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Zusammenfassung Stefanie Kraut, Diplom-Lebensmittelchemikerin

Kinetische und Mechanistische Charakterisierung ein es Diels-Alderase-
Ribozyms
1. Gutachter: Prof. Dr. Andres Jaschke, 2. Gutachte  r: Prof. Dr. Stefan Wolfl

Mit der Entdeckung der Ribozyme als katalytisch-aktive RNAs entstand mit der ,RNA-
Welt“-Hypothese ein neues Verstandnis Uber die Entstehung des Lebens. RNA kann
demnach genetische Information codieren und speichern, sowie katalytische Funktionen in
Zellen ubernehmen. Die Entwicklung von in vitro-Selektionstechniken ermdglichte die
Selektion synthetischer Ribozyme mit groRem Kkatalytischem Potential. Das in unserer
Gruppe selektierte Diels-Alderase-Ribozym katalysiert stereoselektiv neue Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindungen zwischen einem Anthracen und einem Maleimid. In der vorliegenden
Arbeit wurde das Diels-Alderase-Ribozym auf seine kinetische und mechanistische
Funktionsweise untersucht.

In  der Kiristallstruktur des Diels-Alderase-Ribozyms wurden divalente lonen-
bindungsstellen identifiziert. Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss divalenter lonen auf
die katalytische Ribozym-Aktivitat mit einem UV/VIS-spektroskopischen Assay quantitativ
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass fir die vollstandige katalytische Aktivitat eine
grolBere Anzahl an divalenten lonen neben denen zur Besetzung der hochaffinen
Bindungsstellen erforderlich sind. Mn?*-lonen als Substitution von Mg?*-lonen fiihrten zur
Reduktion der katalytischen Ribozym-Aktivitéat auf die Halfte. Obwohl Cd?*-lonen die héchste
Bindungsaffinitat aufwiesen, trat keinerlei Ribozym-Aktivitat auf.

Die quantifizierende Analyse der Diels-Alder-Reaktionen mittels HPLC (Hochleistungs-
Flissigkeits-Chromatographie) zeigte, dass etwa die Halfte des konsumierten Anthracen-
Substrats nicht zu Diels-Alder-Produkt reagierte. Zur Aufklarung maoglicher Nebenreaktionen
wurde die sensitive, hochauflésende Molekilmassen-Bestimmung mittels LC-MS (HPLC-
Massenspektrometrie) fur die Diels-Alder-Reaktion etabliert. Sauerstoff-Addukte und Dimere
der Anthracen-Komponente konnten identifiziert werden, die auch eine Bedeutung in
Nebenreaktionen haben konnten. In weiterfihrenden Studien sollte dies noch genauer
untersucht werden.

Wasserstoff-Briicken-Bindungen (H-Bricken) wurden aus der Kristallstruktur innerhalb
der katalytischen Tasche des Ribozyms und zwischen der katalytischen Tasche und dem
Diels-Alder-Produkt abgeleitet. Ein Teil dieser Arbeit umfasste die Aufklarung der Bedeutung
der H-Briicken zur Stabilitét, katalytischen Ribozym-Aktivitat und hohen Produkt-Inhibition.
Durch atomare Mutagenese eingefuhrte Nukleotid-Modifikationen im Ribozym wurden zur
Storung der H-Bricken eingesetzt. Die Effekte dieser Storungen wurden mit dem
chemischen Blei-lonen Probing und einem radioaktiven gelelektrophoretischen Assay
analysiert. Die strukturelle Analyse zwischen dem Wildtyp und einem modifizierten Ribozym
mit gestorter H-Bricke, die die Verbindung zwischen ,Dach® und ,Rickgrat® der
katalytischen Tasche bildet, ergab eine &hnliche Gesamtstruktur der Ribozyme. Das
modifizierte Ribozym konnte jedoch in Anwesenheit von Diels-Alder-Produkt und Mg?*-lonen
keine Strukturstabilisierung ausbilden. Aus diesem Verhalten konnte die hohe Relevanz
dieser einen H-Bricke und deren notige prazise Positionierung zur Ausbildung der intakten
katalytischen Tasche abgeleitet werden. Die Doppelmutanten wiesen nur 4-5% der Wildtyp-
Aktivitdt auf, was die hohe Relevanz der H-Bricken zwischen Ribozym und Diels-Alder-
Produkt fir die katalytische Aktivitat indizierte. Aus dem Vergleich der Einzel- und
Doppelmutanten wurde der additive Beitrag beider H-Brlicken zur katalytischen Aktivitat des
Ribozyms abgeleitet. Die Ribozym - Produkt H-Bricken konnten mittels UV/VIS-
Spektroskopie als Verursacher der hohen Produkt-Inhibition identifiziert werden.

