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5. ERGEBNISSE

5.1. Synthese und Char akteriserung der D-A649 38 Derivate

5.1.1. Chemische Synthese der Oligoribonukleotide

Die Oligoribonukleotide wurden chemisch mittels automaiserter Festphasensynthese nach
dem Phosphoramidit-Verfahren hergestelt. Es wurde ene Resktionssdule verwendet, an
deren Tragermateriad das geschitzte Startnukleosd Uber eine  Succinyl-aminopropyl-Briicke
gekoppdt war. Wéahrend des Standardsynthesezyklus wurden Reagenzien und Lésungsmittel
s0 durch die Séule gepumpt, dald die sukzessve Kopplung geschiitzter Phosphoramidite
gewdhrleistet war. Jeder Zyklus bestand dabel aus mehreren Schritten, der Detritylierung, der
Aktivierung, der Kopplung, des Cappings und der Oxidation (Abb. 8). Durch Waschschritte
zwichen den enzdnen  Syntheseschritten wurden  Uberschilssge  Reagenzien  und
Nebenprodukte der einzelnen Resktionen entfernt. Der Kopplungschritt, der bel der DNA-
Standardsynthese 15 s bendtigt, wurde fir die RNA-Synthese auf 900 s erhoht, um trotz
derischer Hinderung durch die volumindsen Schutzgruppen an den 2‘-Hydroxylgruppen ene
gute Kopplungsausbeute zu gewdhrleisten. In Abbildung 9 snd die Synthone dargestdlt, die
zur efolgreichen Synthese des RNA-Liganden D-A649 38eA25 gefuhrt haben. Die fraen
Aminofunktionen diesr  Phosphoramidit-Bausteine  waren  durch  tert-Butyl phenoxyacetyl-
gruppen geschitzt. Weiter waren die 4,4'-Dimethoxytritylschutzgruppe fir die 5'-Hydroxyl-
gruppe, die R-Cyanoethylgruppe zum Schutz des Phosphors und die tert-Butyldimethylslyl-
gruppe zum Schutz der 2'-Hydroxylfunktion gewahlt worden.

Die Synthesen wurden im 1 pmol Maldtab an derivatisertem 500 A CPG (controlled glass
support) durchgefiihrt. Nach Abschlul? der Synthese wurden die Oligoribonuklectide in zwel
Schritten entschitzt. Zuers wurden se durch akdische Hydrolyse von der Festphase
abgespdten. Be diesem Schritt wurden gleichzetig die Schutzgruppen von den Basen und
den Phosphatgruppen entfernt. Anschlief3end fand die Abspatung der tert-Butyldimethylslyl-
gruppen mit Tetrabutylammoniumfluorid (1,1 M in Tetrahydrofuran) datt.
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Abbildung 8: Synthesezyklus fur Oligoribonuklectide mittels tBPA-geschiitzter Phosphoramidite. Das
Startnukleosid ist Uber eine Succinylaminopropyl-Briicke an das Sdulenmaterial (CPG, controlled pore glass)
gebunden. Zu Beginn des Zyklus wird die Dimethoxytritylgruppe (DMT) mit Trichloressigséure (TCA) vom
Startnukleosid abgespalten. Anschlielend wird das néchste Phosphoramidit zusammen mit Tetrazol as
aktivierendes Agens der Synthesesdule zugefiihrt. Der folgende Schritt ist ein Kopplungsschritt. Die freie 5'-
Hydroxylgruppe des tragergebundenen Nukleosids kann nukleophil an den aktivierten Phosphor des zu
koppelnden Amidits angreifen. Die Kopplung erfolgt unter Abspaltung von Diisopropylamin. Nicht umgesetzte
5'-Hydroxylgruppen werden in einem Cappingschritt mit einem Gemisch aus tert-Butylphenoxyacetanhydrid
und N-Methylimidazol acetyliert und stehen damit in folgenden Zyklen nicht mehr fir eine weitere Kopplung
zur Verfugung. Der finfte Syntheseschritt ist eine Oxidationsreaktion. Der bei der Kopplung entstandene
Phosphittriester wird durch lod in den stabileren Phosphattriester umgewandelt. Der Oxidationsschritt ist der
letzte Schritt des Synthesezyklus. |hm folgt eine erneute Detritylierung sowohl zum Start eines neuen Zyklus als
auch zum Abschlu? der Oligoribonukleotidsynthese. Das Oligomer wird akalisch vom Saulenmaterial
hydrolisiert, ebenso wie die Basenschutzgruppen und die Phosphatschutzgruppen. Die tert-Butyldimethylsilyl-
schutzgruppe (R) wird mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) abgespalten. Die Basen sind mit B ., abgekirzt.
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Abbildung 9 Die

A: NS-tert-Butyl phenoxyacetyl-adeny!
B: N*-tert-Butyl phenoxyacetyl-cytosyl
C: N°-tert-Butyl phenoxyacetyl-guany!
D: Uracyl

E: 1,N°-Ethenoadenosy!

2'-O-tert-Butyldimethylsilyl -5°-O-(4,4'-Dimethoxytrityl)-3-D-ribonukleosi d-3*-O-13-
cyanoethyl-N,N‘-diisopropyl -phoshor amidite der einzelnen Basen.
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5.1.2. Alkalische Entschiitzung der Syntheseprodukte

Bezeichnung Sequenz

, tandard” -Phosphoramidite
10eAl (eA)UACCAGCAU
10eA6 AUACC(eA)GCAU
10eA9 AUACCAGC(eA)U

. PAC" -Phosphoramidite

rP1 AUGCU(eA)GCAU
rp2 AUUCU(eA)GCAU
rP3 AUUCU(eA)GCAU
rP4 A(eA)CCU(eA)ACAU

Expedite®-Phosphor amidite
mTeAl GGUG(eA)UACCAGCAUCGUCUUGAUGCCCUUGGCAGCACC
mTeA3 GGUGAUACC(eA)GCAUCGUCUUGAUGCCCUUGGCAGCACC

