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Die Verkniipfung von RNA mit Reportermolekiilen ist von
besonderer Bedeutung, um die Produktion, den Transport
und die Dynamiken dieser Biomolekiile im biologischen
Kontext effizient untersuchen zu konnen. Innerhalb der ver-
schiedenen RNA-Klassen ist die Markierung von Messenger-
RNAs (mRNAs) von besonderem Interesse, da diese Infor-
mationen iiber die Genexpression enthalten, die mit Ent-
wicklungsvorgéngen oder der Entstehung von Krankheiten in
Zusammenhang stehen kann. Auflerdem liegt ein groBer
Anteil der mRNAs lokalisiert in distinkten Bereichen inner-
halb der Zelle vor, was darauf schlieBen lisst, dass die Lo-
kalisation verschiedener mRNAs in bestimmten subzellulé-
ren Regionen ein Mechanismus zur zeitlichen und rdaumlichen
Regulierung der Genexpression sein konnte.!! Sowohl die
Analyse der Genexpression mithilfe von RNA-Sequenzie-
rungen als auch Untersuchungen zur subzelluliren mRNA-
Lokalisation sind derzeit von enormer Bedeutung. Strategien
zur Markierung von mRNA, die diesen Gesamtprozess ver-
bessern konnten, werden daher dringend benétigt.

Fiir die Markierung von RNA wurden zwei Hauptstrate-
gien entwickelt: a) der direkte Einbau kleiner, chemischer
Reportergruppen wihrend der chemischen oder enzymati-
schen Synthese, gefolgt von postsynthetischer Modifizie-
rung,” und b) die Modifizierung nativer RNA-Molekiile, die
meist chemo-enzymatisch erfolgt.”! Die erste Strategie wurde
beispielsweise genutzt, um wéhrend der Transkription 5-
Ethinyluridin in naszierende RNA einzubauen, das in weite-
rer Folge mithilfe der Cu'-katalysierten Azid-Alkin-Cyclo-
addition (CuAAC) modifiziert werden konnte.! Dadurch
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4@ Ein chemo-enzymatischer Ansatz zur regiospezifischen Modifizierung

lieBen sich sowohl die Synthese als auch der Umsatz und
Transport endogener RNAs visualisieren. Azid-derivatisierte
Nukleotide konnten mithilfe von Nukleotidyltransferasen,
insbesondere Poly(A)-Polymerasen, in beliebige Ziel-RNAs
eingebaut und anschlieend modifiziert werden, wofiir ent-
weder die Cu'- oder die spannungsinduzierte Azid-Alkin-
Cycloaddition genutzt wurde.”! Abgesehen von unterschied-
lichen Versionen der Azid-Alkin-Cycloaddition wurde auch
die inverse Diels-Alder-Reaktion eingesetzt, um das 5'-Ende
von RNA zu modifizieren.!

In der alternativen, chemo-enzymatischen Strategie
werden Enzyme genutzt, um native Nukleinsduren zu modi-
fizieren. Methyltransferasen katalysieren den Transfer einer
Methylgruppe von S-Adenosyl-L-methionin (AdoMet oder
SAM) auf ihr jeweiliges Substrat, in vielen Fillen zeigen diese
Enzyme jedoch Promiskuitdt gegeniiber AdoMet-Analoga.
Im Fall von DNA-, RNA- und Protein-Methyltransferasen
konnte diese Seitenaktivitdt zur Umsetzung verschiedener
AdoMet-Analoga genutzt werden.”!

In der RNA-Forschung wurden tRNAs durch eine tRNA-
Methyltransferase mit einer ldngeren Alkinylgruppe verse-
hen und anschlieBend durch CuAAC fluoreszenzmarkiert.”
Eine sequenzspezifische Markierung von RNA gelang durch
Rekonstitution eines kleinen nukleoldren Box-C/D-Ribonu-
kleoproteins (snoRNP), das aus drei Proteinen (darunter eine
RNA-Methyltransferase) sowie einer Box-C/D-guide-RNA
bestand. Durch die Verwendung unterschiedlicher guide-
RNAs konnten tRNAs und invitro transkribierte pra-
mRNAs sequenzspezifisch durch Einbau eines terminalen
Alkins modifiziert und anschliefend mithilfe von CuAAC
markiert werden.”!