Diese Arbeit konnte das Verstandnis der Funktionsweise des Diels-Alderase-Ribozyms in
Bezug der H-Briicken und divalenten lonen auf die Stabilitdt und die katalytische Aktivitéat
vertiefen. Mit der Etablierung der LC-MS-Methode fir Diels-Alder-Reaktionen wurde die
Grundlage zur hochauflésenden massenspektrometrischen Analyse der Reaktionen gelegt.



Abstract Stefanie Kraut, Diplom-Lebensmittelchemikerin

Kinetic and mechanistic characterization of a Diels -Alderase ribozyme

1% Referee: Prof. Dr. Andres Jaschke, 2 "d Referee: Prof. Dr. Stefan Wolfl

RNA is capable of coding and storing genetic information, as well as functioning as
catalytic molecules in the cells. The discovery of such catalytically active RNAs (ribozymes)
led the development of the ‘RNA-World® hypothesis and fundamentally changed our
understanding of the origin of life. The development of in vitro evolution techniques allowed
the selection of ribozymes having diverse catalytic abilities. The Diels-Alderase ribozyme,
which was selected in our group, catalyzes the carbon-carbon bond-formation between an
anthracene and a maleimide to a Diels-Alder product stereoselectively. In this thesis, the
kinetics and the mechanism of the Diels Alderase ribozyme’s catalytic activity was
investigated in detail.

The crystal structure of the Diels-Alder ribozyme showed divalent ion binding sites. Thus,
in the first part of the thesis, the influence of the divalent ions on the catalytic activity of the
ribozyme was determined quantitatively using UV/vis-spectroscopy. It was shown that more
divalent ions, besides the ones occupying the high-affinity binding sites, are required to
obtain full catalytic activity. The Diels-Alderase ribozyme showed half of the catalytical
activity when Mn?" ions were used instead of Mg?* ions. Although Cd*" ions had the highest
binding affinity these didn’t support any catalytic activity.

Quantitative analysis using HPLC (High performance liquid chromatography) based
assays showed that about half of the anthracene substrate was consumed but not converted
to the Diels-Alder product. To date, it was not understood whether the ribozyme was
catalyzing any side reactions besides Diels-Alder reaction. Therefore in the second part of
the thesis, background or catalyzed side reactions were investigated using LC-MS (HPLC-
mass spectrometry) analysis with high sensitivity and high mass accuracy. Oxygen-adducts
and dimers of the anthracene substrate were detected, which might play a role in side
reactions and should be investigated further.

Hydrogen bonds (H-bonds), deduced from the crystal structure, are formed inside the
catalytic pocket of the ribozyme and between the catalytic pocket and the Diels-Alder
product. The third part of the thesis, elucidated the role of these H-bonds for the stability,
catalytic activity of the ribozyme and the strong product inhibition to the ribozyme. Modified
nucleotides were incorporated into the ribozyme using atomic mutagenesis to disturb the
H-bond interactions. The effects of these disruptions on the structure and the catalytic activity
were investigated systematically using chemical probing with lead ions and radioactive gel
electrophoresis assays, respectively. Structural analysis between the wildtype and the
modified ribozyme with one disturbed H-bond, connecting ‘roof’ and ‘backbone’ of the
catalytic pocket, revealed an overall similar structure. However, this modified ribozyme failed
to form structural stabilization upon the addition of Diels-Alder product and Mg?* ions. Ergo
the high relevance of this one single H-bond and its necessity of precise positioning for the
fine-tuned interaction to keep the catalytic pocket intact were concluded. Ribozymes with
double mutations showed only 4-5% of the wildtype activity; hence both of the H-bonds
between the catalytic pocket and the Diels-Alder product are highly important for the
catalysis in an additive manner, as was concluded comparing single and double mutants’
activity. Furthermore, kinetic studies using UV/Vis-spectroscopy showed that both of the
H-bonds were responsible for the strong product inhibition.

