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6. DISKUSSION

Diagnostika dienen der Uberprifung von Zustand und Funktion des menschlichen Korpers
und sener Organe. Sie konnen prinzipidl im und am Organismus (unmittelbar) oder
aulerhab des Korpers (mittelbar) angewandt werden. Zu den mittelbaren Diagnostika zéhlen
unter anderem die Reagenzien der Harn- und Blutandytik. Die unmittelbaren, ord oder
parenterd zu agpplizierenden Diagnogtika konnen fur die Stoffwechsd-, Funktions-  und
Organdiagnostik verwendet werden (Roth & Fenner, 1988). Diagnostika dienen der Kontrolle
des Krankheitsverlaufs, der Therapiekontrolle sowie der Thergpiesteuerung. Sie  kodnnen
chemischer, biochemischer oder immunologischer Herkunft sein. Die mit  Diagnostika
durchgefihrten  Bedimmungsmethoden sollten  bel  hoher  Spezifitd, Genauigkeit und
Nachwe sempfindlichkeit schnel und einfach durchfiihrbar und nach Mdoglichkeit auch auto-
meatiserbar sain.

Vide diagnogtische und umwdtandytische Verfahren beruhen darauf, bestimmte Substanzen
und deren Konzentrtionen in  physologischen oder nichtphysiologischen  Tesmedien
nachzuweisen Die Art und Funktion des nachzuweisenden Molekils kann dabe  dSark
vaiieren. Es kann sch dabel um makro- oder niedermolekulare korpereigene Stoffe aber auch
um Arzne- oder Giftdoffe (z. B. Pedizide) handeln, deren Konzentration im Serum, in
Organen oder auch in Boden oder Luftproben nachzuweisen sind. Da die Konzentration der
nachzuweisenden Stoffe haufig sehr niedrig ig, i es wichtig, empfindliche und zuverléssige
andytische Methoden zur Verfligung zu haben.

Be der Suche nach neuen Diagnogtika ist die Bestimmung der Bindungskongtanten des
Tagetkomplexes von essantidler  Bedeutung. Die  Wechsdwirkungen  zwischen  einem
Diagnogikum und dessen Ziddtrukturen werden durch physikaisch-chemisch  definierbare
Bindungskréfte bestimmt. Das Ausmal diesr Kréfte hangt von der Art und Anzahl der
Patiddrukturen ab, die an der Bindung beteiligt snd. Auch die stereochemischen Maglich
keiten, die die Moleklle zur Anpassung an makromolekulare Bindungspartner (z. B. Proteine
und Rezeptoren) oder auch kleinere Targetstrukturen (z. B. niedermolekulare Arznedtoffe,
Neurotransmitter) haben, wirken sich entscheidend auf die Stérke der Komplexbildung aus.
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In der modernen Labordiagnostik haben sich Immunoassays aufgrund der hohen Spezifitét der
hierbel verwendeten Antikorpter etabliert. Antigene Substanzen werden dabei in vitro durch
Antigen- Antikorper-Resktionen as Prinzip immunologischer und  serologischer Testverfahren
mit unterschiedlichem Tedtaufbau nachgewiesen. Antigene und Antikorper konnen dabel fre
(gelost) oder gebunden, markiert oder unmarkiert vorliegen. Die Mdoglichkeit der Markierung
enes Antikorpers ig dabe vidfdtig (z B. mit enem Radionuklid, enem Huoreszenz-
farbgoff oder einem Enzym) und héngt vom gewdhlten Nachweisverfahren a. Be den
Immunassays konnen  kompetitive und  nichtkompetitive Nachweismethoden — angewandt
werden. Die AntigenAntikérper-Komplexbildung kann direkt (z. B. turbimetrisch, nephdo-
metrisch oder mit Hilfe der Biosensorik) oder indirekt (anhand der Markierung) ausgewertet
werden.

