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4. METHODEN

4.1. Synthese und Entschiitzung von Nukleinsduren

4.1.1. Automatisierte Festphasensynthese der Oligoribonukleotide

Die Fedphasensynthesen der  Oligoribonukleotide wurden an  einem  Syntheseautomaten
durchgefiihrt (PCR-MATE™ 391 und 394, Applied Biosystems). Die Ribonukleinsiuren
wurden nach dem Phosphoramidit-Verfahren (Beaucage & Caruthers, 1981) unter
Vewendung der Standardlésungamitte synthetisert. Be den Synthesen, be denen tert-
Butylphenoxyacetyl-geschiitzte Phosphoramidite verwendet wurden, wurde abweichend vom
Standardprotokol tert-Butylphenoxyacetanhydrid sait Acetanhydrid as Capping-Reagenz A
eingesetzt. Dadurch wurde sichergestdlt, dal3 auch die Capping-Gruppe unter den kurzen
akalischen Entschiitzungszeiten abgespaten wird.

Die Synthese der Oligomere fand in Resktionssiulen Satt, in denen sch das trégergebundene
geschitzte Startribonukleosid befand. Die resktive 5'-Hydroxylgruppe dieses Nukleosids
wurde durch ene Dimethoxytritylgruppe (DMT) geschitzt. Die 3'-Hydroxylgruppe war
kovadent Uber eine Succinylaminopropyl-Bricke mit einem CPG-Trégermateria (controlled
pore glass) der PorengrolRe 500 A verbunden. Die Schutzgruppen fir die Basen sowie die
2'-Hydroxylfunktionen entsprachen denen der bei der jeweligen Synthese verwendeten
Phosphoramidite. Fir die Synthesen wurde 1 pumol des trégergebundenen Nukleosids in eine
Synthesestule eingewogen. Die Synthesesdulen wurden beidsaitig mit einem Filter versehen,
verschlossen und mit Metalhilsen abgedichtet. Auf Vorrat geflllte Syntheseséulen wurden
bel — 20 °C gdagert. Zur Synthese wurden die Saulen in den Syntheseautomaten eingebatt.

Als Phosphoramidit Bausteine wurden die nachfolgend aufgefihrten Synthone verwendet:

» Standard” - Phosphoramidite, hergestellt von Dr. R. Bald und K. Beyer:
N°-Benzoyl-adenyl-, ~ N*Benzoyl-cytosyl-,  N2-Isobutyryl-guanyl-  und  Uradil-
Phosphoramidite
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» PAC" -Phosphoramidite, bezogen von den Firmen Eurogentech oder ChemGenes:
NC-Phenoxyacetyl-adenyl-, ~ N*-Benzoyl-cytosyl-,  N?-Isopropyl- phenoxyacetyl-guanyl-
und Uracil- Phosphoramidite

Expedlite®- Phosphoramidite, angeboten von der Firma PerSeptive:
N°-tert-Butylphenoxyacetyl-adenyl-,  N*-tert-Butylphenoxyacetyl-cytosyl-,  N?-tert-Butyl-
phenoxy- acetyl-guanyl- und Uracil-Phosphoramidite.

Das verwendete 1,N°-Ethenoadenosin-Phosphoramidit wurde von der Firma ChemGenes
hergestet.

Be den ,Standard’-Phosphoramiditen wurde zum Schutz der 2'-Hydroxylgruppen eine
Triisopropylslylgruppe verwendet. Bel dlen anderen Phosphoramiditen wurde diese Postion
durch ene tert-Butyldimethylslylgruppe (tBDMS) geschitzt.. Die 5'-Hydroxylgruppen dler
Phosphoramidite wurden durch eine Dimethoxytritylgruppe und der Phosphor durch ene
[3-Cyanoethyl- und eine Diisopropylamingruppe geschiitzt.

Die Phosphoramidite wurden direkt vor Synthesebeginn  in  trockenem  Acetonitril
(Wassergehdt < 0,001%; Aldrich) unter Argon gelost. Die Endkonzentration betrug 0,15 M
fir Adenosn, Guanosin, Cytidin und Uracil bzw. 02 M fir 1,N°-Ethenoadenosin in
absolutem Acetonitril. Es wurde der Standardsynthesezyklus verwendet (Nolte et al., 1996).
Die Kopplungszeit der Phosphoramidite wurde auf 900 sec festgesetzt, um trotz sterischer
Hinderung der voluminGsen 2'-Hydroxylschutzgruppen eine ausreichend gute Kopplung zu
ermdglichen.

Die Synthese begann mit der Abspdtung der saurdabilen DMT-Schutzgruppe mittels
Trichloressgsaure (TCA) am Startnukleosd. Anschliel?end wurde das Phosphoramidit des
folgenden Nukleosds gemeinsam mit aktivierendem Tetrazol auf die Synthesesiule gegeben.
Tetrazol protoniert ds schwache Sdure die Aminogruppe des Phosphoramidites. Dadurch
wird die Diisopropylamingruppe am Phosphoratom bel der nukleophilen Substitution durch
die 5'-Hydroxylgruppe des gekoppelten Nukleosds zur leichten Abgangsgruppe. Fir diesen
Resktionssblauf i es wichtig, in enem hydroxylfrdem Milieu zu abeten, weshdb
trockenes Acetonitril as Losungsmitte verwendet wurde und dle Reagenzien und LOsungs-
mittel unter Argon wasserfrel gehaten werden mulen.

Im Anschlu? wurden mit ener Mischung von Acetanhydrid bzw. tert-Butylphenoxy-
acgtanhydrid mit  N-Methylimidazol die nicht gekoppdten 5'-Hydroxylgruppen acyliert
(Capping). Die Acylierung verhindert eine spédtere Reaktion der OH-Gruppen und dadurch die



Methoden 39

Verléngerung dieser Ketten. Die kleinere Kettenldnge der die Synthese verunreinigenden
Oligomere erleichtert die Aufreinigung des SyntheseproduktesNach Kopplung und Capping
wurde die trivdente Phosphortriester-Bindung mittels  lodigsung zu  ener  dabileren
pentava enten Phosphorbindung oxidiert und der Synthesezyklus damit beendet.

