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(57) Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem enthaltend: (a) eine oder mehrere, gleiche oder verschiedene immobilisierte
Nukleinsdure/n mit mindestens einer spleissfdhigen Nukleinsiure, (b) mindestens ein gelfreies Nachweissystem zum Nachweis einer

Spleissreaktion, gegebenenfalls, (c) mindestens eine Zusammensetzung enthaltend Spleisskomponenten, und vorzugsweise, (d) geeignete
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Testsystem zum Nachweis einer Spleiireaktion, sowie dessen Verwendung
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem enthaltend

(a) eine oder mehrere, gleiche oder verschiedene immobilisierte Nukleinsdure/n mit
mindestens einer spleitfahigen Nukleinsdure,

(b) mindestens ein gelfreies Nachweissystem zum Nachweis einer Spleildreaktion,
gegebenenfalls

(c) mindestens eine Zusammensetzung enthaltend SpleiBkomponenten, und
vorzugsweise

(d) geeignete Nachweissonden, und gegebenenfalls

(e) weitere Hilfsmittel

Die meisten fir Proteine kodierenden Gene in Eukaryonten werden in ihrer Form im
Genom durch eine oder mehrere nicht fir das Protein kodierende Sequenzen
(Introns) unterbrochen. Bei der Transkription der genomischen DNA in die Boten-
RNA (messenger RNA = mRNA) werden diese nicht-codierenden Bereiche (Introns)
in das primére Transkript Gbernommen. Um eine korrekte Form der mRNA zu gene-

rieren, mul diese Vorlaufer-mRNA (Pra-mRNA) prozessiert werden.

Die Prozessierung der Pra-mRNA geschieht durch Entfernen der Introns und Fusion
der kodierenden Bereiche (Exons). Erst dann kann ein ununterbrochen zu lesender
Nukleotidstrang fur die Translation im Zytoplasma zur Verfugung gestellt werden.
Die Bildung von mRNA in Eukaryonten erfordert daher einen sogenannten Spleil3-
prozess, in dem die. nicht kodierenden Genbereiche (Introns) aus dem priméaren

Gentranskript entfernt werden.

Das SpleiRen findet im Kern statt, bevor die mRNA aus dem Kem transportiert wird.
Es wird im allgemeinen in einem Zwei-Stufen-Mechanismus durchgefuhrt, in dem
jeweils ein Transesterifizierungsschritt beteiligt ist (Moore, J.M. et al., (1993) Splicing
of precursors to messenger RNAs by the Spliceosome. In The RNA world, Edited by
Gesteland R.F., Gesteland, J.F., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 303-358).

Der erste Schritt generiert ein freies 5°-Exon und eine sogenannte Lariat-Struktur
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des Introns, welches immer noch mit dem 3°-Exon verbunden ist. Die Lariat-Struktur

enthalt eine verzweigte RNA, die durch eine Veresterung des 5°-Endes des Introns
mit einer 2°-Hydroxyl-Gruppe einer Ribose in einem Adenosin, das ca. 20 - 40 Nu-
kleotide stromaufwérts des 3'-Endes des Introns gelegen ist, entsteht. Der zweite
katalytische Schritt fliihrt zu einer Ligation der Exons und der Freisetzung des
Introns. Obwohl keine Nukleotide wahrend dieser Reaktionen eingebaut werden, ist
eine Energiequelle, beispielsweise ATP, fiir diese Katalyse notwendig (Guthrie, C.
(1991) Science, 253, 157).

An dem Vorgang des mRNA-Spleiens sind mehrere Faktoren beteiligt. Zwei Klas-
sen von Spleil-Faktoren werden zur Zeit unterschieden. Die erste Klasse besteht
aus vier in der Evolution stark konservierten Protein-RNA-Partikeln (small nuclear
ribonucleoprotein particles = snRNPs): U1, U2, U4/U6 und U5, die entweder eine
(U1, U2, U5) oder zwei (U4/U6) snRNA Komponenten enthalten (Moore, J.M. et al.,
(1993) supra; Guthrie, (1991) supra; Green, M.R. (1991). Annu. Rev. Cell Biol., 7,
559). Die zweite Klasse besteht aus bisher wenig charakterisierten Proteinen, die
nicht fest an die snRNPs gebunden sind und daher nicht-snRNP Spleil-Faktoren
genannt werden (Lamm, G.M. & Lamond, A.J. (1993) Biochim. Biophys. Acta,
1173, 247; Beggs, J.D. (1995), Yeast splicing factors and genetic strategies for their
analysis, In: Lamond, A.l. (ed) Pre- mRNA Processing Landes, R.G. Company, Tex-
as, pp. 79-95. Kramer, A. (1995), The biochemistry of pre-mRNA splicing. In: La-
mond, A.l. (ed), Pre-mRNA Processing. Landes, R.G. Company, Texas, pp. 35-64).

Die Zusammensetzung der snRNPs ist am besten in HeLa-Zellen untersucht (Will,
C.L. et al., (1995) Nuclear pre-mRNA splicing. In: Eckstein, F. and Lilley, D.M.J.
(eds). Nucleic Acids and Molecular Biology. Springer Verlag, Berlin, pp. 342-372).
Bei relativ geringen Salzkonzentrationen, bei denen Kern-Extrakte aus Hela-Zellen
das Spleilen von Pra-mRNA in vitro bewirken kénnen, liegen die snRNPs in einem
12S U1 snRNP, einem 17S U2 snRNP und einem 25S [U4/U6.U5] tri-snRNP Kom-
plex vor. Bei héheren Salzkonzentrationen (ca. 350-450 mM) dissoziiert der tri-
snRNP-Komplex in einen 20S U5- und einen 12S U4/U6-Partikel. Die U4 und U6
RNAs liegen im U4/U6 snRNP (ber zwei intermolekulare Helices basengepaart vor
(Bringmann, P. et al. (1984) EMBO J., 3, 1357; ; Hashimoto, C. & Steitz, J.A. (1984)
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Nucleic Acids Res., 12, 3283; Rinke, J. et al., (1985) J. Mol. Biol., 185, 721; Brow,

D.A. & Guthrie, C. (1988) Nature, 334, 213).

Die snRNPs bestehen aus zwei Gruppen von Proteinen. In allen snRNPs ist die
Gruppe der allgemeinen Proteine (B/B", D1, D2, D3, E, F und G) enthalten. Zusatz-
lich enthalt jeder snRNP spezifische Proteine, die nur in diesem enthalten sind. So
enthalt nach dem bisherigen Stand der Forschung der U1 snRNP drei zusétzliche
Proteine (70K, A und C) und der U2 snRNP elf weitere Proteine. Der 20S U5 snRNP
tragt nach bisherigem Kenntnisstand neun weitere Proteine mit einem Molekularge-
wicht von 15, 40, 52, 100, 102, 110, 116, 200 und 220 kDa, wahrend der 12S U4/U6
snRNP zwei zusétzliche Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 60 und 90 kDa
enthait. Der 25S tri-snRNP [U4/U6.U5] enthalt fiinf zusétzliche Proteine mit einem
Molekulargewicht von ca. 15.5, 20, 27, 61 und 63 kDa. (Behrens, S.E. & Lithrmann,
R. (1991) Genes Dev., 5, 1439; Utans, U. et al., (1992) Genes Dev., 6, 631; Lauber,
J. etal, (1996) EMBO J., 15, 4001; Will, C.L. et al. (1995), supra, Will, C.L. & Liihr-
mann, R. (1997) Curr. Opin. Cell Biol., 9, 320-328).

Die Zusammensetzung der Spleil-Komponenten bei Saccharomyces cerevisiae sind
noch nicht im Detail untersucht. Biochemische und genetische Untersuchungen
deuten jedoch darauf hin, dal die Sequenzen sowohl der snRNAs als auch der
snRNP-Proteine in der Evolution hoch konserviert sind (Fabrizio, P. et al., (1994)
Science, 264, 261; Lauber, J. et al., (1996), supra, Neubauer, G. et al., (1997) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 94, 385; Kramer, A. (1995), supra; Beggs, J.D. (1995); supra,
Gottschalk, A. et al. (1998) RNA, 4, 374-393).

Um einen funktionellen SpleiR-Komplex (Spliceosom) zu bilden, werden die einzel-
nen Komponenten (pra-mRNA, snRNPs und nicht-snRNP-Proteine) in einem stu-
fenweisen ProzeRl zusammengefiihrt. Dies wird nicht nur durch Interaktionen der
pra-mRNA mit den Protein-haltigen Komponenten, sondern auch durch zahireiche
Wechselwirkungen zwischen den Protein-haltigen Komponenten selbst erreicht
(Moore, J.M. (1993) supra; Madhani, H.D. & Guthrie, C. (1994) Annu. Rev. Genetics,
28, 1; Nilsen, T.W. (1994) Cell, 65, 115). Die Pra-mRNA tragt in ihrer Sequenz spe-
zifische Erkennungssequenzen fiir die unterschiedlichen SpleiRkomponenten. Zu-

nachst bindet das U1 snRNP (ber diese Erkennungssequenzen an die 5°-Spieil}-
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Region des Introns der prd-mRNA. Gleichzeitig lagern sich eine noch nicht genau

bestimmte Anzahl verschiedener weiterer Faktoren (z.B. SF2/ASF, U2AF, SC35,
SF1) an diesen Komplex an und kooperieren mit den snRNAs in der weiteren For-
mierung des Pra-Spliceosoms. Das U2 snRNP-Partikel interagiert mit der soge-
nannten Branch-Site im Intron-Bereich (Krdmer, A. & Utans, U. (1991) EMBO J., 10,
1503; Fu, X.D. & Maniatis, T. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89, 1725; Kramer,
A. (1992) Mol. Cell Biol., 12, 4545; Zamore, P.D. et al. (1992) Nature, 355, 609:;
Eperon, J.C. et al. (1993) EMBO J., 12, 3607; Zuo, P. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 91, 3363; Hodges, P.E. & Beggs, J.D. (1994) Curr. Biol. 4, 264: Reed, R.
(1996) Curr. Op. Gen. Dev., 6, 215). In einem letzten Schritt der Bildung des Spili-
ceosoms interagiert der [U4/U6.U5] tri-snRNP und eine Anzahl bisher nicht genauer
charakterisierter Proteine mit dem Pra-Spliceosom, um das reife Spliceosom zu bil-
den (Moore, J.M. et al., (1993) supra).

Fir den Vorgang des Spleilens werden verschiedene Wechselwirkungen zwischen
Pra-mRNA, snRNAs und sn-RNP gelést und neue gebildet. So ist bekannt, dal} vor
oder wahrend des ersten katalytischen Schritts der Spleilireaktion in den interagie-
renden Strukturen von U4 und U6 zwei Helices voneinander getrennt und durch
neue Interaktionen Basenpaarungen zwischen U2- und U6-RNAs gebildet werden
(Datta, B. & Weiner, A.M. (1991) Nature, 352, 821; : Wu, J.A. & Manley, J.L. (1991)
Nature, 352, 818; Madhani, H.D. & Guthrie, C. (1992) Cell, 71, 803; Sun, J.S. &
Manley, J.L. (1995) Genes Dev., 9, 843; . Gleichzeitig wird die Bindung von U1 an
die 5'Spleifllstelle gelost und die préa mRNA bindet sich an die Erkennungssequenz
ACAGAG der U6 snRNA (Fabrizio, P. & Abelson, J. (1990) Science, 250, 404: Sa-
wa, H. & Abelson, J. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 11269: Kandeis-Lewis,
S. & Séraphin, B. (1993) Science, 262, 2035; Lesser, C.F. & Guthrie, C. (1993) Sci-
ence, 262, 1982; Sontheimer, E.J. & Steitz, J.A. (1993) Science, 262, 1989: . Das
US snRNP interagiert Uiber seinen konservierten Loop 1 mit Exon-Sequenzen, die
nahe an den 5’- und 3°-Spleilstellen gelegen sind. Dieser Vorgang scheint sequen-
ziell abzulaufen, wahrend der gesamte SpleiR-Prozess von Stufe 1 zu Stufe 2 fort-
schreitet (M. McKeown, (1992) Annu. Rev. Cell Dev. Biol., 8: 133-155 Newman, A. &
Norman, C. (1991) Cell, 65, 115; Wyatt, J.R. et al., (1992) Genes Dev., 6, 2542;
Cortes, J.J. et al. (1993) EMBO J., 12, 5181; Sontheimer, E.J. & Steits, (1993) su-
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pra). Nach der Beendigung der SpleiR-Reaktion wird die reife mRNA freigesetzt und

das Spliceosom dissoziiert (Moore, J. M. et al., (1993) supra).

Durch alternatives SpleiRen kénnen aus ein und demselben Primartranskript ver-
schiedene reife mRNAs gebildet werden, die fiir verschiedene Proteine kodieren.
Dieses alternative SpleiRen ist in vielen Fallen reguliert. So kann dieser Mechanis-
mus z.B. dazu genutzt werden, von einem nicht funktionellen zu einem funktionellen
Protein umzuschalten (z. B. Transposase bei Drosophila). Weiterhin ist bekannt, da
alternatives Spleilen gewebespezifisch durchgefiihrt wird. So wird z.B. die Tyrosin-
Kinase, die vom src-Proto-Oncogen codiert wird, in Nervenzellen durch alternatives

Spleilen in einer speziellen Form synthetisiert.