Be kompetitiven Immunassays werden die nicht durch ein Antigen gebundenen Bindungs-
gellen des Antikérpers durch Zugabe eines weiteren markierten Antikorpers (Anti-Komplex-
Antikorper, Reporter) nachgewiesen (Cook & Sdf, 1995). Der Nachweis ist besonders
problematisch, wenn geringe Konzentrationen ener antigenen Struktur bestimmt  werden
sollen. In diesem Fdl wird eine grol¥e Menge des Reporters gebunden. Das Ausgangssgna
ig daher zwangdaufig hoch. Der Unterschied der Signdstérke zweier Proben mit niedrigen,
aber unterschiedlichen  Antigenkonzentrationen wird somit im  Verhdtnis zur  Gesamt-
sgnaddake sehr klein. Kompstitive Assays bedtzen deshdb eine eingeschrénkte Sengtivité.
Eine wetere Vaiante eines kompetitiven Immunassays i der Einsatz zweier Antikorper, die
miteinander um das Antigenepitop konkurieren. Bel Zugabe des zweten Antikorpers, wird
der erste aus dem gebildeten Komplex verdrangt. Nachgewiesen wird dann die Konzentration
desfreien ersten Antikorpers.

Zu den wichtigden nichtkompetitiven Immunassays zdéhlt das Sandwich-Vefdren. Be
diesem Asssy werden ebenfdls zwel Antikorper eingesetzt. Diese konkurrieren jedoch nicht
mitenander um die gleiche Bindungsstelle. Entweder erkennen Se verschiedene Epitope des
Antigens oder der zweite Antikdrper bindet an den bereits im Komplex befindlichen, ergen
Antikorper. In beiden Fdlen ist der nachtraglich zugegebene Antikorper markiert und seine
Komplexkonzentration wird gemessen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde hier erstmds ein System zur direkten und nichtkompetitiven
Betimmung von Dissozigtionskondanten zwischen e@nem Liganden und ssnem Tage-
molekdl durch Fluoreszenztitration entwickdt. Diese Methode arbeitet ohne Markierung mit
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radioaktiven Isotopen und verknipft zwel Techniken miteinander, die in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung gewonnen haben:

diein vitro-Evolution von Nukleinsduren und
die Fuoreszenzspektroskopie.

6.1. I n vitro-Evolution von Nuklaeinsaur en

Die in vitro-Evolution bietet die Maoglichkeit, ausgehend von grofRen Nukleinsdure-
bibliotheken hochaffine RNAs (haRNAs) oder DNAs (haDNAS) gegen nahezu jedes
beliebige Target (z. B. Arzneistoffe, Hormone, Neurotransmitter, Metaboliten, Proteine und
Pedtizide) zu entwickeln (Gold et al., 1995; Uphoff et al., 1996). Diese Nukleinsdurdiganden,
die je nach ihrer Struktur as Aptamere (Ellington & Szodtak, 1990) oder Spiegemere
(Klumann et al., 1996) bezeichnet werden konnen, binden ihr Target wie ein Antikorper mit
hoher Affinitd und Spezifité. Durch negative Sdektion wurden bereits Aptamere entwickelt,
die mit einer zehnfach hoheren Sdektivitd zwischen den Xanthinderivaten Theophyllin und
Koffein unterscheiden konnten as der entprechende monoklonale Antikérper (Jenison et al.
1994). Das entwickelte Theophyllin-Aptamer konnte somit deutlich genauere Ergebnisse bel
der Kontrolle des Serumspiegels von asthmatischen Patienten, die zusdtzlich zur Theophyllin-
Thergpie koffeinhdtige Getrénke zu dch nehmen, ligfern. Die ersten mit dem SELEX-
Vefaren entwicketen Aptamere befinden sch beraits in der klinischen Prifung. So wurde
z B. im August dieses Jahres en mit dem SELEX-Vefahren entwicketes Aptamer, das
inhibitorisch auf den Wachdumdaktor des Gefd3endothds (Vascular Endothelid  Growth
Fektor, VEGF) wirkt, in den USA zu Klinischen Sudien be dtersbedingter
Makulardegeneration zugelassen (NeXdar, Presseverdffentlichung vom 27. August 1998).

