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4 ERGEBNISSE

4.1 Konzeption der photospaltbaren Linker

Die technische Neuerung im Konzept der Selektion mit photospaltbaren Linkern ist die
Verwendung von multifunktionalen Nukleinsdure-Konjugaten. Dazu mussten neue Methoden
zur Modifizierung von RNA-Transkripten, zur Kopplung der entsprechenden Reaktanten und
zur selektiven Spaltung entwickelt werden. Diese Techniken sollten universell einsetzbar und
unabhdngig von dem jeweils untersuchten Reaktionstyp sein.

Konkret wurde die Modifizierung der RNA-Bibliotheken durch enzymatische Ligation von
chemisch synthetisierten Dinukleotidanaloga erreicht. Als Spacer zwischen Reaktant und
RNA wurden wegen der ausgezeichneten chemischen Stabilitdt, der biologischen
Vertraglichkeit und der strukturellen Flexibilitit Polyethylenglykol-Einheiten (PEG)
eingeflihrt [Jischke 1997]. Die selektive Trennung der RNA von dem gekoppelten Reaktanten
wurde durch Photospaltung realisiert.

Um die bendtigten Eigenschaften in einem einzigen Baustein zu kombinieren, der mit den
iibrigen Schritten der Selektion kompatibel und in verschiedensten Selektionsprojekten
anwendbar ist, wurden die modifizierten Dinukleotide 1-3 mit der allgemeinen Struktur in
Abb. 6 entworfen und hergestellt. Diese Verbindungen enthalten, von 5’- in 3’-Richtung,

verschiedene Bereiche mit folgenden Eigenschaften:

* das Dinukleotid (p-C-C) mit einer 5’-Phosphatgruppe, das als Substraterkennung zur
Ligation mit T4-RNA-Ligase dient und die Kopplung an das 3’-Ende der RNA erlaubt
[Igloi 1996]

 zwei bis finf Hexaethylenglycolketten (Heg) als flexible Spacer, um eine freie

Positionierung der RNA zu dem Reaktanten zu gewihrleisten [Rumney & Kool 1995]
* der photochemisch spaltbare 0-Nitrobenzyl-Ester (X) [Ordoukhanian & Taylor 1995]

* eine 3’-terminale funktionelle Gruppe, die die Einfiihrung des Reaktanten ermoglicht. Dies
kann abhdngig vom jeweiligen Zielmolekiil wéhrend der Automatensynthese durch
Verwendung geeigneter Phosphoramiditbausteine geschehen, wie im Fall von Biotin in
Verbindung 1. Alternativ kann wéhrend der Synthese eine terminale primére Amino- oder
Carboxylgruppe eingefiihrt werden, die eine postsynthetische Derivatisierung mit

verschiedenen Reaktanten erlaubt.
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Abb. 6 Aufbau der Dinukleotidanaloga 1a, 2a und 3a; die entsprechend langeren Homologe 1b, 2b, und 3b
enthalten je fiinf Heg-Einheiten (n=3, m=2).

Die Verbindungen 1-3 kdnnen retrosynthetisch iiber die Phosphodiesterbriicken aus einzelnen
Phosphoramidit-Komponenten aufgebaut werden, die bis auf den photoaktiven Baustein und

die carboxyl-generierende Festphase kommerziell erhiltlich sind.

4.1.1 Synthese des photoaktiven Phosphoramidits

Der fiir das Phosphoramidit-Verfahren geeignete photoaktive Baustein 9 wurde wie in
Abbildung 7 gezeigt in vier Stufen ausgehend vom kommerziell erhiltlichen
o-Nitrobenzaldehyd 4 hergestellt [Ordoukhanian & Taylor 1995].

In der ersten Stufe wurde in einer Sakurai-Reaktion durch Trimethylallylsilan ein
Cs-Fragment eingefiihrt und die erste OH-Gruppe erzeugt [Hosomi & Sakurai 1977]. Dabei
entstand am Benzyl-Kohlenstoff ein chirales Zentrum mit racemischer Verteilung. Durch
Verwendung von Schutzgas und frisch getrocknetem und destilliertem Losungsmittel wurde
die Reaktion wasserfrei durchgefiihrt und durch die Lewis-Saure-Katalyse mit TiCls konnten

Nebenreaktionen am Ringgeriist und an der Nitrogruppe unterbunden werden.
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In Schritt 2 wurde durch Ozonolyse selektiv die Doppelbindung gespalten, die soeben
eingefiihrte Cs-Seitenkette auf ein C,-Fragment verkleinert und somit das angestrebte
Kohlenstoffgeriist vervollstindigt. Um unerwiinschte Oxidationsprodukte zu vermeiden,
wurde die Reaktion beim Auftreten der bldulichen Farbe des Ozons gestoppt. Durch reduktive
Aufarbeitung mit Natriumborhydrid (NaBH4) wurde anschlieBend in situ die zweite notige
OH-Gruppe erzeugt, ohne dabei die Nitrogruppe zu beschidigen.
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Abb. 7 Synthese des photoaktiven Phosphoramidites 9

Bei der Umsetzung der Verbindung 6 mit Dimethoxytritylchlorid (DMTrCl) wurde aus
sterischen Griinden bevorzugt die primidre OH-Gruppe geschiitzt. Die Reaktion wurde mit
Diinnschichtchromatographie verfolgt, und es wurde solange DMTrCl hinzugegeben, bis das
Ausgangsprodukt vollstindig umgesetzt war [Gait 1984].

Die verbleibende OH-Gruppe der Verbindung 7 wurde durch Umsetzung mit dem
Phosphitylierungsreagenz 8 quantitativ zum gewiinschten Phosphoramidit 9 funktionalisiert.
Dabei entstanden Diastereomere, da die Substituenten am Phosphor bei Raumtemperatur nicht
bzw. sehr langsam durchschwingen. Die Reaktion wurde luft- und wasserfrei durchgefiihrt,
mit Diinnschichtchromatographie verfolgt und nach 15 min gestoppt.

Alle Produkte wurden durch Siaulenchromatographie gereinigt und durch 'H-NMR, *C-NMR
und Massenspektroskopie charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
chromatographische Aufreinigung der Rohprodukte 5 und 6 nicht notwendig ist und diese

auch direkt weiterverarbeitet werden konnen.
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Im préparativen Ansatz wurden 3 g des Phosphoramidites 9 mit 11% Gesamtausbeute

hergestellt, dessen Identitit und Reinheit zusitzlich durch *'P-NMR nachgewiesen wurde.

4.1.2 Synthese von photospaltbaren Phosphoramiditen auf Nitroveratryl-Basis

Insbesondere zur Blockierung von Biomolekiilen wurden photoaktive Schutzgruppen in
letzter Zeit verstirkt durch Nitroveratryl-Einheiten realisiert [Correl & Trentham 1993]. Dabei
tragt das 0-Nitrobenzyl-Grundgeriist zwei zusitzliche Methoxy-Substituenten in meta- und
para-Stellung, wodurch die Lichtempfindlichkeit erhoht wird [Holmes 1997]. Zudem ist eine
Anregung mit lidngerwelliger Strahlung moglich. Es wurde daher untersucht, ob die
Nitroveratryl-Einheit zur Synthese von photospaltbaren Linkern geeignet ist.

Der Einbau dieser Gruppe in Dinukleotidanaloga des Typs 1-3 sollte wie bei dem
photoaktiven Baustein 9 durch das Phosphoramidit-Verfahren erfolgen, die Nitroveratryl-
Komponente musste daher zunédchst entsprechend funktionalisiert werden. Hierzu wurde,
ausgehend von dem kommerziell erhiltlichen Nitroveratryl-Derivat 10, wie in Abbildung 8
gezeigt in je drei Schritten die DMTr-geschiitzten Phosphoramidite 15 und16 hergestellt.
Diese unterscheiden sich in der Orientierung ihrer Schutzgruppen, was nach Einbau in
Oligonukleotide durch automatisierte Festphasen-Synthese und anschlieSender Photospaltung
bei 15 zu einem nativen 3’-Phosphat und im Fall von 16 zu einem nativen 5’-Phosphat. In
diesen Fillen ist die Unterscheidung zwischen 15 und 16 fiir eine weitergehende

enzymatische Prozessierung von Bedeutung.
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Abb. 8 Synthese der photoaktiven Nitroveratryl-Phosphoramidite 15 und 16

Bei der Synthese von Verbindung 16 wurde zunichst die Carboxyl-Gruppe von 10 unter
sauren Bedingungen mit BH; in THF reduziert [Brown et al. 1970]. Bei der anschlieBenden

Umsetzung mit DMTrCl wurde bevorzugt die neu entstandene primére Hydroxyl-Gruppe
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geschiitzt. Die verbleibende, sekundire OH-Gruppe wurde abschlieBend als Phosphoramidit
aktiviert. Zur Herstellung von 15 wurde im ersten Schritt die einzige vorhandene Hydroxyl-
Gruppe mit DMTrCl geschiitzt. Eine Reduktion der COOH-Gruppe mit Boran (BH3) ist nun
wegen der Empfindlichkeit der DMTr-Schutzgruppe gegeniiber Sdure nicht mehr moglich,
wihrend unter alkalischen Bedingungen die Reaktivitit des Carboxylates gegeniiber
Reduktions-Reagenzien stark abnimmt. Die Verwendung von Lithium-Aluminiumhyhrid
(LiAlHy) ist hier nicht moglich, da so auch die Nitro-Gruppe reduziert wiirde. Verbindung 11
wurde daher zundchst im basischen Milieu als NHS-Ester aktiviert, der anschliefend durch
NaBH,4 zum Alkohol 12 reduziert wurde [Nikawa & Shiba 1979]. Die dabei entstehende OH-
Gruppe wurde im letzten Schritt zum Phosphoramidit umgesetzt. Alle Produkte wurden durch
Flash-Chromatographie gereinigt und durch 'H-, °C und ggf. *'P-NMR sowie durch
Massenspektrometrie eindeutig charakterisiert.

