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Enzymatische Synthese von Nukleinsiduren mit definierten

regioisomeren 2'-5'-Verkniipfungen

Christopher Cozens, Hannes Mutschler, Geoffrey M. Nelson, Gillian Houlihan,

Alexander I. Taylor und Philipp Holliger*

Abstract: Informationentragende Nukleinsdiuren sind univer-
sell iiber 3'-5'-Bindungen verkniipft. Regioisomere 2'-5'-Ver-
kniipfungen bilden sich dagegen unregelmiflig wihrend der
nichtenzymatischen RNA-Synthese und waren womdéglich
hilfreich fiir die prabiotische RNA-Replikation. Hier berichten
wir tiber die enzymatische Synthese von DNA und RNA mit
ortsspezifischen 2'-5'-Verkniipfungen durch ein gezielt verdn-
dertes Polymerase-Enzym, das 3'-Desoxy- oder 3'-O-Methyl-
NTPs als Substrat verwendet. Zusdtzlich vermelden wir die
reverse Transkription der so hergestellten, modifizierten Nu-
kleinsduren zuriick in 3'-5'-verkniipfte DNA mit guter Fideli-
tat. Somit ergibt sich eine schnelle und einfache Methode zur
,Strukturellen Mutagenese® durch positionsselektives FEinfii-
gen von 2'-5'-Verkniipfungen, durch die, ohne Anderung der
Basensequenz, die Struktur und Funktion von Nukleinsiuren
anhand lokaler Deformationen durch regioisomere Bindungen
untersucht werden kann. Beispielhaft wenden wir diese Me-
thode auf das 10-23-RNA-Endonuklease-DNAzym an.

Die Speicherung und Weitergabe genetischer Information
in biologischen Systemen basiert auf Nukleinsduren mit
einem uniform 3’-5-verkniipften Phosphodiester-Riickgrat.
Demgegeniiber spielen 2'-5-verkniipfte RNA-Oligoadenyla-
te'l und gemischte 2'-5'/3'-5'-Dinukleotide (z.B. Gp(2-5")Ap-
(3-5)?) in der angeborenen Immunantwort eine Rolle, nicht
jedoch in der genetischen Informationsiibertragung. Spora-
dische 2'-5'-Verkniipfungen entstehen auch wéhrend der
nichtenzymatischen RNA-Synthese.””! Es wird daher vermu-
tet, dass sie durch transiente Destabilisierungen von RNA-
Duplexen — bei gleichzeitiger Erhaltung der globalen RNA-
Struktur und Funktion — die uranfingliche RNA-Replikation
und Evolution erleichtert haben .

Die Destabilisierung von doppelstriangiger RNA durch
sporadische 2'-5'-Verkniipfungen wurde detailliert unter-
sucht® und resultiert aus einer Abschwiichung der Watson-
Crick-Basenpaarung und Basenstapelung durch laterale
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Verschiebung der Nukleinbasen sowie die Einnahme einer
nichtkanonischen C2-endo-Konformation der Ribose.[!
Dennoch hybridisieren 2'-5-verkniipfte ~Nukleinsduren
schwach aber spezifisch mit komplementarer 3'-5'-RNA und
2'-5'-RNA/DNA 71

Trotz ihres destabilisierenden Einflusses auf doppel-
strdngige Strukturen vermuteten wir daher, dass 2'-5-ver-
kntipfte Nukleinsduren in der Lage sein sollten, genetische
Information zu kodieren und an die kanonisch 3'-5-ver-
kniipften Nukleinsduren weiterzugeben. Dariiber hinaus
sollte es moglich sein, ihre nichtkanonische Riickgratkonfor-
mation auszunutzen, um den strukturellen und funktionellen
Raum von Nukleinsdureliganden und -enzymen zu erweitern.

2'-5'-Verkniipfungen sind zwar durch Festphasensynthese
zugénglich, was aber zeit- und kostenintensiv ist. Hier stellen
wir eine schnelle, kostengiinstige und skalierbare Strategie
vor, um definierte 2'-5'-verkniipfte DNA- und RNA-Regio-
isomere mit einer manipulierte DNA-Polymerase zu synthe-
tisieren, die sowohl kanonische 3'-5'- als auch nichtkanoni-
sche 2'-5-Verkniipfungen in DNA und RNA bilden kann
(Abbildung 1).