Durch zwischengeschdtete Waschschritte wurden  dle  Uberschilssgen Reegenzien und
Nebenprodukte, die be den enzenen Resktionen entstanden waren, entfernt. Der
Synthesezyklus wurde so lange wiederholt, bis die erwinschte Kettenldnge erreicht wurde.
Abschliefend wurde die DMT-Schutzgruppe, die sch am letzten Nukleosd befand,
abgespdten. Das Syntheseprodukt wurde unter Argon getrocknet. Danach wurde die Saule
aus dem Syntheseautomaten ausgebaut. Wenn die Entschitzung nicht direkt im Anschluf3 an
die Synthese durchgefilhrt wurde, wurden die Synthesesilen in Parafilm® eingewickelt und
bei —20 °C gelagert.

4.1.2. Entschitzung der Syntheseprodukte

Das be dear Fesphasensynthese erhdtene Substanzgemisch muld vor der Aufreinigung vom
Sallenmateriad  abgespdten und von Schutzgruppen befreit werden. Die Abspatung des
Trégermaterids sowie die Entfernung der Basenr und Phosphatschutzgruppen findet durch
dkdische Hydrolyse datt. Es wurden hierbei mehrere  Methoden angewendet, um
Bedingungen zu finden, be denen sowohl ene moglichd geringe Zersstzung des im
basischen Milieu instabilen Fluorophors 1,N°-Ethenoadenosin as auch eine ausreichend gute
Syntheseausbeute gewdhrleistet war. Fand die akadische Hydrolyse in Lésung datt, so wurde
das noch am Tragermaterid gekoppete Synthesegemisch von der Séule in en verschliel¥ares
Glagrhrchen  Uberfihrt. Bel  der gadformigen  Methode hingegen  verblieben  die
Syntheseprodukte bis zum Ende der Abspaltung in der Resktionssiule. Nach der akalischen
Entschiitzung wurden die Silylschutzgruppen an der 2-OH-Position der Ribosen abgespaten.
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4.1.2.1. Alkalische Entschiitzung

Be der dkdischen Entschitzung wurde das Protokoll variiert, um optimae Bedingungen fir
die Dadgdlung der fluorezierenden RNAs zu finden. Die nachfolgende Aufzéhlung it
unterteilt nach verwendeten Synthonen und Entschiitzungsvarianten.
1. Synthese mit , Standard" - Phogphoramiditen:
Alkalisches Reagenz: Ammoniaky,/Ethanal (3:1),
I nkubationsbedingungen: 55 °C, 24 h
2. Synthese mit ,, PAC* - Phosphoramiditen:
a) Alkdisches Reagenz: absoluter ethanolischer Ammoniak
I nkubationsbedingungen: 6 h, 37 °C
Die Bedingungen entsorachen den von ChemGenes empfohlenen Entschiitzungs-
bedingungen fiir RNAs, die 1,N°- Ethenoadenosin enthalten.
b) Alkalisches Reagenz: absoluter methanolischer Ammoniak
I nkubationsbedingungen: 6 h, 37 °C
c) Alkalisches Reagenz: dbsoluter methanolischer Ammoniak
I nkubationsbedingungen: 5 h, 37 °C
d) Alkdisches Reagenz: absoluter methanolischer Ammoniak
I nkubationsbedingungen: 4 h, 37 °C
3. Synthese mit Expedite®- Phosphoramiditen
a) Alkaisches Reagenz: Ammoniaky,
I nkubationsbedingungen: 6 bis 8 bar, RT, 40 min
Fuor diese Entschitzungsmethode wurde das Synthesegemisch mitsamt  der
Synthesesiule in einen Laborautoklaven (Moddl O der Firma Cal Roth) gegeben
(Bod et al., 1996). Das Gas wurde von der Fa. Messer Griesheim GmbH bezogen.
Nach der Entschitzung wurde das Syntheseprodukt durch mehrmaliges Spilen mit
Millipore Wasser vom Sulenmateria abgetrennt.
b) Alkalisches Reagenz: Ammoniaky, /Ethanal (3:1),
I nkubati onsbedingungen: 55 °C, 30 min.
Die Bedingungen entsorachen den von PeSeptive empfohlenen  Entschiitzungs-
bedingungen fiir RNA-Synthesen mit Expedite®- Amiditen.
Nach der dkdischen Entschitzung wurde das CPG-Trégermateriad von den gedgten
Synthese-produkten abgetrennt und die Lésung in einer Vakuumzentrifuge bis zur Trockene

eingeengt.
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4.1.2.2. Entfernung der Silylschutzgruppen

Im Anschiu3 an die dkdische Entschitzung wurde das Nukleinséurepellet in einem Wasser-
Ethanol-Gemisch (1:1, ca 1 Wl/Azp) suspendiert. Zur Abspatung der tert-Butyldimethyl-
dlylgruppe wurde die Suspenson mit ewa 10 pl/Azeo  Tetrabutylammoniumfluoridiésung
(TBAF) in Tetrahydrofuran (1,1 M) vermischt und fir mindestens 24 h be Raumtemperatur
inkubiert. Zur Abspdtung der dsabileren Triisopropylslylschutzgruppe war eine  Entschiit-
zungszeit von 72 h notwendig. Nach Inkubation fand eine Entsalzung Uber QIAGEN-tip 500
Sallen datt. Hierzu wurden die verwendeten Sdulen zundchst mit 10 ml 01 M Triethyl-
ammoniumacetat (TEAAc, pH 7,0) equilibriert. Anschlief3end wurden die mit 0,1 M TEAAcC
(pH 7,0) auf 10 ml verdinnten Proben aufgetragen. Die beladenen Saulen wurden zweimd
mit je 30 ml 0,1 M TEAAc (pH 7,0) gewaschen und das Rohprodukt schliefdich mit 10 mi
2 M TEAACc (pH 7,0) duiert.