Hochaffine Nukleinsduren zeichnen sch im Vergleich zu Antikdrpern durch ihren enfachen
Aufbau und ihre geringe Grofe aus. Wérend ein Nukleinsdurdligand aus einer oder zwel
miteinander hybridiserten kurzen Oligonukleotidketten (cal5 bis 60 Nukleotide) bestent, ist
en IgG-Antikorper aus vier Polypeptidketten zusammengesetzt, die zudem noch Uber
mehrere  Disulfidoricken mitenander verknipft snd. Mit ener molaren Masse von ca
150.000 Da enthdt ein Antikbrper ca 1360 Aminosauren.. Ein grol3er Vorteil, den hochaffine
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NukleinsBuren somit gegeniber AntikOrpern  haben, it die Mdglichkeit, de chemisch
hergellen zu kdnnen.

Die chemische Synthese bietet en Werkzeug zum Einbau modifizierter  Nukleotide an
vorbesimmte Pogtionen innerhdb enes Liganden. Dies ig z  B. wichtig fir die
Stabiliserung eines Liganden gegentber enzymatischer Spatung oder auch be der Struktur-
andyse von Nukleinsaurdiganden bzw. Liganden Target- Komplexen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Podtionierung enes fluoreszierenden Reporternuklectids
in enen durch in vitro-Evolution gewonnenen RNA-Liganden genutzt, um enen
Fluoreszenzassay zur direkten Besimmung von Bindungskonganten zu entwicken. Als
Testsequenz fur die Synthese fluoreszierender Oligoribonukleotide und fir den Aufbau des
direkten Nachwesverfahrens wurde der an L-Adenosin bindende RNA-Ligand D-A649 38
gewdhit. Diessr wurde 1996 von Dr. Sven Klul@mann durch in vitro-Evolution und
nachfolgender Deetionsandyse im Rahmen seingr Dissartation Uber die ldentifizierung und
Charakteriserung  hochaffiner  L-RNA-Molekile entwickdt  (Klu@mann, 1996). Die
Vorhersage der Sekundérstruktur des Liganden erfolgte durch das Computerprogramm RNA
FOLD, dem der Fdtungsdgorithmus nach Zuker und Stiegler zugrunde liegt (Zuker &
Stiegler, 1981; Zuker 1989). Der benutzte RNA-Ligand bestent aus zwe hybridiserten D-
Oligoribonukleotidstrangen, von denen jeder 19 Nukleotide lang ist. Be der hierba
entwickelten, fluorezierenden haRNA &% dch das Stabilitdtsproblem der Nukleinsduren
gegentiber enzymatischer Spdtung prinzipiell [6sen. Der Ligand D-A649 38eA25 bindet an
L-Adencsin, dem Enantiomer des physologisch vorkommenden D-Adenosins. 1996 wiesen
Klumann et al. und Nolte et al. nach, da3 ein L-Ligand die gleche Affinitd zu enem
physologischen Target aufweis wie der D-Ligand zum unphysologischen Targetenantiomer.
Durch Einbau von L-1,N°-Ethencadenosin in das entsprechende L-A649 38eA25, dem
Spiegelmer des im Rahmen dieser Arbeit entwickdten Liganden, erhdt man ene hochaffine
L-RNA, die an das physologische D-Adenosin bindet und nukleasestabil ist. Es it daher ds
Diagnogtikum in biologischen Hiissgkeiten einsetzbar.
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6.2. Fluoreszenzstudien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die chemische Synthese von Ribonukleinsduren genutzt, um
enen fluorezierenden Liganden durch Integration eines Reportermolekils an  definierter
Pogdtion der Sequenz enes nichtfluoreszierenden Liganden herzustdlen. Der neu entwickelte
Ligand zeichnet sch dadurch aus, dad e zusdzlich zur hohen Affinitd und Sengtivitét
gegentiber seines Targets auch direkt - aso ohne zusiizliche Markierungschritte an Ligand
oder Taget - zur nichtkompetiiven Bestimmung von Dissoziationskonganten  und
Targetkonzentrationen eingesetzt werden kann.