Die Einsetzbarkeit von 15 und 16 in dem in Abbildung 11 gezeigten Phosphoramidit-
Verfahren wurde durch den Einbau in verschiedene Oligonukleotide getestet. In allen Féllen
wurde ein deutlicher Riickgang der Kopplungsausbeuten (zwischen 10-30 %
Kopplungseffizienz) beobachtet. Dies konnte durch eine erhohte oxidative oder saure
Empfindlichkeit im Vergleich zu dem photospaltbaren Phosphoramidit 9 erkldrt werden.
Jedoch konnte auch durch schonendere Oxidations- oder Detritylierungs-Bedingungen die
Kopplungsausbeute von 15 oder 16 nicht gesteigert werden. Eine Moglichkeit, die in diesem
Zusammenhang noch iiberpriift werden konnte, wére die Verwendung von kiirzlich
entwickelten, optimierten Aktivatoren wie z.B. 5-Ethylthiotetrazol.

Die Inkompatibilitdt der Phosphoramidite 15 und 16 mit den Bedingungen der automatisierten
Festphasensynthese ist insofern {iiberraschend, als Nitroveratryl-modifizierte Festphasen
hierbei verwendet werden konnen. Auch alkyl-substituierte 0-Nitrobenyl-Einheiten sind schon

erfolgreich im Phosphoramidit-Verfahren einsetzt worden.

4.1.3 Automatisierte Festphasensynthesen der Dinukleotidanaloga

Das gebrauchlichste Verfahren zur Oligonukleotid-Synthese ist das Phosphoramidit-
Verfahren [Beaucage & Iyer 1992]. Da neben Nukleosid-Phosphoramiditen auch andere
entsprechend bifunktionalisierte und geschiitzte Bausteine einsetzbar sind (s. Abb. 9), wurden
die Verbindungen 1-3 durch schrittweisen Einbau des photoaktiven Phosphoramidites 9 sowie

der kommerziell erhiltlichen Verbindungen 17-21 aufgebaut:
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Abb. 9 Verwendete Phosphoramidite und Reagenzien bei der Festphasensynthese der Dinukleotidanaloga 1-3

Die einzelnen Schritte einer Oligonukleotid-Synthese sind in Abb. 10 gezeigt. Ein Zyklus
beginnt mit der Abspaltung der Dimethoxytrityl-Schutzgruppe (DMTr) im sauren Milieu
(Detritylierung). An die neu entstandene (5’)-OH-Funktion kann durch Aktivierung mit
Tetrazol der neue Baustein unter Ausbildung einer Phosphitbindung gekoppelt werden. Um
nicht gekoppelte Ketten am weiteren Wachstum zu hindern, werden die nicht umgesetzten
OH-Gruppen mit Acetanhydrid blockiert (Capping). Die anschlieBende Reaktion mit Jod
oxidiert das Phosphit zum Phosphat, und ein neuer Zyklus kann beginnen.

Die Synthese erfolgt somit in 3’-5’-Richtung, d.h. umgekehrt zur Biosynthese.
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Abb. 10 Schema eines RNA-Synthesezyklus nach dem Phosphoramiditverfahren

Durch die Umsetzung an fester Phase lassen sich die Wasch- und Reaktionsschritte erheblich
vereinfachen und automatisieren. So waren die Bausteine 17 und 18 bereits zu Beginn der
Synthese iiber eine C,g-Alkylkette und einen Bernsteinsidureester an den festen Triger
gebunden. Zur Synthese der Biotinderivates 1a wurden nun an die Festphase 17 nacheinander
Da terminal eine 5’-Phosphatgruppe benétigt wird, wurde abschlieBend mit dem zweifach

geschiitzten Phosphoramidit 21 gekoppelt. Durch photometrische Messung der abgespaltenen
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konnte fur die einzelnen Reaktionsschritte  eine

98%

Dimethoxytrityl-Fraktionen

Kopplungsausbeute von iiber ermittelt werden, inklusive des photoaktiven
Phosphoramidites 9. Die Synthese der Dinukleotide 1b, 2a und 2b erfolgte analog, wobei fiir
1b und 2b zwei bzw. drei zusitzliche Hexaethylenglykoleinheiten eingebaut wurden. Bei den
aminoterminalen Dinukleotiden 2a und b wurde statt der biotinylierten Festphase 17 der
Fmoc-geschiitzte Aminotrdger 18 verwendet. Wegen der universellen Einsetzbarkeit der
aminomodifizierten Linker wurde 2b auf einem préparativen Synthesizer im 160pmol
Malistab hergestellt.

Die Abspaltung vom Glastrdger sowie der basenlabilen Schutzgruppen (Fmoc, Bz, EtCN)
erfolgte bei allen Analoga manuell durch 33% Ammoniak bei 55°C, gefolgt von der
Entschiitzung der 2’-OH-Gruppen (TBDMS) durch Fluoridionen. Dies muss getrennt

geschehen, da die 2’-entschiitzte RNA unter basischen Bedingungen hydrolysiert wiirde.
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Abb. 11 HPLC-Chromatogramm des entschiitzten Dinukleotides 1a nach Anionenaustausch-Chromatographie.

Die Reinigung der vollstindig entschiitzten Dinucleotidanaloga 1 und 2 erfolgte iiber
Anionenaustausch-Chromatographie und priaparative HPLC an reverser Phase. Abbildung 11
zeigt das Chromatogramm des Biotinderivates 1a mit einer Retentionszeit des Produktes von
31,6 Minuten. Der Peak zwischen 31,2 bis 32,3 Minuten wurde lyophilisiert und die
Gesamtausbeute durch Messung der UV- Absorption der Cytidine bei 271 nm zu 2,4 OD,7;
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(127 nmol, 10%) bestimmt. Durch getrennte UV-Messungen des Zwischenproduktes 4 konnte
gezeigt werden, dass die Eigenabsorption des photoaktiven Bausteins X im Vergleich zu den
Cytidinen vernachléssigt werden kann. Das aminomodifizierte Dinukleotid 2a eluiert unter
gleichen Bedingungen bei 21,5 Minuten und konnte mit einer Ausbeute von 5.4 OD,7 (286
nmol, 22%) isoliert werden. Das entsprechende Chromatogramm des gereinigten Produktes
ist in Abbildung 14b) dargestellt. Fiir die Reinigung der ldngeren Dinukleotidanaloga 1b und
2b wurde ein steilerer Gradient verwendet, die mit 20% bzw. 5% Gesamtausbeute isoliert
wurden. Der Biotingehalt von 1a und 1b wurde zusétzlich durch den HABA-Avidin Assay
iiberpriift und bestétigt. Dieser Test basiert auf der quantitativen, kompetitiven Verdrangung
eines Azofarbstoffes durch Biotin aus der Avidin-Bindungstasche und ist somit

hochspezifisch.

4.1.4 Charakterisierung der photospaltbaren Dinukleotide

Die Identitét der isolierten Verbindungen 1 und 2 wurde durch Massenspektrometrie geklart.
Um Biopolymere massenspektroskopisch zu untersuchen, ist es notwendig, diese zu
ionisieren und in die Gasphase zu bringen, ohne dass diese sich zersetzen, fragmentieren oder
aggregieren. Ein besonders schonendes Verfahren hierfiir ist die Matrix Assisted Laser
Desorption/ lonisation- Time Of Flight (MALDI-TOF) Massenspektroskopie [Karas &
Hillenkamp 1988], bei der z.B. Nukleinsduren in eine feste Matrix eingebettet werden.
Hierbei wird eine niedermolekulare, organische Saure verwendet, welche die Phosphate des
Oligonukleotide-Riickrates protoniert und so die negativen Ladungen nahezu ausgleicht.
Durch Laserbeschuss wird die feste Matrix verdampft und die darin isolierten Polymere mit in
die Gasphase gerissen. Im Hochvakuum dissoziieren die organischen Gegenionen im
Gegensatz zu Metallionen von den Oligonukleotiden ab, und die Masse der ,nackten*
Nukleinsduren kann iiber die charakteristische Flugzeit im elektrischen Feld bestimmt werden
[Hillenkamp & Karas 1990].

Ein UV-MALDI-TOF Massenspektrum des Dinukleotidanalogons 2a ist in Abbildung 12a)
gezeigt:
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Deutlich zu erkennen ist der Molekiilmassenpeak als Kation bei m/z = 1789,16 g/mol
(berechnet: [M+H]" = 1788,28) sowie ein entsprechendes Natrium-Addukt bei m/z = 1811,13
g/mol. Die Anregung mit 355 nm entspricht genau der Wellenlédnge der Photospaltung und
man beobachtet die Signale des entstehenden schwereren Fragments bei m/z = 1216,33 g/mol
(berechnet m/z [p-C-C-Heg-X +H]" = 1214,82) und des leichteren Aminoterminus bei m/z =
575,109 g/mol (berechnet: [p-Heg-NH,+H]" = 574,46]. Der Peak bei m/z = 1772,9 (schwach
auch um m/z = 1200) ist charakteristisch fiir die UV Detektion der photospaltbaren Linker.
Sie gehen durch Modifikation des Dinukleotidanalogons bzw. des entsprechenden
Photofragments mit ca. 16 g/mol Massendifferenz hervor, was auf eine Sauerstoffabstraktion
bzw. Reduktion an der 0-Nitrobenzyleinheit unter MALDI-TOF Bedingungen hindeutet.

Bei Anregung im IR-Bereich [Nordhoff et al. 1993] (Abb. 12b) ist weder eine Photospaltung
noch eine reduktive Zersetzung zu beobachten. Das detektierte Hauptsignal bei m/z = 1787,3
g/mol entspricht der berechneten Masse von m/z [M+H]" = 1788,3. Die Signale bei m/z =
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1839,8 und m/z = 1885,7 sind wahrscheinlich auf eine Ablation vom Probenteller oder auf
assoziierte Gegenionen zuriickzufiihren.

Auch die Identitét der 1dngeren oder biotinylierten Dinukleotidanaloga konnte durch MALDI-
TOF Massenspektroskopie gesichert werden. So konnte z.B. fiir 1b die erwartete Masse bei
m/z = 3179,3 g/mol (berechnet: [M+H]™ = 3179,6) bestitigt werden, ebenso wie die
entsprechenden Produkte der Photospaltung bei m/z = 1904,2; 1277,0 g/mol (berechnet:
1903,4; 1277,2) und der reduktiven Zersetzung bei m/z = 3164,5 und 1889,2 g/mol.