Fehlerhaft reguliertes oder ausgefiihrtes alternatives SpleiRen kann zu verschiede-
nen Krankheitsbildern fiihren. Bei Patienten, die an der Grave's Krankheit leiden, ist
gezeigt worden, daR durch fehlerhaftes SpleiRen ein entscheidendes Enzym (Thyro-
peroxidase) in einer inaktiven Form entsteht (Zanelli, E. (1990) Biochem. Biophys.
Res. Comm., 170, 725). Untersuchungen fiir die Krankheit Spinale Muskelatrophy
weisen darauf hin, daR ein defektes Genprodukt des Gens SMN (Survival of motor
neurons) zu einer erheblichen Stérung der Bildung der snRNPs fiihrt. Durch die Inhi-
bierung des Spleilapparates der Muskelneuronen, kommt es zu einer Paralyse der
Nervenzellen und zu einem Abbau des Muskelgewebes (Fischer, U. et al., (1997),
Cell, 90: 1023-9; Liu, Q. et al. (1997), Cell, 90: 1013-21; Lefebvre, S. et al, (1997)
Nat. Genet., 16, 265). Bei der Metastasierung von Krebszellen scheinen unter ande-
rem bestimmte alternative Spleilvarianten von dem membranstandigen Molekdl
CD44 eine entscheidende Rolle zu spielen. Das CD44-Gen enthalt mehrere Exons,
von denen 10 nebeneinanderliegende Exons in unterschiedlicher Anordnung bei der
mMRNA-Generierung aus der pra-mRNA gespleilit werden. Bei Ratten Karzinoma-
zellen wurde nachgewiesen, daR metastasierende Varianten die Exons 4 bis 7 oder
6 bis 7 tragen. Mit Hilfe von Antikérpern gegen den von Exon 6 kodierten Teil des
Proteins konnte die Metastasierung wirksam unterdriickt werden (Sherman, L., et al.,
(1996) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 213: 249-269).
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Fehlerhaftes Spleif’en kann zu stark ausgepragten Phanotypen des betroffenen Or-

ganismus flihren. So ist bekannt, dal® eine Punktmutation in einem Intron des B-
Globin zu einer #*-Thalassaemie fihren kann. Durch die Punktmutation entsteht ein
falscher Spleiort, der zu einem veranderten Leseraster und zu einer vorzeitigen
Termination der Peptidkette fihrt (Weatherall, D.J. & Clegg, J.B. (1982) Cell, 29, 7;
Fukumaki, Y. et al. (1982) Cell, 28, 585). Bei Arabidopsis thaliana Mutanten fihrt z.
B. eine Punktmutation an der 5° Spleistelle des Phytochrom B Gens zu einer feh-
lerhaften Expression des Gens. Durch diese Veranderung kann ein Intron nicht ent-
fernt werden, welches ein Stopcodon in seiner Sequenz enthalt. Die Entwicklung der
Pflanzen ist gestort, da das Gen an der Phytomorphogenese beteiligt ist (Bradley,
J.M. et al. (1995) Plant Mol. Biol, 27, 1133).

Bisher sind nur wenige Arbeiten bekannt geworden, in denen eine Beeinflussung
von Spleilvorgangen in der Zelle beschrieben worden sind. So kann mit Hilfe von
Antiseren oder monoklonalen Antikérpern gegen Komponenten des SpleiRapparates
die Generierung von reifer mMRNA verhindert werden (Padgett, R.A. et al. (1983) Cell,
35, 10; Gattoni, R. et al. (1996) Nucleic Acid Res., 24, 2535).

Das NS1-Protein, das durch das Genom des Influenza Virus codiert wird, kann
ebenfalls durch Bindung an die U6 snRNA in das Splei3en eingreifen. Das Protein
bindet an die Nukleotide 27-46 und 83-101 der humanen U6 snRNA und verhindert
so, daf} U6 wahrend des Ablaufs des Spleivorganges mit den Partnern U2 und U4
interagieren kann (Fortes, P. et al. (1994) EMBO J., 13, 704; Qiu, Y. & Krug, R.M.
(1995) J. Virol., 68, 2425. Darlberhinaus scheint das NS1 Protein auch Uber Bin-
dung an den poly-A-Schwanz der gebildeten mRNA einen Export aus dem Kern zu
verhindern (Fortes, P. et al. (1994), supra; Qiu, Y. & Krug, R.M. (1994), supra). Ahn-
liche Wirkungen werden von einem Genprodukt des Herpes Simplex Virus Typ 1
Genoms beschrieben. Das Protein ICP27 konnte in in vitro Experimenten das Splei-
Ren von einer Modell-RNA (R-Globin-Pra-mRNA) wirkungsvoll verhindern (Hardy,
W.R. & Sandri-Goldin, R.M. (1994) J. Virol., 68, 7790). Auerdem scheinen Peptide,
die aus der C-terminalen Doméane der groRen Untereinheit der RNA Polymerase |l

generi'ert wurden, ebenfalls in die Splei’-Vorgéange eingreifen zu kdnnen (Yurvey, A.
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et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 93, 6975; : WQ97/20031). Der Einbau von

kinstlichen Nukleotidanaloga (5-Fluor-, 5-Chlor- oder 5-Bromuridin) in die zu splei-
ende mRNA kann ebenfalls zu einer Inhibierung des SpleilRvorganges in vitro fiih-
ren (Sierakowska, H. et al. (1989) J. Biol. Chem., 264, 19185: Wu, X.P. & Dolnick,
B. (1993) Mol. Pharmacol., 44, 22).

Eine Anzahl von weiteren Untersuchungen betrifit die Wirkung von Anti-Sense-
Oligonukleotiden auf das Spleien. So scheint das Verhaltnis von zwei unterschied-
lichen Spleiprodukten der c-erb-Onkogen-mRNA (c-erbA-alpha 1 und 2) der Ratte
durch eine weitere mRNA, rev-ErbA-alpha, reguliert zu werden. Rev-ErbA-alpha ist
eine natirlich vorkommende anti-Sense-RNA, die mit der c-erbA-alpha 2 mRNA
aber nicht mit der c-erbA-alpha 1 mRNA paart. Das Spleiken der c-erbA-alpha pra-
mMRNA zur c-erbA-alpha 2 mRNA konnte durch einen Uberschuft an rev-ErbA-alpha
MRNA-Konstrukten, die komplementéar zur 3"-SpleiRstelle waren, wirkungsvoll inhi-
biert werden (Munroe, S.H. & Lazar, M.A., (1991) J. Biol. Chem., 266(33), 22083).
Weiterhin konnte gezeigt werden, da durch Generierung von anti-sense-RNA, die
an die Intron-Sequenzen der zu spleienden mRNA binden, ebenfalls Spleilen inhi-
biert werden kann (Volloch, V.et al. (1991) Biochem. Biophys. Res. Comm., 179,
1600). Hodges und Crooke konnten zeigen, daf bei schwach erkannten Spleildstel-
len die Bindung von Oligonukleotiden ausreicht, um erfolgreich das Spleiken zu un-
terbinden. Werden dagegen bevorzugt erkannte Spieistellen in die Konstrukte ein-
gebaut, werden Oligonukieotide benétigt, die zusétzliche eine Aktivierung der RNase
H bedingen kénnen (Hodges, D. & Crooke S.T. (1995) Mol. Pharmacol., 48, 905).
Eine genauere Analyse der fiir das SpleiRen bendtigten Sequenzen der pra-mRNA
zeigte, dall 19 Nukleotide stromaufwérts vom Branch-Point Adenosin und 25 Nu-
kleotide um die 3’- und 5°-Spleil-Stelle geeignete Sequenzen zur Generierung von
Antisense RNAs sind (Dominski, Z. & Kole, R. (1994) Mol. Cell Biol., 14, 7445). ins-
besondere fiir die Hemmung von Viren wurden Untersuchungen mit Antisense Mole-
kUlen gemacht. Viren, die héhere Organismen befallen, tragen oft Intron-enthaltende
Gene in ihrem Genom. So konnte gezeigt werden, das Antisense Oligonukieotide
gegen die 3'-Spleistelle des immediate early Pra-mRNA 4/5 Gens des Herpes sim-
plex Virus in Vero-Zellen die Replikation des Virus hemmen konnte (Iwatani, W. et
al. (1996) Drug Delivery Syst., 11, 427).
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Zur Untersuchung des Splei-Mechanismus wird im allgemeinen zunichst eine

mRNA durch in vitro Transkription hergestellt. Hierzu werden genetische Konstrukte
aus Viren, z. B. Adenoviren, oder zelluldrer Strukturgene verwendet. Derartige
mRNAs enthalten alle wichtigen Strukturelemente, die fiir die Erkennung der mRNA
durch das Spliceosom und den Ablauf des Spleiens notwendig sind. Im allgemei-
nen wird die mRNA radioaktiv markiert, damit man nach der Auftrennung auf einem
denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgrund der charakteristischen Ban-
denmuster beurteilen kann, ob eine Spleilreaktion stattgefunden hat, bzw. bei wel-
chem Reaktionsschritt eine Stérung stattgefunden hat. Derartige Testsysteme sind
jedoch sehr zeit- und arbeitsaufwendig und daher nicht fiir das systematische Auf-

finden von Substanzen, die das SpleiRen modulieren kdnnen, geeignet.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Testsystem zu finden, mit
dem auf einfache und effektive Art und Weise eine groe Anzahl von Verbindungen
aus chemischen oder natlrlichen Substanzbibliotheken auf ihre Wirkung beim Spilei-

Ben von Nukleinsduren untersucht werden kénnen (sog. High Through-Put Scree-
ning).

Es wurde nun Uberraschenderweise gefunden, daR ein Testsystem mit einem gel-

freien Nachweissystem zum Nachweis einer Spleilireaktion geeignet ist, die oben

~ beschriebenen Nachteile des géngigen Testsystems zu Uberwinden und somit fiir

das High Through-Put Screening beispielsweise in einer Roboteranlage geeignet ist.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Testsystem enthaltend

(@) eine oder mehrere, gleiche oder verschiedene immobilisierte Nukleinsiure/n

mit mindestens einer spleifahigen Nukieinsiure,

(b) mindestens ein gelfreies Nachweissystem zum Nachweis einer Spleilreaktion,

gegebenenfalls

(c) mindestens eine Zusammensetzung enthaltend SpleiRkomponenten, und vor-

zugsweise

(d) geeignete Nachweissonden, und gegebenenfalls
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(e)  weitere Hilfsmittel.

Far die Bereitstellung eines gelfreien Testsystems fir die Untersuchung von Spleil3-
vorgangen ist die zu untersuchende Nukleinsdure an einer Festphase zu immobili-
sieren. Die Immobilisierung der Nukleinsdure kann beispielsweise kovalent, durch
die Einflihrung von bestimmten Strukturelementen, beispielsweise Aptameren, in die
zu spleiBende Nukleinsdure und Verwendung von Bindungspartnern fiir diese

Strukturelemente oder durch eine Hybridisierung erfolgen.

Fir das gelfreie Testsystem ist zudem vorteilhafterweise eine geeignete Sonde zu
generieren, die den Nachweis des erfolgten SpleiRens bzw. des nicht erfolgten
Spleiens erméglicht. Diese Sonde kann beispielsweise ein zur Hybridisierung an
die zu untersuchende Nukleinsdure verwendetes Oligonukleotid oder ein Bindungs-
partner, der an in die zu untersuchende Nukleinsaure eingefiihrte Strukturelemente

bindet, sein.

Das gelfreie Nachweissystem enthalt daher vorzugsweise mindestens eine Sonde.
Insbesondere ist die Sonde eine zu der spleilfahigen Nukleinsdure komplementare
Nukleins&ure, eine die spleiRfahige Nukleinsiure-bindende niedermolekulare Ver-

bindung und/oder ein die spleiRfahige Nukleinsiure-bindendes Peptid oder Protein.

In einer bevorzugten Ausfiinrungsform enthalt die spleilRfahige Nukieinsdure minde-

stens zwei Exons, die durch mindestens ein Intron getrennt sind.

Beispielsweise ist die komplementare Nukleinsdure zu mindestens einem Intron, zu
mindestens einem Exon und/oder zu mindestens einer Ubergangsstelle von einem
Exon und einem Intron und/oder zu der nach der Fusion der beiden Exons enstan-
denen Exon/Exon-Grenze komplementir. Die komplementare Nukleinsdure dient

hierbei als Sonde zum Nachweis einer Spleilireaktion.
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So kann beispielsweise das wéhrend der Spleifireaktion freigesetzte Intron mittels

des gelfreien Nachweissystems nachgewiesen werden, woraus gefolgert werden
kann, daB beide Teilschritte der Spleilreaktion vollstandig abgelaufen sind. Alterna-
tiv kann anhand eines geeigneten Nachweissystems, beispielsweise einer zu einer
Ubergangsstelle von einem Exon und einem Intron komplementaren Nukleinséure
festgestellt werden, ob wahrend des Spleilvorganges das Exon von dem Intron ge-
I0st worden ist, was einen AufschluR dariiber geben kann, ob die erste Spleildreakti-
on am 5-Ende des Introns und/oder die zweite SpleiRreaktion am 3’-Ende des

Introns erfolgte. Andere Nachweisformen sind unten im Detail erlautert.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Sonde eine niedermolekula-
re Verbindung, beispielsweise Theophyilin, Xanthin oder ein Aminoglycosid wie
Tobramycin. Enthélt beispielsweise die spleiRfahige Nukleinsiure oder eine zur
spleifahigen Nukleinsdure komplementire Nukleinsaure des gelfreien Nachweissy-
stems eine sog. Aptamer-Struktur, d. h. eine Bindesequenz fiir derartige Bindungs-
partner (siehe z. B. Jenison, R.D. et al. (1994) Science 263, 1425 - 1429, Hamasaki,
K. et al. (1998) Biochem. 37, 656 - 663 oder Kiga, D. et al. (1998) Nucleic Acids
Res., 26 (7), 1755 - 1760), so kann der Spleivorgang besonders einfach iiber den

Bindungspartner nachgewiesen werden.

In einer anderen besonders bevorzugten Ausflhrungsform kann der Bindungspart-
ner ein Nukleinséure-Bindeprotein, insbesondere ein “Iron Responsive Element Bin-
ding Protein” (IBP) sein, welches eine Erkennungssequenz fiir ein Nukleinséure-
Bindeprotein, insbesondere ein “Iron Responsive Element” (IRE) erkennt. Der
Nachweis eines gegebenenfalls erfoigten SpleiRvorganges erfoigt hierbei iiber das

Nukleinsaure-Bindeprotein.

Die beschriebenen Wechselwirkungen zwischen Bindungspartner und Strukturele-
ment in der Nukleinsdure (niedermolekulare Verbindung und Aptamer, IBP und IRE,
Oligonukleotid und Sequenz in der Nukleinsdure) sind ebenfalls geeignet die zu un-
tersuchende spleillfahige Nukleinsaure an einer Festphase zu immobilisieren. Hierzu

muf} der Bindungspartner in geeigneter Weise an der Festphase verankert werden.
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Dabei kann beispielsweise der Bindungspartner kovalent an die Festphase gebun-

den werden. Desweiteren eignen sich die Kopplung von Biotin an die Nukieinsiure
und die Verwendung von an der Festphase gebundenem (Strept-)Avidin fur eine
Verankerung der Nukleinsaure. Diese Verankerung kann beispielsweise auch durch

Verwendung von Antikijrper/Ahtigen-WechseIwirkungen erreicht werden.