This research has further improved the understanding of the Diels-Alderase ribozyme’s
stability and catalytic activity. Establishing the LC-MS method for the analysis of the Diels-
Alder reaction provides a basis to analyze the catalyzed Diels-Alder reactions with high
sensitivity and high mass accuracy.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Ribozyme

Uber einen langen Zeitraum wurde angenommen, dass alle Biokatalysatoren in Form
von Enzymen aus Proteinen aufgebaut sind. Die Funktionen von Ribonukleinsauren
(RNA) begrenzten sich dabei auf ,messenger* RNA (mRNA) als Ubermittler
genetischer Information, ribosomale RNA (rRNA) als Bestandteil des Ribosoms und
transfer RNA (tRNA) als Adaptermolekil der Aminosaure in der Proteinbiosynthese.
Die Entdeckung katalytisch-aktiver RNA-Spezies, die als Ribozyme® bezeichnet
werden, anderte diese Annahme grundlegend. 1982 entdeckte T. Cech die Spaltung
des Gruppe-l-Introns, einer RNA Sequenz aus Tetrahymena thermophila.!) S.
Altman identifizierte die durch die RNA-Komponente bedingte katalytische Funktion
von Ribonuklease P, einem aus RNA- und Protein-Untereinheiten aufgebauten
Riboprotein.?® Fur die Entdeckung katalytisch-aktiver RNA wurde Cech und Altman
1989 der Nobelpreis fir Chemie verliehen.”” In den folgenden Jahren wurden
zahlreiche weitere Ribozyme entdeckt. Bedeutende Beispiele sind Ribozyme aus
Viren- oder Viroiden, wie das ,Hammerhead“-Ribozym aus Pflanzenviroiden®, das
HDV-Ribozym aus dem Hepatitis Delta Virus® und das ,Hairpin“-Ribozym aus dem

Tabak-Ringspot Virus.!”

Fur das Ribosom, das zu etwa zwei Dritteln aus rRNA und zu einem Drittel aus
Protein aufgebaut ist, wurde schlieBlich die rRNA als die katalytisch-aktive
Komponente identifiziert und somit die Annahme der ausschliel3lich strukturellen

Funktion der ribosomalen RNA im Ribosom revidiert.®*

Durch die Entdeckung biokatalytisch-aktiver RNA &nderte sich somit das Verstandnis
der Funktion von RNA als reinem ,Informationstrager* fundamental. Das ,RNA-Welt
Modell“*? pragte die Vorstellung einer proteinfreien, RNA-dominierten Biosphére als
Vorganger der heutigen. Demnach kdnnte urspringlich selbstreplizierende RNA die
Funktion der katalytischen Aktivitat, der Vervielfaltigung und des Informationstragers
vereint haben. DNA als stabilerer Informationstrager als RNA und Proteine zur
Erweiterung des katalytischen Potentials kdnnten somit auch erst spater im Laufe der

Evolution entstanden sein.

Bezeichnung aus Ribonukleinsdure und Enzym zusammengesetzt
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Neben den naturlichen Ribozymen wurden synthetische, katalytisch-aktive RNA-
Molekile entdeckt, die aus der Selektion kombinatorischer Nukleinsaure-Bibliotheken
erhalten wurden. Die in vitro Selektion, als ,Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment®, kurz als SELEX bezeichnet, beruht auf Isolierung und
Amplifizierung von Molekiilen der gewiinschten Eigenschaften.**** An synthetischen
Ribozymen werden in dieser Arbeit speziell nur Diels-Alderase-Ribozyme in

Abschnitt 1.2.2 naher vorgestellt.