4.1.5 Synthese der carboxylderivatisierten Dinukleotide

Im Gegensatz zu den Biotin- oder amino-funktionalisierten Dinukleotiden 1 und 2 war bei der
Synthese der carboxyl-modifizierten Dinukleotide 3 kommerziell kein modifizierter
Festphasentrdger verfligbar, der die Generierung einer 3’-terminalen COOH-Gruppe erlaubt
hitte. Die seit kurzem kauflich erhiltlichen 3’Carboxylat-Festphasen von Chemgenes fiihren
zwar auch zu einer 3’-endsténdigen Carboxylgruppe, jedoch erst nach Bestrahlung mit Licht,
was nicht kompatibel mit der photolabilen 0-Nitrobenzylgruppe der Linker ist [Yoo &
Greenberg 1995]. Es musste daher zunéchst eine Festphase priapariert werden, die unter RNA-
und photosensitiven Entschiitzungsbedingungen die gewiinschte COOH-Funktion generiert

[Hovinen et al. 1994]:
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Abb. 13 Synthese der carboxylderivatisierten Festphase

Hierzu wurde zunichst die Hydroxylgruppe der Ausgangssubstanz 4-Hydroxybuttersdure 22
mit Dimethoxyltritylchlorid geschiitzt und als Pyridinium-Salz aufgereinigt und
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charakterisiert. Die Verbindung 23 wurde anschlieBend mit DIC an aminoalkyl-
funktionalisiertes CPG gekoppelt. Das sonst iibliche DCC ist hier untauglich, da das
entstehende Nebenprodukt unldslich ist und somit nicht mehr von der umgesetzten Festphase
abgetrennt werden kann.

Die nicht-reagierten Aminogruppen der Zwischenstufe 24 wurden mit Acetanhydrid blockiert,
bevor die terminale Hydroxylgruppe mit Dichloressigsdure detrityliert wurde. Diese wurde
anschliefend nach der Methode der gemischten Anhydride erneut mit Verbindung 23 unter
Ausbildung einer alkalilabilen Esterbindung derivatisiert. Nach erneutem Capping wurde die
Beladung der gewiinschten Festphase 25 durch analytische Detritylierung zu 48umol/g
bestimmt und auf ihr aufbauend die Dinukleotide 3a und b synthetisiert.

Die derivatisierte Festphase 25 war zur Synthese von funktionalisierter DNA beschrieben
worden [Hovinen et al. 1993], die entsprechenden Entschiitzungsbedingungen werden von
RNA jedoch nicht toleriert. Eine Entschiitzung mit Ammoniak nach dem Standard-Protokoll
ist hier nicht moglich, da dies zur 3’-terminalen Amidbildung statt der geforderten COOH-
Fraktion flihren wiirde. Nach der Automatensynthese wurden die Verbindungen 3a und 3b
daher zunichst mit wiéssriger TEA-LOsung vom Triger abgespalten, anschlieBend mit 33%
NH4OH entschiitzt und nach Lyophilisierung standardméfig mit TBAF desilyliert.

Die Rohprodukte von 3a wurden wie bei 1a und 2a mit Anionenaustauscher-Chromatographie
und HPLC gereinigt (s. Abb. 16b), der Peak bei 23,6 Minuten lyophilisiert und mit UV-
Spektroskopie quantifiziert (4 ODj7, 200 nmol, 16%). Durch UV-MALDI-TOF
Massenspektroskopie wurde das Produkt charakterisiert und der korrekte Molmassenpeak bei
2084,8 g/mol (berechnet [M-H]: 2084,1) gefunden. Durch die Photospaltung konnte die
richtige Zusammensetzung des Carboxyl-tragenden Fragments ermittelt werden (gefunden:
527,4 g/mol; berechnet: 527,1 g/mol). Somit konnen Nebenreaktionen oder Zersetzungen in
diesem Molekiilteil ausgeschlossen werden.

Der ldngere, fiinf Hexaethylenglykoleinheiten tragende Carboxylinker 3b wurde nach
praparativer HPLC mit 11,5 % Gesamtausbeute erhalten. Auch hier konnte das Carboxyl-
tragende Photofragment eindeutig bei m/z = 874,1 g/mol (berechnet: [M+H]™ = 873,7)

detektiert werden.
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4.2 Derivatisierung der Dinukleotidanaloga

4.2.1 Kopplung mit aktivierten NHS-Estern

Die meisten fiir die Selektion interessanten Reaktanten sind nicht als Phosphoramidite oder
Phosphoramidit-kompatible Festphasenderivate erhéltlich und konnen auch nicht ohne
weiteres als solche hergestellt werden [Beaucage & Iyer 1993a]. Sie konnen folglich auch
nicht, wie es im Spezialfall der Biotin-derivatisierten Dinukleotide 1 mdglich ist, direkt
wihrend der automatisierten Oligonukleotidsynthese eingebaut werden, sondern miissen
nachtriglich an das entschiitzte Dinukleotidanalogon gekoppelt werden.

Eine besonders gebrauchliche Methode zur Biokonjugation [Hermanson 1996] ist die
Derivatisierung von primdren Aminogruppen, vorzugsweise mit pradaktivierten N-
Hydroxysuccinimidestern (NHS). Deren Reaktivitdt ist so gewdhlt, dass sie in wassriger
Losung moderat stabil sind, effizient und quantitativ mit primdren Aminogruppen
abreagieren, nicht jedoch mit sekundiren oder aromatischen Aminen, Hydroxylgruppen,
Sulthydrylgruppen oder Amiden. Sie werden daher hdufig zur Modifizierung und zum
Crosslinking von Proteinen eingesetzt und sind auch exzellent geeignet fiir die spezifische
Derivatisierung der amino-funktionalisierten Dinukleotidanaloga.

Um zu zeigen, dass an der primdren Aminogruppe der Verbindungen 2 Reaktanten eingefiihrt
werden konnen, wurde 2a wie in Abbildung 14a) dargestellt exemplarisch mit Biotin
umgesetzt. Durch Einsatz eines moderat aktivierten NHS-Esters wurde auch bei grof3en
Uberschiissen selektiv nur die primire Aminogruppe umgesetzt, ohne Nebenreaktionen an
den acideren NH,-Gruppen der Basen zu beobachten.

In den Experimenten bewéhrte sich der Einsatz des Sulfo-N-Hydroxysuccinimid-Esters 26, da
dieser im Gegensatz zu NHS-Biotin wasserloslich ist. Die Hexylkette zwischen dem
aktivierten Ester und Biotin diente als zusitzlicher Spacer.

Entscheidend bei der Kupplung war die genaue Einstellung des pH-Wertes auf 8-8.5, da sonst
entweder der aktivierte Ester hydrolysiert (pH>8,5) oder das primire Amin protoniert als

Ammoniumsalz vorliegt und nicht reagieren kann (pH<S).
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Abb. 14 a) Biotinylierung des aminoterminalen Dinukleotides 2a mit Sulfo-NHS-Biotinhexanoat;
b) entsprechende HPLC-Chromatogramme des Ausgangsstoffes (oben) und des Reaktionsansatzes (unten).

Die Aufarbeitung des biotinylierten Dinukleotidderivats 27 erfolgte wiederum durch HPLC
und ist in Abbildung 14b) gezeigt . Durch die Umsetzung der primaren Aminogruppe und die
Einfiihrung des hydrophoben Restes erhoht sich die Retentionszeit deutlich von 21,5 auf 29
Minuten. Durch zwanzigfachen Uberschuss des aktivierten Esters konnte die Reaktion
quantitativ zugunsten des Produkts verschoben und eine Ausbeute von ca. 80% erreicht
werden. Die Identitit des biotinylierten Dinucleotidderivates 27 wurde durch MALDI-TOF-
Massenspektroskopie gesichert. Der Molekiilmassenpeak bei m/z = 2125,7 g/mol (berechnet:
m/z [M-H] = 2125,5) ist wiederum begleitet von einer Photofragmentierung mit Peaks bei
m/z = 1214,2 und 912,2 g/mol (berechnet: 1212,8 und 911,9 fiir die Cytidine und Biotin
enthaltenden Fragmente), was sowohl die korrekte Umsetzung mit Biotin als auch eine

Photospaltung nach dem erwarteten Mechanismus bestétigt [Pillai 1980].

4.2.2 Synthese NHS-aktivierter Reaktanten

Obwohl einige der gebrduchlichsten biochemischen Reagenzien als préaktivierte NHS-Ester
kduflich erwerbbar sind (z.B. Biotin, Fluorescein, geschiitzte Aminosduren), miissen fiir die
meisten Zielmolekiile die Aktivester zundchst aus N-Hydroxysuccinimid und der
entsprechenden Carbonsédure hergestellt werden, bevor diese dann mit den Dinukleotiden
umgesetzt werden. Versuche zur in situ Aktivierung der gewiinschten Carbonsduren mit
Kopplungsreagenzien wie TSTU, HBTU, EDC oder dhnlichen, die in der Peptidchemie

erfolgreich eingesetzt werden [Knorr et al. 1989], waren unbefriedigend und fiihrten in
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Gegenwart der Dinukleotidanaloga nicht zu den gewiinschten Konjugaten. Es wurde daher
eine generell anwendbare Methode der NHS-Aktivierung erarbeitet und anhand der
préibiotisch relevanten Nukleobasen Adenin, Orotsdure und Nicotinsdure experimentell
iiberpriift. Im Fall von Adenin wurde zunichst die benétigte COOH-Gruppe durch Umsetzung
von 6-Chloropurin 28 mit Capronsdure 29 eingefiihrt (s. Abb. 15a). Das erhaltene Produkt 30a
sowie die Nukleobasen 30b und ¢ wurden anschlieBend mit DCC in DMF bzw. HMPT
aktiviert und mit N-Hydroxysuccinimid abgefangen. Der entstehende Dicyclohexylharnstoff
wurde  abfiltriert und die  Aktivester durch  Kristallisation aus  einem
Petroleumbenzin/Isopropanol-Gemisch (6:1) gereinigt. Alle Produkte wurden durch
Massenspektroskopie und NMR charakterisiert, wobei in 31c signifikante Verunreinigungen
durch den Ausgangsstoff 30c festgestellt wurden, die vermutlich auf hydrolytische Zersetzung
wihrend der Aufreinigung zurlickzufithren sind. Da diese jedoch nicht die weiteren
Derivatisierungsexperimente storten, wurde auf eine weitere Reinigung verzichtet. Die
Reaktivitdt der Aktivester gegeniiber Hydrolyse war sehr unterschiedlich in der Reihenfolge
31a<31b<3lc. Wihrend der Adeninhexanoat-NHS-Ester 31a in wissrigen, neutralen
Losungen relativ stabil war, sodass z.B. eine HPLC Analyse moglich war, kam es bei der
Reaktion mit Orotsdure-NHS-Ester 31c rasch zur Bildung von Niederschldgen, die auf eine
schnelle Hydrolyse hindeuten. Bei trockener Lagerung und —20 °C waren alle drei Substanzen
jedoch unbegrenzt lagerbar, ohne dass eine Zersetzung beobachtet worden wiére.