Zunichst tiberpriiften wir eine Liste kiinstlich verdnder-
ter®® und kommerziell verfiigbarer Polymerasen auf ihre Fi-
higkeit, DNA zu synthetisieren, wenn 2'-Desoxy-GTP
(dGTP) komplett mit 3’-Desoxy-GTP (3'dGTP) ersetzt
wurde. Die genetisch verinderte Polymerase TgoT™ (eine
Tgo-Variante mit den Mutationen V93Q,” D141A, E141A,
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Abbildung 1. Struktur einer partiell substituierten a) 2-5'-DNA und
b) 2'-5-RNA mit 3'-O-Methyl-Gruppen, wie sie durch die Polymerase
TGLLK synthetisiert werden.
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A485LM" und TGK (TgoT: Y409G, E664K, zuvor beschrie-
ben fiir die primerabhingige RNA-Synthese®™) und die ver-
wandte, kommerzielle Polymerase Vent(exo-) waren in der
Lage, Volllingen-DNA mit gemischten 2'-5'/3'-5'-Verkniip-
fungen zu synthetisieren (Abbildung S1). Allerdings war
keine dieser Polymerasen fihig, effizient gemischte 2'-5'/3"-5'-
RNA zu synthetisieren, wenn GTP durch 3'-O-Methyl-GTP
(3’'OMe-GTP) ersetzt wurde. Aus diesem Grund stellten wir
eine TGK-Variante mit zwei weiteren Mutationen her, die
dafiir bekannt sind, das Polymerase-Substratspektrum zu er-
weitern (IS21L,*™ F545L0"). Die resultierende Polymerase
TGLLK (TgoT: Y409G, I521L, F545L, E664K; Abbil-
dung S2) erwies sich als effektiv in der Synthese von sowohl
DNA als auch RNA mit definierten 2'-5'-Verkniipfungen
(Abbildung 2). TGLLK ist wihrend der prozessiven Synthese
in der Lage, Purin-dNTP und NTP komplett mit ihren ent-
sprechenden 3’-Desoxy- (3'dATP, 3'dGTP) oder 3'-O-Methyl-
Analoga zu ersetzen — obwohl diese normalerweise als po-
tente Kettenterminatoren fungieren (z.B. Cordycepin,
3'dATP!"™)). Die Aktivitit in Gegenwart von 3'-Analoga der
Purin-Nukleotide oder zweier verschiedener Analoga
gleichzeitig war schwach. Dennoch war ein geringes Ausmaf
an Volllangensynthese mit 3’'dUTP oder 3'OMe-ATP/3'OMe-
GTP moglich (Abbildung S3). Ein Pausieren der Polymerase
trat meist an sequenziellen 3'dNTP-Insertionsstellen auf —
vermutlich weil aufeinanderfolgende 2'-5'-Verkniipfungen die
Duplexstabilitit vermindern und progressive Konforma-
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Abbildung 2. Enzymatische Synthese partiell substituierter a) 2'-5'-DNA
und b) 3’-5-RNA durch TGLLK anhand einer 57-nt-Matrize (TempN;
siehe die Hintergrundinformationen), die alle méglichen Dinukleotid-
Kombinationen kodiert. Die Reaktionen in (a) beinhalteten dNTP, ab-
gesehen von 3'dA/G wie angegeben. Die Reaktionen in (b) beinhalte-
ten NTP, abgesehen von 3’‘OMe-A/G wie angegeben. c,d) Fehlerspek-
tren der 3'dG/dHTP-Synthese ((c); aggregierte Fehlinkorporationsrate
5.08x107*) und der 3OMe-A/BTP-Synthese (d); aggregierte Fehlinkor-
porationsrate 7.18 x10~*). Die Saulen illustrieren die Fehlinkorporati-
onsfrequenz fur jedes inkorrekte Nukleotid.
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tionsstorungen relativ zu kanonischen 3’-5'-Helices verursa-
chen 13