Das aufgefangene Elua wurde in der Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingeengt und
entweder durch mindestens zwemdige Ethanolfdlung oder mehrfachem Waschen mit
Millipore Wasser und anschlieffendem Einengen bis zur Trockne entsdzt. Das entsalzte
Gemisch an Oligoribonukleotiden wurde in Millipore Wasser gd6s, um eine photometrische
K onzentrationsbestimmung ba 260 nm durchzufthren.

4.2. Aufreinigung von Nukleinsduren

4.2.1. Reversed Phase HPLC

Die Hochleisungs-Hissgkeatschromatographie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) ds ene mit Druck abetende Sondeform der Saulenchromatographie wird zur
Trennung von Substanzgemischen sowie deren quditativer und quantitativer Andyse en-
gestzt. Die Auftrennung von Substanzgemischen ist dabel das Ergebnis von physkaischen

und chemischen Interaktionen zwischen einer mobilen und ener stationé&ren Phase.
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Esgibt in der Chromatographie zwei Phasensysteme:

1. ,Norma-Phase': Bel diesem System besitzt die stationdre Phase hydrophile und polare
Eigenschaften, wéhrend die mobile Phase, mit der die Substanzen duiert werden, en
unpolares Losungamittd i<t

2. ,Reversed-Phase’: Be der Reversed-Phase HPLC ig die Phasenvertellung genau
umgekehrt. Wéahrend die dationdre Phase unpolar und hydrophob ist, besteht die

mobile Phase aus einem polaren Losungamittel.

HPLC-Saulen snd mit ener dationdren Phase, die aus kleinen Feststoffpartikeln  besteht,
gefullt. Die Korngrél¥e und die KorngroRenverteilung der dationdren Phase haben darken
Einflud auf die Trennleisung der Saule Je klener und glechmé3ger die Patikd geformt
snd, desto grol¥er ist die Trennleistung der jewelligen Saule (Engdhardt, 1977). Da klenere
Korngrofien gleichzetig ene grolRere Packungsdichte in der Trennsdule bedeuten, wird das
Elutionamittd mit Hilfe von Pumpen zur Aufrechterhdtung und Regulierung ener
ausreichenden Stromungsgeschwindigkeit durch die Saulen gedrickt.

Zur Aufreinigung der synthetiserten Oligomere wurden Ultrasphere®(C-18)-Saulen der Firma
Beckman verwendet. Se wiesen enen Partikddurchmesser von 5pum (sphérisch) mit ener
PorengroRe von 80 A auf. Der Innendurchmesser der Saulen betrugt 46 mm be ener
Slenlénge von 45 mm (Vorsiule, zur Abtrennung von Verunreinigungen) bzw. 250 mm
(Hauptséule).

Die verwendete HPLC-Anlage der Firma Beckman Ingruments Inc., arbeitet mit einem
programmierbarem  Pumpenmodul mit zwel  andlytischen Pumpen, ener UV-Detektoreinheit,
enem progranmierbarem Siulenofen sowie dem Sysem Gold®-Software Paket. Zeitweise
wurde eine zwete Detektoreinheit Uber en Andog Interface Modul mit dem System
verknipft, so dal? eine fluorimetrische Auswertung der Anaysen moglich war.

Die Hul¥ate des Elutionsmittels lag ba 1 mi/min, die Temperatur der Saulen wurde konstant
auf 45°C gehdten. Als Elutionsmittd wurden Puffer A (100 mM TEAAc, pH 7,0) sowie
Puffer B (80 % Acetonitril in Puffer A) verwendet. Beide Puffer wurden nach Herstdlung
Seilfiltriert. Zur Aufreinigung der Syntheseprodukte wurde ein Gradient von 1 — 15 % Puffer
B in Puffer A (entsorechend 0,8 —12 % Acetonitril in 0,1 M TEAAC) Uber 60 min gewahit.
Jeder Lauf endete mit einem Spllgradienten von 15 - 100 % Puffer B in 5 min, 100 % Puffer
B fir 5 min und 200 — 1 % Puffer B in 5 min.
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4.2.2. Gelelektrophorese

4.2.2.1. Gelelektrophoretische Methoden

Elektrophoretische Verfahren beruhen auf der Wanderung geladener Teilchen ener Lésung,
ener kolloidden Losung oder ener Disgperson in enem dektrischen Fed.  Die
unterschiedliche Laufgeschwindigkeit der Telchen emdglicht ihre Auftrennung. Diese kann
sowohl anadytisch ds auch préparativ ausgewertet werden.
Die Geddektrophorese gehdrt zu den  Tragerdekirophoresen, bel  denen  ene
elektrophoretische Wanderung der Substanzen auf einem Tréger (Gd), der mit ener
Untersuchungdésung  (Puffer) getrénkt ist, dattfindet. Se basert auf der Tasache, dal3
Nukleinsuren bel  dlen pH-Werten polyanionisch dnd, dad hel@ an ihren viden
Phosphatgruppen im  Zucker-Phosphodiester-Rickgrat  negative Ladungen tragen. Diese
Polaritét bedingt ene Wanderung der Molekile im eektrischen Feld zur postiven Elektrode
(Anode) hin.
Das Wanderungsverhdten von Makromolekilen hangt unter anderem ab von der Stérke des
angelegten dektrischen Feldes, Nettoladung, Form und Grofe der Oligomere, sowie der
lonengtérke, der Porengrof’e und der Temperatur der verwendeten Matrix. Polyacrylamidgele
wirken hierbel aufgrund ihrer Porengtruktur wie Molekularsebe.
Bei der Geldektrophorese gelten im wesentlichen zwel dektrische Gesetze:
U=RxlI (Gleichung 1)
P=UxI (Gleichung 2)
| gelt die Stromgtérke in Ampere, U die Spannung in Volt, R den Widergand in Ohm und
Pdie Leistung in Watt dar. Einer dieser Parameter wird wahrend der Elektrophorese konstant
gehdten. Be konganter Spannung verringert sich die Wanderungsgeschwindigkeit ohne das
ene zusizliche Wéameentwicklung dattfindet. Bel  kondanter Stromstdrke hingegen  bleibt
die Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsduren durch die Gadmatrix konstant, da diese
proportional zur Stromstd&rke ist. Im Laufe der Elekirophorese kommt es jedoch zur
Warmeentwicklung.
Ba den vewendeten Polyacrylamidgden besteht die Gematrix aus polymeren Acrylamid-
dsréangen, die durch N,N’-Methylenbisacrylamid miteinander vernetzt sind. Die Porengrofe
kann durch unterschiedliche Konzentrationen an Gebildner (Acrylamid) und Vernetzer
(N,N’-Methylenbisacrylamid) so eingestdlt werden, dald3 se der jeweligen Trennproblematik
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angepdd i, Zusiizlich bestent be der Auftrennung von Nukleinsuren die Moglichkeit
native Polyacrylamidgde zu verwenden, be denen die Nuklensiuren wetgehend unter
Erhdtung ihrer Sekundé&- und Tertidrstruktur  aufgetrennt werden, oder denaturierende
Polyacrylamidgele, be denen ene Auftrennung der Nukleinsiuren nach Kettenldnge in
Gegenwart denaturierender Reagenzien, wie zum Beispid Harngtoff oder Formamid, efolgt.
Die fablosen Substanzen im  Elektropherogramm  kénnen  durch  verschiedene
Anféarbemethoden oder Adsorption von UV-Licht (UV-Shadowing) sichtbar gemacht werden.

