdanderte Fassung am 15. Februar 2010
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