Im allgemeinen enthélt die Sonde eine Markierung, beispiélsweise eine radioaktive
Markierung, eine Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen, mit Biotin, mit Digoxigenin
und/oder mit Antikérpern. Vorzugsweise ist die Markierung an dem Liganden, bei-
spielsweise an der komplementaren Nukleinsdure, an der niedermolekularen Ver-
bindung oder an dem Nukleinsaure-Bindeprotein angebracht. Insbesondere mit Hilfe
von Fluoreszenzfarbstoffen kann auf einfache und in automatisierten Systemen
schnelle Art und Weise festgestellt werden, ob beispielsweise durch Entfernung des
Bindungspartners der Sonde in der Nukleinsaure wahrend des Spleilvorganges eine
Spleilireaktion beispielsweise in Anwesenheit von mindestens einer zu untersu-

chenden Substanz ungestort ablaufen kann.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist die spleitfahige Nukleinsdure
und die Sonden-bindende Nukleinsdure miteinander verbunden. Dies hat den Vor-
teil, dal® die Spleilreaktion direkt beispielsweise ber die Freisetzung der Sonden-
bindenden Nukleinséure nachgewiesen werden kann. Bei dieser Ausfiihrungsform
ist die Sonden-bindende Nukleinsdure vorzugsweise eine Nukleinsdure, die eine
niedermolekulare Verbindung, beispielsweise ein sogenanntes Aptamer, und/oder
ein Nukleinsédure-Bindeprotein binden kann. Da fiir die Bindung derartiger Sonden im
allgemeinen bestimmte Strukturelemente der Nukleinsauren verantwortlich sind, wird
die Sonden-bindende Nukleinsdure bei den folgenden bevorzugten Konstrukten mit
“SE” flr Strukturelement abgekirzt, wobei “3'Region” einen Nukleinsaureabschnitt

am 3’-Ende der Nukleinsaure bedeutet:

1. Konstrukte mit im 5’-Exon eingefihrten Strukturelement (SE):
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---T7-Promotor---SE---Exon1---Intron---Exon2---3’Region---

---T7-Promotor---Exon1---SE---Exon1---Intron---Exon2---3’'Region---

2. Konstrukt mit im Intron eingefiihrten Strukturelement:

--—T7-Promotor—-—Exon1---Intron---SE~--Intron---Exon2---3’Region---

3. Konstrukte mit im 3’-Exon eingefiihrten Strukturelement:

---T7-Promotor—--Exon1---Intron----Exon2—--SE—--Exon2---3’Region-—-
---T7-Promotor---Exon1---Intron----Exon2---SE---3'Region---
---T7-Promotor---Exon1-—-Intron----Exon2--3'Regio n---SE---3’'Region---

---T7-Promotor---Exon1---Intron----Exon2---3'Region---SE---

4. Konstrukte mit Kombinationen aus den in 1. - 3. aufgefiihrten Konstrukten.

5. Konstrukte mit verschiedenen Strukturelementen:

---T7-Promotor---Exon1---SE 1---Intron---—-Exon2---S E2---3'Region

---T7-Promotor---Exon1---SE1---Exon1---Intron----SE2---Intron---Exon2---SE3---
3'Region---

Die Konstrukte zu 1. dienen hierbei insbesondere zum Nachweis, ob das Exon1 von
der Intronsequenz wahrend des SpleiRvorganges abgetrennt werden konnte. Das
Konstrukt zu 2. dient zum direkten Nachweis einer abgetrennten Intronsequenz. Die
Konstrukte unter 3. dienen zum Nachweis, ob das Exon2 erfolgreich von der Intron-

sequenz abgetrennt werden konnte. Eine Kombination der Konstrukte gemaf 4.



10

15

20

25

30

WO 00/52201 PCT/EP00/01595
13
dient zum Nachweis der einzelnen Zwischen- und Endprodukte wahrend des Spleil:-

vorganges. Exon1 steht im allgemeinen fir ein 5’ vom Intron gelegenes Exon und

Exon 2 steht im allgemeinen fiir ein 3’ vom Intron gelegenes Exon.

Die Konstrukte unter 5. enthalten verschiedene zusitzliche Erkennungssequenzen,
die zum einen verschiedene Nachweissysteme betreffen kénnen und die zum ande-
ren Uber deren Bindungspartner die Bindung der Nukleinséure an eine feste Phase
ermoglichen kénnen. So kann beispielsweise zum Immobilisieren in der 3'Region
eine Sonden-bindende Nukleinsiure eingefiihrt werden, und gleichzeitig zum Nach-
weis des Spleivorganges eine andere Sonden-bindende Nukleinsiure im Exon1
(siehe zu 5., erstes Konstrukt). Dariiber hinaus kénnen beispielsweise drei verschie-
dene Nukleinséuren eingefiihrt werden, die zum einen zur Immobilisierung der ge-
samten Nukleinsdure und zum anderen zum Nachweis des entfernten Introns und
zum Nachweis der Verknlpfung von Exon1 an die restliche Nukleinsaure dient (sie-
he zu 5., zweites Konstrukt). Die Lokalisation der einzelnen unter 5. beispielhaft auf-
gefihrten Sonden-bindenden Nukleinsiduren kann gemaf den oben beschriebenen
Konstrukten unter 1. - 4. variieren. Zudem ist die genaue Lokalisation der einzelnen

Sonden-bindenden Nukieinsauren variabel.

In einer weiteren Ausflihrungsform ist daher die Nukleinséure, vorzugsweise die
spleif’fahige Nukleinséure, insbesondere eine Nukleinsiure gemal einer der oben
beschriebenen Ausflihrungsformen, direkt kovalent oder indirekt Uber ein Struktu-
relement und Bindungspartner zum Strukturelement oder mittels Hybridisierung an

eine feste Phase gebunden.

Die direkte kovalente Bindung kann beispielsweise iiber die 3'-terminale cis-diol-
Gruppe des Riboserlickgrates der Nukleinséure erfolgen. Beispielsweise kann eine
RNA an Hydrazingruppen der festen Phase nach Perjodatoxidation der vicinalen 2,
3" Hydroxylgruppen der 3’-terminalen Ribose gebunden werden. Fiir eine indirekte
Bindung eignen sich auch geeignete Linker, wie beispielsweise Biotin- oder Dicar-
bonséaure-Linker. Die Bindung der Nukieinsdure kann jedoch auch, wie oben bereits

ausgefuhrt, Gber einen Bindungspartner, beispielsweise iiber Theophyllin, Xanthin
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oder ein Aminoglycosid wie Tobramycin und/oder (ber ein Nukleinsiure-

Bindeprotein, wie beispielswiese IBP, erfolgen.

Fur die Immobilisierung einer Nukleinsdure an einen Trager-gebundenen Liganden
eignet sich beispielsweise im Falle von Theophyliin als Trager-gebundenen Bin-
dungspartner das Theophyllin-Aptamer Th (Ky = 0,9 uM) (siehe z. B. Jenison, R.G.
et al. (1994) supra) oder im Falle von Tobramycin als Trager-gebundenen Bindungs-
partner die Minimalversion des Tobramycin-Aptamers To (K4 = 0,2 uM) (Hamasaki,

K. et al. (1998) supra). Die Sequenzen der beiden Aptamere sind vorzugsweise:

Th: AAGUGAUACC AGCAUCGUCU UGAUGCCCUU GGCAGCACUU (40mer)

To: GECUUAGUAU AGCGAGGUUU AGCUACACUC GUGCUGAGCC  (40mer)

Die feste Phase ist hierbei beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall,

Glas, Kunststoff oder Polysaccharide, z.B. ein Agarosepolymer.

Sonden-bindende Nukleinsauren, beispielsweise Aptamere, sind aber auch geeig-
net, um markierte Sonden zu binden, wodurch z. B. die Aptamer-enthaltende Nu-
kleinsdure nachgewiesen und auch quantifiziert werden kann. Beispielsweise kann
Tobramycin mit kéuflichen, NH;-reaktiven Fluoreszenz-Farbstoffen umgesetzt wer-
den (Wang, Y. et al. (1996) Biochemistry 35, 12338 - 12346). Bei Theophyllin wird
vorzugsweise ein 1-Aminoalkyl- oder 1-Thioalkyl-Derivat des 3-Methylxanthins her-
gestellt, das an das Aptamer binden kann (Jenison, R. D. et al. (1994), supra).

Gemal der vorliegenden Erfindung ist die spleifahige Nukleinsaure jede beliebige
Nukleinsdure, die gespleifit werden kann, vorzugsweise eine RNA, beispielsweise in
Form einer sogenannten Pra&-mRNA oder in Form einer DNA, die RNA-Abschnitte
enthalt. Fir den Fall, daR die RNA zusatzliche Sonden-bindende Sequenzen, wie
oben bereits néher beschrieben, enthaiten soll, ist es vorteilhaft, wenn diese auf bei-

den Exon-Seiten mindestens ca. 25 Nucleotide von der jeweiligen Spleilstelle, auf
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der Intronseite mindestens ca. 17 Nucleotide vom Branchpoint und/oder mindestens

ca. 7 Nucleotide von der 5'Spleilistelle entfernt sind. Hierdurch wird im allgemeinen
gewabhrleistet, dal die zusétzlichen Sonden-bindenden Sequenzen die Spleitreak-

tionen nicht storen konnen.

Eine fir das SpleiRen im Humansystem geeignete spleiRfihige Nukleinsiure ist bei-
spielsweise die MINX-Modell-pra-mRNA (MINX = miniature wildtype substrate; Zill-
mann, M., Zapp, M.L., Berget, S.M., (1988), Mol. Cell. Biol., 8:814-21). In die MINX-
kodierende DNA kann vorzugsweise eine zum Nachweis oder zur Immobilisierung
geeignete weitere Sonden-bindende Nukleinsdure, wie oben bereits beschrieben,
eingefuhrt werden, wobei vorzugsweise die Restriktionsenzymschnittstelle erhalten
bleiben soll. Hierdurch kann man bei Bedarf in einem weiteren Klonierungsschritt
eine weitere gleiche oder verschiedene Sonden-bindende Nukleinsaure fiir den
Nachweis bzw. zur Immobilisierung einbauen, um dadurch die Fluoreszenzsignale

verstarken oder die Bindung an die feste Phase festigen zu kénnen.

Zur Immobilisierung von Pra-mRNA werden beispielsweise die Aptamere Th oder To
am 3-Ende des Exon2 der Pr&-mRNA eingefligt und der entsprechende Bindungs-
partner an der Festphase kovalent gebunden. Die entsprechenden kodierenden Nu-

kleinsduresequenzen sind in Fig. 1A und 1B dargestellt.

Hierbei wird beispielsweise die entsprechende Aptamersequenz als DNA-
Oligonucleotid in die BamHI-Schnittstelle der kodierenden Minx-DNA, d. h. zwischen

Position 219 und 220 der korrespondierenden Minx-pra-mRNA, inseriert.

Wie bereits oben erwahnt, kdnnen auch Sonden-bindende Nukleinsiuren in die
Intron-Struktur der pra-mRNA eingefligt werden, wobei diese durch das Spleil’en
freigesetzt und somit in der beispielsweise immobilisierten mRNA fehit. Derartige
Konstrukte eignen sich daher zum Nachweis einer Inhibierung des SpleiRens im er-
sten Schritt, d. h. Offnen der mRNA und Lariatbildung, oder im zweiten Schritt, d. h.
Entfernung des Lariats. Im Falle einer Inhibierung des Spleillprozesses wiirden die

Sonden-bindenden Nukleinsduren nicht aus der pra-mRNA entfernt werden und
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konnten daher beispielsweise nach Immobilisierung der pra-mRNA nachgewiesen

werden. Beispiele geeigneter Nukieinsaurekonstrukte sind in Form ihrer kodierenden

Sequenzen in Fig. 2A und 2B dargestelit.

Hierzu wird beispielsweise die entsprechende Aptamersequenz als DNA-
Oligonucleotid in die Pstl-Schnittstelle der kodierenden Minx-DNA, d. h. zwischen
Position 88 und 89 der korrespondierenden pra-mRNA, inseriert.

Wie bereits oben néher beschrieben, wird die Verbindung zwischen Exont und
Intron im ersten SpleiBschritt durch das Spliceosom an der 5'-SpleiRstelle des
Introns gedffnet. Erst im zweiten Spleifschritt erfolgt eine kovalente Verknipfung
von Exon1 und Exon2. Das Exon1 ist folglich wahrend des ersten Schrittes der
Spleilreaktion nicht mehr mit der mRNA verbunden und somit aus der Spleilkreakti-
on entfernbar. In Verbindung mit Konstrukten, die beispielsweise eine Aptamer-
struktur im Intron haben, kann daher eine Aussage dariiber gemacht werden, ob im
ersten Spleifschritt beispielsweise eine Inhibierung stattgefunden hat. Werden bei-
spielsweise zwei verschiedenen Aptamere, die verschiedene Sonden erkennen, am
5-Ende des Exon1 und im Intron der pra-mRNA eingebaut, so kann sowohi der er-
ste Spleilschritt, wie auch der zweite SpleiRschritt in einem Testsystem verfolgt
werden. Beispiele geeigneter Nukleinsaurekonstrukte sind in Form ihrer kodierenden
Sequenzen in Fig. 3A und 3B dargestellt.

Hierzu wird beispielsweise die entsprechende Aptamersequenz als DNA-
Oligonucleotid in die EcoRI-Schnittstelle der kodierenden Minx-DNA, d. h. zwischen

Position 9 und 10 der korrespondierenden Minx-pra-mRNA, inseriert.

Fur Untersuchungen im Hefesystem kann man beispielsweise von der pra-mRNA flr
U3 der Hefe ausgehen (Mougin, A. et al., (1996), RNA, 2: 1079-93) und beispiels-
weise geeignete Aptamere, wie z. B. die oben beschriebenen Theophyllin- oder
Tobramycin-Aptamere, einbauen. Beispiele geeigneter Nukleinsdurekonstrukte sind

in Form ihrer kodierenden Sequenzen in Fig. 4A bis 4C dargestellt.
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Zur Herstellung des Nukleinsaurekonstruktes gemaR Fig. 4A wird beispielsweise ein

geeignetes Aptamer als DNA-Oligonucleotid in die Sacll-Schnittstelle der kodieren-
den U3-DNA, d. h. zwischen Position 22 und 23 der pra-U3 RNA, inseriert.