4.2.2.2. Denaturierende Polyacrylamidgel el ektrophorese

Die prgpadive Renigung bzw. die Renhatkontrolle von Oligonukleotiden nach
chemischer  RNA-Synthese  eafolgte unter  denaturierenden  Bedingungen  mittels
Polyacrylamidgeleekirophorese.  Hierbel  konnten enzelsrangige Nuklensduren nach  ihrer
Kettenlange aufgetrennt werden, da die Ausbildung von Sekundér- und Tertiarstrukturen
unterdriickt wurde. Es wurden Hochgekammern der Firma ITC bzw. entsprechende
Nachbauten verwendet. Die gegossenen Gele enthidten 6 — 12 % Polyacrylamid und hatten
eine Grole von 19 cm x 21,5cm x 1 mm bzw. 16 cm x 24 cm x 1 mm. Se ds enthidten ds
denaturierendes Agens 7 M Harngtoff.

Die Gdmatrix bestand aus Polyacrylamid, das durch radikdische Polymerisgtion von
Acrylamid mit N,N‘-Methylenbisacrylamid  hergestelt  wurde.  N,N‘-Methylenbisacrylamid
diente hiertba ds Quervernetzer und beanflude damit die Porengrofe des Ges Die
Polymeristion der Gee wurde nach vollséndigem Losen des Hangtoffs in der Gellésung
durch Zugabe von 300 pl ener 10 prozentigen Ammoniumperoxodisulfatlésung (APS) ds
Polymerisationsstarter  und 30 pl  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin - (TEMED) ds
Radikdgabilisator, initiiert. Der Ansatz fir en Gd betrug 50 ml. Als Laufpuffer wurde
1x TBE-Puffer (90 mM Tris, 90 mM Borséure, 30 mM EDTA) verwendet.

Vor dem Auftragen in die Getaschen wurden die Proben in 50 % Formamid oder in ener
7 M Handoff-TBE-L6osung  aufgenommen.  Nach  Polymerisation der Gde fand fir
mindestens 20 Minuten eine Prégektrophorese datt. Anschlief?end wurden die Geltaschen
grundlich mit 1x TBE-Puffer gesplit und die denaturierten Proben aufgetragen. Als Langen

marker wurde eine Bromphenolblau-Xylencyanol-Losung (in 50 % Formamid oder in ener
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7M Hangoff-TBE-Losung) vewendet. Je nach Trennproblematik wurde ene kongtante

Spannung von 500 — 900 V angelegt.

Acrylamidkonzentration 6 % 8% 10 % 12 %
Acrylamid/BisacryIamid (40:2), 75ml 10ml 125ml 15ml
filtriert

5x TBE 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Har nstoff 219 219 219 219
Millipore Wasser ad 495 ml| ad 495 ml| ad 495 ml| ad 495 ml|
APS (10 %) 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
TEMED (100 %) 30l 30ul 30ul 30 ul

Tabelle 1. Standar dpipettierschema fir denaturierende Polyacrylamidgele

4.2.3. Nachweis von Nukleinsauren in Gelen

4.2.3.1. Fluoreszenzdetektion nach Farbung mit Ethidiumbromid
Die Fabung mit Ethidiumbromid ig die am hasfigden verwendete Methode zum
andytischen Nachwes von Nukleinsauren in Elektrophoressgeen. Ethidiumbromid gehort zu
den  Sequenz-unspezifischen  DNA-Interkdatoren.  Der

Huoreszenzfarbstoff lagert sch zwischen enzelne Basenpaare enes doppedrangigen DNA-

heterozyklische,  kationische
Molekils ein. Auch mit enzddrangige Nukleinsiuren kann Ethidiumbromid enen, wenn
auch wesentlich schwécheren, Komplex hilden. Schon kleinere Mengen an Nukleinsiuren
(> 0,01 Azsp) konnen mit Ethidiumbromid angeférbt und somit direkt in eénem Gd dSchtbar
gemacht werden.

Zum andytischen Nachwels von Nukleinsduren wurden die Polyacrylamidgee nach der
Elektrophorese mindestens 20 Minuten lang in e@n Bad mit ener Ethidiumbromidlésung
(05bis 1 pg/ml 1x TBE) gdegt. Anschlielfend wurden die Gele auf dem Tranglluminator mit
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Durchlicht der Welenlénge 306 nm bedrahlt und fotografiert. Durch Komplexbildung mit
Ethidiumbromid konnten die Nukleinsduren ds rot-orange fluoreszierende (590 nm) Banden
identifiziert werden.