Fluorimetrische Vefaren haben in den lezten Jahren in der Molekularbiologie, der
klinischen Diagnostik aber auch in der Umwdtandytik aufgrund ihrer hohen Nachwes-
empfindlichkeit an gro3er Bedeutung be der Beschrebung von  Bindungsvorgéngen
gewonnen. Da jedoch nur wenige Targetstrukturen sdbst fluoreszierende Eigenschaften
bestzen, muld fir gewohnlich entweder der Binder sdbst oder aber das Target mit ener
fluoreszierenden Reportergruppe gekoppdt werden. Wird ener der beiden Bindungs-partner
nech ldentifizierung des Liganden verandet, kann dies zum Verlus der urspringlichen
Bindungseigenschaften fuhren.

Be den Immunassays, die mit Hilfe von fluorimetrischen Methoden ausgewertet werden,
sielt die Sandwich-Methode eine grof3e Rolle. Der Sandwich-Assay ig die sengtivete Form
der Immunassays. Als Reportergruppe nutzt er enen zweten Antikorper, Uber den die
Konzentration des egentlichen  Antikorper-AntigenKomplexes  bestimmt  wird.  Durch
Kopplung des Sandwich-Vefahrens mit ene fluorimetrischen Detektionsmethode kodnnen
zwe  ser empfindliche Vefahren miteinander gekoppet werden, was zu sehr  guten
Meljergebnissen auch bel geringen Targetkonzentrationen fuhrt. Ein grol3r Nachtell bel der
Entwicklung von Sandwich-Assays is die Schwierigket der Hersdlung von Antikdrpern
gegen niedermolekulare Stoffe wie z. B. das be diesr Arbeit verwendete Adenosin. Zum
enen ig es generdl problematisch, bei niedermolekularen Verbindungen, wie es die mesen
Arzneigoffe, Drogen, Umwedltgifte, kleinere Peptide und Metaboliten sind, Antikorper gegen
zwel unterschiedliche Epitope der antigenen Struktur zu entwickeln. Ein welteres Problem ist
es, dad beim Sandwich-Assay beide Antikorper gleichzeitig an das antigene Molekil binden
missen. Damit 1&% sch das Sandwich-Verfahrens zum Nachweis sehr kleiner Molekiile nicht

mehr anwenden.
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Mit dem hier entwickdten Vefdren fir hochaffine Nuklensduren is es hingegen mdglich
auch sehr klene Moleklle in der klinischen Diagnostik nachzuweisen. Be  fluorimetrischer
Quantifizierung von Komplexen zwischen hocheffinen Nukleinsguren und ihrem Target war
es bisher notwendig, den Andyten nach der Sdektion durch Kopplung mit ener fluores
zierenden Reportergruppe zu modifizieren. Somit wurde nicht die Affinitst zwischen Ligand
und Tage, sondern die Affinitd zum modifizierten Bindungspartner gemessen. Ergt mit der
kompetitiven Verdrangung des modifizieten Molekils durch seine unmodifizierte Variante,
konnten Erkenntnisse Uber den Bindungsvorgang gesammelt werden, der untersucht werden
slite. Nachtell ener kompetitiven Bestimmung von Bindungskonganten gegentiber enes
nichtkompetitiven Assays ig die grofere Ungenauigkeit des Vefahrens Be  Anwendung
enes kompetitiven Vefarens werden zwe Bindungsvorgange quantifiziert. Dieses kann zu
ene erhdhten Mefllungenauigkat fuhren. Ein Vergleich von Dissoziationskonganten, die mit
nichtkompetitiven und kompetitiven Vefadren padld emittdt wurden, zegt deutliche
Unterschiede zwischen den ermittdten Kg-Werten (Jenison et al., 1994; Klumann, 1996).
Der be dem neuentwickdten Vefdren eingesstzte Ligand hingegen hat ene fluoreszierende
Reportergruppe in sainer Sequenz  integriet. Somit it eine fluorimetrische  Quantifizierung
auch ohne zusétzliche Markierung des Targets moglich.