Zur Herstellung des Nucleinsdurekonstruktes gemaf Fig. 4B wird beispielsweise ein
geeignetes Aptamer als DNA-Oligonucleotid in die BstNI-Schnittstelle der kodieren-
den U3-DNA, d. h. zwischen Position 105 und 106 der pra-U3RNA, inseriert.

Die Nukleinsduresequenz gemaR Fig. 5A stellt ein Beispiel einer Nukleinsédurese-
quenz mit einem “lron Responsive Element” (IRE) dar, das fir Untersuchungen im
Humansystem geeignet ist. Das IRE ist hierbei an dem 3'-Ende des Exon2 analog

den oben beschriebenen Aptameren eingefiigt.

Fir Untersuchungen im Hefesystem kann ein IRE-Element beispielsweise an dem

3-Ende des Exon2 der pra-U3RNA, wie in Fig. 5B dargestellt, eingefugt werden:

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine spleidfahige Nu-
kleinsdure, wie oben beispielhaft dargestellt, sowie deren Verwendung zur Herstel-

lung eines Testsystems.

Zur Durchfiihrung der Untersuchungen der einzelnen Spleilreaktionen mit Hilfe ei-
nes erfindungsgeméfien Testsystems wird Ublicherweise eine Zusammensetzung
enthaltend die einzeinen SpleiRkomponenten, vorzugsweise “Small Nuclear Ribo-
nucleoprotein Particles (snRNP)-Komponenten und nicht-snRNP-Komponenten ver-
wendet. Insbesondere enthalten die snRNP-Komponenten U1-, U2-, U4-, Us5-
und/oder UB-Proteine. Insbesondere ist es bevorzugt, wenn man entsprechende
Zellextrakte, insbesondere eukaryotische Zellextrakte fir die Untersuchungen ver-
wendet. Beispielsweise kénnen die Zellextrakte aus tierischen Zellen, insbesondere
Séaugetierzellen, vor allem Hela-Zellen, insbesondere aus Zellkernextrakten von He-
La-Zellen oder Zellextrakte von Pilzen, insbesondere Hefen, nach dem Fachmann

allgemein bekannten Verfahren gewonnen werden (siehe Beispiele). Die Zellextrakte
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enthalten im allgemeinen alle wichtigen Faktoren, um ein Spleifen in vitro durchfiih-

ren zu konnen.

Zur Durchfihrung der Untersuchungen ist es essentiell, weitere Hilfsmittel, wie z. B.
Pufferldsungen, Stabilisatoren und/oder Energiedquivalente, insbesondere ATP, ein-

zusetzen.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher auch auf eine Verfahren zur Herstel-
lung eines Testsystems, bei dem mindestens eine spleifahige und immobilisierte
Nukleinsaure und mindestens ein gelfreies Nachweissystem sowie gegebenenfalls
mindestens eine Zusammensetzung enthaltend SpleiRkomponenten und gegebe-
nenfalls weitere Hilfsmittel zusammengestellt werden. Bevorzugte Ausfuhrungsfor-

men der einzelnen Komponenten sind bereits oben naher beschrieben worden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Auffinden

einer wirksamen Substanz, wobei

a) eine oder mehrere gleiche oder verschiedene immobilisierte Nukleinsaure/n mit
mindestens einer spleillfahigen Nukleinsduresequenz in Anwesenheit von min-
destens einer zu untersuchenden Substanz und mindestens einer Zusammen-
setzung enthaltend SpleiRkomponenten und gegebenenfalls weiteren Hilfsmit-

teln unter geeigneten Bedingungen inkubiert werden, und

b) das sich gegebenenfalls gebildete SpleiRprodukt mittels eines gelfreien Nach-

weissystems nachgewiesen wird.

Bevorzugte einzelne Komponenten des erfindungsgemaRen Verfahrens sind oben

bereits ndher beschrieben.

Die wirksame Substanz kann hierbei eine pharmazeutisch wirksame Verbindung, ein
Fungizid, ein Herbizid, ein Pestizid und/oder ein Insektizid sein, vorzugsweise ist es

ein Antibiotikum. Die zu untersuchende Substanz ist im allgemeinen eine natiirlich
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vorkommende, eine natiirlich vorkommende und chemisch modifizierte und/oder ei-

ne synthetische Substanz. Insbesondere kénnen mit den erfindungsgemafen Ver-
fahren besonders einfach und schnell sogenannte kombinatorische Substanzbiblio-

theken durchsucht werden.

In der Beschreibungseinleitung wurde bereits darauf hingewiesen, dal} verschiedene
Erkrankungen auf eine Stérung des SpleiRmechanismus zuriickzufiihren sind. Daher

eignet sich die vorliegende Erfindung auch zur Diagnose einer Erkrankung.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur

Diagnose einer Erkrankung, wobei

a) eine oder mehrere, gleiche oder verschiedene immobilisierte Nukleinsaure/n
mit mindestens einer spleilfahigen Nukleinsiduresequenz in Anwesenheit von
mindestens einer Zusammensetzung enthaltend Spleikomponenten und ge-
gebenenfalls weiteren Hilfsmitteln unter geeigneten Bedingungen inkubiert

werden, und

b) daf sich gegebenenfalls gebildete SpleiRprodukt mittels eines gelfreien Nach-

weissystems nachgewiesen wird.

Die zu diagnostizierenden Erkrankungen sind hierbei vorzugsweise Erbkrankheiten,
Krebserkrankungen und/oder virale Erkrankungen, insbesondere Grave's Krankheit,
spinale Muskelatrophie, B‘-Thalassaemie, Krebserkrankungen in bezug auf das c-
Erb-Onkogen, Hepatitis-C Infektionen und/oder Herpes Simplex Virus Infektionen.
Die Zusammensetzung enthaltend SpleiRkomponenten kann in diesem Fall bei-

spielsweise eine behandelte oder unbehandelte Gewebeprobe des Patienten sein.

Die folgenden Figuren und Beispiele sollen die Erfindung naher beschreiben, ohne
sie zu beschranken. Dargestellt sind die Konstrukte in DNA-Sequenzen. Die spleil-
fahigen RNAs konnen durch in vitro-Transkription, wie sie weiter unten beschrieben

ist, generiert werden.
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Beschreibung der Figuren

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

1A zeigt die kodierende Nukleinsduresequenz, in der an das 3’-Ende des Exon2

einer fir Minx codierenden pra-mRNA ein Th-Aptamer eingefligt wurde.

1B zeigt die kodierende Nukleinsauresequenz, in der an das 3’-Ende des Exon2

einer fir Minx codierenden pra-mRNA ein To-Aptamer eingefiigt wurde.

2A zeigt die kodierende Nukleinsauresequenz, in der in das Intron einer fliir Minx

codierenden pra-mRNA ein Th-Aptamer eingefligt wurde.

2B zeigt die kodierende Nukieinsauresequenz, in der in das Intron einer flr Minx

codierenden pra-mRNA ein To-Aptamer eingefligt wurde.

3A zeigt die kodierende Nukleinsduresequenz, in der an das 5’-Ende des Exon1

einer flr Minx codierenden pra-mRNA ein Th-Aptamer eingefligt wurde.

3B zeigt die Sequenz einer RNA in der an das 5'-Ende des Exon1 einer fir Minx

codierenden pra-mRNA ein Th-Aptamer eingefugt wurde.

4A zeigt die kodierende Nukleinsauresequenz, die fur eine U3-pra-mRNA ko-
diert. Am 5°-Ende des Exon1 ist eine Einfligestelle fiir ein Th- oder To-

Aptamer gekennzeichnet.

4B zeigt die kodierende Nukleinsduresequenz, die fiir eine U3-pra-mRNA ko-
diert. Im Intron ist eine Einflgestelle flr ein Th- oder To-Aptamer gekenn-

zeichnet.
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Fig. 4C zeigt die kodierende Nukleinsauresequenz, die fiir eine U3-pra-mRNA ko-

diert. Am 3’-Ende des Exon2 ist eine Einfiigestelle fiir ein Th- oder To-

Aptamer gekennzeichnet .

Fig. 5A zeigt die kodierende Nukleinsiduresequenz, die fiir eine Minx-pra-mRNA ko-
diert. Am 3'-Ende des Exon2 ist ein die Sequenz fiir IRE eingefiigt.

Fig. 5B zeigt die kodierende Nukleinsiuresequenz, die fir eine der U3-pra-mRNA
kodiert. Am 3'-Ende des Exon2 ist ein die Sequenz fiir IRE eingefiigt.

Fig. 6 zeigt den zeitlichen Verlauf des SpleiRens von MINX- und MINX-IRE-pra
mRNA durch HeLa Kernextrakt.

In vitro transcribierte MINX (Spuren 1-5) und MINX-IRE (Spuren 6-10) pra-
mMRNAs wurden mit HeL.a Kernextrakt fur den in der Abbildung angegebenen
Zeitraum inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben mittels Polyacryla-
mid/Harnstoff-Gelektrophorese aufgetrennt und die 32P-markierte RNA mit
Hilfe von Autoradiographie nachgewiesen. Mehrfache Banden bei der IRE
enthaltenden RNA (Spuren 6-10) sind durch unvollstindige Denaturierung

des IRE zu erklaren.

Beispiele

1. Das RNA-Konstrukt:

Die zu spleiRende mRNA besteht aus mindestens zwei Exons, die durch ein Intron
getrennt sind. Zusétzlich zu diesen Sequenzen sind Sequenzen enthalten, die ge-
eignet sind, eine spezifische Erkennung durch RNA-Bindeproteine oder niedermole-
kulare Verbindungen zu erméglichen. Uber die Kopplung dieser Bindeproteine oder
Verbindungen an eine Matrix wird die mRNA selektiv an die Matrix gebunden. Alter-
nativ erfolgt die Kopplung der mRNA auch kovalent (iber 3°-OH-Gruppen der Ribose

direkt an die Matrix.



10

15

20

25

30

WO 00/52201 PCT/EP00/01595
22
2. Praparation der Kernextrakte:

2.1 Kernextrakte aus Saugetierzellen

Flr das Herstellen von Kernextrakte aus S&ugetierzellen werden Zellkulturen mit
Hela-Zellen herangezogen. Hierzu werden die Zellen durch Zentrifugation (1000 x g,
10 Min.) aus dem Kulturmedium sedimentiert und mit Phosphatpuffer gewaschen.
AnschlieBend wird das Zellsediment in fiinffachem Volumen Puffer A (10 mM
HEPES, 1,5 mM MgClz, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT, pH 7,9, 4°C) aufgenommen und
10 Minuten inkubiert. Die Zellen werden erneut sedimentiert und in zweifachem Vo-
lumen Puffer A aufgenommen. Diese Suspension wird mit einem Dounce Homoge-
nisator (Pistill B) aufgeschlossen (10-faches Auf- und Abbewegen des Pistills). Die
Kerne werden durch Zentrifugation sedimentiert. AbschlieRend werden die Kerne
erneut in Puffer A aufgenommen und fiir 20 Minuten bei 25.000 x g zentrifuguiert.
Das Sediment wird in 3 ml Puffer B (20 mM HEPES, 25% (v/v) Glycerin, 0,42 M
NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
0,5 mM DTT, pH 7,9) aufgenommen und emeut mit dem Dounce Homogenisator
aufgeschlossen. Die entstehende Suspension wird 30 Minuten auf einem Magne-
trGhrer inkubiert und anschlieBend bei 25.000 x g fiir 30 Minuten zentrifugiert. Erneut
schliet sich eine Zentrifugation bei 25.000 x g (30 Min.) an. Der kiare Uberstand
wird gegen das 50-fache Volumen Puffer C (20 mM HEPES, 20% (viv) Glycerin, 0,1
M KCl, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT, pH 7,9) dialysiert. Das Dialysat
wird zentrifugiert (25.000 x g, 20 Min.) und der resultierende Uberstand kann als
Kernextrakt in flissigem Stickstoff gelagert werden (Dignam; J.D. et al. (1983)
Nucleic Acid Res., 11, 1475).

2.2 Zellextrakte aus Hefezellen

Zellextrakte aus Hefezellen werden auf sehr ahnliche Weise hergestellt. Hefezellen
eines Protease-defizienten Stammes (BJ926, EJ101 oder dhnliche Stdmme) werden
in der logarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation (1500 x g, 5 Min., 4°C)
sedimentiert. Die Zellen werden in dem zwei- bis vierfachen Volumen eiskaltem
Wasser resuspendiert und erneut bei 1.500 x g (5 Min, 4°C) zentrifugiert. Anschlie-
Bend werden die Zellen in dem einfachen Volumen Zymolyasepuffer (50 mM Tris
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HCL, 10 mM MgCl;, 1M Sorbitol, 30 mM DTT, pH 7,5) aufgenommen und 30 Minu-

ten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen werden abzentrifugiert (1.500 x g, 5
Min., 4°C), in dem dreifachen Volumen Zymolyasepuffer mit 2 mg (200 U) Zymolya-
se 100 T aufgenommen und 40 Minuten bei 30°C auf einem Schiittler (50 RPM) in-
Kubiert. Die enstandenen Sphéroblasten werden abzentrifugiert (1.500 x g, 5 Min.,
4°C) und einmal in 2 ml eiskaltem Zymolyasepuffer gewaschen. Das Sediment wird
mit zwei Volumen Lysepuffer (50 mM Tris HCI, 10 mM MgSO4, 1 mM EDTA, 10 mM
Kalium Acetat, 1 mM DTT, Protease Inhibitoren, 1 mM PMSF, pH 7,5) gewaschen
und schlieBlich in einem Volumen Lysepuffer aufgenommen. Die Sphéaroblasten
werden anschlieRend in einem Dounce Homogenisator durch 15- bis 20-maliges
Auf- und Abbewegen des Pistills (Abstand 1-2 pym) lysiert. Das Lysat wird mit dem
gleichen Volumen Extraktionspuffer (Lysepuffer + 0,8 M Ammohiumsulfat,} 20 % (viv)
Glycerin) versetzt und 15 - 30 Minuten auf einem Uberkopfschiittier inkubiert (4°C).
Anschliefend wird 90 Minuten bei 100.000 x g zentrifugiert (4°C). Der Uberstand
wird gegen das hundertfache Volumen Lagerungspuffer (20 mM Tris HCI, 0,1 mM
EDTA, 10% (v/v) Giycerin, 100 mM KCI, 1 mM DTT, Proteae Inhibitoren, 1 mM
PMSF, pH 7,5) dialysiert. Das Dialysat wird bei 10.000 x g abzentrifugiert (4°C) und
der Uberstand in fliissigem Stickstoff gelagert (Dunn, B. & Wobbe, C.R. (1994) Pre-
paration of protein extracts from yeast, In: Ausubel, F.M.,, et al. (eds.) Current Proto-
cols in Molecular Biology, 2" Volume, John Wiley and Sons, Inc., USA pp. 13.13.1 -
13.13.9).