1.2 Die Diels-Alder-Reaktion und ihre enzymatische Katalyse

Die Diels-Alder-Reaktion, eine konzertierte [4+2] Cycloaddition eines Diens mit
einem Dienophil, ist eine der bedeutendsten und am Besten untersuchten
Reaktionen zur Bildung stereoselektiver Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen vor allem
in der Naturstoffsynthese und der Herstellung physiologisch wirksamer
Verbindungen.(15) Entdeckt wurde die Reaktion 1928 von Otto Diels und Kurt Alder,
wofir ihnen 1950 der Nobelpreis fir Chemie verliechen wurde.® Bei der
pericyclischen Reaktion entstehen aus drei Kohlenstoff-Kohlenstoff 1-Bindungen
zwei neue o-Bindungen und eine 1-Bindung bei gleichzeitiger Bildung von bis zu vier
neuen Stereozentren. Abb. 1 zeigt das Beispiel einer Diels-Alder-Reaktion von
Butadien und einem vierfach substituierten Ethen zu einem vierfach substituierten

Cyclohexen.

i R R

Ri~_R Ri_R Ri<_R ! !

N 2 ZPN 2 2L 2 1 1
o G~ Ol - 20

\ \\"/ L 3 4||..

R™ Ry Ry™ Ry Ry™ R4 Ry RS

Dien Dienophil cyclischer delokalisierter Ubergangszustand  racemisches Gemisch

Abb. 1: Schematische Darstellung einer Diels-Alder-  Reaktion eines Diens (Butadien) mit
einem Dienophil (vierfach substituiertes Ethen) Ube r einen cyclischen delokalisierten
Ubergangszustand zu einem racemischen Gemisch von v ierfach substituiertem Cyclohexen.
Adaptiert aus (16-17)

Eine Diels-Alder-Reaktion mit normalem Elektronenbedarf beinhaltet ein
elektronenreiches Dien und ein elektronenarmes Dienophil, wobei die Effizienz der
Reaktion von der Uberlappung der Orbitale abhangig ist. was zu einer verbesserten
Uberlappung der Grenzorbitale und daraus resultierend zu erhohter Reaktivitat
fiihrt.*®



Einleitung 3

Die Einfuhrung elektronenreicher Substituenten am Dien erhdht die Energie des
HOMO?, elektronenziehende Substituenten am Dienophil erniedrigen die Energie des
LUMO®, was zu einer verbesserten Uberlappung der Grenzorbitale und daraus
resultierend zu erhohter Reaktivitat filhrt."® Das Schema der beteiligten Orbitale
nach Woodward und Hoffman (Woodward-Hoffman-Regeln Uber die Erhaltung der
Orbitalsymmetrie) der in Abb. 1 gezeigten Reaktion, ist in Abb. 2 dargestellt.*® Zur

verbesserten Ubersichtlichkeit werden nur die Grenzorbitale gezeigt.

3 g — 49
LUMO gg_&g — A
HOMO 8/8_8\8 LN

5 e 180

E
K ——
A - §3 Homo
S
Dien Dienophil Cyclohexen Produkt
Abb. 2: Woodward-Hoffmann-Schema der Grenzorbitale der Diels-Alder-Reaktion von

Butadien als Dien und Ethen als Dienophil zu Cycloh  exen. A: asymmetrisches Molekdlorbital,
S: symmetrisches Molekulorbital. E: Energieachse. A daptiert aus Tarasow et al.®9,

Die Entdeckung der Diels-Alder-Reaktion in Wasser durch den hydrophoben Effekt,
der Tendenz zur Aggregation hydrophober Molekile in hydrophilen Losungsmitteln,
zeigte die Mdoglichkeit der Existenz der Diels-Alder-Reaktion in biologischen
Systemen auf.®%?Y Dies ermdglichte auch die Anwendung der Diels-Alder-Reaktion
zur Einfhrung von Modifikationen in Oligonukleotiden wie fir RNA®? und Peptid-
Oligonukleotid-Konjugate beschrieben.®® Die Diels-Alder-Reaktion mit inversem
Elektronenbedarf® erlangte kiirzlich Bedeutung zur kovalenten und irreversiblen

Derivatisierung von Oligonukleotiden.®>2?)