D-A649 38(u)
D-A649 38(1)
eA23
eA25
eA48

eA53

GUACCGGACACGGAGUCCC
GGGGCUGACCUAGCGGUAC
GUACCGG(eA)CACGGAGUCCC
GUACCGGAC(eA)CGGAGUCCC
GGGGCUG(eA)CCUAGCGGUAC

GGGGCUGACCU(eA)GCGGUAC

Tabelle2: Synthetisierte Sequenzen

Dea fluorezierende Nukleosdbaustein i a&lars indabil in dkdischem Milieu. Berdits nach

zweidindiger Inkubation mit wé&¥igem Ammoniak (28 %) zeigen Sch ede Zersstzungs-

erscheinungen (Srivedava et al., 1994). Durch Variaion der Basenschutzgruppen, sowie der
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Entschiitzungsreagenzien und —zeiten bel der dkdischen Entschiitzung, wurden die optimaen
Bedingungen gesucht, um eine mdglichs hohe Ausbheute an unzersstztem RNA-Liganden
nach Synthese und Aufreinigung der Nukleinsduren zu erhdten. In Tabdle 2 sand die syn-
thetiserten Sequenzen dargestelt. Tabdle 3 zeigt die dkdischen Entschiitzungsbedingungen,
denen die Oligoribonukleotide nach der Synthese unterworfen wurden.

Be den kurzen Decameren, die as Testsequenzen synthetisert wurden, ergaben sich be der
Verwendung der ,Standard”-Phosphoramidite und der Entschitzung der ,,PAC*-Synthese-
produkte mit absolutem ethanolischen Ammoniak sehr Starke Zersetzungserscheinungen der
Reportergruppe (siehe Abschnitt 5.1.3.).

Abbildung 10:
Sekundarstruktur des RNA-
Liganden D-A649 38. Das D-AG49 38U
Modell zeigt ale sechs U

synthetisierten Oligoribo- C

nukleotidstrange. Die Struktur =A% £AZS cC\ (G D-aey 3%l

wurde mit dem Computer- \ / Uus G

progranm RNA FOLD berech-

. Die Positionen, an d AN
net. Die Positionen, an denen G C GA\ G

ein Adenosin gegen ein 1,N°-
Ethenoadenosin ausgetauscht
wurde, sind mit der Bezeich-
nung des Oligomers gekenn-

GUACCG G
L1111 L1
CAUGGC g , u CCA

modifizierten Ligandenhdften
wurden mit den Suffixen (u)
bzw. (1) versehen. SAL3
(u): oberer Strang (upper)
(): unterer Strang (lower)

zeichnet. Die Namen der un- T \

Be dlen anderen Synthesen und den jewels zur Entschitzung gewdhiten Bedingungen
(Tab.3) war nicht der Zersetzungsgrad des 1,N°-Ethenoadenosins problematisch fir eine
mdgliche  Anwendung zur Synthese fluoreszierender RNA-Liganden, sondern  die
Syntheseausbeute nach  Aufreinigung der entschitzten Produkte. Wurden diese Methoden
angewendet zur Synthese von RNAS, deren Lange Uber die der Testsequenzen hinausging, so
war die Ausbeute 0 gering, dad es nicht moglich war, Nukleosdanalysen und Bindungs-
dudien durchzufihren. Bel der Aufreinigung mittedls HPLC oder denaturierender Poly-
acrylamid-Geldektrophorese  zeigten dch  vide  Nebenprodukte, die entweder auf
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Verzweigungen der  Oligoribonukleotidketten oder ene unvollstdndige Entschiitzung  der

RNASs hinwiesen.

Sequenz Bedingungen bei der alkalischen Entschiitzung
10eAl Ammoniaky,/Ethanol (3:1), 24 h, 55 °C

10eA6

10eA9

rP1 ethanolischer Ammoniakonaq, 6 h, 37°C

rP2 methanolischer Ammoniakaonag., 6 h, 37 °C

rP3 methanolischer Ammoniakaonag, 5 h, 37 °C

rP4 methanolischer Ammoniakaonag, 4 h, 37 °C

mTeAl Ammoniak, 6-8 bar, 40 min, RT

mTeA3

D-A649_38(u) Ammoniak,,/Ethanal (3:1), 30 min, 55 °C
D-A649_38(l)
eA23
eA25
eA48

eA53

Tabelle 3: Bedingungen fur die alkalische Entschiitzung.

Einzige Ausnehme hiebe bildeten die RNAs, die mit den tBPA-geschiitzten Expedite®-
Amiditen synthetisert wurden. Unter den gewéhiten Entschitzungsbedingungen war  ene
augeichende Syntheseausbeute und Huoreszenzintensitét der markieten RNA-Strénge
gewdhrleget. Die vier chemisch synthetiserten Oligoribonukleotide eA23, eA25, eA48 und
eA53 enthidten jeweils ein 1,N°-Ethenoadenosin as Reportergruppe in definierter Position.
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Es wurde dazu en ungepaates Adenosn des urspringlichen D-A649 38 RNA-Liganden
durch  1,N°-Etheno-adenosin  ersetzt  (Abb. 10). Durch die Vewendung tert-
Butylphenoxyacetyl-geschitzter  Synthone konnte die Zet fir die Entschitzung der freien
exozyklischen Aminofunktionen mit wa¥igem Ammoniak auf 30 Minuten gesenkt werden,
und somit der ZerstGrungsgrad des Fluorophors minimiert werden.

5.1.3. Nukleosidanalyse der Syntheseprodukte

Nach Synthese, Entschitzung und Aufrenigung der  Oligoribonukleotide  wurden
Nukleosidanalysen durchgefihrt, um die Qudité der Syntheseprodukte zu Uberprifen. Die
Synthese von Oligoribonukleotiden kann prinzipiel zu Nebenprodukten fihren, die auf
folgende Ursachen zuriickzufihren sind:

(&) Die eingesetzten Phosphoramidite waren nicht homogen.

(b) Die Oligoribonukleotide wurden wahrend der Synthese oder Entschiitzung modifiziert.