4.2.3.2. ,, Stains-All* Methode zur Farbung von Polyacrylamidgelen

» ans-All* (1-Ethyl- 2-[ 3- (1~ Ethylngphthol[ 1,2d] thiazol- 2- (1H)yliden) - 2- methyl- 1- propenyl]
-naphto[1,2-dJthiazoliumbromid) i en Universdfabstoff fir die Elektrophorese. Die
Fixier-, Farbstoff- und Entfarbeldsungen wurden laut Herdelerinformation zubereitet. Das
Polyacrylamidgel wurde nach der Elektrophorese vordchtig aus den Geplaten gdést und
wahrend eiwa 15 min unter langsamen Schitteln mit Fixierldsung behanddt und anschlief¥end
vorgchtig abgesplit. Danach wurde es in @nem mit Aluminiumfolie zugedecktem Farbebad
Uber Nacht inkubiert und anschlieffend mit einem Ethanol-Wasser-Gemisch (10/130, v/v)
entférbt. Der Farbstoff férbt Nukleinsduren blau bis blauviolett.

4.2.3.3. Detektion durch UV-Shadowing

Ba préparativen Polyacrylamidgelen wurde die Methode des UV-Shadowings zur Detektion
der Produktbanden herangezogen. Hierbei komen Oligonuklectide aufgrund ihres hohen
Absorptionskoeffizienten direkt, aso ohne vorheriges Anférben, detektiert werden.

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die Gee vorschtig von den Glasplatten
abgdds und auf ene in Cdlophanfolie eingeschlagene Kiesdgdplate gelegt. Die Kiesdgd-
platen enthidten enen Huoreszenzfarbstoff (60 Fzs4), der bel Anregung durch aufgestrahltes
Licht der Wdlenlange 254 nm hdlgrin fluorezierte. Da Nukleinsduren in der Lage snd,
Licht diesr Wellenldnge zu absorbieren, waren die Banden ds Schetten in den Geen zu
detektieren. Die Schattenbanden, die dem gewtnschten Produkt entsprachen, wurden markiert
und aus den Gden ausgeschnitten. Anschlief?end wurden die Oligoribonuklectide aus den
Gden duiet. Um UV-bedingte Schédigungen der Oligoribonukleotide zu vermeiden, wurde
die ldentifizierung und Markierung der Schattenbanden moglichst schndl durchgeftinrt.

Ein grol¥er Nachtell dieser Methode it ihre geringe Empfindlichkeit (> 0,5 Ageo), wodurch se
hauptsichlich be der préparativen Aufreinigung von Nukleinsduren anzuwenden is.
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4.2.4. Gelelution von Nukleinsauren

Die mittds denaturierender Polyacrylamidgeleektrophorese  aufgereinigten  Oligonukleotide
wurden im  Freeze-Squeeze-Vefdren aus den Gden duiet. Hierzu wurden die
entsprechenden  Gelbanden  ausgeschnitten, zerkleinert, in ein Resktiongefd3 Uberflhrt und
mit ca 1 ml Millipore Wassr vermischt. Wurden mehrere Banden des gleichen
Oligoribonuklectids duiert, so wurden die zerkleinerten Gelbanden in einem Probenréhrchen
vereinigt und mit Millipore Wasser bedeckt. Die zu duierenden Gelstiickchen wurden dreimal
fir mindestens 15 min bel — 80° C engefroren und wieder aufgetaut. Durch dieses Verfahren
wird die Gelmatrix weiter aufgebrochen, was ene bessere Durchdringung des Gels durch die
Elutionsfliissgkeit zur Folge hat. Die Nukleinsauren wurden mindestens 12 h be 4° C aus
dem Gd duiet. Das Eluat wurde anschlieliend abgenommen und in eén neues Resktiongefdl
Uberfihrt. Die Gedgtlickchen wurden dann aermas fir 30 min mit ca 500l Millipore
Wassr b Raumtemperatur unter Schitteln duiert. Die Eluatfraktionen wurden vereinigt und
in der Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde anschlief3end
entweder in Wassr aufgenommen und Uber Géfiltrationssiulen entsdzt oder mindestens
zweimd ener Ethanolfallung unterzogen, um den Harngtoff zu entfernen.

4.2.5. Gdfiltration

Die Gdfiltration wird auch as Gechromatographie oder Grol¥enausschiuf3chromatographie
bezeichnet. Sie unterscheidet sich prinzipidl dadurch von den anderen fllissgchromato-
graphischen Verfahren, dad die Probenmolekile nicht in Wechsdwirkung (Adsorption, Ver-
telung) mit der dationaren Phase treten. Als Trennmaterid dienen polymere Gele mit
definierten PorengrofRen. Der Trennvorgang berunt auf der unterschiedlichen  Eindring-
maoglichkeit und —dauer von Probenmolekilen unterschiedlicher Grole in die Poren der
Gdmatrix. Molekile, die zu grol3 snd, um in diese Poren enzudringen, werden somit zuerst
von der Sadle duiet. Dieses unterschiedliche Wanderungsverhdten wird zur  Entfernung
niedermolekularer Komponenten, wie z. B. Harngtoff, Mononukleotiden oder Nukleosiden,
aus wd¥igen Nuklensdurddsungen genutzt. Vewendet wurden dandardiserte mit
SephadexX® G-25 (NAP™ 5, 10 und 25) oder Sephadex® G-50 (NICK) gefiillte Gdifiltrations-

siulen. Eswurde das jewellige Filtrationsprotokoll des Herstellers verwendet.
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4.2.6. Ethanaolféllung

Die Ethanolfdlung i en Vefdren zur Renigung von Nuklensduren in waigen
Losungen. Dabel kommt es in Gegenwart relaiv hoher Konzentrationen an monovaenten
Kationen zur Aggregation der Nukleinsauremolekile und ihrer nachfolgenden Prézipitation.
Kurze Polynukleotide, Mononukleotide, Nukleosde und Salze bleben unter diesen
Bedingungen in Ldsung. Das Vefahren dient der Entfernung unerwinschter Neben
komponenten.