Hoéchstes besetztes Molekilorbital; Abkirzung aus: Highest Occupied Molecular Orbital
Niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital; Abkiirzung aus: Lowest Unoccupied Molecular Orbital
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1.2.1 Natdirliche Diels-Alder-Katalysatoren

Obwohl die Diels-Alder-Reaktion in der Biosynthese von Cyclohexen-Ringen in
Metaboliten postuliert und Indizien fir ihre Existenz gefunden wurden®29, konnten
bisher nur wenige enzymkatalysierte Reaktionen mit einem mdoglichen Diels-Alder-
Mechanismus erklart werden. Dazu zaéhlen die Solanapyron-Synthase®3? die
Lovastatin-Nonaketid-Synthase®*>®,  die  Riboflavin-Synthase®®*3” und die

Macrophomat-Synthase 3%

. Die Macrophomat-Synthase katalysiert die Reaktion
von Pyruvat (in der Enolform) zu Macrophomat. Neuere Untersuchungen zeigten
jedoch, dass es sich dabei um einen sequentiellen Michael-Aldol-
Reaktionsmechanismus und nicht um einen Diels-Alder-Mechanismus handelt.“?
Fur alle funf Synthasen wurden jeweils weitere katalysierte Reaktionsmechanismen
neben der Diels-Alder-Reaktion identifiziert.**? Kurzlich wurde eine weitere
enzymkatalysierte [4+2] Cycloaddition in der Biosynthese von Spinosyn A
beschrieben.“**% Spinosyn A ist ein tetracyclisches, polyketidahnliches Insektizid
aus Saccharopolyspora spinosa®.“*® Experimentell konnte gezeigt werden, dass die
Cyclase SpnF eine intramolekulare [4+2] Cycloaddition eines 1,3-Diens und eines
Ethylens zu Cyclohexen in Spinosyn A katalysiert. Abb. 3 zeigt den Reaktionsschritt
des Pentaens1l zum tricyclischen Produkt4. Die Reaktion scheint dem
Mechanismus der Diels-Alder-Reaktion mit Ubergangszustand 2 zu entsprechen,
allerdings ist dazu die exakte Aufklarung des Ubergangszustandes der Reaktion von
1 zu 4 zur Bestatigung des Mechanismus‘ Uber einen einzigen pericyclischen
Ubergangszustand erforderlich. Bisher kann eine Reaktion (ber ein dipolares
Intermediat wie in 3 dargestellt nicht ausgeschlossen werden. In der nicht-
enzymatischen Totalsynthese wurde die Diels-Alder-Reaktion erfolgreich
angewandt.“® Das Enzym SpnF konnte, falls die Reaktion tiber einen Diels-Alder-
Reaktionsmechanismus bestétigt werden wirde, als erste natlrlich vorkommende
Diels-Alderase® identifiziert werden. Die Reaktionsbeschleuning von 500-fach ist
allerdings nur gering, wie der Vergleich zu dem in unserer Gruppe entwickelten
Diels-Alderase-Ribozym mit einer Reaktionsbeschleunigung bis zu 20000-fach

aufzeigt, siehe Abschnitt 1.3.

Im Boden lebendes Bakterium der Actinomyceten
Enzyme, die eine Diels-Alder-Reaktion katalysieren, werden als Diels-Alderasen bezeichnet
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LDiels-Alder-Reaktion”

Me
oH o M OH OH
= SpnF o ,.—_—_!_/\l. 2 =
o~ M Cyclisierung = OM\K }__a : Me
11 BN e
12 o H Mot !

ﬁ OOW > - L OHZ H . /Q:’_/ .___H -

i e ] Et)\OM : ﬁ }

1 H

\ L Me

Spinosyn A

Abb. 3: Reaktionsschema der [4+2] Cycloadditionsre  aktion von SpnF im Spinosyn A
Syntheseweg. Reaktion von einem Pentaen (monocyclis ches Makrolacton) (1) zu einem
tricyclischen Cycloadditionsprodukt (4) Uber einen pericyclischen Ubergangszustand als Diels-
Alder-Reaktion oder einen Ubergangszustand der kati  onischen Umlagerung (2 und 3).
Adaptiert aus Kim et al. “3)

Moglicherweise ist die Katalyse von Diels-Alder-Reaktionen durch Enzyme nur unter
relativ geringer Reaktionsbeschleunigung maoglich, aber trotzdem zur Synthese von
sekundaren Stoffwechselprodukten ausreichend.“*? Neben den natirlichen Diels-
Alderase-Ribozymen wurden, wie in Abschnitt 1.1 allgemein erwahnt, auch
synthetische Diels-Alderase-Ribozyme entdeckt. Diese werden im nachfolgenden

Abschnitt vorgestellt.