Die NHS-aktivierten Nukleobasen wurden bei pH=8 préparativ an den langen, fiinf
Hexaethylenglykol-Einheiten enthaltenden Aminolinker 2b gekoppelt, wobei ein ca. 40facher
Uberschuss an Aktivester eine fast vollstindige Umsetzung (>80%) der Dinukleotide
garantierte. Die Analyse der Reaktionsprodukte durch HPLC zeigte wie in Abb. 15b) eine
deutliche Verschiebung der Retentionszeiten durch die gekoppelten hydrophoben
Nukleobasen 30a und 30b. Wegen des geringen chromatographischen Einflusses von
Orotsdure 30c gegeniiber dem eingesetzten Dinukleotidanalogon 2b konnten hier die Produkt-
und Eduktpeaks nicht vollstindig aufgelost werden. Durch eine Koinjektion mit frischem
Ausgangsstoff konnte aber klar die Umsetzung gezeigt und mit analytischer HPLC auf >80%
bestimmt werden. Die priparative HPLC Reinigung ergab unter verschiedenen, leicht
variierenden Reaktionsbedingungen isolierte Ausbeuten von ca. 50% nach Lyophilisierung
und UV-Quantifizierung, was angesichts der deutlich hoheren Umsédtze durch Verluste
wihrend der Aufarbeitung erklart werden kann. Alle Reaktionsprodukte wurden mit MALDI-
TOF-Massenspektroskopie charakterisiert und gesichert, wobei durch das typische

Photofragmentierungsmuster Nebenreaktionen z.B. an den Cytidinen ausgeschlossen werden
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konnten. Um die Einsetzbarkeit der Nukleobasen-Konjugate in Selektionsexperimenten zu
gewihrleisten, wurden alle drei Dinukleotidderivate 32a-c an einen RNA-Pool mit 120
randomisierten Positionen ligiert. In allen Féllen lag die Umsetzung der RNA bei iiber 70%

und es konnte kein Unterschied zwischen den gekoppelten Reaktanten festgestellt werden.
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Abb. 15 a) Synthese der NHS-aktivierten Nukleobasen 31a-c
b) HPLC-Chromatogramme von Kopplungreaktionen der Aktivester an das Dinukleotid 2b.

4.2.3 Konjugation mit komplexen Reaktanten
[Hausch & Jaschke 1998]

Nicht alle potentiellen Reaktanten sind fiir eine separate Aktivierung als NHS-Ester geeignet.
Insbesondere Naturstoffe enthalten oft mehrere funktionelle Gruppen, die eine Aktivierung
mit DCC und NHS in organischen LoOsungsmitteln nicht tolerieren oder zumindest
umfangreiche Schutz- und Entschiitzungsprotokolle voraussetzen wiirden. Gerade biologisch
relevante Molekiile sind zudem haufig zu instabil fiir drastische chemische Reaktionen.
Auflerdem sind nur Carbonsduren nach der in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Prozedur
zugdnglich, Molekiille ohne COOH-Funktion konnen nicht iiber die Aminogruppe der
Dinukleotide 2a und 2b gekoppelt werden.

Aus diesem Grund wurde die Kopplungsstrategie umgekehrt, indem das carbonsdure-
derivatisierte Dinukleotid 3a mit potentiellen Reaktanten {iber deren primire Aminogruppe
gekoppelt wurde. Da die Aminkomponente nun im groBen Uberschuss gegeniiber der
Carboxylgruppe (des Linkers) vorliegt, ist nun eine in Situ Aktivierung der Carbonsédure mit

EDC bei pH = 6 moglich. Entscheidend fiir den Erfolg dieser Strategie ist eine mehrstufige
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Aufreinigung der Produkte durch Gelelektrophorese (PAGE), Gelpermeations-
chromatographie (GPC) und HPLC, wodurch der Uberschuss der Aminkomponente sowie
deren Nebenprodukte zuverldssig abgetrennt werden kann. Um die Analyse der
Reaktionsprodukte zu erleichtern, wurde das Dinukleotidanalogon 3a vor der Reaktion
teilweise am 5’-Ende radioaktiv markiert, indem zunéchst das 5’-Phosphat enzymatisch

entfernt und anschlieBend mit T4-Kinase durch radioaktives **P ersetzt wurde.
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Abb.16  a) primdre Amine 33a-c und die entsprechenden Konjugate 34a-c mit Dinukleotid 3a; b) HPLC-
Chromatogramme des Rohproduktes 3a und dessen Umsetzung mit den primdren Aminen durch EDC (nach
PAGE und GPC); c) Autoradiographie eines denaturierenden 20% PAA-Geles zur EDC-Kopplung von 3a;
Bahn 1: 33a, 2h; Bahn 2: 33¢, 25min; Bahn 3: 33c¢, 2h.

Exemplarisch wurde der Carboxylinker 3a mit den in Abb. 16a) dargestellten primiren
Aminen umgesetzt, Abb. 16b) zeigt die entsprechende gelelektrophoretische Reinigung bzw.
abschlieBende HPLC-Analyse. Wie zu erwarten, vermindert die Konjugation mit den
hydrophoben Resten 33a-33c¢ die elektrophoretische Mobilitdt und erhoht die Retentionszeiten
im Vergleich mit dem Ausgangsmaterial 3a (Abb. 16b). Zur Konjugation von chemisch
labilen Substanzen kann die Reaktionszeit deutlich von 30 auf zwei Stunden verkiirzt werden,
was durch die Kopplung mit dem ATP-Derivat 33a im analytischen Maf}stab gezeigt wurde
(s. Abb. 16c, Bahn 1).
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Unter sehr dhnlichen Versuchsbedingungen wie den hier vorgestellten wurde in der Literatur
die Umsetzung von Phosphorsdurederivaten beschrieben [Chu et al. 1983]. Tatséchlich wird
EDC routinemifBig zur Konjugation von primdren Aminen an 5’-Phosphatgruppen von
Oligonukleotiden benutzt [Bruick et al. 1997]. Um die richtige Konnektivitit der isolierten
Konjugate zu tberpriifen, wurden diese mit MALDI-TOF charakterisiert. Dabei konnten
durch die charakteristische Photospaltung das erwartete biotinylierte Fragment bei 837,5
g/mol (berechnet: 837,6) bzw. das AMP-konjugierten Fragment bei 955,7 g/mol (berechnet:
955.5) beobachtet werden. Die Kopplung findet also eindeutig am Carboxyterminus statt,

sodass eine Nebenreaktion am 5’-Phosphat der Cytidine ausgeschlossen werden kann.

4.3 Selektionsschema mit photospaltbaren Linkern

[Hausch & Jaschke 1997]

4.3.1 Ligation mit T4-RNA-Ligase

Die Einfiihrung des linkergekoppelten Reaktanten in RNA-Pools ist der wichtigste Schritt der
linkergestiitzten Selektion. Es sollte daher untersucht werden, ob eine Kopplung von
Dinukleotidanaloga des Typs 1-3 an RNA durch T4-RNA-Ligase mdglich ist [England &
Uhlenbeck 1978]. Um die Analytik zu vereinfachen, wurde dazu zunichst das
Dinukleotidanalogon 2a - wie in Abbildung 17a) dargestellt - an ein definiertes 25mer-
Oligonukleotid ligiert [Igloi 1996], das zuvor durch T7-Transkription hergestellt und durch
den Einbau von a-*P-CTP gleichzeitig radioaktiv markiert worden war [Milligan et al.
1987].

Die Ligation des gelgereinigten RNA-Transkriptes 35 mit einem zweifachen Uberschuss an
Dinukleotid 2a wurde durch gelelektrophoretische Analyse der regelmiBig entnommenen
Proben verfolgt. Das entsprechende  Autoradiogramm in Abbildung 17c) zeigt vor
Ligasezugabe (t=0) nur die Bande des unmodifizierten Transkripts 35, die im Verlauf der
Ligation immer schwécher wird, wihrend die Bande des entstehenden, langsamer laufenden
Konjugates 36 in gleichem MaBle zunimmt. Nach zweieinhalb Stunden ist das 25mer
vollstindig umgesetzt (>95%) und auch nach Ligation iiber Nacht sind keine zusétzlichen
Banden nachzuweisen, die auf Nebenreaktionen wie z.B. Oligomerisierung oder

Zirkularisierung hinweisen wiirden [England et al. 1980, Romaniuk & Uhlenbeck 1983].
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Diese werden experimentell unterbunden, da das Dinukleotid 3’-terminal durch den HEG-
Spacer blockiert und die RNA an ihrem 5’-Ende durch die Transkription triphosphoryliert ist.
Somit stehen unter den gewihlten Bedingungen als einzige ligierbare Substrate die 3’-OH-
Gruppe der RNA und die 5’-Phosphatgruppe des Dinukleotids zur Verfiigung. Die erhaltenen
Ligationsprodukte in Abb. 17c) wurden eluiert und auf photolytische Spaltbarkeit untersucht.

4.3.2 Photospaltung der Oligonukleotidkonjugate

Die gezielte Spaltung des Linkers ist eine entscheidende Verbesserung gegeniiber der direkten
und der linkergestiitzten Selektion in Abbildung 4. Es sollte daher untersucht werden, ob
RNA-Konjugate durch Bestrahlung selektiv am photochemisch aktiven Baustein gespalten

werden konnen.
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Abb. 17 Photospaltbare RNA-Konjugate: a) Schema der T4-RNA-Ligation eines 25mers an das Dinukleotid
2a; b) Mechanismus der Photospaltung der 0-Nitrobenzyleinheit; ¢) Zeitlicher Verlauf der Ligation des 25mers
35 an das Dinukleotid 2a; dem Reaktionsansatz wurden nach den angegebenen Zeiten Proben entnommen und
auf einem 15% denaturierenden PAA-Gel analysiert d) Autoradiogramm eines 15% denaturierenden PAA-Geles
mit Proben einer Photospaltungs-Reaktion von 36 nach Bestrahlung mit n Nd-Y AG-Laserpulsen.