3. In vitro Spleiften von Konstrukten mit IRE in einem Testsystem

Durch das Ausschneiden des Introns aus der RNA-Sequenz entsteht an der Grenze
der beiden nun verbundenen Exons eine Nukleotidsequenz, die in der ungespleildten
pra-mRNA nicht vorhanden ist (Neosequenz). Diese Sequenz wird zur Generierung
von komplementaren Nukleotidsequenzen genutzt, die selektiv nur an diese Neose-
quenz binden. Durch kovalente Bindung von Fluoreszensfarbstoffen, Biotin, Digoxi-
genin oder &hnlichen Molekilen bzw. durch radioaktive Markierung, wird indirekt das
durchgeflhrte SpleiRen nachgewiesen. Die Auswertung des Assays erfolgt in einem
geeigneten Auswertegerat (ELISA-Reader, FluoreszensmeRgerat etc.).
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Alle beschriebenen Versuche wurden nach Standardmethoden, wie sie in (Eperon,

I.C., and Krainer, A.R. (1994) Splicing of mMRNA precursors in mammalian cells. In
RNA Processing, vol. | - A Practical Approach (B.D. Hames and S.J. Higgins, eds.)
Oxford: IRL Press, pp. 57-101) beschrieben sind, durchgefiihrt.

3.1. Durchfihrung der in vitro Transkription

Das in Fig. 5A beschriebene Konstrukt wurde von dem dafiir kodierenden Plasmid
mittels in vitro Transkription in die korrespondierende mRNA umgeschrieben. Zur
Kontrolle und spéteren Vergleich wurde ebenfalls das entsprechende Konstrukt ohne

die IRE-Sequenz in den Experimenten eingesetzt.

Zuvor wurden die Konstrukte in den Vektor pGEM-3Zf (Pharmacia) einkloniert und
in E. coli vermehrt. Mit Hilfe von Standardtechnologien wurden die Plasmide gerei-
nigt und auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Vor dem Einsatz in der in vitro

Transkription wurden die Plasmide mit Hilfe von Restriktionsenzymen linearisiert.

Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

5 Wl 5 x Transkriptionspuffer (200 mM Tris-HCI pH 7.9, 30 mM MgCl,, 10 mM Sper-
midin, 50 mM NacCl)

1 I BSA (1 mg/mi)

1 1l RNAsin

2,5 ul DTT (100 mM)

1 MINTP’s (ATP, GTP ,CTP mit 2,5 mM und UTP mit 1,25 mM)
2 ul **P-UTP (3000 Ci/mM)

2 uI MINX Plasmid linearisiert (1 mg/ml)

2,5 ul GpppG-Cap (1mM)

2 ul SP6 Polymerase

ad 25 pl mit H,O

Der Transkriptionsansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert und anschlieRend iiber ein

praparatives Gel nach Standardmethoden gereingt. Zum Auffinden der markierten
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RNA wurde flr 1 Minute ein Réntgenfiim aufgelegt und die Bande mittels eines

Skalpells ausgeschnitten. Das Gelfragment wurde zerschnitten und Gber Nacht bei
4°C mit Elutionspuffer (500 mM Na-Acetat pH 5, 1 mM EDTA pH 8, 2,5% Phe-
nol/Chloroform) die RNA aus dem Gel extrahiert.

3.2 Durchflihrung der Spleireaktion

7 pl Kernextrakt von Hela-Zellen (=35 % v/v) wurden mit 3,25 mM MgCl,, 35 mM
KCl, 2 mM ATP, 20 mM Phosphocreatine, 1U/ul RNAsin und 30.000 — 50.000 cpm
MINX-pra-mRNA (Zillmann et al., 1988, Molecular and Cellular Biology, 8: 814) in
einem Reaktionsvolumen von 20 ul fiir 0, 10, 20, 30 und 40 Minuten bei 30°C inku-
biert. Zum Vergleich wurde pra-mRNA eingesetzt, die das IRE nicht enthielt. An-
schiieBend wurden die Reaktionen durch Zugabe von 400 pl Proteinase K-Puffer
(100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 12,5, mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% SDS, 0,1 mg Pro-
teinase K) beendet. Die Proben wurden mit 400 ul Phenol/Chioroform extrahiert und
die wéassrige Phase mit 2,5 Volumina Ethanol und 1/10 Volumen 3M Natriumacetat
(pH 5,2) bei —20°C gefallt. Die RNA wurde abzentrifugiert und mit 70 - 80% Ethanol

gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde die RNA getrocknet.

Die getrocknete RNA wurde in 5 ul Probenpuffer (0,5 x TBE, 80% (v/v) Formamid,
0,1% (w/v) Xylencyanol und 0,1% (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen, fir 10 Mi-
nuten bei 65°C erhitzt, auf Eis abgekihlt und anschlieRend mittels eines 8%-igen
Polyacrylamidgels aufgetrennt. Die aufgetrennte RNA wurde mittels Autoradiogra-

phie nachgewiesen (siehe Fig. 6).

In den Spuren 1-5 der Fig. 6 ist der zeitliche Verlauf (0, 10, 20, 30, 40 Minuten) der
Spleitreaktion der MINX pr&-mRNA ohne IRE am 3°-OH Ende gezeigt. Auf der Ab-
bildung ist zu erkennen, dall nach ca. 20 Minuten ein Grofteil der Pra-mRNA in die
reife mRNA Gberfiihrt worden ist. In den Spuren 6-10 ist das gleiche Experiment mit
der durch IRE am 3°-OH Ende modifizierten pra-mRNA gezeigt. Auch hier ist eine

deutliche SpleiRreaktion nach 20 Minuten Inkubationszeit zu erkennen.
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Patentanspriiche

1.

Testsystem enthaltend

(a) eine oder mehrere, gleiche oder verschiedene immobilisierte Nukleinsaure/n
mit mindestens einer spleilfahigen Nukleinsaure,

(b) mindestens ein gelfreies Nachweissystem zum Nachweis einer
Spleilreaktion, gegebenenfalls

(c) mindestens eine Zusammensetzung enthaltend Spleilkomponenten, und
vorzugsweise

(d) geeignete Nachweissonden, und gegebenenfalls

(e) weitere Hilfsmittel.

Testsystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die splei’¢fahige
Nukleinsdure mindestens zwei Exons enthalt, die durch mindestens ein Intron

getrennt sind.

Testsystem nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daR das gelfreie

Nachweissystem mindestens eine Sonde enthalt.

Testsystem nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal die Sonde eine zu
der spleiféhigen Nukleinsdure komplementire Nukleinsdure, eine die
spleiltfahige Nukleinsdure-bindende niedermolekulare Verbindung und/oder ein

die spleiltfahige Nukleinsdure-bindendes Peptid oder Protein ist.

Testsystem nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR die niedermolekulare
Verbindung ausgewahit ist aus Theophyliin, Xanthin oder

einem Aminoglycosid, vorzugsweise Tobramycin, und das Nukleinsaure-
bindende Peptid oder Protein ein "iron responsive element binding protein” 1BP)
ist.

Testsystem nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR die komplementére
Nukleinsdure komplementar zu mindestens einem Intron, zu mindestens einem
Exon und/oder zu mindestens einer Ubergangsstelle von einem Exon und einem

Intron ist.
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Testsystem nach einem der Anspriiche 3-6, dadurch gekennzeichnet, dal die

spleitfahige Nukleinsdure oder die komplementire Nukleinsiure des gelfreien
Nachweissystems eine Erkennungssequenz fiir eine Nukleinsiure-bindende
niedermolekulare Verbindung und/oder fiir ein Nukleinsdure-bindendes Peptid
oder Protein enthalt.

Testsystem nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daR die Erken-
nungssequenz fir eine Nukleinsaure-bindende niedermolekulare Verbindung eine

Aptamersequenz ist.

Testsystem nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekennzeichnet, dal das

gelfreie Nachweissystem eine Markierung enthélt.

Testsystem nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR die Markierung eine
radioaktive Markierung, eine Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen, mit Biotin,

mit Digoxigenin und/oder mit Antikdrper ist.

Testsystem nach einem der Anspriiche 3-8, dadurch gekennzeichnet, daR die
spleilfahige Nukleinsdure und die Sonden-bindende Nukleinsauresequenz

miteinander verbunden sind.

Testsystem nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dal mindestens zwei
verschiedene Sonden-bindende Nukleinsduresequenzen mit einer spleil¥fahigen

Nukleinsaure verbunden sind.

Testsystem nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daR die
Nukleinsdure direkt kovalent oder indirekt Gber ein Strukturelement und einen
Bindungspartner zum Strukturelement oder mittels Hybridisierung an eine feste

Phase gebunden ist.

Testsystem nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daR die direkte kovalen-
te Bindung lber die vicinalen 2°,3'-Hydroxylgruppe des Ribosertickgrades der

Nukleinsaure erfoigt.
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Testsystem nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daR das
Strukturelement ein Biotin- oder Dicarbonsdure-Linker ist
Testsystem nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daR der

Bindungspartner Theophyliin, Xanthin oder einem Aminoglycosid, vorzugsweise

Tobramycin, und/oder ein Nukleinséure-Bindeprotein, insbesondere IBP, ist.

Testsystem nach einem der Anspriiche 13-16, dadurch gekennzeichnet, daR die
feste Phase ausgewahit ist aus Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall, Glas

oder Kunststoff.

Testsystem nach einem der Anspriiche 1-17, dadurch 'gekennzeichnet, daf®

mindestens eine Nukleinsaure eine RNA ist.

Testsystem nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dal die RNA von einer

Nukleinsaure abgeleitet ist, ausgewahit aus einer Sequenz der Formel

T CTTGGATCGG

AAACCCGTCG
CTGCAGCCCA
TTGATGATGT
GAGGACAAAC
ATCGTCTTGA

CACTCTTGGA
GTAGAACTGG
AGTCCAGGGT
CACAGCTCGC
GGCTTAGTAT

CACTCTTGGA
GTAGAACTGG
GCAGCACUUC
AGGGTTTCCT
CTCGCGGTTG

CCACTCTTGG
TGTAGAACTG
GTGCTGAGCC
CAGGGTTTCC
GCTCGCGGTT

GCCTCCGAAC
AGCTTGCTGC
CATACTTATC
TCTTCGCGGT
TGCCCTTGGC

TCGGAAACCC
TTACCTGCAG
TTCCTTGATG
GGTTGAGGAC
AGCGAGGTTT

TCGGAAACCC
TTACCTGCAA
TGCAGCCCAA
TGATGATGTC
AGGACAAACT

ATCGGAAACC
GTTACCTGCA
CTGCAGCCCA
TTGATGATGT
GAGGACAAAC

GGTAAGAGCC TAGCATGTAG AACTGGTTAC
ACGTCTAGGG CGCAGTAGTC CAGGGTTTCC
CTGTCCCTTT TTTTTCCACA GCTCGCGGTT
CTTTCCAGTG GGGATCCAAG TGATACCAGC

AGCACTTGGA TCC,

GTCGGCCTCC
CCCAAGCTTG
ATGTCATACT
AAACTCTTCG
AGCTACACTC

GTCGGCCTCC
AGUGAUACCA
GCTTGCTGCA
ATACTTATCC
CTTCGCGGTC

CGTCGGCCTC
GGCTTAGTAT
AGCTTGCTGC
CATACTTATC
TCTTCGCGGT

GAACGGTAAG
CTGCACGTCT
TATCCTGTCC
CGGTCTTTCC
GTGCTGAGCC

GAACGGTAAG
GCAUCGUCUU
CGTCTAGGGC
TGTCCCTTTT
TTTCCAGTGG

CGAACGGTAA
AGCGAGGTTT
ACGTCTAGGG
CTGTCCCTTT
CTTTCCAGTG

AGCCTAGCAT
AGGGCGCAGT
CTTTTTTTTC
AGTGGGGATC
GGATCC

AGCCTAGCAT
GAUGCCCUUG
GCAGTAGTCC
TTTTCCACAG
GGATCC

GAGCCTAGCA
AGCTACACTC
CGCAGTAGTC
TTTTTCCACA
GGGATCC
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AAGTGATACC
TCGCCCACTC
AGCATGTAGA
GCAGTAGTCC
TTTTCCACAG
GGATCC

GGCTTAGTAT
TCGCCCACTC
AGCATGTAGA
GCAGTAGTCC
TTTTCCACAG
GGATCC

AGCATCGTCT
TTGGATCGGA
ACTGGTTACC
AGGGTTTCCT
CTCGCGGTTG

AGCGAGGTTT
TTGGATCGGA
ACTGGTTACC
AGGGTTTCCT
CTCGCGGTTG

29

TGATGCCCTT
AACCCGTCGG
TGCAGCCCAA
TGATGATGTC
AGGACAAACT

AGCTACACTC
AACCCGTCGG
TGCAGCCCAA
TGATGATGTC
AGGACAAACT

GGCAGCACTT
CCTCCGAACG
GCTTGCTGCA
ATACTTATCC
CTTCGCGGTC

GTGCTGAGCC
CCTCCGAACG
GCTTGCTGCA
ATACTTATCC
CTTCGCGGTC

(Th/To)-5‘-verbunden mit einer Sequenz der Formel

CCGCGGTGGC
ATGTAATATA
ATAGCATCTA
TTTGAAAAAT
ACAGTAGGAT
GCCACTGAAT
GTGAGAAACC
TTCGGCCATC
TAGTTTTTTC
TGACCCATCC
GTACAAATGG

TCCGTCGACT

GGCCGCTCTA
CCCCAAACAT
AAAGTCTTAG
TTAATTCAAC
CATTTCTATA
CCAACTTGGT
GAAATTGAAT
TATAATTTTG
CTTTGGAAGT
TATGTACTTC
CAGTCTGACA

GACTTCAGTA

AAAACCA-3‘«(Th/To)