6.2.1. 1,N®-Ethenoadenosin

Bei dieser Arbeit wurde 1,N°-Ethenoadenosin as Fuorophor zum Einbau in einen RNA-
Liganden gew&hit. Die Base 1,N°-Ethenoadenin kann physiologisch durch den Kontakt mit
Vinylhdogeniden, Urethanen und Vinylcarbamaten aus Adenin gebildet werden (Barbin
etal., 1975). Diese kazinogenen Verbindungen snd gangige Industriechemikdien und
werden durch das Cytochrom-P450 System zu ihren entsprechenden Epoxiden metabolisiert.
Die s0 entsandenen hoch resktiven Verbindungen konnen Adenosin, Cytosn und Guanosin
zu den zyklischen DNA-Addukten, 1,N°-Ethenodesoxyadenosin, N2 3-Ethenodesoxyguanosin
und 3,N*-Ethenodesoxycytosin modifizieren. In den betroffenen  DNA-Regionen entstehen
dann Fehler bei der Replikation und Transkription (Barbin et al., 1981; Hal et al. 1981,
Kusmierek & Singer, 1982).

1,N®-Ethenoadenosin weist groRe strukturdle Ahnlichkeit zum natirlich in der Nukleinsiure
vorkommendem Adenosin auf. Als Nukleotid unterbricht es das Zucker-Phosphat-Rickgrat
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der Nukleinsdurestruktur nicht. Auflerdem bedtzt das fluoreszierende Nukleotid in etwa die
gleche Grole wie die vier nadrlichen Nukleotide und sollte deshdb die Sekunda- und
Tetidrgruktur des Liganden und somit auch die Bildung eines LigandenTarget-Komplexes
kaum bednflussen. Als aromatischer Fluorophor i es bel Anregung durch Licht zur
Eigenfluoreszenz féhig und kann ba  entsprechenden  Versuchsanordnungen  ds
Elektronendonor verwendet werden. 1,N°-Ethenoadenosin zeigt starke Fluoreszenz mit einer
Lebensdauer von 20 nsec in Wasser. B Anregung mit Licht der Welenlange 300 nm liegt
das Huoreszenzmaximum im neutraen Milieu be 410 nm (Barrio et al., 1972).

Die Plazierung des 1,N°-Ethenoadenosins in eine Loop- oder Bulge-Region des Liganden
wurde gewdhlt, damit keine Doppelstrangregionen oder Helixstrukturen durch Stérung von
Watson-Crick Basenpaarungen aufgebrochen werden. Durch die Ethenobriicke zwischen den
Pogtionen N1 und N6 des Adenosins und dem dadurch entstandenen zusitzlichen dritten
Ring im Molekil seht der Wasserstoff an N1 des Adenosins nicht mehr fir die Ausbildung
ener Wassrstoffbrickenbindung mit dem Sauergtoff des Uridins zur Verfigung. An der
Podtion N6 &ndert sch aulferdem die sterische Ausrichtung des freien Elektronenpaares des
Stickgoffatoms. Auch hier kann keine Wassardtoffbriicke mehr mit  Uridin - ausgebildet
werden.

Lange Zet war die Modifiziierung von Adenodn im RNA-Molekil durch Resktion mit
Chloracetaddehyd (Digweed et al., 1981) die einzige etablierte Mdglichkeit, den Fuorophor in
ene Nuklensaure enzufihren. Durch Behandiung ener Ribonukleinsdure mit Chloracet-
adehyd werden ebenfals nur die Adenosn-Pogtionen modifiziert, die nicht Bestandteil enes
Basenpaares sind. Allerdings i es auf diese Weise nicht moglich, nur eine bestimmte
Pogition zu modifizieren, wie dies bei der chemischen RNA-Synthese moglich ist.

Der Einsaz von 1,N°-Ethenoadenosin ds fluoreszierende Reportergruppe in Ribonuklein-
sauren wurde schon haufig fur Struktur- oder Funktionsandysen physiologischer  RNAS
genutzt. So zeigten Digweed et al. in ihrer Arbeit von 1981, dal3 das Ausmal? der FHuoreszenz-
modifikation ener 5S RNA Einfluld auf ihren Einbau in die entsprechenden Ribosomen
untereinheiten und auf die biologische Aktivitét hatte. Es zeigte sch, da3 die Abnahme der
biologischen Aktivitdt be ener datigtischen Modifikation von einem Adenosn pro Molekl,
durch die Strukturanderung der 5S RNA hervorgerufen wird.