(c) Eine unvollgéndige Entschitzung fihrte dazu, dald sch noch Schutzgruppen am
Oligoribonukleotid befinden.

Einige diessr Nebenprodukte konnen auch durch die Reversed-Phase HPLC nicht vom
Hauptprodukt entfernt werden. So zeigen zum Beispid Oligoribonuklectide, die 2',5'-Ver-
knipfungen aufweisen, &nliche Reentionszaten unter den gewdhlten HPLC-Bedingungen
wie die entsprechenden auschliefdich 3,5 -verknipften Ribonukleinsduren. Die Entstehung
unerwinschter  2°,5'-Verknlpfungen kann entweder durch Isomeren-verunreinigte Synthone
oder aufgrund von Wanderung der  Phosphatbindung wéhrend der  Synthese  oder
Entschiitzung entstehen. Unvollgdndige Trennung der 2'-0- und der 3'-0-dlylgeschiitzten
Synthone bel der Synthese der Nukleosidphosphoramidite kann zu Inhomogenitéten fihren.
Da die Isomerenreinheit entscheidend ist fir die Bildung der richtigen Phosphodiester
Verkntpfungen im Produkt, wirkt Se sch stark auf den Erfolg der Synthese aus.

Die Stabilitdt der Schutzgruppe am 2'-Sauerdoffatom wahrend der Synthese und der
Entschitzung i ebenfdls en  kritischer Faktor be der  Bildung unerwlnschter
Verknipfungen. Die Slylschutzgruppe muld3  insbesondere  unter den Bedingungen der
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dkaischen Entschitzung gabil sein, da ihr Verlus eine Spdtung zwischen zwel Nukleotiden
oder eine Transesterifizierung zur Folge haben kann. (Milecki et al., 1989).

Von besonderem Interesse bei der Synthese der 1,N°-Ethenoadenosin  enthatenden
Oligoribonukleotide war der Zersstzungsgrad des Huorophors nach  Synthese  und
Entschitzung, da die Zersetzung des Molekiils eine Fluoreszenzl 6schung zur Folge hat.

Die Renheit der chemisch synthetiserten Oligoribonukleotide wurde durch enzymatischen
Verdau und anschlieffender Andyse mittedls Reversed-Phase HPLC Uberprift. Die Ribo-
nukleese T2 godtet spezifisch die 3',5'-Phosphodiester Verknipfungen von  Ribonuklein-
sauren auf. 2',5'-Veknipfungen hingegen werden nicht durch das Enzym angegriffen (Davis
et al., 1993). Zur bessren Andyse der verdauten Produkte, wurden die Nukleotide
anchlielfend durch Zugabe dkadischer Phosphatase zu ihren entsprechenden Nukleosiden
dephosphoryliert.  Enthdten die  Syntheseprodukte — unverdauliche  2',5'-Verkipfungen,
unvollsténdig entschitzte Nukleosidbausteine oder Zersetzungsprodukte des Fluorophors, so
werden diese aufgrund anderer Retentionszeiten unter den gewahlten HPLC Bedingungen von
den normalen Nukleosiden getrennt.

Bedingungen bei der Zersetzungsgrad
alkalischen Entschiitzung des 1,N°-Ethenoadenosins
Ammoniak,,/Ethanol (3:1), 24 h, 55 °C >90%
ethanolischer Ammoniak,onag., 6 h, 37°C 72%
methanolischer Ammoniakaonag, 6 h, 37 °C 21 %
methanolischer Ammoniakaonag, 5 h, 37 °C 17 %
methanolischer Ammoniakyonag, 4 h, 37 °C 14 %
Ammoniak,,/Ethanol (3:1), 30 min, 55 °C 3%

Tabelle 4 Zersetzungsgrad des 1,N°-Ethenoadenosins. Dargestellt ist das Ausma der Zersetzung des
Fluorophors abhangig von den jeweils gewahliten Bedingungen bei der akalischen Entschiitzung der
synthetisierten RNAs. Die Werte ergaben sich durch vergleichende Auswertung der Flachen unter dem HPLC-
Peak des 1,N°-Ethenoadenosins. Als Vergleich wurde ein HPLC-Diagramm einer Referenzldsung des
Nukleosids mit definierter Konzentration hinzugezogen. Die Konzentration wurde zuvor mittels UV-
Absorptionmessung bestimmt.
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Am schlechtesten waren die Ergebnisse nach Synthese mit ,, Standard”-Phosphoramiditen und
der Entschitzung mit Ammoniaky,/Ethanol (3:1) bel 55 °C und 24 h Inkubation. Wie bereits
1994 von Srivastava et al. beschrieben, zersetzt sich 1,N°-Ethenoadenosin in diesem System
nahezu vollgandig.

Die mit den ,PAC‘-Amiditen durchgeflhrten Synthesen zeigten bel Hydrolyse mit wasser-
frdem ethanolischem Ammoniak ene dake Zersetzung des Huorophors (72 %). Be
Vewendung von wassarfreem methanolischem Ammoniak zeigten sSch  berats  deutlich
bessere Ergebnisse (Tab. 4). Je nach Inkubationsdauer konnten dabei 79 bis 86 % des 1,N°-
Ethenoadenosins unzersetzt aus der Synthese und anschliel3enden Entschiitzung hervorgehen.