CCAGGATTTG
TTTCGGAGCA
TGACTAACAC
TGACTCTTCA
CCTTTGTACC
CCGCAATCCT
TTGCCGTTGC
TGGCGCGATG
GGGCTCTATG

GTCGACTGAC
ACCAGGATTT
ATTTCGGAGC
TTGACTAACA
TTGACTCTTC
ACCTTTGTAC
TCCGCAATCC
TTTGCCGTTG
ATGGCGCGAT

AGGGCTCTAT

AAACTATAGC
GGCTTTTTGA
ATTCTACAGT
AAAGAGCCAC
CCAGAGTGAG
TAGCGTTCGG
ATTTGTAGTT
ATTCTTGACC
GGTGGGTACA

TTCAGTATGT
GAAACTATAG
AGGCTTTTTG
CATTCTACAG
AAAAGAGCCA
CCCAGAGTGA
TTAGCGTTCG
CATTTGTAGT
GATTCTTGAC

GGGTGGGTAC

GAACTAGTGG
TTTACCCACA
GTACTAGAGT
CATTGCAGCA
GGAATCGTCA
TGATGAGTCC
CTAAATTAGC
AATAAAAATT
AATTACAATA
TTTTTTGAAG
AGTT,

TGTAATATAC

ATCTAAAAGT
AAAATTTAAT
AGGATCATTT
TGAATCCAAC
AAACCGAAAT
CCATCTATAA
TTTTCCTTTG
CATCCTATGT
AATGGCAGTC

AATATACCCC
CATCTAAAAG
AAAAATTTAA
TAGGATCATT
CTGAATCCAA
GAAACCGAAA
GCCATCTATA
TTTTTCCTTT
CCATCCTATG

AAATGGCAGT

ATCCGTCGAC
AAARANCCAGG
TTTCATTTCG
GCTTTTGACT
CTCTTTGACT
CATAACCTTT
TTGGTCCGCA
TTGCTTTGCC
TTTTATGGCG
GGATAGGGCT

CCCAAACATT

CTTAGGTACT
TCAACCATTG
CTATAGGAAT
TTGGTTGATG
TGAATCTAAA
TTTTGAATAA
GAAGTAATTA
ACTTCTTTTT
TGACAAGTT,

AAACATTTTA
TCTTAGGTAC
TTCAACCATT
TCTATAGGAA
CTTGGTTGAT
TTGAATCTAA
ATTTTGAATA
GGAAGTAATT
TACTTCTTTT

PCT/EP00/01595

GAATTCGAGC
GTAAGAGCCT
CGTCTAGGGC
TGTCCCTTTT
TTTCCAGTGG

GAATTCGAGC
GTAAGAGCCT
CGTCTAGGGC
TGTCCCTTTT
TTTCCAGTGG

TGACTTCAGT
ATTTGAAACT
GAGCAGGCTT
AACACATTCT
CTTCAAAAGA
GTACCCCAGA
ATCCTTAGCG
GTTGCATTTG
CGATGATTCT
CTATGGGTGG

TTACCCACAA

AGAGTTTTCA
CAGCAGCTTT
CGTCACTCTT
AGTCCCATAA
TTAGCTTGGT
AAATTTTGCT
CAATATTTTA
TGAAGGGATA

CCCACAAAAA
TAGAGTTTTC
GCAGCAGCTT
TCGTCACTCT
GAGTCCCATA
ATTAGCTTGG
AAAATTTTGC
ACAATATTTT
TTGAAGGGAT

CTGACAAGTT-3‘«(Th/To)
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CACTCTTGGA
GTAGAACTGG
AGTCCAGGGT
CACAGCTCGC

GGGGATCCTG

TCCGTCGACT
AAAACCAGGA
TTCATTTCGG
CTTTTGACTA
TCTTTGACTC
ATAACCTTTG
TGGTCCGCAA
TGCTTTGCCG
TTTATGGCGC
GATAGGGCTC
CTGCTTCAAC

TCGGAAACCC
TTACCTGCAG
TTCCTTGATG
GGTTGAGGAC

CTTCAACAGT

GACTTCAGTA
TTTGAAACTA
AGCAGGCTTT
ACACATTCTA
TTCAAAAGAG
TACCCCAGAG
TCCTTAGCGT
TTGCATTTGT
GATGATTCTT
TATGGGTGGG
AGTGCTTGGA

30

GTCGGCCTCC
CCCAAGCTTG
ATGTCATACT
AAACTCTTCG

GCTTGGACGG

TGTAATATAC
TAGCATCTAA
TTGAAAAATT
CAGTAGGATC
CCACTGAATC
TGAGAAACCG
TCGGCCATCT
AGTTTTTTCC
GACCCATCCT
TACAAATGGC
CGGATCCTCT

wobei (Th/To) eine Sequenz ausgewihlt aus

AAGTGATACC AGCATCGTCT TGATGCCCTT

GGCTTAGTAT AGCGAGGTTT AGCTACACTC

bedeutet.

GAACGGTAAG
CTGCACGTCT
TATCCTGTCC
CGGTCTTTCC

ATCCTCTAGA

CCCAAACATT
AAGTCTTAGG
TAATTCAACC
ATTTCTATAG
CAACTTGGTT
AAATTGAATC
ATAATTTTGA
TTTGGAAGTA
ATGTACTTCT

PCT/EP00/01595

AGCCTAGCAT
AGGGCGCAGT
CTTTTTTTTC
AGTGGGGATC

¢ oder

TTACCCACAA
TACTAGAGTT
ATTGCAGCAG
GAATCGTCAC
GATGAGTCCC
TAAATTAGCT
ATAAAAATTT
ATTACAATAT
TTTTTGAAGG

AGTCTGACA AGTTGGGGATC

AGAC,

GGCAGCACTT

GTGCTGAGCC

GAATT (Th), oder

GAATT (To)

Testsystem nach einem der Anspriiche 1-19, dadurch gekennzeichnet, daR die
Zusammensetzung gemaR Merkmal (c) "small nuclear ribonucleoprotein parti-

cles" (snRNP)-Komponenten und nicht-snRNP-Komponenten enthaiten.

Testsystem nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daR die snRNP-
Komponenten U1-, U2-, U4-, U5- und/oder U6-Proteine enthalten.

Testsystem nach einem der Anspriiche 1-21, dadurch gekennzeichnet, daR die
Zusammensetzung gemaR Merkmal (c) ein Zellextrakt, insbesondere ein
eukaryotischer Zell- oder Zellkernextrakt ist.

Testsystem nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daR der Zellkernextrakt
aus tierischen Zellen, insbesondere Saugetierzellen, oder von Pilzen, insbeson-

dere Hefen gewonnen ist.
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Testsystem nach einem der Anspriiche 1-23, dadurch gekennzeichnet, daR die

weiteren Hilfsmittel gemal Merkmal (d) ausgewahit sind aus Pufferldsungen,
Stabilisatoren und/oder Energieaquivalenten, insbesondere ATP.

Verfahren zur Herstellung eines Testsystems gemaR einem der Anspriiche 1-24,
dadurch gekennzeichnet, dal® mindestens eine spleilfahige Nukleinsaure geman
Merkmal (a) und mindestens ein gelfreies Nachweissystem gemaR Merkmal (b)
sowie gegebenenfalls mindestens eine Zusammensetzung enthaltend Splice-
komponenten gemaRl Merkmal (c) und gegebenenfalls weitere Hilfsmittein Zu-

sammengestellt werden.

Verfahren zum Auffinden einer wirksamen Substanz, dadurch gekennzeichnet,

daR |

(a) eine oder mehrere, gleiche oder verschiedene immobilisierte Nukleinsaure/n
mit mindestens einer spleifahigen Nukleinsduresequenz in Anwesenheit
von mindestens einer zu untersuchenden Substanz und mindestens einer
Zusammensetzung enthaltend Splicekomponenten und gegebenenfalls
weiteren Hilfsmitteln unter geeigneten Bedingungen inkubiert werden, und

(b) das sich gegebenenfalls gebildete SpleiRprodukt mittels eines gelfreien
Nachweissystems nachgewiesen wird.

Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daR die wirksame
Substanz eine pharmazeutisch wirksame Verbindung, ein Fungizid, ein Herbizid,

ein Pestizid und/oder ein Insektizid ist.

Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dal die pharmazeutisch

wirksame Substanz ein Antibiotikum ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 26-28, dadurch gekennzeichnet, daR die zu
untersuchende Substanz ausgewahlt ist aus einer natiirlich vorkommenden,
natirlich vorkommenden und chemisch modifizierten und/oder synthetischen
Substanz.
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30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daR die zu
untersuchende Substanz in Form einer kombinatorischen Substanzbibliothek

eingesetzt wird.

31. Verfahren zur Diagnose einer Erkrankung, dadurch gekennzeichnet, da

(@) eine oder mehrere, gleiche oder verschiedene immobilisierte Nukleinsaure/n
mit mindestens einer spleilfahigen Nukleinsduresequenz in Anwesenheit
von mindestens einer Zusammensetzung enthaltend Splicekomponenten
und gegebenenfalls weiteren Hilfsmitteln unter geeigneten Bedingungen
inkubiert werden, und

(b) das sich gegebenenfalls gebildete SpleiRprodukt mittels eines gelfreien
Nachweissystems nachgewiesen wird. '

32.  Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dal die Erkrankung eine

Erbkrankheit, eine Krebserkrankung und/oder eine virale Erkrankung ist.

33. Verfahren nach Anspruch 31 oder 32, dadurch gekennzeichnet, daR die
Erkrankung ausgewdhlt ist aus Grave's Krankheit, spinale Muskelatrophy, R'-
Thalassaemie, Krebserkrankungen in bezug auf das c-erb-Onkogen, Hepatitis C

Infektion und/oder Herpes Simplex Virus Infektion.

34. Spleifahige Nukleinsduren ausgewahlt aus einer RNA, die von einer

25

30

35

40

Nukleinsaure abgeleitet ist, ausgewahlt aus einer Sequenz der Formel

AAACCCGTCG
CTGCAGCCCA
TTGATGATGT
GAGGACAAAC
ATCGTCTTGA

AAACCCGTCG
CTGCAGCCCA
TTGATGATGT
GAGGACAAAC
AGGTTTAGCT

GCCTCCGAAC
AGCTTGCTGC
CATACTTATC
TCTTCGCGGT
TGCCCTTGGC

GCCTCCGAAC
AGCTTGCTGC
CATACTTATC
TCTTCGCGGT
ACACTCGTGC

GGTAAGAGCC
ACGTCTAGGG
CTGTCCCTTT
CTTTCCAGTG
AGCACTTGGA

GGTAAGAGCC
ACGTCTAGGG
CTGTCCCTTT
CTTTCCAGTG
TGAGCCGGAT

T CTTGGATCGG
TAGCATGTAG AACTGGTTAC
CGCAGTAGTC CAGGGTTTCC
TTTTTCCACA GCTCGCGGTT
GGGATCCAAG TGATACCAGC
TCC,

CACT CTTGGATCGG
TAGCATGTAG AACTGGTTAC
CGCAGTAGTC CAGGGTTTCC
TTTTTCCACA GCTCGCGGTT
GGGATCGGCT TAGTATAGCG
CC,
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AAACCCGTCG
CTGCAAAGTG
GCCCAAGCTT
GATGTCATAC
CAAACTCTTC

AAACCCGTCG
CTGCAGGCTT
GCCCAAGCTT
GATGTCATAC
CAAACTCTTC

GCCCTTGGCA
CGTCGGCCTC
GCCCAAGCTT
GATGTCATAC
CAAACTCTTC

GCCTCCGAAC
ATACCAGCAT
GCTGCACGTC
TTATCCTGTC
GCGGTCTTTC

GCCTCCGAAC
AGTATAGCGA
GCTGCACGTC
TTATCCTGTC
GCGGTCTTTC

GCACTTGAAT
CGAACGGTAA
GCTGCACGTC
TTATCCTGTC
GCGGTCTTTC

33

GGTAAGAGCC
CGTCTTGATG
TAGGGCGCAG
CCTTTTTTTT
CAGTGGGGAT

GGTAAGAGCC
GGTTTAGCTA
TAGGGCGCAG
CCTTTTTTTT
CAGTGGGGAT

PCT/EP00/01595

CACT CTTGGATCGG
TAGCATGTAG AACTGGTTAC
CCCTTGGCAG CACTTCTGCA
TAGTCCAGGG TTTCCTTGAT
CCACAGCTCG CGGTTGAGGA
CC,

CCACT CTTGGATCGG
TAGCATGTAG AACTGGTTAC
CACTCGTGCT GAGCCCTGCA
TAGTCCAGGG TTTCCTTGAT
CCACAGCTCG CGGTTGAGGA
CccC,

AAGT GATACCAGCA TCGTCTTGAT

TCGAGCTCGC
GAGCCTAGCA
TAGGGCGCAG
CCTTTTTTTT
CAGTGGGGAT

CCACTCTTGG ATCGGAAACC
TGTAGAACTG GTTACCTGCA
TAGTCCAGGG TTTCCTTGAT
CCACAGCTCG CGGTTGAGGA
CC,

ACACTCGTGC
CGTCGGCCTC
GCCCAAGCTT
GATGTCATAC
CAAACTCTTC

TGAGCCGAAT
CGAACGGTAA
GCTGCACGTC
TTATCCTGTC
GCGGTCTTTC

GGCT TAGTATAGCG AGGTTTAGCT

TCGAGCTCGC CCACTCTTGG
GAGCCTAGCA TGTAGAACTG
TAGGGCGCAG TAGTCCAGGG
CCTTTTTTTT CCACAGCTCG

CAGTGGGGAT

CccC,

(Th/To)-5‘-verbunden mit einer Sequenz der Formel

CCGCGGTGGC
ATGTAATATA
ATAGCATCTA
TTTGAAAAAT
ACAGTAGGAT
GCCACTGAAT
GTGAGAAACC
TTCGGCCATC
TAGTTTTTTC
TGACCCATCC
GTACAAATGG

GGCCGCTCTA
CCCCAAACAT
AAAGTCTTAG
TTAATTCAAC
CATTTCTATA
CCAACTTGGT
GAAATTGAAT
TATAATTTTG
CTTTGGAAGT
TATGTACTTC

GAACTAGTGG
TTTACCCACA
GTACTAGAGT
CATTGCAGCA
GGAATCGTCA
TGATGAGTCC
CTAAATTAGC
AATAAAAATT
AATTACAATA
TTTTTTGAAG

CAGTCTGACA AGTT,

ATCCGTCGAC
AAAAACCAGG
TTTCATTTCG
GCTTTTGACT
CTCTTTGACT
CATAACCTTT
TTGGTCCGCA
TTGCTTTGCC
TTTTATGGCG
GGATAGGGCT

ATCGGAAACC
GTTACCTGCA
TTTCCTTGAT
CGGTTGAGGA

TGACTTCAGT
ATTTGAAACT
GAGCAGGCTT
AACACATTCT
CTTCAAAAGA
GTACCCCAGA
ATCCTTAGCG
GTTGCATTTG
CGATGATTCT
CTATGGGTGG
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TCCGTCGACT

GACTTCAGTA

AAAACCA-3‘-(Th/To)

CCAGGATTTG
TTTCGGAGCA
TGACTAACAC
TGACTCTTCA
CCTTTGTACC
CCGCAATCCT
TTGCCGTTGC
TGGCGCGATG
GGGCTCTATG

GTCGACTGAC
ACCAGGATTT
ATTTCGGAGC
TTGACTAACA
TTGACTCTTC
ACCTTTGTAC
TCCGCAATCC
TTTGCCGCTTG
ATGGCGCGAT

AGGGCTCTAT

CACTCTTGGA
GTAGAACTGG
AGTCCAGGGT
CACAGCTCGC

GGGGATCCTG

TCCGTCGACT
AAAACCAGGA
TTCATTTCGG
CTTTTGACTA
TCTTTGACTC
ATAACCTTTG
TGGTCCGCAA
TGCTTTGCCG
TTTATGGCGC
GATAGGGCTC
CTGCTTCAAC

wobei (Th/To) eine Sequenz ausgewahlt aus

AAGTGATACC
GGCTTAGTAT

bedeutet.