Trotz dieser beachtlichen Erfolge zielt keiner der oben
genannten Ansdtze auf typische Merkmale von mRNA ab,
obwohl dadurch eine spezifische Modifizierung von mRNAs
innerhalb der Vielzahl in der Zelle vorkommenden RNA-
Arten moglich wiirde. Die Markierung eukaryotischer
mRNAs konnte neue Optionen im Bereich der mRNA-Iso-
lierung und -Visualisierung schaffen.

Wir haben eine chemo-enzymatische Strategie entwickelt,
die es ermoglicht, die 5’-Kappe — ein Kennzeichen eukary-
otischer mRNAs — gezielt zu markieren (Abbildung 1). Um
selektiv. mRNAs innerhalb der Gesamtheit aller zelluldr
vorliegenden RNAs zu markieren, haben wir Enzyme ge-
sucht, die in der Lage sind, mRNA-Charakteristika (wie die
N'-methylierte Kappe oder den Poly(A)-Schwanz) zu er-
kennen und zu modifizieren. Trimethylguanosinsynthasen
(Tgs) sind passende Anwirter hierfiir, da sie die fiir mRNAs
typische 5'-Kappe spezifisch an der Position N?> methylieren.
Die humane Tgsl (hTgsl) ist fiir die Hypermethylierung der
m’G-Kappen zu 2,2,7-Trimethylguanosin(TMG)-Kappen
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Abbildung 1. Chemo-enzymatische Modifizierung Kappen-tragender RNAs. In einem zweistufigen Prozess wird zunichst eine reaktive Gruppe mit-
hilfe des Kappen-spezifischen Enzyms GlaTgs2 eingefiihrt, die anschlieRend durch Klick-Reaktionen modifiziert werden kann. Oben: GlaTgs2-
Varianten erméglichen die Herstellung einer N%-Allyl-modifizierten Kappe, wenn AdoPropen (1) als Cosubstrat eingesetzt wird. Die Alkenylfunktion
kann anschlieRend mithilfe von Thiol-En-Klick(TEC)-Chemie markiert werden. Unten: GlaTgs2-Varianten erméglichen auch die Modifizierung der
Kappe unter Verwendung von AdoEnYn (2) als Cosubstrat. Die iibertragene funktionelle Gruppe erméglicht die weitere Modifizierung durch

CuAAC.

verantwortlich, wobei letztere charakteristisch fiir kleine nu-
kleolire RNAs (snoRNAs) und kleine nukleire RNAs
(snRNAs) sind.®! Die Hypermethylierung der m’G-Kappe
von UsnRNAs fiihrt zu deren Anreicherung in nuklearen
Foci, einer Colokalisation mit Coilin sowie der Bildung ka-
nonischer Cajal Bodies.’) Im Unterschied zu hTgs1 iibertrigt
die Trimethylguanosinsynthase aus Giardia lamblia
(GlaTgs2) nur eine einzelne Methylgruppe auf die Position N*
von m’GDP, m’GTP und m’GpppA.I""! Die genaue Funktion
von GlaTgs2 in vivo ist bisher nicht bekannt.