Um sicherzustellen, dass die Volllingenprodukte nicht —
wie bei manchen anderen Polymerasen™ — aus Fehlinkor-
poration resultierten, versuchten wir, die Prasenz von 2'-5'-
Verkniipfungen durch ein HPLC-Assay zu verifizieren. Da-
durch konnen 2'-5- und 3'-5-Phosphodiesterbindungen
anhand ihrer unterschiedlichen chromatographischen Mobi-
lititen unterschieden werden.'” Das Assay bestitigte ein-
deutig die Fihigkeit von TGLLK, unter Verwendung von
3'dATP spezifisch 2'-5'-Verkniipfungen in DNA einzufiigen
(Abbildung 3).
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Abbildung 3. HPLC-Analyse eines fluoreszenzmarkierten Oligonukleo-
tids, das mit TGLLK in Gegenwart von 2'dATP oder 3'dATP syntheti-
siert wurde. Zusatzliche Chromatogramme stammen von den entspre-
chenden chemisch synthetisierten 2-5'(3'dA) /3'-5'(2'dA)-Standards
und einer enzymatisch hergestellten 2'dA-Kontrolle. Standards und
mithilfe der Polymerase erzeugte Oligonukleotide wurden in dquimola-
rem Verhiltnis gemischt und durch HPLC unter denaturierenden Be-
dingungen aufgetrennt.

Die reverse Transkription von 2'-5'-substituierter DNA
und 3'OMe-RNA zuriick zu vollstindiger 3'-5-DNA unter
Verwendung von Tag-DNA-Polymerase (Taq) und ,,Avian M
Myleoblastosis Virus RT“ (AMV RT; siehe Lit. [16]) er-
moglichte es uns, durch Hochdurchsatz-Sequenzierung die
Gesamtfidelitit des Informationstransfers durch 2’-5" in DNA
und RNA zu bestimmen. Die dadurch ermittelten Fehlin-
korporationsfrequenzen lagen zwischen 8 x 10~ fiir 3'd ATP
und 2 x 10~ fiir 3OMe-GTP (Abbildung 2c,d; Tabelle S1).

Als nichstes begannen wir, die Wirkung von 2'-5'-Ver-
kniipfungen auf die Funktion von Nukleinsduren zu unter-
suchen. Sporadische Substitutionen (<25%) von zufillig
verteilten 2'-5'-Verkniipfungen sind kompatibel mit der
Funktion polyklonaler Populationen mancher Ribozyme und
RNA-Aptamere.) Wir nahmen an, dass ein besseres Ver-
standnis der funktionellen Auswirkungen von 2'-5'-Verkniip-
fungen durch deren ortsspezifische Insertion erlangt werden
konnte. Eine solche ,,strukturelle Mutagenese® wiirde — im
Gegensatz zur konventionellen Mutagenese — nicht funktio-

Angew. Chem. 2015, 127, 15791-15794


http://www.angewandte.de

nelle Gruppen ersetzen, sondern deren dreidimensionale
Position dndern, und sie konnte neuartige Untersuchungen
zur Rolle verschiedener Nukleotide innerhalb der Struktur
und Funktion von Nukleinsduren erméglichen.

Wir wihlten das gut untersuchte 10-23-RNA-Endonu-
klease-DNAzym!"”! (Abbildung 4a), um diesen Ansatz der
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Abbildung 4. Strukturelle Mutagenese enzymatisch hergestellter Vari-
anten des 10-23-DNAzyms. a) Das in dieser Studie verwendete 10-23-
DNAzym-Substrat-Paar. b) Spaltung des fluoreszierenden RNA-Sub-
strats (200 nm) nach 1 h bei 37°C durch verschiedene DNAzym-Vari-
anten (40 nwm), die 2-5"-Verkniipfungen strandabwirts von G5 oder
G14 (siehe (a)) beinhalten. Blaue Boxen weisen auf eine 2'-5-Verkniip-
fung nach dem jeweiligen 3'dG hin. c) Zeitliches Fortschreiten der
Spaltungsreaktionen bei zunehmender Menge an 3'dG-Substitutionen.
d) Spaltung nach 1 h durch verschiedene, mittels positionsspezifischer
enzymatischer Synthese erzeugte DNAzym-Varianten, die alleinstehen-
de 2'-5'-Verkniipfungen beinhalten.