Der enzymatische Verdau von eA23, eA25, eA48 und eAS3 zegte nur eine geringfligige
Zersetzung des 1,N°-Ethenoadenosins, wie aus Abbildung 11, die ein HPLC Chromatogramm
desVerdausvon eA53 zeigt, zu erschen ist.
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Abbildung 11: HPLC-Chromatogramm des Oligomers eA53 nach Verdau mit Ribonuklease T2 und alka
lischer Phosphatase (Nukleosidanalyse). Die Trennung wurde auf einer RP-C18-Saule (46 mm x 250 mm,
5um, 8 nm) mit einem Gradienten von 1 % - 15 % Puffer B in 60 min durchgefihrt. Die Absorption wurde bei
260 nm detektiert (dicke Linie). Zur Fluoreszenzdetektion wurde bei 300 nm angeregt und bei 410 nm detektiert
(diinne Linie). Die Signale der einzelnen Nukleoside sind mit A (Adenosin), G (Guanosin), C (Cytidin),
U (Uridin) und eA (1,N°-Ethenoadenosin) gekennzeichnet.
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Die Verwendung der tert-Butylphenoxyacetyl-geschiitzen Phosphoramidite ermoglichte somit
die Synthese und Aufreinigung von Oligoribonuklecotiden ausreichender Lénge zur Bildung
enes RNA-Liganden. Durch Minimierung der  1,N°-Ethenocadenosinzersetzung unter den
gewdhlten Bedingungen wurde auferdem en Ligand ehdten, dessen medare reative
Fuoreszenzintendtét ausreichend hoch fUr andytische Studien war.

Fir die Analyse der 1,N°-Ethenoadenosin enthdtenden Oligoribonukleotide, die Bestandteil
der untersuchten RNA-Liganden waren, wurde zusdzlich zur Detektion der Nukleoside
mittels Absorptionsmessung ein  Fluoreszenzdetektor verwendet. Da 1,N°-Ethenoadenosin nur
ene schwache Absorption bae 260 nm aufwels, wurde seine fluorezierende Eigenschaft
augenltzt, um deutlich dé&rkere Signde zu erhdten. Dies ermiglichte ene bessere
Auswertung der Nukleosdanadyse.

5.1.4. Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten

Da die Mengen an Oligoribonukleotiden, mit denen gearbeitet wird, 9ch im dlgemeinen im
Nano-, Pico- oder gar Femtogrammbereich befinden, ist ene absolute Massenbestimmung
durch Wiegen nicht mehr mdglich. Statt dessen wird eine Konzentrationsbestimmung  einer
zumest wa¥igen Ldésung des entsprechenden Oligonukleotids mittels
Absorptionsspektroskopie bei 260 nm durchgefihrt. Fir ene exakte Konzentrations-
bestimmung, wie de zum Beispid fur die Bindungssudien wichtig i, i die Kenntnis des
molaren Extinktionskoeffizienten der jeweligegn RNA notwendig. Der  Extinktionskoeffizient
geht in das Lambert-Beer’ sche Gesetz (Gleichung 3) ein.

A=ecd (Gleichung 3)

Hierbel bezeichnet e den molaren Absorptions- oder Extinktionskoeffizienten der absor-
bierenden Losung be der jewelligen Anregungswellenlénge, ¢ die Konzentration der Lésung
und d die Schichtdicke der verwendeten K livette.

Anhand diessr Gleichung kann die molare Konzentration ener Probenlosung Uber ihre
gemessene Absorption  berechnet werden. Die  jeweiligen molaren  Extinktionskoeffizienten

lassen dch experimentell ermitteln. Diese Vorgehensweise geit von der Kenntnis der 2°- bzw.
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3'-Nukleosdmonophosphate sowie der Basenzusammensetzung aus. Es wird die Absorption
der jewsligen Oligonukleotidlosung bel einer Welenlénge von 260 nm vor und nach ener
vollsdndigen dkdischen Hydrolyse bestimmt. Anhand der Absorption der  Hydrolyse-
produkte [&% sch die Konzentration der Losung berechnen. Bel Kenntnis der Konzentration
und der Absorption der unhydroliserten Oligonukleotidisung wiederum kann der molare
Extinktionskoeffizient der gddsten Nukleinsure ermittdt werden (Glechung 4 bis 6).
Anhand der molaren Mase des Molekils wurde schliedich auch die Masse pro Aszeo
berechnet (Tab. 5).

Sequenz: AGuCcUg(eA)e
Extinktionskoeffizient
der hydrolysierten RNA: €gesamt = A€a theg+Ccec+dey+eee) (Glechung4)
KOI’]ZGI‘ltI’HIOI’] c= Ahydro“siert / egesamt (GlaChUng 5)
Extinktionskoeffizient
der unhydrolyseten RNA:  erna = Aunhydr. / C (Gleichung 6)
. . Extinktionskoeffizient molare M asse
Oligoribonukleotid e [/mol cm] [g/mol] MO/A260
D-A649 38(u) 184000,0 6413,1 34,9
D-A649 38() 179696,0 6451,0 35,9
eA23 159537,2 6437,1 40,3
eA25 131398,6 6437,1 49,0
eA48 170734,8 6475,0 37,9
eA53 113917,3 6475,0 56,8

Tabelle 5: Molare Extinktionskoeffizienten und molare Massen der fir die Bindungsanalysen synthe-

tisierten Oligoribonuklectide. Die Oligoribonukleotide eA23, eA25, eA48 und eA53 sind modifiziert. Anhand
der Werte der letzten Spalte konnte die gemessene Absorption bei 260 nm direkt in die Masse umgerechnet
werden.
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5.2. Bindungskonstantenbestimmung dur ch Gleichgewichtsdialyse

Die Affinitd zwischen enem Makromolekil und senem Tagetmolekll wird durch die
Disoziationskongtante des gebildeten Komplexes beschrigben. Wenn diesr Komplex nicht
zu einem waeiteren Produkt umgesetzt wird, kann die Dissoziationskonstante mittels direkter
» Steady- State” - Studien  bestimmt werden. Die Komplexbildung und ihre Dissoziation kann
durch folgende algemeine Gleichung beschrieben werden:

Ka

RNA + L-Adenosin ¢ RNA - L-Adenosin (Gleichung 7)
Kg

Ka deht hierbei fir die Assoziationskondante des Komplexes und Ky fir dessen
Dissoziationskonstante (/K ). Die Dissoziationskonstante, die in der Dimenson M (molar)
angegeben wird, kann Uber das Massenwirkungsgesetz beschrieben werden (Gleichung 8).