Paulsen und Wintermeyer ersatzten 1984 ein Adenosin am 3-Ende (Podtion 76) und an
Position 73 der tRNA™™ durch 1,N8-Ethencadenosin mit Hilfe der T4 RNA-Ligass, um
Strukturuntersuchungen  durchzufiihren (Paulsen & Wintermeyer, 1984). Sie konnten zeigen,
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dal?3 durch Einbau des Fluorophors am 3'-Terminus keine Aminoacylierung der tRNA mehr
moglich ig, wahrend der Austausch von Adenosin an Pogtion 73 weder eine Auswirkung auf
die Aminoacylierung noch auf die Proteinsynthese hat. Die Huoreszenz der Reportergruppe
wird jedoch durch den Einbau an Position 73 fast vollstandig unterdriickt.

6.2.2. Chemische Synthese fluor eszierender Ribonukleinsauren

Als besonders problematisch bel  der chemischen Synthese von  Nuklensauren, die
1,N°-Ethenoadenosin enthaten, erwies sich die dkaische Entschiitzung. Berdits nach zwe-
dindiger Behandlung mit wal¥igem Ammoniak zeigen dch eade Zersstizungserscheinungen
des Fluorophors (Srivastava, et al., 1994). Synthesen von Ribonukleinsduren mit , Standard” -
Phosphoramiditen, die ene Inkubationszat mit einer Mischung von wd¥igem Ammoniak
und Ethanol von 24 h in ihrem Entschitzungsprotokoll vorsehen, resultierten, wie erwartet, in
ene fast vollséndigen Zersorung der Reportergruppe. Synthesen, die mit den leichter
adkdisch hydroliserbaren ,,PAC*-Phosphoramiditen  vorgenommen wurden, lieferten  unter
wassarfreien  Entschitzungsbedingungen deutlich bessere  Ergebnisse. Hier  konnten  kurze
Testsequenzen (Decamere) synthetisert und aufgereinigt werden, deren Antell an zersetztem
Fluorophor bei unter 20 % lag. Probleme ergaben sch es be der Synthese léngerer
Oligoribonukleotide. Bel der Aufreinigung diessr Synthesen waren sarke Nebenprodukt-
banden zu ekennen, die auf ene unvollgadige Entschitzung und auf Fehlsequenzen
(kirzere oder verzweigte Nukleinsduren) hinwiesen. Die Syntheseausbeute war dadurch zu
gering, um weitere Untersuchungen mit diesen Sequenzen durchzufiihren.

An Synthesen, die mit tBPA-geschitzten Phosphoramiditen durchgefiihrt wurden, wurden
zwel  Entchitzungsvarianten  untersucht.  Die  Entschitzung  mit  gasformigem Ammoniak
unter Druck lieferte ebenfdls zu geringe Syntheseausbeuten fir weitere  Untersuchungen.
Diese Methode wurde 1996 von Bod et al. zur Entschitzung von unmodifizierten DNA-
Synthesen beschrieben. Durch die grof¥en Silylschutzgruppen an den 2-Hydroxylgruppen der
gynthetiserten RNAs is der nukleophile Angriff der Hydroxylionen bel der dkalischen
Hydrolyse derisch gehindert. Dies kann en Grund fir die schlechteren Ergebnisse bel der
Aufarbatung von chemisch synthetiserten Ribonukleinséuren sain.

Nach Entschitzung von tBPA-geschitzten Nonadecameren mit enem  Gemisch  von
wal¥igem Ammoniak und Ethanol ba ener Inkubationszeit von 30 min lag der Antel an zer-
setztem 1,N®-Ethencadenosin nur noch be unter 5 %. Die nach der Entschitzung und
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Aufreinigung ener 1umol-Synthese erhdtenen Mengen lagen hierbei im Bereich von 0,5 bis
13 mg Subganz. Diese Methode der Hergdlung von Ribonuklensduren ermoglichte es,
auseichende Mengen an fluorezierender RNA herzugtdlen, um se fir den Einsaz in einem
Fluoreszenzassay zur Bestimmung von Bindungskonganten, fir Nukleosdandysen und fir
Glechgewichtsdidysen einsetzen zu konnen.