1.2.2 Synthetische Diels-Alder-Katalysatoren

Die Fahigkeit zur Katalyse von Diels-Alder-Reaktionen durch synthetisch hergestellte
Biomolekiile wurde erstmals an einem Abzym®, einem katalytischen Antikorper mit
der Bezeichnung 1E9 gezeigt.“’“*® Dieser Antikorper katalysiert, wie in Abb. 4
gezeigt, die Reaktion eines Tetrachlorthiophendioxids 5 und N-Ethylmaleimid 6 zu
dem tricyclischen Additionsprodukt 7. Unter Abspaltung von SO, entsteht aus 7 das
Dihydrophthalimid-Derivat 8, womit eine Produkt-Inhibition des Antikdrpers
ausgeschlossen wird.

Zusammengesetzte Bezeichnung aus Antikdrper und Enzym
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(0]
O\\ /7 Cl
SO 0
Antikorper S al 2
cl Cl
e e B 2 | T2
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5 6 7 8

Abb. 4: Katalysierte Reaktion des Antikdrpers 1E9 v on Tetrachlorthiophenoxid (5) und
N-Ethylmaleimid (6) zum tricyclischen Additionsprodu kt (7). Das instabile Additionsprodukt (7)
reagiert unter Abspaltung von SO, zum Produkt (8).

Die umgekehrte Reaktion, in Form einer Retro-Diels-Alder-Reaktion, kann ebenfalls
durch Antikorper katalysiert werden, wie die Bildung eines Anthracen-Derivats unter

HNO Abspaltung aus einem tricyclischen Molekiil durch Abzyme zeigte.“95%

Mit computergestitzten Simulationen konnten weitere Enzyme, die die Diels-Alder-
Reaktion-Aktivitdt als bimolekulare Reaktionen mit hoher Stereoselektivitat
katalysieren, entwickelt werden.®? Vor kurzem konnte so ein Enzym, das die
Reaktion von 4-Carboxybenzyl-trans-1,3-butadien-1-carbamat 9 als Dien und von
N,N-Dimethylacrylamid 10 als Dienophil katalysiert, theoretisch simuliert und

experimentell untersucht werden, siehe Abb. 5.3

=

N

_N YNH N
I/O

/ {

S |
COy CO,H
9 11 12

Abb. 5: Katalysierte Diels-Alder-Reaktion zur Bild  ung eines chiralen Cyclohexens (12) aus

4-Carboxybenzyl- trans -1,3-butadien-1-carbamat (9) und N,N-Dimethylacrylamid (10). (11) zeigt
schematisch die Enzym-Bindungstasche mit Wasserstof f-Briicken-Akzeptor und —Donor zur
Aktivierung von Dien und Dienophil. Adaptiert aus S iegel et al.®?.

84 Strukturen aus der Simulation wurden zur experimentellen Validierung
ausgewahlt, die codierenden Gene synthetisiert und in Escherichia coli (E. coli)
exprimiert. Daraus wurden zwei Strukturen nach Bestimmung der Diels-Alder-
Reaktivitat zur weiteren Optimierung mittels Modifizierung ausgewahlt. In der
unkatalysierten Reaktion wurden von acht prinzipiell moglichen Isomeren vier

experimentell isoliert.%
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Das entwickelte Enzym synthetisierte hingegen, analog zur Simulation, nur ein
Isomer, womit es sich prinzipiell als Katalysator zur Produktion in der chemischen
Synthese eignet. Neueste Entwicklungen der computergestitzten Simulation mit
.Semirationalem Screening* fur die in Abb. 5 dargestellte Reaktion beinhalteten
zusatzlich  Mutagenese, analysierten die Bindungsausbildung und die
Ubergangszustande und fiihrten somit zu verbesserten Wechselwirkungen zwischen
dem Enzym und den Substraten. Damit fuhrten sie letztendlich zu einem erhdhten
Reaktionsumsatz. Die Ergebnisse zeigten Ky-Werte’ im millimolaren Bereich mit
guter Ubereinstimmung mit den zuvor publizierten experimentellen Daten. Die

experimentelle Evaluierung der neuen Simulation steht noch aus.®?