_[L-Adencsin| © [RNA]
Ka=
[RNA - L - Adenosin |

(Gleichung 8)

Zur Bedtimmung der Dissoziationskongtanten wird das Gleichgewicht zwischen Ligand und
Taget ds Funktion der Ligandenkonzentration bel glechblebender Targetkonzentration
betrachtet. Hierbei missen die Konzentrationen des RNA-Liganden, des Targetmolekils
sowie die des gebildeten Komplexes im Glechgewichtszustand bestimmt werden. Eine
Methode, die rdativ zuverlassge Bestimmungen der Dissoziationskondanten im Bereich von
107 bis 10° M zulay, ist die Gldchgewichtsdidyse (Uhlenbeck et al., 1970; Bisswanger,
1994). Be dieser Methode wird die Konzentration des freien und des komplexierten Targets
direkt gemessen.

Fur die Glechgewichtsdidyse wurden Mikrodidysskammern aus durchschtigem Plexiglas,
mit einem maximaen Gesamtvolumen von 100 pl verwendet (Abb. 12). Die Kammern liel2en
sch in zwe Hdften aussinanderschrauben (Wrede et al., 1978). Eine gedgnete semi-
permesble Diadysemembran, deren PorengrofRe so gewéhlt wurde, das se nur Molekile mit
enem Molekulargewicht von klener 2000 Ddton hindurchlief3, trennte die beden

Kammerkompartimente. Durch die gewdhlte Porengrdl’e wurde die freie Diffuson der
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radiosktiv.  markierten L-Adenosnmolekile durch die Didysemembran sSchergestdlt.
Gleichzetig war die Membran fir die deutlich groleren RNA-Molekile undurchléssg. Eine
Diffuson des RNA-Liganden zwischen den beiden Kammerkompartimenten war aso nicht

mogiich.

Abbildung 12: Mikrodialysekammer
fUr die Gleichgewichtsdialyse.
Kompartiment 1 und 2 sind durch eine
semi-permeable Membran (graue Fléche)
voneinander getrennt.

Kompartiment 1: enthélt bei Fullung der |:|

Kammer in Bindungs
puffer gelosten RNA-
Liganden. Im Gleichge-
wichtszustand befindet
sich in diesem Kom
partiment sowohl RNA-
Ligand, as auch der
Ligand-Target-Komplex
und freies Target
Kompartiment 2. enthalt freies Target.

24 Stunden nach Flllen der Kammer lag in der RNA-enthdtenden Kammerhdfte der
Gleichgewichtszustand  fir die  Komplexbildungsresktion vor. Beide Kammerhdften ent-
hidten in diessm Zudand die gleche Konzentration an freiem radioaktiv markiertem Target-
molekil. Da die Ausgangskonzentation und die Aktivitdt des Targets bekannt war, lief3 Sch
anhand der gemessenen Radioaktivitdt in dem RNA-freen Kompartiment die Konzentration
an frdem L-Adenosn berechnen. Die zu messende Radioaktivitdée im RNA-enthatenden
Kompartiment setzte sch aus der des freen und der des sch im Komplex befindlichen
L-Adenosn zusammen. Die Komplexkonzentration erechnete sch somit aus der Differenz
zwischen der in diesr Kammerhdfte befindlichen Gesamtkonzentration an L-Adenosn und
der freden L-Adenosnkonzentration. Die prozentude Bindung wird durch das Verhdtnis der
Komplexkonzentration zur Gesamtkonzentration des Targetmolekils im  Kammerkompar-
timent beschrieben. See kann auch direkt Uber das Verhdtnis der entsprechenden cpm-Werte
(counts per minute) ermittelt werden. Bel diesen Experimenten wurde die Konzentration an
L-Adenosin kongtant gehdten, die RNA-Ligandenkonzentrationen hingegen vaiiert. Die be
diesen Expeaimentrehen erhdtenen Daten wurden mit Hilfe der dlgemeinen Bindungs-
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glechung anhand nicht-linearer Regresson mit dem Softwarepaket GraFit ausgewertet. Die
Varidaion des Parameters, der nicht markiet und somit auch nicht Meljparameter war,
emoglichte eine sgr genaue Kg-Bestimmung. Die dlgemeine Bindungsgleichung, die fur die
Berechnungen verwendet wurde, lautet wie folgt:

[L - Adenosin] geo=[RNA - L - Adenosin| (Gleichung 9)

: RNAJo" [L - Adenosin)| e
[L - Adenogn] geo= [ lo | - "enosm] : . (Gleichung 10)
KsfRNA - L - Adenosin ¢+[L - Adenosin] e

Fir einige RNA-Liganden wurde eine Bestimmung der Dissoziationskonganten anhand enes
Mel3punktes (Einpunktbestimmung) unter Vewendung der oben ewdhnten Glechung 8
durchgeftihrt. Die fehnlenden Werte zur Berechnung der Bindungskongtanten ergaben sich aus
der Messung der Radioaktivitdt der beiden Kammerhdften und der Kenntnis der eingesetzten
Ausgangskonzentrationen  an  L-Adenosn und Oligoribonukleotid. Die Herletung der
Gleichung zur Bestimmung der Dissoziaionskongtanten (Gleichung 11- 15) verwendet dabel

folgende Abkurzungen:

[Xlo engesetzte Konzentration von x

[X]frei  Konzentration an freiem x

[X]gewn. Konzentration an gebundenem x

cpmy  Aktivitét des RNA-enthadtenden Kammerkompartiments

cpmy  Aktivitdt des auschliefdich L- Adenosin-enthatenden Kammerkompartiments

cpmz

[L - Adenogn] s =— [L - Adenodin] o (Gleichung 11)
cpmz + cpma
[RNA - L - Adencsin] =[L - Adenosin] g =—P1"PM2 - 1| Adenosin] o (Gleichung 12)
cpm: + Cpimz

[RNA] e =[RNAJo - [RNA]ge» = [RNAJo-[RNA - L - Adenosin] (Gleichung 13)
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Satzt man dieses Verhdtnisin Gleichung 8 ein, so folgt:

Ka=—PM2__ - BoNAJo- PO - 1) Adenosin] o (Gleichung 14)
cpmM:- CpM2 cpm + cpm p

Durch Umwandedn von Gleichung 14 gdangt man schlieldich zu der be der Einpunkt-
messung verwendeten Formel zur Berechnung der Dissoziationskonstanten.