6.2.3. Positionierung des Fluorophorsfir direkte Bindungsstudien

Der verwendete RNA-Ligand D-A649 38eA25 enthdlt nach Aussagen der Sekundarstruktur-
vorhersage vier Adenosine, die sch in einer Bulge- oder Loop-Postion befinden. Die Loop-
und Bulge-Regionen der DNA- und RNA-Liganden werden ds entscheidend fir die
LigandenTarget-Komplexbildung angesshen. Man  vermutet  diese  Sekundérstrukturaus-
bildungen haufig in den entgorechenden Bindungstaschen der  Oligoribonuklectidliganden
(Zimmermann et al., 1997; Feigon et al.,1996). Sowohl elektrostatische Interaktionen as auch
die Aushildung von Wassargoffbriicken zwischen Ligand und Targetmolekll gelten in diesen
Regionen ads seéhr wahrschenlich. Diesss scheint sch auch in den Ergebnissen, die im
Rahmen dieser Arbeit erhdten wurden, zu bestétigen Es wurden verschiedene Adenosine
innerhalb  des Liganden durch  1N°-Ethencadenosn  ausgetauscht. Drei  der  vier
Modifiketionen des Ausgangdiganden zeigten Bindungskonstanten, die um das mindestens
18-fache hoher lagen, ds die des unmodifizieten Binders. Es kann deshdb davon aus-
gegangen werden, dald die Adenosne in diesen Pogtionen fir die Bindung mit dem Target-
molekll von Bedeutung snd. Die Komplexbildung kann z. B. durch nicht aufzubauende
Wassergtoffbriicken zwischen der Base und dem Target gestort worden sein. Ferner ist ene
derische Hinderung der Einlagerung des Targets in die Bindungstasche durch den
zusitzlichen Imidazolring maoglich. Als wetere Mdoglichket i€ ene SOrung be  der
Ausbildung der Tetiadruktur in Betracht zu ziehen. Auch in diessm Fdle kdnnen sch die
veranderten Verhdtnisse an den Stickstoffestomen der Base be der Ausbildung von Inter-
aktionen zwischen verschiedenen Basen as stérend erweisen.

Eine Modifikation des Ursprungdiganden an Podtion 25 readltiet in e@ner  Bindungs-
kongtanten, die nur um das etwa 1,5-fache erhoht war. Der Einbau des Fluorophors in dieser
Pogition hat eine Zunahme der Huoreszenz des Liganden bel Titration mit seigenden Target-
konzentretionen zur Folge. L-Adenosn sdbst weist unter den Testbedingungen keine

Fuoreszenz auf, so da sich die Anderung der Fluoreszenzintensitdt bei Titration auf eine



92 Diskusson

Konformationsanderung des Liganden bel Komplexbildung zuriickfihren [&8%. Aufgrund des
Andiegs der rdativen Huoreszenzintensté be Anregung mit Licht der Welenlange 300 nm
und einer Emissonswelenlange von 410 nm kann die Dissoziaionskongante des Liganden
Target-Komplexes direkt ermittelt werden.

Das Auftreten einer Huoreszenzsteigerung dait -10schung welst zudem darauf hin, dald das
Reporternukleotid, wenn es sch an Pogtion 25 befindet, nicht direkt mit dem Target inter-
agiert. Statt dessen scheint sch die aromatische Dreiringstruktur der Base bel Bindung an das
Taget durch ene Konformaionsnderung der  Oligoribonukleotidstruktur  aus  dem
entstehenden Komplex herauszudrehen. Der Fluorophor steht dann nicht mehr in direktem
Kontakt zu den benachbarten Basen, was enen Energieaustausch auf Donor-Akzeptor-Basis
erschwert oder gar unterdriickt.