AAACTATAGC
GGCTTTTTGA
ATTCTACAGT
AAAGAGCCAC
CCAGAGTGAG
TAGCGTTCGG
ATTTGTAGTT
ATTCTTGACC
GGTGGGTACA

TTCAGTATGT
GAAACTATAG
AGGCTTTTTG
CATTCTACAG
AAAAGAGCCA
CCCAGAGTGA
TTAGCGTTCG
CATTTGTAGT
GATTCTTGAC

GGGTGGGTAC

TCGGAAACCC
TTACCTGCAG
TTCCTTGATG
GGTTGAGGAC

CTTCAACAGT

GACTTCAGTA
TTTGAAACTA
AGCAGGCTTT
ACACATTCTA
TTCAAAAGAG
TACCCCAGAG
TCCTTAGCGT
TTGCATTTGT
GATGATTCTT
TATGGGTGGG
AGTGCTTGGA

AGCATCGTCT TGATGCCCTT GGCAGCACTT GAATT (Th), oder

34
TGTAATATAC

ATCTAAAAGT
AAAATTTAAT
AGGATCATTT
TGAATCCAAC
AAACCGAAAT
CCATCTATAA
TTTTCCTTTG
CATCCTATGT
AATGGCAGTC

AATATACCCC
CATCTAAAAG
AAAAATTTAA
TAGGATCATT
CTGAATCCAA
GAAACCGAAA
GCCATCTATA
TTTTTCCTTT
CCATCCTATG

AAATGGCAGT

GTCGGCCTCC
CCCAAGCTTG
ATGTCATACT
AAACTCTTCG

GCTTGGACGG

TGTAATATAC
TAGCATCTAA
TTGAAAAATT
CAGTAGGATC
CCACTGAATC
TGAGAAACCG
TCGGCCATCT
AGTTTTTTCC
GACCCATCCT
TACAAATGGC
CGGATCCTCT

PCT/EP00/01595

CCCAAACATT TTACCCACAA

CTTAGGTACT AGAGTTTTCA
TCAACCATTG CAGCAGCTTT
CTATAGGAAT CGTCACTCTT
TTGGTTGATG AGTCCCATAA
TGAATCTAAA TTAGCTTGGT
TTTTGAATAA AAATTTTGCT
GAAGTAATTA CAATATTTTA
ACTTCTTTTT TGAAGGGATA
TGACAAGTT,

AAACATTTTA CCCACAAAAA
TCTTAGGTAC TAGAGTTTTC
TTCAACCATT GCAGCAGCTT
TCTATAGGAA TCGTCACTCT
CTTGGTTGAT GAGTCCCATA
TTGAATCTAA ATTAGCTTGG
ATTTTGAATA AAAATTTTGC
GGAAGTAATT ACAATATTTT
TACTTCTTTT TTGAAGGGAT

CTGACAAGTT-3‘-(Th/To)

GAACGGTAAG AGCCTAGCAT
CTGCACGTCT AGGGCGCAGT
TATCCTGTCC CTTTTTTTTC
CGGTCTTTCC AGTGGGGATC

ATCCTCTAGA c¢ oder

CCCAAACATT TTACCCACAA
AAGTCTTAGG TACTAGAGTT
TAATTCAACC ATTGCAGCAG
ATTTCTATAG GAATCGTCAC
CAACTTGGTT GATGAGTCCC
AAATTGAATC TAAATTAGCT
ATAATTTTGA ATAAAAATTT
TTTGGAAGTA ATTACAATAT
ATGTACTTCT TTTTTGAAGG
AGTCTGACA AGTTGGGGATC
AGAC,

AGCGAGGTTT AGCTACACTC GTGCTGAGCC GAATT (To)
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35. Verwendung einer spleifahigen Nukleinsdure gemaR Anspruch 34 zur

Herstellung eines Testsystems.



WO 00/52201 PCT/EP00/01595

1/12

Fhig. 1A

taatacgactcactataGGGCGAATTCGAGCTCGCCCACTCTTGGATCGGARACCCGTCGGCCTCC
--=T7 Promotor-==-----,........ .40} 11 P

CTTGGCAGCACTTGGATCC
::Aptamer Th::::::
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_dig.- 1B

ttaatacgactcactataGGGCGAATTCGAGCTCGCCCACTCTTGGATCGGARACCCGTCGGCCTC
--=T'7 Promotor-----....... )40 1 T

CTCGTGCTGAGCCGGATCC
:::Aptamer To:::::
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Fhig. Z2A

taatacgactcactataGGGCGAATTCGAGCTCGCCCACTCTTGGATCGGARACCCGTCGGCCTCC
................. --=T7 Promotor--==-.......Ex0n 1.....000vinnnnnns
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big. 28

taatacgactcactataGGGCGAATTCGAGCTCGCCCACTCTTGGATCGGAAACCCGTCGGCCTCC
................. ===T 7 PromotOr====1 10t ee s BXONL . s tennennrnnnss
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Fig. A

taatacgactcactataGGGCGAATTAAGTGATACCAGCATCGTCTTGATGCCCTTGGCAGCACTT
e -==T7---- Aptamer Th
Promotor

GAATTCGAGCTCGCCCACTCTTGGATCGGAAACCCGTCGGCCTCCGAACGgtaagagectageaty
EEEET i eseenneees J03:0) (N R e Intron----

tagaactggttacctgcageccaagettgctgcacgtetagggegcagtagtecagggtttectty
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Fig. 3B

taatacgactcactataGGGCGAATTGGCTTAGTATAGCGAGGT TTAGCTACACTCGTGCTGAGCC
................. -==T7---- Aptamer To
Promotor

GAATTCGAGCTCGCCCACTCTTGGATCGGAAACCCGTCGGCCTCCGAACGgtaagagectageaty
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big. 4A
TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGC (Th/To) CCGCGGTGGCGGCCGCTCTA
---T7 Promotor-------- / [m=m=mmmmmmmmmma e
Aptamer-
einfiigestelle

GAACTAGTGGATCCGTCGACTGACTTCAgtatgtaatataccccaaacattttacccacaaaaaac
-------------- . Exon ..., -=====--------Intron------------------

caggatttgaaactatagcatctaaaagtcttaggtactagagtttteattteggageaggetttt
---------------------------- Intron==-======mmmmmm— oo

tgaaaaatttaattcaaccattgcageagettttgactaacacattctacagTAGGATCATTTCTA
---------------------------- Intron--===========-----_,,,,Exon 2...

TAGGAATCGTCACTCTTTGACTCTTCAAAAGAGCCACTGAATCCAACTTGGTTGATGAGTCCCATA

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
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Fiig. 4B

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGECCGCTCTAGAACTAGTGGA
===T7 Promotor----=========mmmmmm oo

TCCGTCGACTGACTTCAgtatgtaatataccccaaacattttacccacaaaaaacca (Th/To) CC
——-...Bxon l.....,~======-mmmmm- Intron---=-=======n=m-muu-- /
Aptamer-
einfiigestelle

Aggatttgaaactatagcatctaaaagtcttaggtactagagtttteattteggageaggettttt
[ e Intron-=--====mmmmomomommme oo

gaaaaatttaattcaaccattgcagcagettttgactaacacattctacagTAGGATCATTTCTAT
------------------------------- Intron--------------,....Exon 2..,
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Fhig. 4C

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGARCTAGTGGA
===T7 Promotor---=-=-==========m-==mcmee e

TCCGTCGACTGACTTCAgtatgtaatataccccaaacattttacccacaaaaaaccaggatttgaa
---...fxon1....,------------- Intron--====-=--=m-mmmmmmmo oo

actatagcatctaaaagtcttaggtactagagttttcatttcggagcaggetttttgaaaaattta
------------------------------ Intron--=========--mmmommmcooo oo

attcaaccattgcagcagettttgactaacacattctacagTAGGATCATTTCTATAGGAATCGTC
------------------------------ Intron-----.........FXon 2..........

TGGGTGGGTACAAATGGCAGTCTGACAAGTT (Th/To)
.......... Exon 2.............../Aptamereinfiigestelle
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Fig. SA

taatacgactcactataGGGCGAATTCGAGCTCGCCCACTCTTGGATCGGAAACCCATCGGCCTCC
................. -==T 7=Promotor--=--,.....0.....BX00 1.00vinnnnnn,

GAACGgtaagagcctageatgtagaactggttacctgeageccaagettgetgeacgtetagggeg
----------------------------- Introp=-======m==-mmmmmmmommoe oo

....... B XON 2ttt s teenneoennessonaneass IRE

GGATCCTCTAGAC
IRE
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Fiig. 3B

TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGA

TCCGTCGACTGACTTCAgtatgtaatataccccaaacattttacccacaaaaaaccaggatttgaa
LExon 1. e INtLON====m=mmmmmm— e m— e mm e m e e

actatagcatctaaaagtcttaggtactagagtttteattteggageaggetttttgaaaaattta
----------------------------- D )

attcaaccattgcagcagettttgactaacacattctacagTAGGATCATTTCTATAGGAATCGTC
------------------ Intron------======---=-, . 0.....BX0D 2.........

.......... EXON 2iitunnnnninnnns IRE

CTAGAC
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Fig. b
MINX MINX-IRE
pre-mRNA pre-mRNA
//l //’/I

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 Zeit [min]

12 345 67 8910
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SEQUENZPROTOKOLL
<110> Aventis Research & Technologies GmbH & Co KG

<120> Testsystem zum Nachweis einer Spleiflreaktion, sowie
dessen Verwendung

<130> 99£005

<140> 19909156.0
<141> 1999-03-02

<160> 25
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 40

<212> RNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiuinstlichen Sequenz:APTAMER

<400> 1

aagugauacc agcaucgucu ugaugcccuu ggcagcacuu 40

<210> 2

<211> 40

<212> RNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:APTAMER

<400> 2

ggcuuaguau agcgagguuu agcuacacuc gugcugagcec 40

<210> 3

<211> 283

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA
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<400> 3

taatacgact
gcctecgaac
acgtctaggg
ttttteccaca
tgataccagc

<210> 4
<211> 283
<212> DNA

cactataggg
ggtaagagcc
cgcagtagtc
gctegeggtt
atcgtcttga

cgaattcgag
tagcatgtag
cagggtttcc
gaggacaaac
tgcecttgge

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

ctcgeccact
aactggttac
ttgatgatgt
tcttegeggt
agcacttgga

cttggatcgg
ctgcagccca
catacttatc
ctttccagtg
tce

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

<400> 4

ttaatacgac
ggccteccgaa
cacgtctagg
tttttteccac
ttagtatagc

<210> 5
<211> 282
<212> DNA

tcactatagg
cggtaagagc
gcgcagtagt
agctcgcggt
gaggtttagce

gcgaattcga
ctagcatgta
ccagggtttc
tgaggacaaa
tacactcgtg

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>

gctcgeccac
gaactggtta
cttgatgatg
ctcttegegg
ctgagccgga

tcttggatceg
cctgecagecce
tcatacttat
tctttccagt
tcc

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:pra-mRNA

<400> 5

taatacgact
gcctecgaac
cgtcttgatg
tagtccaggg
cggttgagga

<210> 6

<211> 282
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

cactataggg
ggtaagagcc
cccttggeag
tttecttgat

caaactcttc

cgaattcgag
tagcatgtag
cacttctgca
gatgtcatac
gégétctttc

Klnstliche Sequenz

ctcgcccact
aactggttac
gcccaagcett
ttatcctgtce

cagtggggat

cttggatcgg
ctgcaaagtg
gctgcacgtce
cctttttttt
cc

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pri-mRNA

PCT/EP00/01595

aaacccgteg
agcttgetge
ctgtcecttt
gggatccaag

gaaacccgtc
aagcttgctg
cctgtceett
ggggatcgge

aaacccgteg
ataccagcat
tagggcgcag
ccacagctceg

60

120
180
240
283

60

120
180
240
283

60

120
180
240
282
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<400> 6

taatacgact
gcctecgaac
ggtttagcta
tagtccaggg

cggttgagga

<210> 7

<211> 282
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 7

taatacgact
gcacttgaat
gagcctagca
tagtccaggg
cggttgagga

<210> 8

<211> 282
<212> DNA
<213>

<220>

cactataggg
ggtaagagcc
cactcgtgcet
tttccttgat
caaactcttce

cactataggg
tcgagetcege
tgtagaactg
tttccttgat
Caaactcttc

cgaattcgag
tagcatgtag
gagccctgea
gatgtcatac
gcggtcttte

Kiunstliche Sequenz

Ccgaattaagt
ccactcttgg
gttacctgca
gatgtcatac
gcggtctttce

Kinstliche Sequenz

ctegeccact
aactggttac
gcccaagett
ttatcctgte

cagtggggat

gataccagca
atcggaaacc
gcccaagett
ttatcctgte
cagtggggat

cttggatcgg
ctgcaggctt
gctgcacgtc
cctttttttt
cc

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pria-mRNA

tcgtettgat
cgtcggecte
gctgcacgtc
cctttttttt
cc

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:pria-mRNA

<400> 8

taatacgact
tgagccgaat
gagcctagea
tagtccaggg
cggttgagga

<210> 9
<211> 608
<212> DNA

cactataggg
tcgagectcege
tgtagaactg
tttccttgat

caaactcttc

cgaattggcect
ccactcttgg
gttacctgca
gatgtcatac
gdgétctttc

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

tagtatageg
atcggaaacc
gcccaagcett
ttatcectgtce

cagtggggat

aggtttaget
cgteggectce
gctgcacgtc
ccttttettt

ccC

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

PCT/EP00/01595

aaacccgteg
agtatagcga
tagggcgeag
ccacagctcg

gcecettggea
cgaacggtaa
tagggcgceag
ccacagctceg

acactcgtgce
cgaacggtaa
tagggcgcag
ccacagctceg

120
180
240
282

60

120
180
240
282

60

120
180
240
282
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<400> S

taatacgact
gatgccettg
cgactgactt
aactatagca
aaatttaatt
tataggaatc
gtcccataac
cgcaatcctt
tttgtagttt
atcctatgta
gacaagtt