@ [RNAJo [L - Adenosin] o0

Kda=cpm:~ .
pme gcpml-cpmz cpMmi+Ccpmz g

(Gleichung 15)

Die mit dieser Methode erhdtenen Werte wiesen eine relativ darke Streuung aus. Es wurden
deshdb Mittdwerte aus dre Bestimmungen gebildet. Um genauere Werte fir die
Disoziationskondante zu erhdten, wurden bel dem unmodifizierten Liganden D-A649 38
und dem zur Huoreszenztitration verwendeten Liganden D-A649 38eA25 Me¥ehen von je
seben Me3punkten durchgefihrt. Hierbei wurden Doppelbestimmungen gemaecht  und
ebenfdls die Mittdwerte der einzdnen Me3punkte der Berechnung des Kg-Wertes zugrunde
gelegt. Die ermittelten Bindungskonstanten werden in Tabelle 6 aufgefiihrt.

RNA-Ligand Kq [UM]
D-A649 38eA23? ~76
D-A649 38eA48? ~81
D-A649 38eA53? ~128

D-A649 38" 41+0,2
D-A649 38eA25" 6,6+ 0,5

Tabelle 6: Dissoziationskonstanten der Liganden-Target-Komplexe. Dargestellt sind die Dissoziations-
konstanten fur die einzelnen RNA -Liganden. Die Werte wurden entweder durch Einpunktbestimmungen (a) oder
Mefrethen (b) ermittelt.
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5.3. Fluoreszenzspektroskopische Verfahren

5.3.1. Theorie der Fluoreszenzspektroskopie

Im Gegensatz zur UV-Spektroskopie, die zu den absorptionsspektroskopischen Verfahren
zaéhit, gehdrt die Fuoreszenzspektroskopie zu den emissonsspektroskopischen Verfahren.
Einige Molekiile dsrahlen nach Absorption eines Photons Licht einer hdheren Wellenlange ab.
Erfolgt dieser Vorgang ohne vorherigem Ubergang der Elektronen aus dem Singulett- in den
Triplettzustand unter Spinumkehr, so spricht man von Fuoreszenz.

Eine mit Licht bedrahlte Substanz nimmt Energie auf. Durch diese Energieaufnahme kodnnen
Elektronen unter Erhdt ihres Spins auf en hoéheres Energieniveau angehoben werden. Ein
Tell dieser Energie wird sofort nach der Absorption durch Energietransfer bei Kollison mit
anderen Molekilen und durch Wérmeabgabe an das umliegende System wieder abgegeben.
Dadurch gehen die Elektronen zundchst in den energiermsten Schwingungszustand innerhab
ihres Anregungszustandes Uber. Erst dann kann der Ubergang in den Grundzustand unter
Abgabe von Strahlung, der Fluoreszenz, erfolgen. Dies hat zur Folge, dal3 das emittierte Licht
in dr Reged enegiegrmer, dso lagweliger ist, ds das be der Anregung absorbierte
(Stokes sche Verschiebung).

Der Grundzustand eines Molekils i normaerweise mit zwel  Elektronen entgegengesetzten
Spins besetzt (Sngulettzustand ). Die durch direkte Anregung erreichten Zustdnde werden
ebenfals ds Singuletts (S, S,...) charakterisert (Abb. 13). Die verschiedenen Schwingungs-
maoglichkeiten innerhab enes Moleklls resultieren sowohl im Grundzustand ds auch in den
angeregten  Zugténden in Feingtrukturen. Bel genligend grofem Abstand bestimmen diese
unmittelbar das Aussehen des Absorptionsspektrums, das in der Fluoreszenzgpektroskopie as
Anregungs- oder auch Excitationsspekirum gezeichnet wird.

Das emittiete Licht kann ds HFuoreszenz- oder Emissonsspektrum aufgezeichnet und
andytisch ausgewertet werde. Die Intenstdt des ausgestrahlten Lichts wird dabe in
Abhéngigket der Emissonswelenldnge geplottet.
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Energieverlust
durch Kollision
oder Warmeabgabe
y 4
3
erster A
angeregter Zustand S 1 y 2
y — MK 1
v Yy A 4 V=0
ENERGIE
A 4
A 3
A
Grundzustand SO 3 2
1
A V=0
absorbierte emittierte
Energie Energie
(Fluoreszenz)

Abbildung 13: Jablonski-Termschema. Energiezustande und —iibergénge von Elektronen eines fluoreszieren-
den organischen Molekiils.

Nicht jedes angeregte Molekll fluoreziert. Die Wahrschenlichkeit fir das Auftreten enes
Fluoreszenzphdnomens wird durch den Quantenwirkungsgrad Q beschrieben. Q definiert das
Vehdtnis von emittieten (gg) zu absorbierten (g,) Quanten oder Photonen (Einhelt des

Lichtesmit der EnergieE =h n).

Q=0e0a (Gleichung 16)

Der Quantenwirkungsgrad wird beeinfluf® durch die Eigenschaften des Molekiils sebst sowie
durch auRere Einflisse, wie dem pH-Wert, dem Losungsmittel, der ,, Sdbstabsorption” (z. B.
durch Zusammenlagerung von Chromophoren) oder dem Quenching. Werden Energieliber-
tragungen durch Zusammengtd3e oder Resonanz madglich, so hat dieses eine Herabsetzung
von Q zur Folge und somit wird auch die Huoreszenz verhindert. Dieser Effekt wird ds
Quenching oder FuoreszenzlGschung bezeichnet.
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I ~elp QK (Gleichung 17)

e : molarer Absorptionskoeffizient bel Anregungswelenlange
(je grofder e desto mehr Energie kann absorbiert werden und auch wieder emittieren)
lo : Intensitét des Anregungdichts
(je mehr Anregungdicht zur Verfligung steht, desto stérker ist die Fluoreszenz)
Q : Quantenwirkungsgrad
K : Gerdtekonstante

Ein wichtiger Anwendungsbereich der Fuoreszenzspektroskopie liegt in der quantitativen
Anadyse. Es bestehen hierzu folgende Moglichkeiten:

a) Bedimmung einer Substanz aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz (direkte Methode)

b) Huoreszenzmarkierungen ener nicht fluorezierenden Subganz durch Derivatiserung
mit einem fluoreszierenden Reagenz (chemische Methode)

c) Bedimmung ener nicht fluorezierenden Substanz aufgrund der HuoreszenzlGschung

einer fluoreszierenden Indikatorsubstanz (indirekte Methode)

Aufgrund hoherer Genauigkeit, Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit is die Fuoreszenz-
pektroskopie besser zur Besimmung kleiner Mengen biochemisch interessanter Substanzen
geeignet a's die Absorptionsspektroskopie (Sehe 5.3.2).