Zur Reinigung wurde die Nukleinsurddsung mit enem Zehntd ihres Volumens an 3 M
Natriumacetatpuffer, pH 5,5, und dem 2,5-fachen Volumen an absolutem Ethanol (vorgekihlt
auif — 20 °C) vermischt. Die anschliel¥ende Fdlung fand fir 30 min bei — 80 °C dtatt. Nach
efolgter Pré&zipitation wurde das Oligoribonukleotid fir mindestens 30 min be + 4 °C und
13000 U/min durch Zentrifugation sedimentiert. Nach Abtrennung der fliissgen Phase wurde
das erhdtere Pdlet mit etwa 200 pl Ethanol (70 %) gewaschen, nochmals fir 5 min zentri-
fugiet und der Uberdand veworfen. Bei sehr geringen Mengen an  Oligoribonukleotid
konnte die Prézipitaion durch Zugabe von Glykogen ds Falhilfe initiiet beziehungsweise
verbessert werden.

Standar dpipettier schema Inkubationsbedingungen

X Ul Nukleinséurelésung
x/10 pl 3 M Natriumacetat, pH 5,5
2,5x pl asoluter Ethanal (- 20 °C)
20 pg Glykogen (bei Bedarf) 30min, - 80 °C
Z 3 30 min, 13000 U/min, + 4°C
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4.3. Enzymatische Spaltung

4.3.1. Nukleosidanalyse mit Ribonuklease T2 und alkalischer Phosphatase

Die Renhet der 3,5 -verknipften Oligoribonukleotide und der Zersetzungsgrad des
1,N®-Ethenoadenosins wurde mittels Spaltung mit Ribonuklesse T2 (aus Aspergillus oryzae)
und Dephosphorylierung durch akadische Phosphatase (aus Kéberdarm) geprift. Ribo-
nukleese T2 spdtet ungpezifisch enzedrangige RNA-Regionen. Hierbe werden Nukleosid-
3'-phosphate (HoNp) freigesetzt. Da keine 2,5'-verknUpften Oligoribonukleotide von der
Ribonuklease T2 gespdten werden (Wang et al., 1990), dirfen nach vollsténdiger
enzymatischer Hydrolyse enes reinen Oligoribonukleotids und der darauf folgenden Dephos-
phorylierung der Nukleotide bel einer HPLC-Andyse nur die diskreten Signde fir die in der
RNA- Sequenz enthatenen Nukleoside erscheinen.

Fur die Nukleosdanalysen wurden jewells 0,1 - 0,3 Apso RNA in RNase T2 Puffer (50 mM
TrissHCI, pH 7,0, 25 mM Magnesumchlorid) geost und mit 1 U Ribonuklease T2 pro
0,1 A260 RNA in enem 20 yl Ansaiz fir 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Zur Dephosphory-
lierung wurde anschliel3end 1 U akaische Phosphatase pro 0,1 Azso RNA hinzugegeben und
erneut fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Standar dpipettier schema Inkubationsbedingungen

0,1— 0,3 Az RNA
1 U/0,1 Aze Ribonuklease T2
2l 10 x RNase T2 Puffer
ad 20 pl Millipore Wasser 15h,37°C
1 U/0,1 A akalische Phosphatase 1h,37°C
Z HPLC Analyse

Die entstandenen Spdtprodukte wurden anschlieffend mit einem Beckman Gold HPLC-
System iber eine Reversed-Phase-Saule (Beckman Ultrasphere®—C-18) bei einem Gradienten
von 1 — 15 % Puffer B in Puffer A Uber 60 Minuten andysert. Die HPLC-Bedingungen
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entsprachen denen der Aufreinigung von Nukleinsduren (Sehe 4.2.1). Um den Zersstzungs-
grad des 1,N°-Ethenoadenosins besser bestimmen zu konnen, wurde bei der Andyse
entsprechender  Oligoribonukleotide zusédizlich zur UV-Detektion (260 nm) ein Fuoreszenz-
detektor verwendet. Die Extinktionswellenlange betrug hierbei 300 nm, die Fluoreszenz-
emisson wurde bei 410 nm erfalit.

Die Basenzusammensetzung der hydrolyseten RNA konnte dann mit Hilfe der Peskintegrde
und unter Bertckschtigung der molaren Extinktionskoeffizienten der Nukleoside bei 260 nm
(A: 14900 I/mol cm, C: 9100 I/mol cm, G: 13600 I/mol cm, U: 10100 I/mol cm (Fasman,
1975), eA: 5040 I/mol cm) errechnet werden.

4.3.2. Enzymatische Spaltung durch Phosphodiester ase

Die Phosphodiesterase aus Schlangengift it eine Exonuklease und greift an der 3'-terminden
Hydroxylgruppe einer Nukleinsure an. Durch den Verdau werden 5'-Mononukleotide (pNon)
fregesetzt.

60 pmol D-A469 38eA25 wurden mit 0,04 pg Phosphodiesterase (aus Crotalus durissus) in
30 yl SVP-PUffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,0, 5mM Magnesumchlorid) fir 4,5 Stunden bel
37 °C inkubiert.

Standar dpipettier schema Inkubationsbedingungen

60 pmol RNA

1 pl Phosphodiesterase (0,04 pg/ul)

3 ul 10 x SVP-Puffer

ad 30 pl Millipore Wasser 45h,37°C

Z FHuoreszenzmessung

Nach dem Verdau wurde die Probe mit Millipore Wasser auf 200 ul aufgefillt. Die RNA-
Konzentration betrug daraufhin 0,2 uM. Als Referenziésung wurden 0,2 UM des unverdauten
Oligoribonukleotids unter gleichen Pufferbedingungen gdés. Ein Vegleich der Huoreszenz-
intensitéten der beiden Probenldsungen zeigt den Quenchingeffekt durch Einbau von 1,N°-
Ethenoadenosinin das RNA-Molekil.
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4.4, Tritiierung von L-Adenosin

Die Firma Amersham Internationd (Cardiff, Grof3ritannien) markierte 10 mg L-Adenosin
(37,5 pmal) mit 370 Gbg (10 Ci) Tritiumgas durch kadytischen Austausch in Losung. Die
Abtrennung des Tritiums erfolgte eberfdls durch Amersham Internationd.