Wir haben die Trimethylguanosinsynthasen von Homo
sapiens (hTgsl) und Giardia lamblia (GlaTgs2) rekombinant
produziert und in vitro auf promiskuitive Aktivitit gegentiber
AdoMet-Analoga AdoPropen (1) und AdoEnYn (2) getestet,
die nach literaturbekannten Methoden synthetisiert worden
waren.”*” Fiir die Aktivititstests wurde das Dinukleotid
m’GpppA (3) als Kappen-Analogon eingesetzt. Die Aktivitit
mit dem natiirlichen Cosubstrat AdoMet wurde analysiert
wie bei Monecke et al. beschrieben.'!! Beide Cofaktor-Ana-
loga (1 und 2) enthalten eine ungesittigte Bindung in (3-Po-
sition zum Schwefelatom, die vermutlich dazu dient, den
Ubergangszustand der Transalkylierungsreaktion zu stabili-
sieren. Die entsprechenden AdoMet-Analoga sind somit be-
vorzugte Substrate fiir diesen Reaktionsverlauf.*®! AdoPro-
pen sollte die Ubertragung einer Allylgruppe auf die Position
N?von 3 und folglich die Bildung von N*-Allyl-m’GpppA (4)
ermoglichen. Die Verwendung von (E/Z)-AdoEnYn (im
Folgenden als AdoEnYn bezeichnet) sollte durch Transfer
eines Penteninylrestes auf die Kappe 3 zur Bildung von N?-
(Pent-2-en-4-inyl)-m’GpppA (5) fiihren. Beide Alkylgruppen
sollten fiir weitere Modifizierung durch literaturbekannte
Klick-Reaktionen zuginglich sein.['?!

Wihrend Tgs1 aus Homo sapiens keine Aktivitdt gegen-
iiber den getesteten AdoMet-Analoga zeigte (Abbildung S1
der Hintergrundinformationen (SI)), konnte fiir GlaTgs2 eine
geringe promiskuitive Aktivitdt gegeniiber 1 nachgewiesen
werden. In der HPLC-Analyse machte sich dies durch ein
neues Signal mit einer Retentionszeit von 10.6 min bemerk-
bar (Abbildung 2 A), das massenspektrometrisch 4 zugeord-
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net werden konnte (Abbildung S2 (SI)). Wie erwartet konnte
GlaTgs2 nur einen einzelnen Alkylrest auf die Position N* des
Substrats transferieren.!"”!

Bei 2.5 Mol-% GlaTgs2-WT wurden 4% m’GpppA mit
1 zum Allyl-modifizierten Produkt 4 umgesetzt, was einer
katalytischen Produktivitdt (total turnover number, TTN)
von ca. 1 entspricht (Abbildung 2 A). Unter optimierten Be-
dingungen wurde fiir GlaTgs2-WT eine TTN von 3 £2 mit
1 als Cosubstrat bestimmt. Die Umsetzung von 3 mit dem
sterisch anspruchsvolleren Cosubstrat 2 durch GlaTgs2-WT
resultierte in der Bildung eines sehr schwachen Signals, das
zunéchst nicht zugeordnet werden konnte (Abbildung 2B).

Um GlaTgs2-Varianten mit verbesserten promiskuitiven
Aktivitdten hinsichtlich der AdoMet-Analoga 1 und 2 zu er-
halten, wurde ein Homologiemodell von GlaTgs2 auf Basis
von hTgsl (pdb-Code: 3GDH!) mithilfe von SWISS-
MODELM! erstellt, um Aminosiurepositionen zu identifi-
zieren, die die Aufnahme der sperrigeren Cosubstrate mog-
licherweise behindern (Abbildung S3 A (SI)). Hierzu suchten
wir in einem Radius von 8 A ausgehend vom Schwefelatom
des S-Adenosylhomocysteins (SAH), des Coprodukts der
Reaktion, nach Aminosdureresten, deren Substitution durch
weniger volumindse Aminosduren die Aufnahme der
AdoMet-Analoga erleichtern konnte. Position V34 in
GlaTgs2 wurde fiir die Substitution gewihlt, nachdem Reste
ausgeschlossen worden waren, die zu 100% konserviert
waren oder deren Substitution bekanntermaBen die Faltung
oder Aktivitit beeintrichtigte.[111°]