Die Fluoreszenzintensitt des 1,N°-Ethenoadenosins ist sehr sensitiv gegeniber Basen
dapaung (base dtacking). Schon der Einbau in das Dinukleotid (eA)p(eA) senkt die relative
Fluoreszenzintensitdt des Fuorophors um das 14-fache (Tolman et al., 1974). Durch Einbau
von 1,N-Ethenoadenosin an Position 73 in die tRNA™ von Hefe mit Hilfe von RNA-Ligase
T4 erhidt man z. B. eine biochemisch aktive tRNA, bel der die Auflockerung der Sekundér-
und Tertiarstruktur (Destacking) nach Zugabe von Magnesumionen fluoreszenzspekiro-
skopisch zu vefolgen war (Paulsen & Wintermeyer, 1984). Untersuchungen mit der
prokaryontischen  Intitiator-tRNA ~ (tRNA™M®)  zeigten eine  Fluoreszenzebnahme  des
1,N®-Ethenoadenosins nach Einbau an Postion 73 der tRNA und ene Fluoreszenzzunahme
be Bindung der entsprechenden aminoacetylierten tRNA an die ribosomden P-Sdte. Auch
be diesen Experimenten konnte die Auswirkung der Basengapdung auf die Huoreszenz der
Reportergruppe beobachtet werden.

Berets be Hybridiserung der beiden RNA-Einzddrange D-A649 38(1) und eA25 zur
Bildung des funktiondlen RNA-Liganden D-A649 38eA25, 1&% sch eine Auflockerung der
Basenstapelung beobachten. Wahrend das 1,N°-Ethenoadenosin durch Einbau in den Einze-
drang eA25 dnem daken Huoreszenzquenching unterliegt, kann nach Hybridiserung von
eA25 und D-A649 38() ene Steigerung der reativen Huoreszenzintenstdt um 115 %
beobachtet werden.

Ein Nachtel der megen fluoreszenzspektroskopischen Bindungsstudien it ihr  kompetitiver
Ansatz. Ein Grol¥ell diesr Sudien abeitet mit modifizieten Targetstrukturen. Ein fluores-
Zierendes Reportermolekil wird an das Targetmolekll gebunden und andert somit dessen
Struktur, Groflke, Oberfliche und eventudl auch dessen Polarité. Dieser Effekt i um 0



Diskusson 93

daker, je kleiner das eigentliche Targatmolekil ist. Huoreszenzquenching bel Bindung des
modifizieten Tagets gefolgt von enem Andieg der rddiven Fluoreszenzintensté nach
dessen kompetitiver Verdrangung durch das urspringliche unmodifizierte Targetmolekil oder
die Anderung der Fluoreszenzanisotropie bei Komplexbildung geben hierbel Auskunft (ber
das Ausmall der Bindungsntensté. Es handdt sch dabe um kompetitive Ansdize. Daher
snd auch die Bindungskonganten, die mit diesen Anséizen erhdten werden, kompetitive oder
goparente  Bindungskongtanten. Sie konnen deutlich von den egentlichen KgWerten der
Komplexe der unmodifizierten Bindungspartner abweichen.

Das System, das durch den Einbau von 1,N°-Ethencadenosin in einen RNA-Liganden
entwickelt wurde, bietet eine direkte Methode zur Bestimmung von Dissoziationskongtanten
durch den Einsatz fluoreszierender RNA-Liganden. Durch Nutzung hochaffiner Oligoribo-
nukleotide, die durch Einbau enes fluorezierenden Nukleotids in ihre Sequenz sdbst zum
funktiondlen Reportersystem wurden, konnen auflerdem erste Aussagen zu  Interaktionen
zwichen enem Liganden und senem Taget sowie Uber Konformationsdnderungen des
Liganden bel der Komplexbildung gemacht werden. Mit dem entwickedten System konnten
vor dlem die Konzentrationen niedermolekularer Stoffe, die bisher nur durch aufwendige und
kogtenintensve HPLC-Diagnodtikverfahren  bestimmbar waren, genau und mit geringerem

Aufwand ermittdt werden.