Es folgte eine praparaive Reinigung von 370 Mbg (10 mCi) der insgesamt erhdtenen 15,7
Gbg (425 mCi) L-[2,8(n)-H]-Adenosin (ber ene Kiesdge-Diinnschichtchromatographie
(PSC-Fertigplatte, Kieselgel 60 Fs4, 20 X 20 cm, Laufmittd Chloroform:Methanol = 7:3). Die
Produktbande wurde mittels UV-Licht lokalisert, von der Plate abgetrennt und in en 12 m
Greiner-Rohrchen  Uberfihrt. Nach Pulveriseren mit einem Spatel wurde das Produkt in
enem Glaggefdd mit Chloroform:Methanol (1:1) aus der pulveriserten Bande duiet. Das
aufgearbeitete L-[2,8(n)- >H]- Adenosin wurde von Dr. Klufimann zur Verfiigung gestellt.

4.5. Spektralphotometrische Bestimmungen

4.5.1. Grundlagen der UV-Vis-Spektroskopie

Die Energie des schtbaren (400 — 800 nm) und ultravioletten (200 — 400 nm) Lichtes wird
tellweise von organischen Molekilen absorbiert und regt p- und n-Elektronen an. Die durch
graphisches  Auftragen der Lichtabsorption (A) gegen die Welenldnge (1) erhdtenen
Absorptionsspektren kdnnen sowohl quantitetiv wie auch qualitetiv ausgewertet werden.

Die Absorptionsbanden im UV-Vis-Spektrum sind durch ihre Lage (I max), ihre Hohe (emax)
und ihre Form gekennzeichnet. Die Lage des Absorptionsmaximums (I max) héngt von der
Energie &b, die efordelich is, um en Molekil aus sednem Grundzusand Sp in enen
angeregten Zudtand zu UberfUhren. Der Vortell dieser spektraphotometrischen Methode liegt
in ihrer reaiv groRen Empfindlichket und schndlen Durchfiihrbarket, der Nachtell in ihrer
oft geringen Substanzspezifité.
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4.5.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdur el 6sungen

Die Basen dear Nukleinsduren zeigen im UV-Bereich um 260 nm ein starkes Absorptions-
maximum. Daher kann die Konzentraion ener wddigen Oligonukleotidiésung durch
Absorptionsbestimmung be 260 nm in Quarzkivetten bestimmt werden. Die Messungen
wurden mit eénem Zwedrahl-Photometer UV-160A der Firma Shimadzu, mit der ent-
sprechenden Software durchgefiihrt. Das Mef3volumen betrug bel dlen Bestimmungen 1 ml.

4.5.3. Bestimmung der Extinktionskoeffizienten von Oligoribonukleotiden

RNA-Moalekile lassen sch mittds totder dkadischer Hydrolyse in ihre 2°- und 3'-Nukleosd-
monophosphate aufspdten. Bel Kenntnis der molaren Extinktionskoeffizienten der enzelnen
Nukleosdmonophosphate und der genauen Basenzusammenseizung der Oligonukleotide kann
Uber eine Absorptions-Differenzanalyse mittels des Lambert-Beer’ schen Gesetzes (A = e ¢ d)
der molare Extinktionskoeffizient (e) der RNA bestimmt werden. Hierzu werden die
Absorption der Hydrolyseprodukte und die Absorption ener glechen Menge an
unhydrolisertem  Oligoribonukleotid be 260 nm  zuenander in Verhdtnis gesetzt.
Berlickdchtigt man waeiterhin das jewelige Molekulargewicht des Oligomers, 0 kann
aullerdem eine Beziehung zwischen Absorption be 260 nm und der absoluten Masse der
Substanz  hergestellt werden. Da  sich  1,N°-Ethenoadenosin unter den erforderlichen
dkaischen Bedingungen zerseizt, wurde durch ene wetere Absorptionsverglechsmessung
einer  1,N°-Ethenoadenosinmonophosphat-Lésung  und  ihres  entsprechenden  alkalischen
Hydrolysats der molare Extinktionskoeffizient des Hydrolyseproduktes ermittelt.

Zur akdischen Hydrolyse wurden 0,1 bis 0,2 A2s0 RNA mit 25ul 0,1 M Natriumhydroxid
versetzt und 90 min bel 90 °C inkubiert. Nach Neutraisation mit 25 pl 0,1 M Sazsaure und
Auffullen des Volumens auf 1000 pl mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) wurde die
Probenlésung in ene 1 ml Quarzkivette Uberfihrt und vermessen. Zur Berechnung der
molaren Extinktionskoeffizienten der RNAs wurden die folgenden Extinktionskoeffizienten
fur 3'-Mononukleotide be pH 7,0 und 260 nm vewendet: AMP. 154001/mol cm,
CMP:9000I/mol cm, GMP. 134001/mol cm, UMP. 10000 |/mol cm (Fasman, 1975),
eAMP: 5160 I/mol cm und éAM Pryqr.: 5600 I/mol cm.
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Standar dpipettier schema I nkubationsbedingungen

0,1-0,2 Azs0 RNA

25l 0,1 M NaOH 90 min; 90 °C
25ul 0,1 M HCI
ad 1000 pl 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) Z Absorptionsmessung

4.6. Bestimmung der Dissoziationskonstanten

4.6.1. Gleichgewichtsdialyse

Die Glechgewichtsdidyse (Wrede et al.,, 1978) wurde ads Referenzmethode zur fluori-
metrischen Bestimmung der Dissoziationskongtanten durchgefihrt. Die hierbel  verwendeten
Mikrodidysskammern bestanden aus zwel Halbkammern der Male 1,9 x 1,9 x 0,9 cm und
enem Volumen von jewells 50 pl. Als Membran wurde eine SpectraPor CE Membran mit
enem molekularen Auschlulgrenze (Cut-Off) von 2000 Ddton verwendet. Die Rand-
bereiche der Membrandtiicke wurden zur Abdichtung so mit mittelviskosem  Silikonfett
(Bayslone-Paste) bedtrichen, dad nach ihrem Eingpannen zwischen die beiden Kammer-
haften kein Fett mit den Ldsungen in den Kompartimenten in Bertihrung kam.