Die beste Variante, GlaTgs2-Varl (V34A) zeigte bei
identischen Reaktionsbedingungen eine mehr als dreimal
hohere katalytische Produktivitdt mit 1 als das Wildtyp-
Enzym (TTN 10 42 gegeniiber 3 + 2 fiir WT) (Abbildung 2 A
und Tabelle S1 (SI)). Kinetische Analysen zeigten, dass
sowohl der k- als auch der K,-Wert fiir AdoPropen ver-
bessert waren. GlaTgs2-Varl zeigte fir AdoPropen K, =
(57 +29) um, was einer nahezu dreifach héheren Substrataf-
finitit als beim Wildtyp-Enzym entspricht (K, =(151+
19) uM fiir WT), sowie ke, = (0.18 +0.08) min~" (vgl.: ke, =
(0.09+0.08) min~! fiir WT). Bei Reaktionen mit dem natiir-
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0.2)°C ermittelt. Somit bleibt die Thermosta-
bilitdt durch die eingefiihrte Substitution un-
beeintrichtigt, in Einklang mit den verbesser-
ten TTN-Werten. Bemerkenswert war, dass die
Produktion von GlaTgs2-Varl bis zu 30-mal
besser als beim WT war. Daher konnte die
Enzymkonzentration in den Reaktionen
erhoht werden, wodurch problemlos Umsétze
von bis zu 91% 3 mit 1 erzielt wurden (Ab-
bildung 2 A).

Als nichstes wurde untersucht, ob Varl
auch in Bezug auf 2 verbesserte Merkmale
aufweist und somit einen effizienten Transfer

5_\/
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ermoglicht. In der Tat konnte der Umsatz von 3
mit 2 verdoppelt werden, wenn unter identi-
schen Reaktionsbedingungen GlaTgs2-Varl
anstelle des WT verwendet wurde (Abbil-
dung 2B). Wegen des hoheren Produktionsle-
vels der Variante konnte die Enzymkonzen-
tration erhoht und ein Umsatz von 25% er-
reicht werden (Abbildung 2 B).
Wir konnten nachweisen, dass die enzy-
6 | matische Modifizierung von 3 unter Verwen-
2 dung der Cosubstrate 1 und 2 mit GlaTgs2-
Varl regiospezifisch an Position N? erfolgt
(Abbildungen S4 und S5 (SI)). Die modifi-
zierten Kappen 4 und S konnten mit einer
GlaTgs2-Variante also effizient und mit exzel-
lenter Regiospezifitidt hergestellt werden.
Die AdoMet-Analoga 1 und 2 wurden ge-
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Abbildung 2. Enzymatische Modifizierung des mRNA-Kappen-Analogons m’GpppA (3)
durch GlaTgs2-WT und Varl unter Verwendung der Cosubstrate AdoPropen (1) und Ado-
EnYn (2). Die Abbildung zeigt die HPLC-Analysen der beschriebenen Reaktionen. A) Re-
aktionen mit 1: GlaTgs2-WT (6 um; WT =Wildtyp) bildet 11 pm 4 (¢, =10.6 min) in 3 h
(schwarz), GlaTgs2-Varl (12 um) produziert 83 um 4 (rot). Wegen des héheren Produkti-
onslevels (bis zu 30x) konnte Varl in hoheren Konzentrationen (120 um) eingesetzt
werden, was zur Generierung von bis zu 250 um 4 (91% Umsatz) fithrte (orange). Die
Kontrolle zeigt die Varl-katalysierte Reaktion bei t=0 (ctrl., grau). B) Reaktionen mit 2:
GlaTgs2-WT (18 um) bildet 5 um 5 ((z=11.3 min) in 3 h (schwarz). Varl (26 um) bildet
18 uMm 5 (rot). Eine fiinffach héhere Var1-Konzentration erméglichte 25 % Konversion
(orange). Die Kontrolle zeigt die durch Varl katalysierte Reaktion bei t=0 (ctrl., grau).

R=pppA.

lichen Substrat AdoMet war die TTN der Varl gegeniiber der
des WT reduziert (108 +6 bzw. 296 +38), wogegen der k.-
Wert durch die Mutation unbeeinflusst blieb ((7.6 +4.7) bzw.
(8.54+5.7) min™").