Das erste artifizielle Diels-Alderase-Ribozym wurde von Tarasow und Eaton®®
entwickelt, wobei modifizierte Pyridine und Kupfer-lonen zur katalytischen Aktivitat
mit 800-facher Reaktionsbeschleunigung relativ zur unkatalysierten Reaktion
erforderlich sind. Wegen der Notwendigkeit der kovalenten Bindung eines Substrats

ist dieses Ribozym kein echter Katalysator®,>°°

Das echte erste Diels-Alderase-Ribozym wurde von Jaschke und Mitarbeitern
selektiert.®” Dieses Ribozym wird als Basis fiir die vorliegende Arbeit, im nachsten
Kapitel 1.3 ausfuhrlicher vorgestellt. Analog zum Diels-Alderase-Ribozym der
Jaschke-Gruppe wurde aus DNA ein ,DNAzym*“® mit ahnlicher Diels-Alder-Reaktivitat

entwickelt.®®

Die vorgestellten Antikorper und Oligonukleotide zeigen, dass Amino- und
Nukleinsdure-Polymere Diels-Alder-Reaktionen katalysieren kdnnen, auch wenn von

der Natur scheinbar andere Synthesewege bevorzugt werden.

Kum: Michaelis-Konstante als Angabe der Substratkonzentration bei halbmaximaler
Reaktionsgeschwindigkeit

Katalysator: Ein Katalysator ist eine Substanz, die eine chemische Reaktion beschleunigt und
selbst unverandert aus der Reaktion hervorgeht.

Zusammengesetzte Bezeichnung aus DNA und Enzym
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1.3 Das Diels-Alderase-Ribozym

Das Diels-Alderase-Ribozym wurde von Seelig und Jaschke durch in vitro Selektion
(SELEX) entdeckt.®” Das Ribozym beschleunigt dabei die Reaktion eines RNA-
gekoppelten Anthracen-Derivats (Dien) mit einem Maleimid-Derivats (Dienophil) mit
bis zu 20000-facher Beschleunigung und hoher Enantioselektivitat (ee > 95%).5% Ein
49mer konnte als Minimalmotiv identifiziert werden, das die Reaktion von freien
Substraten mit multiplem Reaktionsumsatz (,multiple turnover®) und hoher
Enantioselektivitdt katalysiert. Die schematische Reaktion fur die Substrate
9-Hydroxymethylanthracen 13 und N-Pentylmaleimid 14 zu Diels-Alder-Produkt 15
zeigt Abb. 6.9

[
4 10 5 2 Diels-Alderase- oi,NJ:_
6 : [ =
LTS e
2 7
1 9 8 o
OH
13 14 15
Abb. 6: Katalysierte  Reaktion des 49mer  Diels-Alder ase-Ribozyms  zwischen
9-Hydroxymethylanthracen (13) mit Nummerierung des Anthracen-Gerists und

N-Pentylmaleimid (14) als Maleimid-Derivat zu Diels-  Alder-Produkt (15).