Die Konzentration der Oligoribonukleotide wurde UV-spektroskopisch bei 260 nm bestimmt.
L-[2,8(n)-*H]Adenosin (tritiiet von Amersham Buchler) wurde bei jeder Messung mit ener
kongtanten Konzentration von 10 nM engesetzt. Die RNA-Liganden Konzentration vaiierte
innerhdb der Mel¥ethen von 0,75 uM bis 525 pM. Das eingesetzte Probenvolumen lag in
beiden Kammerkompartimenten bei jewells 40 pl.

Vor Bdaden der Kammer wurde die RNA in 40 pl Bindungspuffer (40 mM Tris-HCI, pH 7,5,
250 nM Natriumchlorid, 5 mM Magnesumchlorid, 05 mM EDTA) gdddt, bei 90 °C fir
10 Minuten im Thermomixer denaturiert und anschlief®end in etwa 30 Minuten auf Raum-
temperatur abgekihlt. Wéahrend dieser Zeit konnten die beiden Oligoribonukleotidstrange zur
aktiven Konformation des RNA-Liganden hybridiseren. Das radioaktiv.  markierte
L-Adenosn wurde ebenfals in 40 pl Bindungspuffer gdést. Anschliel3end wurde jeweils eine
Kammerhdfte mit der Ligandenl6sung und die andere mit der Targetldsung befUillt.
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Die gefillten und mit Padfilm® abgedichteten Didyskammern wurden fiir mindestens
24 Sunden bel Raumtemperatur aufbewahrt, damit das L-Adenosn zwischen den beden
Kammerkompartimenten &quilibrieren konnte. Zur Auswertung wurde aus beiden Kammer-
hdften en Aliquot von jewels 30 pl entnommen, mit 4 ml Szntillationslissgket (Ready

Protein® ™

) in enem SzntillationsgGhrchen vermischt und ener zehnminltigen Z&hlung im
Sntillationszéhler LS 6000 SC der Firma Beckman unterzogen. Die Differenz zwischen der
Raedioaktivitdt der Gesamtkammer und der Rediosktivitée der RNA  enthatenden
Kammerhdfte gibt Auskunft Uber das Ausmal der L-Adenosin-Bindung an. Die mit diesem
Vefaren erhdtenden Daten wurden Uber nicht-linere Regresson nach der dlgemenen
Bindungsgleichung mit dem Computerprogramm GraFit (Verson 3.04, Erithacus Software

Ltd.) fUr eine 1.1 St6chiometrie (Connors, 1987) gefittet und ausgewertet.

4.6.2. Fluoreszenztitr ation

4.6.2.1. Fluoreszenzspektroskopische Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fluoreszenzspektroskopische Verfahren zur Andyse des
Abbaus von Oligoribonukleotiden mit  Phosphodiesterase und  zur  Bestimmung der
Disozidgionskonganten mittels  Huoreszenztitration angewandt. Auerdem fand be  enigen
HPLC-Andysen eine fluorimetrische Detektion stait (Sehe auch Absatz 4.2.1.)

Be den beden erdgenannten Methoden wurde mit enem LS-50B Spektrofluorimeter der
Firma Perkin Elmer gearbetet. Das Probenvolumen betrug bel dlen Messungen 200 pl, die
RNA-Konzentration 0,2 pM. Die Proben wurden in einer Suprasl Habmikro-Quarzkiivette
(104F) der Firma Hellma mit 1 cm Durchmesser und 1 ml Fassungsvolumen vermessen. Die
Wedlenlénge des Anregungdichtes betrug 300 nm, der Anregungsschlitz 13 nm, der
Emissonschlitz. 10 nm und die Scangeschwindigkeit 150 nm pro Minute. Die
Emissonsgpektren wurden von 350 nm his 500 nm aufgenommen. Die rdaive
Fluoreszenzintensitét wurde gegen die Anregungswelenlange aufgetragen. Zur  Auswertung

der Andysen wurde die rdaive Huoreszenzintendtd be 410 nm Emissonswelenldnge

herangezogen.
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4.6.2.2. Bestimmung der Dissoziationskonstanten

Jeweils 60 pmol der beiden Strénge des RNA-Liganden wurden in Bindungspuffer gelédt, bel
90 °C fur 10 Minuten erwarmt und anschliel3end in ewa 30 Minuten auf Raumtemperatur
abgeklhlt, um ene maoglichs gute Hybridiserung beder RNA-Strénge zur Bildung der
aktiven Ligandenkonformation zu ereichen. Anschlief?end wurden unterschiedliche Mengen
an L-Adenosn hinzugefigt. Pro Mel¥eihe wurde dabel die Konzentration des L-Adenosn
von 0,2 UM bis 50 uM variiert. Nach Zugabe des Targets wurde die Probe Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden dann in ene Suprasil Habmikrokivette
Uberflihrt und wie oben beschrieben vermessen.

Standar dpipettier schema Inkubationsbedingungen

60 pmol RNA-Ligand
30 pl 10 x Bindungspuffer
ad 250 pl Millipore Wasser 10 min, 90 °C
3 30 min, Raumtemperatur
x mol L-Adenosin
ad 300 pl Millipore Wasser Uber Nacht, Raumtemperatur

Z Fuoreszenzmessung

Das Ausmald der reativen Intengtdt des emittierten FHuoreszenzlichts bel 410 nm bei den
unterschiedlichen  Konzentrationen an  hinzugegebenen L-Adenosn wurde zur Besimmung
der Dissoziationskonsanten mittels  nicht-linearer  Regresson mit der  GraFit  Software
verwendet.