Nach photolytischer Anregung reagiert dabei der 0-Nitrobenzyl-Ester in einer
intramolekularen Redoxreaktion zu einem Halbacetal ab, das sehr schnell in die
Verbindungen 37 und 38 zerfallt [Pillai 1980]. Letztere kann in einer B-Eliminierung ein o-
Nitroso-vinylacetophenon 40 abspalten. Eine besondere Eleganz dieses

Spaltungsmechanismus ist die Erzeugung intakter 3°- und 5’-Phosphatgruppen, wenn man den
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photochemisch aktiven Baustein statt iiber HEG-Spacer direkt mit Oligonukleotiden verbindet
(s. Abb. 17b) [Ordoukhanian & Taylor 1995].

Ein erster Beleg fiir die prinzipielle Spaltbarkeit der Linker sowie die Identitdt der
Spaltprodukte konnte bereits durch MALDI-TOF-Massenspektroskopie der Dinukleotide 1-3
bzw. ihrer Derivate 27, 32 und 34 erbracht werden, wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben (vergl.
auch Abb. 12a und b). Es sollte nun gezeigt werden, dass diese Spaltung auch im préaparativen
MafBstab und in Gegenwart von RNA mdglich ist.

Daher wurde das in 4.3.1 erhaltene Ligationsprodukt 36 bei pH = 7 mit einem Nd-Y AG-Laser
(355 nm) in einer Quarzkiivette bestrahlt. Um die Photospaltung in Abhingigkeit der
Bestrahlung zu verfolgen, wurden nach n = 0, 8, 32, 480 Laserpulsen (10 ns/Puls, 8 Hz,
50 mJ/Puls) Proben entnommen und auf ein 15 % PAA-Gel aufgetragen.

Das Autoradiogramm in Abb. 17d zeigt vor der Bestrahlung (n = 0) nur die Bande des RNA-
Konjugates 36, die mit zunehmender Bestrahlung verschwindet. Gleichzeitig treten zwei neue
Banden auf, von denen die langsamer (hoher) laufende Bande dem priméren Photofragment
37 und die schneller (tiefer) laufende Bande dem B-Eliminierungsprodukt 38 zugeordnet
werden kann. Durch die Photolyse des unkonjugierten, radioaktiv phosphorylierten
Dinukleotides 2b war eine detaillierte Analyse der Photospaltprodukte moglich, die zusitzlich
auf eine lichtinduzierte Umwandlung von 37 nach 38 durch B-Eliminierung hindeutet.

Bereits nach 32 Laserpulsen ist das Ausgangsprodukt nicht mehr zu detektieren und auch
eine 15fache Uberbestrahlung fiihrte zu keinerlei neuen Banden von Nebenprodukten, wie sie
etwa flir die Photodimerisierung benachbarter Pyrimidinbasen formuliert werden konnten

[Blackburn & Gait 1996].

4.3.3 Simulation eines Selektionzyklus

Zur Verwendung in Selektionsexperimenten miissen die Dinukleotidanaloga oder deren
Derivate mit den iibrigen Schritten des Selektionsschemas kompatibel sein. Insbesondere
muss die Ligation mit groBBeren, randomisierten RNA-Pools gewéhrleistet und andererseits die
Immobilisierung an einer Festphase mit anschlieBender photolytischer Freisetzung moglich
sein. Um die Erweiterung der direkten Selektion durch photospaltbare Linker zu

demonstrieren, wurde exemplarisch eine Selektionsrunde durchgefiihrt:



Ergebnisse 63

oolor

RNA =  RNA
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Abb. 18 Simulation eines Selektionszyklus mit photospaltbaren Linkern bzw. Selektion nach Photoredox-
ribozymen durch Transkription, Ligation, Immobilisierung, photolytischer Freisetzung und RT-PCR.
Simulation des Selektionszyklus: DNA/RNA-Pool = 72nt randomisiert, Dinukleotidanalogon
Laserspaltung; Photoredoxribozyme: DNA/RNA-Pool= 120nt randomisiert, Dinukleotidanalogon
Photospaltung (s. Kapitel 4.5).

= 27,
= 2b,

Da die Reaktionsumsitze speziell in den ersten (unkatalysierten) Selektionsrunden sehr gering
und kaum zu detektieren sind, wurde der Reaktionsschritt iibergangen und durch ein
kiinstliches Reaktionsprodukt ersetzt.

Dazu wurde zundchst die randomisierte dsSDNA in Abb. 18 durch enzymatische Transkription
mit Hilfe eines T7 Promotors in einzelstrdngige RNA umgeschrieben [Famulok 1994]. Dieser
72 randomisierte Positionen enthaltende RNA Pool wurde nun an das biotinylierte
Dinukleotid 27 ligiert und so kiinstlich eine Situation geschaffen, wie sie nach erfolgreicher
Reaktion im Selektionsprozess vorkommt: die RNA ist iiber den photospaltbaren Linker mit
der Ankergruppe Biotin verbunden (vergl. Abb. 5).

Zur effizienten Konjugation der 111 Nukleotide langen RNA mussten die
Ligationsbedingungen optimiert werden. Durch einen fiinffachen Uberschuss an Dinukleotid,
Ligation iiber Nacht und optionaler Zugabe eines 3’-komplementiren Oligonukleotides
konnte die Ausbeute auf 75% gesteigert werden. Durch die verringerte elektrophoretische
Mobilitdt der Konjugate konnten diese durch PAGE aufgereinigt und von unmodifizierter
RNA getrennt werden.

Die RNA-Konjugat-Bibliothek wurde nun mit Streptavidin-Agarose flir 30 Minuten auf
einem Spinfilter inkubiert, und nach Entfernen der nicht-bindenden RNA Molekiile durch
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umfangreiches, denaturierendes Waschen konnten 80% der RNA an der Festphase
immobilisiert werden (Abb. 19a). Kontrollexperimente zeigten, dass die unspezifische
Adsorption von unmodifizierter RNA unter den gleichen Bedingungen vernachlassigt (<2%)

oder durch stringenteres Waschen noch deutlich herabgesetzt werden kann.

a) b) Abb. 19 a) Immobilisierung und photolytische
[cpm] Freisetzung des biotinylierten RNA-Pools; schwarz:
immobilisierte RNA; weil}: geloste RNA; 1:

14000 — eingesetzte RNA; 2: nach Immobilisierung und
12000 Waschung; 3: photolytische  Frei d
aschung; . photolytische reisetzung er
10000 immobilisierten RNA.
8000 T b) Agarosegel der RT-PCR Produkte der photolytisch
6000 T freigesetzten RNA; 1, 6: 100bp DNA-Leiter; 2:
4000 + DNA-Startpool, der zur T7-Transkription eingesetzt
2000 + wurde; 3: RT-PCR Produkt eines unmodifizierten
0 ; RNA-Transkriptes; 4: RT-PCR Amplifizierung der

photogespaltenen RNA; 5: RT-PCR ohne Templat als

1 2 3
123456 negative Kontrolle.

Die mit RNA beladene Festphase wurde anschlieBend im gleichen Waschpuffer resuspendiert
und direkt auf dem Spinfilter von oben mit 480 Laserpulsen bestrahlt, wodurch iiber 90% der
RNA freigesetzt und durch einfaches Zentrifugieren wieder in Losung gebracht werden
konnten. Die restlichen 10% verblieben trotz weiterer Bestrahlung oder extensivem Waschen
auf der Festphase (Abb. 19a).

Um zu gewihrleisten, dass die so wiedergewonnenen RNA Molekiile nach wie vor intakt und
zur Weitergabe in die nichste Selektionsrunde geeignet sind, wurden sie mit reverser
Transkription und PCR amplifiziert (Abb.19b, Bahn 4). Die Vervielfiltigung war dieselbe wie
in einem Kontrollexperiment, in dem die gleiche Menge unmodifizierter RNA amplifiziert
wurde, d.h. die zuvor weder ligiert, immobilisiert noch bestrahlt worden war (Bahn 3). Wie
auf dem Agarosegel in Abbildung 19b) zu sehen ist, haben beide PCR-Produkte die volle
Liange wie der DNA Ausgangspool in Bahn 2. Durch die negative Kontrolle in Bahn 5 kann
die Amplifizierung von Artefakten ausgeschlossen werden.

Der vervielfiltigte DNA Pool steht nun zur erneuten Ubersetzung in RNA zu Verfiigung,

sodass die Durchfiihrung mehrerer Selektionsrunden moglich ist.
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4.4 Praparation der kombinatorischen Nukleinsaurebibliotheken

Zur Durchfiihrung der Selektionsexperimente musste zunédchst der kombinatorische Startpool
hergestellt werden.

Dazu wurde der in Abbildung 20 gezeigte ssDNA-Pool mit 120 randomisierten Nukleotiden
und zwei flankierenden konstanten Primerbindungsstellen [Famulok 1994] durch chemische
Festphasensynthese hergestellt. Fiir die Synthese der total randomisierten Positionen wurde
dabei ein Gemisch aller vier DNA-Phosphoramidite in einem Verhiltnis von
dA:dC:dG:dT =3:2,5:2,5:2 eingesetzt. Mit dieser nicht-dquimolaren Zusammensetzung
wurde die unterschiedliche Reaktivitit der einzelnen Phosphoramidite ausgeglichen und so
ein statistisch gleicher Einbau der einzelnen Nukleotide nach dem Zufallsprinzip
gewihrleistet. Zusdtzlich wurde ein zweiter, gedopter DNA-Pool synthetisiert, der zwei
bekannte partielle randomisierte Bindungsmotive fiir die Nukleotide ATP [Sassanfar &
Szostak 1993] und NMN [Lauhon & Szostak 1995] enthidlt. Durch ein Phosphoramidit-
Gemisch mit einem 7:1:1:1 Uberschuss des jeweiligen Vorzugsnukleotides wurde eine
partielle Randomisierung von 30% in den entsprechenden 28nt- bzw. 42nt-langen
Bindungsregionen erreicht (kleine Buchstaben in Abb. 20). Falls die entsprechenden
Bindungsmotive die Katalyse unterstiitzen, wéren entsprechende Sequenzen statistisch
hiufiger im kombinatorischen Pool repridsentiert. Andererseits enthalten die 70 gedopten
Nukleotidpositionen immer noch durchschnittlich 22 Mutationen, die von der
Vorzugssequenz abweichen, sodass andere kombinatorische Ldsungen fiir das
Katalyseproblem nicht wesentlich eingeschrankt sind.