»strukturellen Mutagenese* zu tiberpriifen und synthetisier-
ten 10-23 zunédchst mit einer graduell zunehmenden Zahl an
2'-5'-verkniipften Purinen (Abbildung 4, S4). Diese ,,Primer-
abtastung® ermdéglicht eine schnelle Bestimmung von obli-
gatorischen 3'-5'-Verkniipfungen, die empfindlich auf struk-
turelle Verformungen reagieren, neutralen Positionen, die
sowohl eine 3’-5'- als auch eine 2'-5'-Geometrie tolerieren,
und allen Positionen, fiir die das Einfiigen von 2'-5'-Ver-
kniipfungen vorteilhaft ist. Wir identifizierten Nukleotidpo-
sitionen in jeder dieser Kategorien (Abbildung 4). Beispiels-
weise zeigte die Mutagenese des distalen Substrat-Bindearms,
dass das Einfiigen von 2'-5'-Verkniipfungen nach den Nu-
kleotiden G18 und G22 zu einer moderaten Aktivitédtszu-
nahme fiithrt (Abbildung 4c), vermutlich aufgrund einer re-
duzierten Produktinhibierung.['¥
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Eine vorangehende Analyse hatte gezeigt, dass Gl14
hochempfindlich auf Basensubstitutionen reagiert: Ande-
rungen zu A, C oder T fiihrten zu einem etwa 20-fachen
Aktivitdtsverlust, und sogar konservative Substitutionen des
G mit Inosin oder 2-Aminopurin resultierten in einer mehr als
10-fachen Aktivitdtsminderung.” Dagegen stellten wir fest,
dass eine strukturelle Mutagenese von G14 — wobei Guanin
als funktionelle Gruppe erhalten bleibt, aber eine geometri-
sche Storung in das aktive Zentrum einfiigt wird®! — eine
vergleichsweise milde Verringerung der 10-23-Aktivitdt (ca.
S5-fach) zur Folge hat (Abbildung 4b,c).

Das Primerabtasten unter Verwendung von 3'dA offen-
barte eine bescheidene Zunahme der Aktivitidt, wenn Posi-
tionen im Substrat-Bindearm (A21) mutiert wurden. Das
gleichzeitige Einfiigen von 2'-5'-Verkniipfungen nach allen A-
Nukleotiden resultierte in einem kompletten Verlust der
Aktivitdt (Abbildung S4). Das Wiederherstellen der 3'-5'-
Verkniipfungen nach AS rettete ein minimales Ausmal} an
Aktivitat und das Wiederherstellen nach A9, A1l und A15
resultierte in weiteren progressiven Zunahmen der Aktivitt.

Um ein genaueres Bild vom Einfluss der 2'-5'- Verkniip-
fungen zu erlangen, untersuchten wir die Effekte von dis-
kreten 2'-5'-Verkniipfungen unter Verwendung eines ,,Pulse-
Chase“-Ansatzes in Anlehnung an die kiirzlich beschriebe-
nen Methode zum positionsselektiven Markieren von RNA
(PLORPY), Wir adaptierten die Methode in einer einfachen
Eintopfreaktion mit der TGLLK-Polymerase. Kurzgefasst
wurden hierbei Primer, Matrize und TGLLK mit einer ein-
zigen 3'dNTP-Spezies inkubiert, um ein definiertes 3'-Des-
oxynukleotid am Primer einzufiigen (,,Pulse). AnschlieSend
wurde die DNA-Synthese nach der Zugabe von nichtmodi-
fizierten dNTP (,,Chase®) zum Abschluss gebracht und auf
diese Weise eine einzelne, positionsspezifische 2'-5'-Ver-
kniipfungen erzeugt (Abbildung S5).