<210>
<211>
<212>
<213>

10
607
DNA

<220>
<223>

<400> 10

taatacgact
agtggatccg
ccaaagtgat
actatagcat
aatttaattc
ataggaatcg
tcccataacc
gcaatcctta
ttgtagtttt
tcctatgtac
acaagtt

<210>
<211>
<212>
<213>

11
559
DNA

<220>
<223>

<400> 11

cactataggg
gcagcacttg
cagtatgtaa
tctaaaagtc
caaccattgce
gtcactcttt
ctttgtaccce
agcgttcgge
tttectttgg
cttctttttt

cactataggg
tcgactgact
accagcatcg
ctaaaagtct
aaccattgca
tcactctttg
tttgtacccc
gcgttcggece
ttcctttgga
ttettttttg

cgaattggag
aattccgegg
tataccccaa
ttaggtacta
agcagctttt
gactcttcaa
cagagtgaga
catctataat
aagtaattac

gaagggatag

Kinstliche Sequenz

cgaattggag
tcagtatgta
tcttgatgece
taggtactag
gcagcttttg
actcttcaaa
agagtgagaa
atctataatt
agtaattaca

aagggatagg

Kunstliche Sequenz

ctccaccgea
tggcggeege
acattttacc
gagttttcat
gactaacaca
aagagccact
aaccgaaatt
tttgaataaa
aatattttat
ggctctatgg

ctccaccgeg
atatacccca
cttggcagcea
agttttcatt
actaacacat
agagccactg
accgaaattg
ttgaataaaa
atattttatg
gctctatggg

agtgatacca
tctagaacta
cacaaaaaac
ttcggagcag
ttctacagta
gaatccaact
gaatctaaat

aattttgett’

ggcgcgatga
gtgggtacaa

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

gtggcggecg
aacattttac
cttgaattcc
tcggagecagg
tctacagtag
aatccaactt
aatctaaatt
attttgettt
gcgcgatgat
tgggtacaaa

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

PCT/EP00/01595

gcatcgtett
gtggatccgt
caggatttga
gctttttgaa
ggatcatttc
tggttgatga
tagcttggtce
tgccgttgea
ttcttgaccc
atggcagtct

ctctagaact
ccacaaaaaa
aggatttgaa
ctttttgaaa
gatcatttct
ggttgatgag
agcttggtcce
gcecgttgeat
tcttgaccca
tggcagtctg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
608

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
607

taatacgact cactataggg cgaattggag Ctccaccgeg gtggcggeeg ctctagaact 60
agtggatccg tcgactgact tcagtatgta atatacccca aacattttac ccacaaaaaa 120
ccaggatttg aaactatagc atctaaaagt cttaggtact agagttttca tttcggagca 180
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ggctttttga
aggatcattt
ttggttgatg
ttagcttggt
ttgeccgttge
attcttgacc
aatggcagtc

<210> 12
<211> 244
<212> DNA

aaaatttaat
ctataggaat
agtcccataa
ccgcaatcct
atttgtagtt
catcctatgt
tgacaagtt

tcaaccattg

cgtcactctt
cctttgtacce

tagcgttegg
ttttectttg

acttcttttt

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

cagcagcttt
tgactctteca
ccagagtgag
ccatctataa
gaagtaatta
tgaagggata

tgactaacac
aaagagccac
aaaccgaaat
ttttgaataa
caatatttta
gggctctatg

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pri-mRNA

<400> 12

tcttggatcg gaaacccgtc ggcctccgaa

cctgcagecc aagcttgetg cacgtctagg
tcatacttat cctgtecctt ttttttecac
tctttecagt ggggatccaa gtgataccag

atcc

<210>
<211>
<212>
<213>

13
246
DNA

<220>
<223>

<400> 13
cactcttgga
ttacctgcag
atgtcatact
cggtctttece
ggatcc

<210>
<211>
<212>

14
235
DNA

tcggaaacce
cccaagcttg
tatcetgtec
agtggggatc

Kinstliche Sequenz

gtcggcctcce
ctgcacgtct
cttttttttc
ggéﬁtagtat

. <213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223>

cggtaagagc
gcgcagtagt
agctcgeggt
catcgtcttg

gaacggtaag
agggcgcagt
cacagctcgce

agcgaggttt

ctagcatgta
ccagggttte
tgaggacaaa
atgccecttgg

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pria-mRNA

agcctagcat
agtccagggt
ggttgaggac
agctacactc

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

PCT/EP00/01595

attctacagt
tgaatccaac
tgaatctaaa
aaattttgcet
tggcgegatg
ggtgggtaca

gaactggtta
cttgatgatg
ctcttegegg
cagcacttgg

gtagaactgg
ttccttgatg
aaactctteg
gtgctgagcc

240
300
360
420
480
540
559

60

120
180
240
244

60

120
180
240
246
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<400> 14
cactcttgga
ttacctgcaa

aggaaccagc acgcgagccc

ggcagcacct

tcggaaaccc gtcggectec gaacggtaag agcctagcat

gcagcccaag

gtctagggcg cagtagtcca gggtttectt gatgatgtca tacttatcct

tttccacage tcgeggttga ggacaaactc

<210> 15

<211> 247

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223>

<400> 15
ccactcttgg atcggaaacc cgteggectce
gttacctgca ggcttagtat agcgaggttt
agcttgctge acgtctaggg cgcagtagte
ctgtcecttt tttttccaca gctcgeggtt
gggatcc

<210>
<211>
<212>
<213>

16

256

DNA

Kunstliche Sequenz

<220>
<223>

<400> 16

aagtgatacc agcatcgtct tgatgeccctt

ttggatcgga aacccgtcegg
tgcagcccaa gettgctgea
tgtcecctttt

ggatcc

cgtctaggge
atacttatcc

tttccagtgg

<210>
<211>
<212>
<213>

17

256

DNA

Kuinstliche Sequenz

<220>
<223>

ttcgeggtet

Ccgaacggtaa
agctacactc
cagggtttcc
gaggacaaac

ggcagcactt

cctccgaacg gtaagagcect

gcagtagtcc

tttteccacag ctegeggttg

ttccagtggg

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra~-mRNA

gagcctagea
gtgctgagcec
ttgatgatgt
tcttegeggt

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

gaattcgagc
agcatgtaga
agggtttect
aggacaaact

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

PCT/EP00/01595

gtagaactqgg
cttgctgcac
gtccettttt
gatcc

tgtagaactg
ctgcagccca
catacttatc
ctttccagtg

tcgcccacte
actggttacc
tgatgatgtc
cttecgeggtce

120
180
235

60

120
180
240
247

60

120
180
240
256



WO 00/52201

<400> 17

ggcttagtat
ttggatcgga
tgcagcccaa
atacttatcc
tttccagtgg

<210> 18
<211> 524
<212> DNA

agcgaggttt
aacccgtcgg
gcttgctgea
tgtccctttt
ggatcc

agctacactc gtgctgagec gaattcgage
cctcecgaacg gtaagagect agcatgtaga
cgtctaggge gcagtagtcc agggtttcct
ttttccacag ctcgeggttg aggacaaact

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

<400> 18

ccgcggtgge
ccccaaacat
gtactagagt
gcttttgact
cttcaaaaga
gtgagaaacc
tataattttg
aattacaata

ggatagggct

<210> 19
<211> 57
<212> DNA
<213>

<220>

ggccgctcta
tttacccaca
tttcattteg
aacacattct
gccactgaat
gaaattgaat
aataaaaatt
ttttatggceg

ctatgggtgg

gaactagtgg
aaaaaccagg
gagcaggctt
acagtaggat
ccaacttggt
ctaaattagc
ttgctttgece
cgatgattct
gtacaaatgg

Kiunstliche Sequenz

atccgtcgac
atttgaaact
tttgaaaaat
catttctata
tgatgagtcc
ttggtccgea
gttgcatttg
tgacccatcc
cagtctgaca

tgacttcagt
atagcatcta
ttaattcaac
ggaatcgtca
cataaccttt
atccttageg
tagtttttte
tatgtacttc
agtt

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

<400> 19

PCT/EP00/01595

tcgeccactce
actggttacc
tgatgatgtc
cttcgeggte

atgtaatata
aaagtcttag
cattgcagca
ctctttgact
gtaccccaga
ttcggecatce
ctttggaagt
ttttttgaag

tccgtegact gacttcagta tgtaatatac cccaaacatt ttacccacaa aaaacca

<210>
<211>
<212>
<213>

20
439
DNA

<220>
<223>

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:pri-mRNA

60

120
180
240
256

60

120
180
240
300
360
420
480
524

57
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<400> 20

ccaggatttg
ggctttttga
aggatcattt
ttggttgatg
ttagcttggt
ttgcecgttge
attcttgacc
aatggcagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

21
490
DNA

<220>
<223>

<400> 21

gtcgactgac
gaaactatag
aaaaatttaa
tctataggaa
gagtcccata
tcegeaatcee
catttgtagt
ccatcctatg
ctgacaagtt

<210>
<211>
<212>
<213>

22
241
DNA

<220>
<223>

<400> 22

cactcttgga
ttacctgcag
atgtcatact
cggtectttcc

C

<210> 23

aaactatagc
aaaatttaat
ctataggaat
agtcccataa
ccgcaatcct
atttgtagtt
catcctatgt
tgacaagtt

ttcagtatgt
catctaaaag
ttcaaccatt
tcgtcactcet
acctttgtac
ttagcgtteg
tttttecttt
tacttctttt

tcggaaaccce
cccaagettg
tatcctgtcce

agtggggatc

atctaaaagt
tcaaccattg
cgtcactctt
cctttgtacc
tagcgttegg
ttttcctttg
acttcttttt

Kinstliche Sequenz

aatatacccc
tcttaggtac
gcagcagctt
ttgactcttce
cccagagtga
gccatctata
ggaagtaatt
ttgaagggat

Kinstliche Sequenz

gtcggectce
ctgcacgtct
cttttttttce

ggggatcctg

cttaggtact
cagcagcttt
tgactcttca
ccagagtgag
ccatctataa
gaagtaatta
tgaagggata

aaacatttta
tagagttttce
ttgactaaca
aaaagagcca
gaaaccgaaa
attttgaata
acaatatttt
agggctctat

gaacggtaag
agggcgcagt
cacagctcge
cttcaacagt

agagttttca
tgactaacac
aaagagccac
aaaccgaaat
ttttgaataa
caatatttta
gggctctatg

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pri-mRNA

cccacaaaaa
atttcggagc
cattctacag
ctgaatccaa
ttgaatctaa
aaaattttge
atggcgcgat
gggtgggtac

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

agcctageat
agtccagggt
ggttgaggac
gcttggacgg

PCT/EP00/01595

tttcggagea
attctacagt
tgaatccaac
tgaatctaaa
aaattttgcect

tggcgegatg

ggtgggtaca

accaggattt
aggctttttg
taggatcatt
cttggttgat
attagcttgg
tttgcegttyg
gattcttgac
aaatggcagt

gtagaactgg
ttcecttgatg
aaactcttcecg
atcctctaga

120
180
240
300
360
420
439

€0

120
180
240
300
360
420
480
490

60

120
180
240
241
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<211>
<212>
<213>

534
DNA

<220>
<223>

<400> 23

tecegtegact
tttgaaacta
ttgaaaaatt
atttctatag
gatgagtccc
tggtccgcaa
ttgcatttgt
gacccatect
agtctgacaa

<210> 24
<211> 45
<212> DNA

gacttcagta
tagcatctaa
taattcaacc
gaatcgtcac
ataacctttg
tcecttagegt
agttttttce
atgtacttct

gttggggatc

Kinstliche Sequenz

tgtaatatac
aagtcttagg
attgcagcag
tctttgacte
taccccagag
tcggecatet
tttggaagta
tttttgaagg
ctgcttcaac

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>

cccaaacatt
tactagagtt
cttttgacta
ttcaaaagag
tgagaaaccg
ataattttga
attacaatat
gatagggctc
agtgcttgga

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:pra-mRNA

ttacccacaa
ttcatttegg
acacattcta
ccactgaatc
aaattgaatc
ataaaaattt
tttatggege

tatgggtggg
cggatcctct

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:TH~-APTAMER

<400> 24

aagtgatacc agcatcgtct tgatgccctt ggcagcactt gaatt

<210>
<211>
<212>
<213>

25
45
DNA

<220>
<223>

<400> 25

Kunstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:TO-APTAMER

ggcttagtat agcgaggttt agctacactc gtgctgagce gaatt

PCT/EP00/01595

aaaaccagga
agcaggcettt
cagtaggatc
caacttggtt
taaattagct
tgctttgeeg
gatgattctt

tacaaatggc

agac

60

120
180
240
300
360
420
480
534

45

45
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