Des Weiteren bestimmten wir T5,-Werte, um die Ther-
mostabilitit der Enzyme zu charakterisieren. Als T, be-
zeichnet man die Temperatur, die nach einer 15-miniitigen
Inkubation zu einer 50-prozentigen Reduzierung der enzy-
matischen Aktivitit fithrt.'® Die Ts,-Werte der Tgs-Enzyme
waren niedrig (hTgs1 (38.5+£0.5)°C, GlaTgs2 (39.9+£0.2)°C),
was darauf hindeutet, dass ihre Evolvierbarkeit gering ist."”
Fiir die aktivste Variante GlaTgs2-Varl wurde Ty, =(40.4+
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tionalitédt versehen und daher fiir eine Modifi-
zierung mithilfe verschiedener Klick-Reaktio-
nen geeignet sind. Die Thiol-En-Klick-Reak-
tion kann genutzt werden, um eine Thiolguppe
mithilfe eines Radikalmechanismus, der durch
einen chemischen Radikalinitiator oder Licht
initiiert wird, an eine terminale Alkengruppe
zu kniipfen.'" Die Reaktion kann photoche-
misch oder thermisch gestartet werden und
fiihrt zur Bildung eines stabilen Thio-
ethers.'”™ ¥ Wir haben den thermisch akti-
vierbaren Katalysator VA-044 (2,2'-Azobis|2-
(2-imidazolin-2-yl)propan]dihydrochlorid)
sowie das Biotin-tragende Thiol 6 eingesetzt,
um N>-Allyl-m’GpppA (4) unter milden Bedingungen (44°C,
wissriges Milieu) in das N’-biotinylierte Kappenderivat 7
umzuwandeln (Abbildung 3A). Die Reaktion wurde mit
HPLC analysiert, wobei ein neues Signal bei 13.6 min de-
tektiert wurde (Abbildung 3B). Die Identitdt der biotiny-
lierten Kappe konnte durch MS bestitigt werden (Abbil-
dung 3C). Die Thiol-En-Reaktion ist hochst spezifisch fiir
Olefine und verlduft in wissrigem Milieu.'® Dennoch ist sie
nicht fiir Reaktionen in zelluldrer Umgebung anwendbar, da
dort freie, konkurrierende Thiole auftreten.

Daher nutzten wir die CuAAC fiir die weitere Modifi-
zierung. Da weder Azide noch terminale Alkingruppen in
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Abbildung 3. Markierung enzymatisch modifizierter mRNA-Kappen durch Klick-
Reaktionen. A) Markierung von 4 durch TEC-Chemie mit Biotin-Thiol 6. B) HPLC-
Analyse der TEC-Reaktion. Die Bildung eines neuen Signals (tz=13.6 min) durch
das biotinylierte N*-Allyl-m’GpppA (7) wurde nach 4 h Inkubation beobachtet
(rot). Bei den Negativkontrollen (=0 h (grau) und ohne Katalysator (schwarz))
wurde kein Produkt gebildet. C) MALDI-TOF-MS-Analyse der TEC-Reaktion. Klick-
Produkt 7 (m/z 1130), N*-Allyl-modifizierte Kappe 4 (m/z 827). D) Markierung
von 5 mit Eterneon480/635-Azid durch CuAAC sollte zur Bildung der modifizier-
ten Kappe 8 fuihren. E) Der Erfolg der CUAAC wurde mithilfe von Polyacrylamid-
(PAA)-Gelen und Eterneon480/635-Fluoreszenz analysiert. Eine fluoreszierende
Bande wurde nach einer Inkubation von 60 min bei 37°C in der Probe, die
sowohl Penteninyl-m’GpppA als auch Cu' enthielt, nicht jedoch bei den Negativ-
kontrollen(t=0 h, oder Kontrollen, denen jeweils eine Komponente fehlte) detek-
tiert. Die chemo-enzymatische Modifizierung von m’GpppA mit 2 und anschlie-
Rende CuAAC wurde auch in Lysat von PC3-Zellen durchgefuhrt (rechtes Gel).
CS: Cosubstrat der enzymatischen Reaktion, 2 oder SAM als Kontrolle. Nicht
umgesetzter Eterneon-Farbstoff verbleibt in den Taschen des Gels und verursacht
das fluoreszierende Signal am oberen Ende aller Bahnen. F) Chemo-enzymati-
sche Markierung Kappen-tragender mRNA durch CuAAC mit Eterneon480/635-
Azid. In vitro transkribierte Kappen-tragende RNA wurde unter Verwendung von
2 und GlaTgs-Varl enzymatisch modifiziert und anschliefend mit CUAAC mar-
kiert. PAA-Gele wurden hinsichtlich Eterneon480/635-Fluoreszenz (rot) analysiert
und auch mit Ethidiumbromid geférbt (griin). Die erhaltenen Bilder wurden
uberlagert. Die Negativkontrolle (—) enthilt RNA derselben Linge, die in der
gleichen Weise wie die Kappen-tragende RNA behandelt, allerdings nur mit
einem unmethylierten Guanosinrest versehen wurde. Marker (M) wurde in der
ersten Bahn aufgetragen, und die Bande, die einer 100-nt-RNA entspricht, ist an-
gezeigt.