Die gemessnen Fuoreszenzintenstdten werden ds reaive Wete angegeben. Se e-
madglichen den Vergleich ener Substanzmenge in unterschiedlichen Umgebungen.  Zusézlich
hangt die Intendtd der Huoreszenz von Parametern ab, die durch das Mednstrument
bestimmt werden. Dazu z&hlen unter anderem die Lichtquelle, die Filter und der Detektor.
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5.3.2. Fluor eszenzspektrometer

Dea Aufbau eines Spektrafluorimeters dhndt sark dem eines Spektraphotometers. Es sind
hierfir jedoch zwe optische Syseme eforderlich, eines fir die Anregung (Excitation,
Absorption) und eines fir die FHuoreszenzdtrahlung (Emisson) (Abb. 14). Man arbetet mit
sehr verdinnten Losungen, die nur einen Tell des durchfdlenden Lichts absorbieren und von
dem &bsorbierten Licht wiederum entsprechend ihrer Quantenausbeute nur einen Bruchtell
emittieren. Das Huoreszenzlicht grahlt in dle dreé Richtungen des Raumes und nur ein Antell
dieser Strahlung gelangt letztendlich in den Photomultiplier und wird detektiert. Dieses macht
die ser hohen Anspriche an die Intendté der Lichtqudle und an die Empfindlichket des
Photomultipliers deutlich.

Anregungs-
monochromator

Absorptions-
monochromator

Lichtquelle] »

>|KUvette| > > Photomultiplier| >|Detektor|

v

Emissions-
monochromator

v

Photomultiplier

v
|Detektor

Abbildung 14: Aufbau eines Fluor eszenzspektrometers

Be der Absorptionsmessung liegt der Nullpunkt der Extinktion dann vor, wenn in den
Photomultiplier die valle Intensitét der Lampe gdangt, die Probe adso 100 % des einfalenden
Lichtes auch durchl&. Der eigentliche Meflawert bel der UV-Spektroskopie ist adso nur eine
relative Abschwéchung diessr Strahlung. Da Schwankungen der Lichtintensitét und des
Photomultiplierstroms mit in die Baddinie engehen, id¢ die Messung mit e@nem hohen
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Rauschen behaftet. Bel der Fuoreszenzspekiroskopie hingegen liegt der Nullpunkt der
Emisson be vdlliger Dunkdhet vor. Findet keine Fuoreszenz dett, so empfangt der
Photomultiplier kein Signd. Jegliches Licht, das detektiert wird, it somit auch en direktes
Mal3 der Probenlésung. Dies ha zur Folge, dal3 wesentlich empfindlichere Photomultiplier
eingesetzt werden konnen, was die Fuoreszenzspektroskopie um mindestens zwel bis dre
Zehnerpotenzen empfindlicher macht ds vergle chbare Absorptionsmessungen.

Die Werte, die man be der Huoreszenzmessung erhdt, snd jedoch im Gegensaz zum
Extinktionskoeffizienten bzw. zu den Ageo-Einheten keine absoluten Werte. ES werden
rdaive Huoreszenzintengtéien gemessen, die spezifisch fir das verwendete Geré snd und
sgch auch zetbedingt &ndern kdnnen. Wahrend man bel der Absorption zwel Eichpunkte hat,
0 % Transmisson (absolute Dunkehet) und 100 % Transmisson (volle Lichtintengtét), gibt
es bel der Fluoreszenz nur einen Eichpunkt. Eine dlgemeine obere Grenze der Emisson it
nicht definierbar.

Be der Fluoreszenzspektroskopie mufd verhindert werden, dal3 das eindrahlende Licht direkt
oder durch Reflexion und Streuung in den Photomultiplier, der fir die Emissonsmessung
zudéndig i, gelangen kann. Dieses wird durch | Lichtfdlen, Flter und Monochromatoren
im Strahlengang des Huoreszenzlichts verhindert. Das Emissondicht wird im rechten Winke

zum einfalenden Licht saitlich oder vom K (ivettenboden entnommen.

5.3.3. 1,N°-Ethenoadenosin

1,NC-Ethenoadenosin zeigt in neutrdem Milieu nach Anregung durch Licht der Wélenlange
300 nm en Emissonsmaximum bea 410 nm. Die Huorezenzintensté des Farbdtoffs igt
dabei sehr hoch und kann bis zu Konzentrationen unterhdb von 10® M gemessen werden. Die
Lebenszeit der Fluoreszenz igt ebenfdls rdativ hoch. Se betrdgt 20 nsec in Wasser. In
besischem Milieu zersetzt sich 1N°-Ethenoadenosn schndl und verliet dabe  seine
Fluoreszenzeigenschaften (Barrio et al., 1992).
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5.3.3.1. Anderung der Fluoreszenzintensitat durch Einbau in den RNA-Liganden
Abbildung 15 zeigt das Ausmall der Fluoreszenziéschung, die durch Einbau von 1,N°-
Ethenocadenosn in das eA25 Oligoribonukleotid entstent. Be der Freisstzung  der
fluoreszierenden Reportergruppe nach  vollsténdiger Spatung des RNA-Stranges mit  der
Phosphodiesterase erhthte sch die rdaive Huoreszenzintendté bel 410 nm (I & = 300 nm)
um mehr as den Faktor 2.
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Abbildung 15: Verdau von eA25 mit Phosphodiesterase Fluoreszenzspektra von 0,2 pM eA25 vor (1) und
nach (2) vollsténdiger enzymatischer Spaltung mit Phosphodiesterase. Die Exitationswellenlange betrug 300 nm.