Aus den Synthesen im Mafstab 0,2 pmol wurde nach Reinigung durch denaturierende
Polyacrylamidgelelektrophorese eine Menge von 2,3 bzw. 3,3 nmol DNA erhalten.

Bei der chemischen Synthese von DNA-Molekiilen dieser Lange (> 100 Nukleotiden) kommt
es in nicht unerheblichem Malle zu Nebenreaktionen wie Kettenabbruch oder
Depurinierungen. Um dem entgegenzuwirken, wurde das Standard-Syntheseprotokoll in
bestimmten Punkten verdndert. So wurde wéhrend der Synthese der randomisierten
Positionen auf den Capping-Schritt verzichtet, der normalerweise die weitere Verldngerung
von nicht umgesetzten Oligonukleotid-Stringen verhindert (s. Abb. 10). Dies kann zum
Verlust eines Nukleotides fithren, was im randomisierten Bereich allerdings toleriert werden

kann.
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Um Depurinierungen wahrend der sauren Abspaltung der Trityl-Schutzgruppen zu minimiren,
wurde die Zeit der Detritylierung um 1/3 verkiirzt. Trotz dieser Vorkehrungen war nur ein
bestimmter Anteil der synthetisierten DNA als Matrize fiir die nachfolgende PCR intakt. Um
eine Aussage liber die Komplexitit des amplifizierbaren Pools machen zu kénnen, wurde
dieser Anteil zum einen durch PCR mit radioaktiv markiertem Desoxynukleotid und zum
anderen durch Verldngerung eines 5’-terminal radioaktiv markierten Primers ermittelt [Bartel
& Szostak 1993]. Von der synthetisierten DNA waren ca. 12 % durch die PCR amplifizierbar,

was einer Pool-Komplexitit von ca. 1,5 [ 10" bzw. 2,5 [ 10" Molekiilen entspricht.

ssDNA- Pool (gedopt): 3’ - CCTCGAGICGGAAGTGACG-c ctt ctt tga tgt cga agc cga ccc gtc
- Npo— ggt tat ccg caa act ccc ctt agc cgg tgc cat tgt ggt gga - Nyo— CCGTGGTGCCAGCCTAGG 5’

Primer 41: 5’ - TCTAATACGACTCACTATA- GGAGCTCAGCCTTCACTGC MMmMOs—
ssDNA- Pool (total randomisiert): 3 -CCTCGAGICGGAAGTIGACG O (N) iz O CCGTGGTGCCAGCCTAGG 5’
Primer 42: ~ IO CCGTGGTGCCAGCCTAGGTIG 5’

préparative PCR E

dsDNA- Pool : 5' - TCTAATACGACTCACTATA- GGAGCTCAGCCTTCACTGC O (N) 120 O GGCACCACGGTCGGATCCAC- 3'
3" - AGATTATGCTGAGT GATAT- CCTCGAGTCGGAAGTGACG O (N) 120 O CCGTGGTGCCAGCCTAGGTG 5'

préparative T7-Transkription E

RNA- Pool : 5’ - GGAGCUCAGCCUUCACUCC [0 (N) 120 0 GGECACCACGEUCGEAUCCAC- 3

Abbildung 20: Konstruktion der kombinatorischen RNA-Bibliothek.

Der chemisch synthetisierte DNA-Pool mit den gedopten Motiven (kleine Buchstaben) fiir ATP und NMN bzw.
der total randomisierte Pool mit 120 degenerierten Nukleotid-Positionen (N) wurde mit Hilfe der Primer 41 und
42 durch die PCR in dsDNA umgewandelt, um die T7-Promotorregion (kursive Nukleotide) verldngert und
amplifiziert. Diese DNA-Matrize wurde in einer Transkriptionsreaktion mit der T7-RNA-Polymerase in einen
RNA-Pool umgeschrieben.

Die gesamte chemisch synthetisierte einzelstringige DNA wurde dann mittels priaparativer
PCR in doppelstringige DNA {iberfiihrt, wobei durch Primer 41 zusétzlich der fiir die T7-
Transkripton notwendige T7-Promotor eingefiihrt wurde. Die Primerkonzentrationen von 41
und 42 wurden dabei um den Faktor fiinf erhoht, um der (unproduktiven) Bildung von
Heteroduplexen bei den hohen DNA-Konzentrationen der Massen-PCR vorzubeugen [Czerny
1996]. Durch analytische Gelpermeations-Chromatographie wurde eine Vervielfaltigung um
den Faktor 100 bzw. 40 ermittelt.

Fir die anschlieBende préparative T7-Transkription wurden je 5 Kopien der total
randomisierten (1,25 nmol) bzw. der gedopten DNA-Stringe (2,1 nmol) als Matrizen
eingesetzt, wobei letztlich 110 RNA-Kopien (90 nmol) jeder einzelnen Nukleinsduresequenz
erhalten wurden. Davon wurden 28 Kopien (22,4 nmol) priparativ an das biotinylierte

Dinukleotid 2b ligiert und so die modifizierte RNA-Startbibliothek erzeugt.
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4.5 Selektion nach Photoredoxribozymen

Redoxreaktionen gehdren zu den essentiellen Biotransformationen des Metabolismus.
Insbesondere im Energiehaushalt nehmen Elektronentransferreaktionen eine Schliisselposition
ein, wenn Licht in elektrochemische Energie umgesetzt wird. Ohne Redoxkatalysatoren ist
auch die Entwicklung préibiotischer Organismen undenkbar [Bartel & Unrau 1999].

Aus diesen Griinden wurde das in Kapitel 4.3.3 entwickelte Selektionssystem zur Isolierung
potentieller Photoredoxribozyme herangezogen. Die zu katalysierende Reaktion ist dabei die
zuvor beschriebene, in Abbildung 17b) dargestellte Photospaltung der o-Nitrobenzyl-
Phosphatbindung durch eine intramolekulare Redoxreaktion. Diese verlduft zwar wie in
Abbildung 17d) gezeigt unter Laserbeschuss sehr schnell und quantitativ, nicht aber bei
schwicherer Bestrahlung, wie sie unter prédbiotischen Bedingungen vorgeherrscht hétte. In
vitro Selektionen einer Spaltungsreaktion sind technisch leichter zu realisieren als z.B.
Bindungskniipfungen. Jedoch sind auch hier Oligonukleotid-Konjugate nétig, die den zu
spaltenden Reaktanten samt Ankergruppe kiinstlich zur Verfiigung stellen. So konnten
erfolgreich verschiedene selbstspaltende Nukleinsduren gewonnen werden, indem Biotin-
DNA Konjugate an Streptavidin immobilisiert wurden, um dann die Oligonukleotide zu
selektieren, die sich unter den geeigneten Bedingungen, z.B. Zugabe eines bendtigten
Kofaktors, selbst spalten und damit wieder in Losung bringen.

Die Selektion nach Ribozymen der Photospaltung wurde nach einer Variation des in
Abbildung 18 gezeigten Schemas durchgefiihrt. Ausgehend von dem in Kapitel 4.4
hergestellten RNA-Pool mit 120 randomisierten Positionen erwerben zunichst alle RNA
Molekiile durch Ligation mit dem Dinuklelotidanalogon 2b ein photospaltbares
o-Nitrobenzylphosphat und ein Biotin als Ankergruppe, das eine Immobilisierung der
Konjugate ermoglicht. Die Bestrahlung der immobilisierten RNA erfolgt nun aber statt mit
dem Laser mit einer schwachen Neon- bzw. Quecksilberdampf-Lampe, sodass nur ein
Bruchteil (ca. 0,1%) der 0-Nitrobenzyleinheiten gespalten werden. Konjugate mit katalytisch
aktiver RNA wiirden dagegen weit effizienter gespalten und daher systematisch angereichert.
Die Selektionsmethode hat den zusitzlichen Vorteil, dass die zeitaufwendige Gelreinigung
der Selektionsprodukte iiberfliissig wird, da die Aufreinigung affinitdtschromatographisch
iber die Immobilisierung und anschlieBende Waschung erfolgen kann. Da der zur Spaltung

fehlende ,,Kofaktor* Licht ist, miissen die Schritte von der Ligation bis zur Bestrahlung
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allerdings in der Dunkelkammer durchgefiihrt werden, um eine vorzeitige Spaltung und damit
den Verlust der aktivsten Spezies zu vermeiden. Um die Anreicherung von RNA spaltenden
Ribozymen zu unterdriicken, wurde vor der Bestrahlung eine Gegenselektion durchgefiihrt,
indem die immobilisierte RNA fiir eine Stunde mit Magnesium-haltigem Selektionspuffer
inkubiert und anschlieBend von den selbstgespaltenen Spezies durch mehrfaches Waschen

getrennt wurde.

6,0 -

5,0 1

4,0 1

[%] 3,0 -

2,0 1

1,0 1

Runde: 0,0

M Vorselektion |0,34|0,03/0,02/0,10|0,04 0,14 0,18
(1h dunkel)
OPhotospaltung (0,23/0,11 0,03 0,24 |0,07 0,07 0,12
(30 min Licht)

Abb. 21 Selektion nach Photoredoxribozymen. Die dargestellten Werte entsprechen der Fraktion abgespaltener
Konjugate bezogen auf die immobilisierte RNA nach denaturierender Waschung in Prozenten [%].