Wir fiigten positionsspezifische 2'-5'-Verkniipfungen nach
mehreren Nukleotiden im katalytischen Zentrum (G1, G2,
C3, T4, G6, C7, T8 und G14; Abbildung 4d) ein, von denen
bekannt ist, dass sie die Funktion von 10-23 beeinflussen. Die
Insertion von 2'-5'-Verkniipfungen an mehreren Positionen
(G2, C7, T8) zeigte kaum eine Beeintrachtigung der 10-23-
Aktivitdt (>75% Wildtyp-Aktivitit), was auf eine hohe To-
leranz dieser Positionen gegeniiber konformativen Defor-
mationen schlieBen ldsst. Andere Positionen hingegen (G1,
C3, G6, G14) zeigten bedeutend hohere Aktivitdtsverluste
(20-40 % Wildtyp-Aktivitit). Eine Position (T4) war beson-
ders empfindlich gegeniiber dem Einfiigen einer 2'-5'-Ver-
kniipfung (< 10 % Wildtyp-Aktivitit).

Diese Daten suggerieren, dass T4 und generell die Region
C3-G6 empfindlich auf strukturelle Mutagenese reagieren —
dhnlich wie auf Basensubstitutionen,'” Basendeletionen!®
oder das Ersetzen mit abasischen Nukleotiden.” Urséchlich
hierfiir konnte eine Verlagerung des essenziellen Mg*" sein,
das vermutlich durch die T4-A5-Riickgratverkniipfung ko-
ordiniert wird (Abbildung S6).**) Wir beobachteten weiter-
hin, dass G2, welches hochgradig intolerant fiir Basensubsti-
tutionen ist,"” kaum auf die Riickgratdeformation durch eine
2'-5'-Verkniipfung reagiert. Folglich zeigen unsere Resultate,
dass die strukturelle Mutagenese durch das ortsspezifische
Einfiigen von 2'-5'-Verkniipfungen es ermoglicht, neuartige
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strukturelle und funktionelle Aspekte von Nukleinsduren zu
untersuchen. Dies konnte insbesondere hilfreich fiir die
Identifizierung von riickgratvermittelten Metall-Koordinati-
onszentren sein.

Zusammengefasst haben wir hier eine neuartige, kiinstlich
verdnderte Polymerase beschrieben, die matrizenabhingig
zur Synthese von DNA und RNA mit regioisomeren 2'-5'-
Verkniipfungen fihig ist. Die RNA-Synthese ist hierbei mo-
mentan mit der gleichzeitigen Insertion einer 3’-O-Methyl-
gruppe assoziiert. Zukiinftige Herangehensweisen konnten —
in Anlehnung an die Deacetylierung von 2'-O-acetylierter
RNA™! oder an Sequenzierungstechniken die auf zyklischer
reversibler Termination basieren™! — die Inkorporation von
NTP mit einer spaltbaren 3’-Gruppe erlauben, wonach eine
Entfernung dieser Schutzgruppe unter milden Bedingungen
»reine” 2'-5'-RNA ergeben wiirde.

Dariiber hinaus beschreiben wir eine schnelle Methode
zur positionselektive strukturelle Mutagenese von Nuklein-
sduren, bei der durch die Insertion regioisomerer Riickgrat-
verdnderungen oder anderer beliebiger Nukleotide die
Struktur, Konformation und Aktivitdt verdndert werden
konnen.

Obwohl momentan noch durch die ineffiziente Inkorpo-
ration von 3’-Desoxy- und 3-'O-Methyl-Pyrimidinen und
multiplen Substitutionen eingeschrinkt, ermoglicht die be-
schriebene Methode eine schnelle, matrizengerichtete Tran-
skription von Nukleinsdurepolymeren mit gemischten 2'-5'/3'-
5'-Riickgratverkniipfungen. Dies bildet die Basis fiir zukiinf-
tige In-vitro-Evolutionsexperimente und einen neuen Ansatz,
um das strukturelle und funktionelle Repertoire von Nukle-
insdureenzymen, -liganden und -sensoren zu erweitern.
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