natiirlichen Systemen vorkommen, handelt es sich dabei um
eine bioorthogonale Klick-Reaktion.!¥*!’l Diese Reaktion
wurde schon fiir postsynthetische Modifizierungen von
DNAP! und RNA! eingesetzt. Wir verwendeten diese
Reaktion, um ein kéufliches, Fluorophor-tragendes Azid
(Eterneon480/635-Azid) an N>-Penteninyl-m’GpppA (5;
Abbildung 3D) anzubringen, um so eine N*-fluoreszenzmar-
kierte Kappe 8 zu erhalten. Die Bildung von 8 wurde nach
PAA-Gelelektrophorese durch Detektion der Fluoreszenz
analysiert (Abbildung 3E). Lediglich Reaktionen, die aus-
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gehend von der enzymatisch modifizierten Kappe §
mit Eterneon-Azid sowie dem Kupferkatalysator
umgesetzt wurden, fithrten zur Bildung einer fluo-
reszierenden Bande (Abbildung 3E).

Zudem konnten die Bildung von § sowie die an-
schlieBende CuAAC auch in Lysaten von E. coli und
PC3-Zellen durchgefiithrt werden (Abbildungen S7
(SI) und 3E). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass
die chemo-enzymatische Modifizierung in den kom-
plexen Umgebungen pro- und vor allem auch eu-
karyotischer Zellen moglich ist, wobei letztere
Kappen-bindende Proteine enthalten.

In der Folge fragten wir uns, ob unsere Methode
auch geeignet sein konnte, um liangere, Kappen-tra-
gende RNAs zu modifizieren, die eher eukaryoti-
schen mRNAs als das bisher genutzte m’GpppA
entsprechen (Abbildung 1). Zu diesem Zweck stell-
ten wir eine 106 nt lange, Kappen-tragende RNA
durch In-vitro-Transkription und anschlieBendes
Capping her und testeten daran unser chemo-enzy-
matisches Markierungsverfahren. Die Modifizierung
der RNA mit AdoEnYn (2), katalysiert durch
GlaTgs-Varl, und anschlieBende CuAAC fiihrten zur
Bildung fluoreszierender RNA, die in PAA-Gelen
nachgewiesen wurde (Abbildung 3F). Die Uberla-
gerung der Bilder zeigte die fluoreszierende Bande
an derselben Position wie die durch Ethidiumbro-
midfarbung detektierte, was darauf hindeutet, dass
die modifizierte RNA intakt ist.

Um zu testen, ob die RNA-Markierung spezifisch
hinsichtlich der modifizierten Kappenstruktur ist,
stellten wir eine Kontroll-RNA derselben Lénge her,
allerdings ohne AdoMet in der Capping-Reaktion
zuzusetzen. Die Kontroll-RNA sollte somit am 5'-
Ende ein Guanosin enthalten, das iiber eine Tri-
phosphatbriicke verkniipft, aber nicht an N’ methy-
liert ist. Da die N’-Methylierung eine Voraussetzung
fir die weitere Modifizierung durch GlaTgs2 dar-
stellt, sollte die Kontroll-RNA keine N*-Penteninyl-
Modifizierung der 5-Kappe erhalten. Erwartungs-
gemill zeigte die Kontroll-lRNA keine fluoreszie-
rende Bande im Gel, nachdem die chemo-enzymati-
sche Modifizierung unter identischen Bedingungen
wie zuvor durchgefithrt worden war, was darauf
schlieBen ldsst, dass die Modifizierung spezifisch fiir
die 5'-Kappe ist (Abbildung 3F). Daher kann unsere
Methode genutzt werden, um spezifisch Kappen-
tragende RNAs zu markieren.