Der Verlauf der Selektion ist in Abb.21 gezeigt, wo der Anteil der selbstgespaltenen RNA-
Konjugate in jeder Runde aufgetragen ist. Ab Runde 9 erhoht sich die Fraktion der
freigesetzten RNA nach Belichtung von ca. 0,12% auf 3%, was im Mittel einer 25fachen
Reaktionsbeschleunigung entspricht. Ein entsprechender Anstieg von eluierter RNA wihrend
des Gegenselektionsschrittes als Kontrollexperiment zeigte jedoch, dass fiir die beobachtete
Spaltung keine Bestrahlung nétig ist. Eine gelelektrophoretische Analyse der Spaltprodukte
von RNA nach der 10. Runde zeigt, dass sich die RNA-Molekiile wahrend der Freisetzung
von der Festphase signifikant verkiirzen, was nicht mehr mit dem Verlust des
photoabspaltbaren Linkerfragmentes p-Heg-Heg-TegBio von 2b erkldrt werden kann.
Zusiatzliche Experimente mit 3’-radioaktiv markierter, unmodifizierter RNA demonstrierten,
dass zu der Spaltung weder die 0-Nitrobenzyleinheit noch das Biotin ndtig waren. Statt dessen
wurden 3’-terminale RNA-Fragmente von ca. 4-8 Nukleotiden Lange beobachtet, die nur
durch eine RNA-Spaltung im 3’-Primerbereich entstanden seien konnen. Es kann sich bei
dem in Abbildung 21 beobachteten Anstieg also nicht um die gesuchte
Photospaltungsaktivitit handeln.
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Um die katalytische Aktivitdt der selektierten RNA-Molekiile ndher zu untersuchen und um
zu kldren, wie diese angereichert werden konnten, wurden die Sequenzen des Pools nach
Runde 10 zundchst durch Klonierung vereinzelt und durch parallele PCR und T7-
Transkription im Mikrotiterplattenformat amplifiziert. Nach radioaktiver 3’-Markierung durch
Ligation mit **P-pCp wurden die einzelnen Spezies individuell auf Selbstspaltung getestet und

ihre Spaltprodukte gelchromatographisch wie in Abbildung 22a) gezeigt analysiert.

Q) T] 2 3 4 Ret OH T‘8 210 T]OH1314

b] 1f1O

RNA-GGCACCAGCGUCGGAU‘]E:CAC-[N]S-;an

8 |4.9
2,14

Abb 22. Analyse der selbstspaltenden
Klone.
a)  Autoradiogramm  eines  20%
denaturierenden Polyacrylamidgels. Die
3’-terminal radioaktiv markiert Klone 2,
3, 4, 8,9, 10, 13, 14 wurden fur vier
Stunden autokatalytisch bei
Raumtemperatur in 10 mM MgCl,
«— G20 gespalten und anschlieBend auf die
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wihrend der Transkription angehéingt.

T‘ 9 3 4 RefOH T‘ 8 90 10 T‘ OH 1314 Die Pfeile zeigen die Spaltstellen der

einzelnen Klone.

Durch Vergleich mit entsprechenden RNA-Sequezierleitern nach partieller, alkalischer
Hydrolyse (Bahnen OH) bzw. nach einem fiir Guanin spezifischen RNase T; Verdau (Bahnen
T;) konnten die jeweiligen Spaltstellen identifiziert werden [Knapp 1989]. Die 3’-terminalen
RNA-Fragmente treten dabei immer als Doppelbanden auf, da es wegen des partiellen
Einbaus eines zusitzlichen Nukleotides am 3’-Ende wihrend der T7-Transkription zu einer
3’-terminalen Endheterogenitit kommt [Milligan et al. 1987]. Mit einer vor kurzem

beschriebenen, Matrizen-abhingigen 3’-Markierung durch das Klenow-Fragment lieBen sich
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diese Doppelbanden vermeiden [Huang & Szostak 1996]. Wie in Abbildung 22b) zu sehen,
spalten die sieben aktivsten Klone im Primerbindungsbereich zwischen den Cytidinen C4 und
Co.

Bei der in Abbildung 21 gezeigten Selektion konnten gegebenenfalls vorhandene
Photoredoxribozyme von der RNA-Selbstspaltungsaktivitit iiberlagert gewesen sein, sodass
diese nicht angereichert werden konnten. Die Selektion wurde daher unter stringenteren
Bedingungen wiederholt. Durch eine Herabsetzung der Bestrahlungsdauer auf fiinf Minuten
wurde die Zeit, die zur intramolekularen Selbstspaltung zur Verfiigung steht, deutlich
verkiirzt, wiahrend durch erh6hte Strahlungsintensitit mit einer Quecksilberdampf-Lampe die
photolytische Hintergrundreaktion konstant bei ca. 0,1% gehalten wurde. So konnte die
Anreicherung von RNA spaltenden Ribozymen verhindert werden. Nach sechs
Selektionsrunden wurde eine vierfache Beschleunigung der Photospaltung beobachtet, was
durch Kontrollexperimente eindeutig auf Lichteinfluss zuriickzufiithren war. Jedoch konnte
trotz zusétzlicher Mutagenese [Fromant et al. 1995] und verschirfter Selektionsbedingungen

innerhalb von zehn Selektionsrunden die Katalyse nicht weiter gesteigert werden.

4.6 Selektion nach Desoxyribozymen

[Hausch & Jaschke 2000b]

4.6.1 Synthese modifizierter Primer-Derivate

Wegen der erhohten Stabilitdit und dem geringeren synthetischen Aufwand von DNA
gegeniiber RNA ist es von Interesse, die Selektionsstrategie der photospaltbaren Linker auch
auf Desoxyribozyme zu {lbertragen. Es mussten daher zunidchst Methoden der DNA-
Modifizierung fiir die Herstellung entsprechender DNA-Konjugat-Bibliotheken entwickelt
werden, die anschliefend in einem Selektionsexperiment einzusetzen waren.

Im allgemeinen wird DNA mittels kurzer synthetischer Primer vervielfdltigt, die an eine
komplementire Primerbindungsstelle der einzelstrangigen Ziel-DNA hybridisieren und zur
vollstdndigen Doppelhelix verlingert werden. Die dabei verwendeten DNA-Polymerasen sind
bei der Erkennung der Primer tolerant und akzeptieren auch unnatiirliche Modifikationen im
5’-Bereich (die Verldngerung startet am 3’-Ende). In Analogie zu den derivatisierten
Dinukleotiden 1-3 in Abbildung 6 wurden daher die modifizierten Primer 45 und 47
synthetisiert, die zwei Polyethylenglykol-Einheiten zur freien Orientierung der Reaktanten
sowie die 0-Nitrobenzylgruppe als Photospaltstelle beinhalten. Wie in Abbildung 23 gezeigt,
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enthdlt Primer 47 zudem einen 5’-terminalen Aminohexyl-Rest, der die Ankopplung
verschiedener NHS-aktivierter Reaktanten nach den in Kapitel 4.2.2 entwickelten Methoden
erlaubt. Im Primer-Derivat 45 wurde Anthracen als gewlinschter Reaktant dagegen direkt
wihrend der Automatensynthese eingefiihrt. Das dazu nétige Phosphoramidit 44 wurde durch
Umsetzung von Anthracen-PEG 43 mit dem Phosphorylierungsmittel 8 erhalten [Seelig &
Jaschke 1997]. Eine chromatographische Aufreinigung war nicht notwendig, sodass das
Rohprodukt von 44 nach Extraktion mit Wasser und anschlieender griindlicher Trocknung

der organischen Phase direkt zur automatisierten Synthese von 45 eingesetzt wurde.

N iPry
CI— P
8 OEtCN  NiPry
O_
/\}/ /\E|/ OEtCN

O «——— Anthracen Photospaltung Primer Sequenz

0 l 0 |
I il 0 | |
0—P—0 0—P—0 Il , y
0 | | O—P—0—d(GGA GCT CAG CCT TCA CTG C)
. OH OH 6|
O T O,N T OH

45
Flexibilitat NiPr,
/
FmocNH—(CgHj2)—O0—F
46 OEtCN
W
HoN—(CeHyo) 0—P—0 O—P—
e fo/\]/ . \E/\ ]—P—OJ d(TCT AAT ACG ACT CAC TAT A)®
t 6 O,N
Kopplung von Reaktanten 47

Abb. 23 Aufbau der photospaltbaren Primerderivate 45 und 47 sowie die Synthese des Anthracen-
Phosphoramidites 44.

Die Primer-Derivate 45 und 47 wurden mit einem DNA-Standardprogramm im 15 bzw. 1,3
pmol MaBstab unter Verwendung der Standard-DNA Phosphoramidite sowie der in
Abbildung 9 und Abbildung 23 gezeigten Bausteine zusammengesetzt. Dabei wurde die
primidre Aminogruppe des Primer-Derivates 47 durch abschlieBende Kopplung des
kommerziellen Aminomodifieres 46 eingefiihrt. Nach Entschiitzung mit 33% Ammoniak
wurden die Rohprodukte durch HPLC mit 5% bzw. 2% Gesamtausbeute gereinigt und
anschlieend durch MALDI-TOF charakterisiert (s. Abb. 24a). Fiir den aminomodifizierten

Primer 47 wurden dabei sowohl der erwartete Molekiilmassenpeak bei m/z = 6859,1 g/mol als
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auch die entsprechenden Photofragmente bei m/z = 6155,8 und 706,0 g/ mol gefunden
(berechnet: [M+H]" = 6858,7; 6156,1; 703,1).

a) b)
255 nm
6189,9 '\\ 367 3
E Y . 348 !
_ \ ,1‘ 387
; 2 ] W ﬁ '
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Abb. 24 Charakterisierung des Primerderivate 45: a) UV-MALDI-TOF Massenspektrum; b) UV-Spektrum mit
Vergroflerung von 310-400 nm.

Im Fall des Primers 45 fiihrt die variable Lange des PEG-Spacers zu einer typischen
polydispersen Molmassenverteilung, deren Peaks sich jeweils um die 44 Masseneinheiten
einer Ethylenglykolgruppe unterscheiden. Im MALDI-TOF-Spektrum in Abbildung 24a) sind
die erwarteten Signale bei m/z = 7035,1; 7079,6; 7123,4; 7167,2; 7210,7; 7255,3; 7300,0
g/mol (berechnet: [M+H]™ = 7036,2 + n x 44 g/mol) sowie das monodisperse Signal des
Nukleinsiure-enthaltenenden Photofragmentes bei m/z = 6189,9 g/mol (berechnet: [M+H]" =
6190,0 g/mol) zu erkennen. Die Analyse des Primer-Konjugates 45 wird zudem durch die
typische Absorption und die charakteristische Fluoreszenz des gekoppelten Anthracens
erleichtert. Das entsprechende UV-Spektrum des Produktes in Abbildung 24b) kann als
additives Spektrum von Anthracen (Peaks bei A = 255, 348, 367, 387 nm) und des DNA
Primers (breite Schulter von A = 260-300 nm) interpretiert werden [Seelig & Jaschke 1999c].