Abbildung 16 zeigt Huoreszenzspektren von 0,2 pM freiem eA25 und 0,2 uM hybridisertem
D-A649 38eA25 RNA-Liganden. Die Hybridigerung von eA25 und D-A649 38(1) bewirkt
ene Segeung der rdaiven FHuoreszenzintenstd be 410 nm (I & = 300 nm) um 11,5 %.
Der unmodifiziete RNA-Ligand D-A649 38 zegte unter gleichen Mel¥edingungen keinerle

Huoreszenzemisson.
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Abbildung 16: Hybridiserung von D-A649_38(l) mit eA25. Fluoreszenzspektra von 0,2 uM eA25 vor (1) und
nach (2) Hybridisierung mit 0,2 uM D-A649 38(1). Die Exitationswellenldnge betrug 300 nm.

5.3.4. Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels Fluor eszenztitration

Ba der Titraion des D-A649 38eA25 RNA-Liganden mit L-Adenosn konnte ein Angieg
der reativen Huoreszenzintenstét be 410 nm (I &x = 300 nm) festgestdlt werden. Da der
Fuoreszenzbaudtein integrierter Bestandteil des RNA-Liganden war, war es nicht notwendig
en zusizliches Reportermolekil an das Target zu héngen. Es dand ene funktiondle
hochaffine RNA zur Verflgung, die ene direkte Bestimmung der Dissoziationskongtanten
durch fluorimetrische Titration mit unmodifiziertem Target zulief3 (Abb. 17).
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Abbildung 17: Fluoreszenztitration des RNA-Liganden D-A649_38eA25 mit L-Adenosin.

Fluoreszenzspektra von 0,2 uM RNA-Ligand nach Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen von
L-Adenosin (1: 0,2 uM; 2: 1uM; 3: 4 uM; 4: 6 uM; 5: 10 pM; 6: 20 uM; 7: 50 uM). Die Proben wurden bei
300 nm angeregt.

Aus den bel der FHuoreszenztitration erhdtenen Emissionsspekiren wurde der Unterschied der
relativen Huoreszenzintenstéd bel 410 nm ds Ausgangswet fir die Besimmung der
Bindungskongtanten herangezogen. Dabel ergab dch fir den Liganden D-A649 38eA25 en
Kg von 6,6 uM £ 1,0 uM. Be der Berechnung der Dissoziationskonstanten anhand der bel der
Glechgewichtdidyse erhdtenen Werte wurde ein Kg+Wert von 6,6 uM = 0,5 uM erhaten
(Abb. 18). Die Gleichgewichtsdialyse wurde a's Referenzmethode durchgefiihrt.
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Abbildung 18: Bindungskurven fur den RNA-Liganden DA649_38eA25 und L-Adenosin. Mit den weif3en
Kreisen sind die bei der Gleichgewichtsdialyse erhaltenen Daten dargestellt. Der Prozentsatz an L-[*H]-
Adenosin, der bei dieser Methode an den RNA-Liganden gebunden hat, wurde gegen die eingesetzte
Ligandenkonzentration aufgetragen. Die bei der Fluoreszenztitration erhaltenen Daten sind durch schwarze
Kreise dargestellt. Hierbei wurde die relative Fluoreszenzintensitédt gegen die eingesetzte L-Adenosin-
konzentration aufgetragen. Die Proben wurden bei 300 nm zur Fluoreszenz angeregt, die Datenpunkte bei einer
Emissionswellenldange von 410 nm gesammelt.

De unmodifiziete D-A649 38 RNA-Ligand zeigte keine Huoreszenz wéhrend der Titration
mit L-Adenosn. Die Gleichgewichtsdialyse hingegen ergab einen K4 von 4,1 pM = 0,2 puM.
Die dre modifizierten Liganden D-A649 38eA23, D-A649 38eA48 und D-A649 38eA53

zeigten bel der Gleichgewichtsdidyse Dissoziationskondtanten von Uber 75 pM und wurden
daher keiner Fluoreszenztitration unterzogen (Tab. 7)
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RNA-Ligand Kq [UM]

D-A649 38" 41+0,2
D-A649 38eA23? ~76
D-A649 38eA25" 6,6 0,5
D-A649 38eA25° 6,6 + 1,0
D-A649 38eA48? ~81
D-A649 38eA53? ~128

Tabelle 7: Dissoziationskonstanten der synthetisierten RNA-Liganden. Die Dissoziationskonstanten wurden
mittels Gleichgewichtsdialyse as Einpunktbestimmung (a), mit variierenden RNA Konzentrationen (b) oder
mittels Fluoreszenztitration (c) ermittelt.

Sowohl aus den Melidaten der Gleichgewichtsdidyse wie auch der Fuoreszenztitration wurde
fur den Komplex aus DA649 _38eA25 eine Dissoziationskongtante von 6,6 UM ermittelt. Fir
die Bestimmung des KqWertes mittds Huoreszenztitration war eine Inkubationszeit Uber
Nacht angesstzt worden. Die enzednen Messungen daueten ene Minute (Scan
geschwindigket = 150 nm/min, Wedlenl&ngenbereich pro Scan = 150 nm). Be der Glech
gewichtsdiayse hingegen war eine Inkubationszeit von 24 h notwendig. Die Messung ener
Probe im Szntillaionszénler betrug 10 min. Berachtet man  zusdizlich zum  hoheren
Zeitaufwand noch die ebenfdls hthere Belastung der Umwelt und des Personds, so bietet die
Nutzung enes fluoreszierenden RNA-Liganden grole Vortelle gegentiber einem radioaktiven
Verfahren mit einer nichtfluoreszierenden Ligandenvariante.