Wir haben einen neuen Ansatz entwickelt, um

Kappen-tragende RNA regiospezifisch zu modifizieren. Da
die Kappe mRNAs kennzeichnet, hat unsere Methode ein
breites potenzielles Anwendungsgebiet, wie die Isolierung
oder Anreicherung von mRNAs aus eukaryotischer Total-
RNA oder die selektive Markierung von mRNAs. Wir nutzen
die Fihigkeit der Trimethylguansosinsynthasen, das m’G-
Triphosphat am 5'-Ende des Biopolymers RNA zu erkennen,
um eine bioorthogonale Reportergruppe -einfithren zu
konnen, die in weiterer Folge die Verkniipfung mit einer frei
wihlbaren funktionalen Einheit ermoglicht — wie anhand der
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Einfiihrung eines Biotins und eines Fluorophors gezeigt
wurde. Mithilfe der CuA AC konnten wir die Kappe sogar in
der komplexen Umgebung zelluldren Lysats modifizieren.

Unsere Strategie umfasst die enzymatische Modifizierung
der mRNA-Kappe mit einem Alkenyl- oder Alkinylrest, ge-
folgt von einer geeigneten Klick-Reaktion, beispielsweise
TEC oder CuAAC. Wihrend zahlreiche Enzyme fiir die
Modifizierung von DNA sowie nichtkodierenden RNAs
(besonders tRNAs und rRNAs)?! bekannt sind, ist das
Spektrum mRNA-spezifischer Methyltransferasen begrenzt,
was die Auswahl an moglichen Enzymen fiir diesen Zweck
einschrankt. Auflerdem scheint die promiskuitive Aktivitét
der Tgs-Enzyme gegeniiber AdoMet-Analoga gering gegen-
uber der anderer Methyltransferasen, die bereits fiir chemo-
enzymatische Modifizierungen von Proteinen,*1 DNA 37l
tRNAU¢ und pra-mRNAU genutzt wurden. Wir mussten
GlaTgs-Varianten generieren, um eine gute Aktivitédt beziig-
lich der AdoMet-Analoga zu erhalten. Die beste Variante,
GlaTgs-Varl, zeigte nicht nur eine erhohte spezifische Akti-
vitdt gegeniiber 1 und 2, sondern auch ein bemerkenswert
hoheres Produktionslevel. GlaTgs2-Varl war in der Lage, bis
zu 91 % m’GpppA (3) mit AdoPropen als Substrat und bis zu
25% mit AdoEnYn umzusetzen.

Besonders erwidhnenswert ist, dass unser Ansatz auch
genutzt werden kann, um liangere, Kappen-tragende RNAs zu
modifizieren, was wir durch Markierung einer transkribierten
und Kappen-tragenden, 106 nt langen RNA zeigen konnten.
Dieses Ergebnis konnte ein Wegbereiter fiir niitzliche An-
wendungen dieses Verfahrens im Bereich der mRNA-Isolie-
rung und -Markierung sein. Es ist vorstellbar, durch Erwei-
terung des Cosubstrat-Spektrums mithilfe von Protein-Engi-
neering chemo-enzymatische Modifizierungen unter Ver-
wendung Kupfer-freier Klick-Reaktionen zu erreichen. Fiir
intrazelluldire Anwendungen miissen mogliche Probleme, wie
eine Interferenz mit der snRNA/snoRNA-Maschinerie oder
induzierte Verdnderung in der zelluldren Lokalisation durch
die 5’-Modifizierung, untersucht und gelost werden.
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