4.6.2 Herstellung einzelstrangiger DNA-Konjugat Bibliotheken

Nach der erfolgreichen Synthese der Primer-Derivate 45 und 47 mussten diese nun in
randomisierte ~ DNA-Bibliotheken eingebaut werden. Ein inhdrentes Problem bei der
Herstellung von DNA durch Polymerasekettenreaktion ist dabei die Generierung
komplementédrer Doppelstrange. Fiir die in vitro Selektion werden jedoch Einzelstriange
benoétigt, da nur diese sich in die katalytisch aktive tertidre Struktur falten konnen. Der in
stochiometrischen Mengen gebildete Gegenstrang muss daher vor jedem Reaktionsschritt
abgetrennt werden. Da dieser fast die gleiche Lénge wie der gewiinschte ,,Sense‘*-Strang hat,

ist dies nicht ohne weiteres durch PAGE-Chromatographie moglich. Es werden daher
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modifizierte Gegenstrang-Primer verwendet, die eine Abtrennung des entsprechenden
»ZAntisense“-Stranges erlauben.

In ersten Versuchen wurde die Polymerasekettenreaktion daher wie in Abbildung 25a) mit
dem Anthracen-gekoppelten Primer 45 und einem biotinylierten Gegenprimer 48
durchgefiihrt. Die Ankergruppe Biotin erlaubt eine Immobilisierung der doppelstringigen
PCR-Produkte an Streptavidin-Agarose und anschlieBende Riickgewinnung der gewiinschten
Anthracen-Konjugate durch denaturierendes Waschen [Bock et al. 1992]. Da diese
Aufreinigung jedoch nicht vollstindig ist und die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung auch
fiir die Immobilisierung der Reaktionsprodukte herangezogen wird, fithren selbst geringe
Spuren der PCR-Produkte von 48 zu Komplikationen im Selektionsschritt. Da diese
Konjugate 49 ebenfalls dem Selektionskriterium entsprechen, ist die Strategie der

biotinylierten Gegenprimer hier nicht mit dem restlichen Selektionsschema kompatibel (vergl.
Abb. 26a).

a) PCR 3] ‘ Qﬂ—( | DNA Pool]
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Abb. 25 Préparation und Analyse von ssDNA-Konjugaten. a) Strategie der biotinylierten Gegenprimer;
b) Strategie der alkalisch abspaltbaren Riboprimer; ¢) Autoradiogramm eines denaturierenden, 5% PAA-Geles
der PCR-Produkte mit den angegebenen Gegenprimern nach aklkalischer Hydrolyse und Ethanol-Féllung; 1: 50,
95°C, 20 Minuten; 2: 50, 37°C, iiber Nacht; 3: 50, ohne 0,2M NaOH; 4: 42, 95°C, 20 Minuten; 2: 42, 37°C, iiber
Nacht; 3: 42, ohne 0,2M NaOH; d) Fluoreszenzspektrum eines 157nt DNA-Anthracen Konjugates 52.

Es wurde daher nach Standardmethoden der modifizierte Primer 50 synthetisiert, der am 3’-
Ende eine zusitzliche 2’-Hydroxylguppe trdgt. Nach Einbau in den Gegenstrang fiihrt dies zu

einer einzelnen Ribonukleotid-Bindung, die anschlieBend wie in Abbildung 25b) im
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alkalischen Milieu selektiv gespalten werden kann [Silveira & Orgel 1995]. Abbildung 25c¢)
zeigt eine entsprechende gelelektrophoretische Analyse der PCR-Produkte unter Verwendung
des Anthracen-Primers 45 und des Riboprimers 50 (Bahnen 1-3) oder des unmodifizierten,
reinen DNA Gegenprimers 42 (Bahnen 4-6). Die Reaktionsansdtze wurden dabei nach der
PCR entweder fiir 20 Minuten bei 95°C (Bahnen 1 und 4) oder iiber Nacht bei 37°C in 0,2M
NaOH hydrolysiert (Bahnen 2 und 5). In den Bahnen 3 und 6 sind unbehandelte PCR Proben
als Kontrollen aufgetragen. Wie zu erkennen, ist der Ribo-modifizierte Gegenstrang schon
nach 20 Minuten vollstindig hydrolysiert (Bande C, entspricht 51), wihrend sowohl das
Anthracen-Konjugat 52 (Bande A) als auch der unmodifizierte DNA-Gegenstrang (Bande B)
unverdndert bleiben. In Abbildung 25¢) wird zusdtzlich deutlich, dass durch die 3’-
Ribonkleotid-Modifikation die Verldngerungseffizienz des Gegenprimers 50 abnimmt, was zu
asymmetrischer Amplifikation und Uberproduktion des gewiinschten Anthracen-konjugierten
DNA-Stranges 52 fiihrt. Dieser kann aus dem Gel eluiert und mit potentiellen Reaktanten
umgesetzt werden.

Zur Charakterisierung der so praparierten DNA-Konjugate kann das Anthracen als spezifische
Fluoreszenzsonde herangezogen werden. In einem typischen Fluoreszenzspektrum einer
einzelstringigen Anthracen-DNA Bibliothek sind in Abbildung 25d) neben dem
Anregungsmaximum bei 255 nm zusétzliche Nebenabsorptionen zwischen 350 und 390 nm

zu erkennen. Charakteristisch ist ebenfalls die Emission um 420 nm.

4.6.3 Selektion nach DNA Diels-Alderasen

Nachdem die Herstellung von photospaltbaren DNA-Reaktant Bibliotheken gezeigt worden
war, sollten diese nun am speziellen Beispiel einer Diels-Alder Reaktion eingesetzt werden.
Bei dieser fiir die organische Chemie sehr wichtigen synthetischen Reaktion kann das
Anthracen als Dien mit Dienophilen wie z.B. Maleinimid in einer 4+2 Cycloreaktion
reagieren. Fiir diese Reaktion sollten nun aus dem in Kapitel 4.4 beschriebenen DNA-Pool
mit 120 randomisierten Positionen Katalysatoren isoliert werden (s. Abb. 20). Da aus
vorangegangenen Selektionsexperimenten bereits entsprechende Ribozyme bekannt waren,
deren katalytisches Zentrum auf wenige konservierte Ribonukleotide innerhalb einer von
variablen Helixstdimmen eingefassten Blase zuriickgefiihrt werden konnte, wurde parallel eine
Selektion mit dem in Abbildung 26b) vorgegebenen Strukturmotiv durchgefiihrt [Seelig
1999a]. Hierbei entsprechen die fetten Buchstaben dem Anthracen-Konjugat 45, die

unterstrichenen Buchstaben der Primerbindungsstelle fiir den Riboprimer 50 und die grau
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unterlegten Buchstaben den vorgegebenen konstanten Bereichen zur Ausbildung der
gezeigten Sekundérstruktur. Die Buchstaben N repridsentieren 18 randomisierte Positionen,

die eine ungepaarte Blase bilden und dem katalytischen Bereich des bekannten Ribozyms

entsprechen.
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Die beiden DNA-Bibliotheken wurden nun je zehn Selektionszyklen nach dem Schema in
Abbildung 26a) unterworfen. Dabei wurde die DNA mit den beiden modifizierten Primern 45
und 50 amplifiziert, wobei die Stringe durch den Einbau von o*’P-dCTP gleichzeitig

radioaktiv markiert wurden. Um die bendtigte Menge an DNA zu erhalten, wurde die PCR im
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300ul MaBstab durchgefiihrt und die Primer sowie die Polymerase-Konzentration um das
fiinffache erhoht.

Nach der Vervielfiltigung wurde der Gegenstrang flir 30 Minuten alkalisch hydrolysiert, mit
Ethanol gefillt und wie in Abbildung 25c¢) gelelektrophoretisch abgetrennt. Die gereinigten
einzelstringigen Anthracen-DNA Konjugate wurden nun fiir eine Stunde mit dem freien
Reaktionspartner Maleinimidobiotin 53 inkubiert. Die Konzentrationen mit ca. 0,5uM fiir das
DNA-Konjugat und 25uM fiir das Maleinimid waren dabei so gewihlt, dass ein Umsatz zwar
noch klar bei 0,1-0,2 % nachweisbar war, aber auch eine effektive Anreicherung potentieller
Desoxyribozyme ermdoglichte. Nach der Reaktion wurde {iberschiissiges Maleinimid durch
zweifache Ethanolprizipitation entfernt und das Reaktionsprodukt an Streptavidin auf einem
Spinfilter immobilisiert. Durch denaturierendes Waschen mit 200 Saulenvolumina wurde der
Uberschuss an nicht reagierten Konjugaten entfernt, wobei der beobachtete Anteil
immobilisierter DNA dem unabhingig bestimmten Umsatz einer Diels-Alder-Reaktion mit
Anthracen unter diesen Bedingungen entspricht [Seelig & Jaschke 1999b].

Die so selektierten DNA Molekiile wurden nun entweder als Streptavidin-Agarose Konjugate
in die ndchste Polymerasekettenreaktion eingesetzt und somit direkt von der festen Phase
vervielfiltigt, oder resuspendiert in Waschpuffer durch Laserbestrahlung freigesetzt und nach
Ethanolféllung als geldste Template in die PCR eingesetzt.

Der Verlauf der Selektion wurde durch den Anteil der immobilisierten, d.h. reagierten
Anthracen-DNA Konjugate verfolgt und ist in Abbildung 26¢) tabellarisch gezeigt. Weder fiir
den kurzen noch fiir den langen Pool konnte ein Anstieg der immobilisierten Fraktion
beobachtet werden, der auf eine Anreicherung der gesuchten Diels-Alder Katalysatoren
hinweisen wiirde. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass das Konzept der photospaltbaren Linker
auch auf DNA Selektionen iibertragen werden kann. Die Reaktionsprodukte der DNA-
Konjugate konnen durch den Erwerb einer Ankergruppe immobilisiert und durch
Laserbestrahlung wie z.B. in Runde 6 des 120nt Pools mit 76% wieder in Losung gebracht
werden. Es ist also auch bei DNA Selektion eine Unterdriickung von Nebenreaktionen durch

eine regioselektive Photospaltung moglich.