1.3.1 Sekundéarstrukturelemente

Das 49mer Minimalmotiv ist aus drei Helices (I, Il und 1ll), die durch zwei Schleifen
(,loops®) (L1 und L2) verbunden sind, aufgebaut. Den zentralen Teil bilden zwei
einzelstrangige Bereiche, die eine asymmetrische Ausbuchtung (,asymmetric bulge®)
aus den Sequenzen UGCCA und AAUACU formen. Ein weiterer formal
einzelstrangiger Bereich liegt am 5’-Terminus in Form der GGAG-Sequenz vor, an
den fur einfachen Reaktionsumsatz (,single turnover®) das Anthracen-Substrat tber
den Polyethylenglykol-Linker gebunden ist. Neben dem einstrdngigen 49mer
Minimalmotiv (Abb. 7 (A)) konnte auch ein zwei- (38nt + 11nt) und ein dreistrangiges
Ribozym (24nt + 18 nt + 11nt) mit linkergebundenem Anthracen durch Hybridisierung

der einzelnen Strange erhalten werden.
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Das dreistrangige Ribozym mit verlangerten Helices | und II, siehe Abb. 7 (B), wurde
aufgrund der Mdoglichkeit Anderungen in der Sequenz einfacher vornehmen zu

konnen fur Mutationsstudien®® auch in dieser Arbeit verwendet.

(A) 2, us
31 34
Helix lll 35 13.4 U (_:Lz‘3
13
N
26 1 28 "oz U G Y
25 M A101 A 12 35
~ 36
10
24 C c G\CG14 214.337
9 “38
» ) G 14 139
22 1940
Helix Il 21 7-4G A1S41
Helix | 20 7'3(; ~ U

A 1742
by 15 16 171871C\CUC "

L1414
12 65 64 63 62 6.1 ™~ a5 48 44 (B)

b

~dyceecuc

66 54 53 52 541

L11937654A

10

Abb. 7: (A): Die Sekundéarstruktur des 49mer Diels- Alderase-Ribozyms mit dem in dieser
Arbeit verwendeten, urspriinglichen Nummerierungssyt em in farbigen Ziffern und einem
fortlaufenden Nummerierungssystem aus Serganov et al.®? (B): Tripartites Diels-Alderase-
Ribozym mit linkergebundenem Anthracen fir einfache n Reaktlonsumsatz (,single turnover*).
Die Helices |, Il, Il sind in lila, gelb und griin unterleg;)t Rot markierte Nukleotide zeigen die
einzelstrangigen Bereiche. Adaptiert aus Keiper etal.®

In Mutationsstudien, die dieser Arbeit vorangingen, wurden die einzelstrangigen
Bereiche auf ihre katalytische Aktivitdt untersucht. Dabei zeigte sich ein insgesamt
hoher Konservierungsgrad in dem Substitutionen von Nukleotiden zum nahezu oder
kompletten Verlust der katalytischen Aktivitat fuhrten, dargestellt in Abb. 8. Sechs
Nukleotide von G1, G2, U8, C10, C11 und U20 wurden als streng konserviert
(,conserved”) mit einer Aktivitat von < 0.01 der Wildtyp-Aktivitat, A3 und G4 als
nahezu konserviert mit einer Aktivitat < 0.02 bestimmt. Insbesondere der 5’-Terminus
zeigt somit einen hohen Konservierungsgrad. Alle streng und nahezu konservierten
Nukleotide wurden als in tertidren Wechselwirkungen involviert identifiziert, worauf im

nachsten Abschnitt ndher eingegangen wird.
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Abb. 8: Bestimmung des Grads der Konservierung der einzelstrangigen Bereiche.

Ergebnisse in logarithmischer Skala: rechte Absziss e als relative Aktivitat zum Wildtyp, linke
Abszisse: Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster O rdnung (k'(min ™). Adaptiert aus ©% 2.

1.3.2 Tertiarstrukturelemente

Mit der Aufklarung der Kristallstruktur von freiem und produktgebundenem Ribozym
konnte erstmals die dreidimensionale Struktur, deren Form dem griechischen
Buchstaben Lambda ahnelt, gezeigt werden.®® Experimentell bestatigt®® wurden
zahlreiche postulierte Interaktionen und Eigenschaften des Ribozyms, wie zum
Beispiel die vorgeformte katalytische Tasche. Die Kristallstruktur mit gebundenem
Diels-Alder-Produkt und einige wichtige strukturelle Elemente, die in den nachsten
Abschnitten detaillierter erklart werden, zeigt Abb.9. Auffallend ist die
Komplementaritat der Formen zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt, was die
hohe Stereoselektivitat der Reaktion erklart. Helix 1 und Ill als externe Gertisthelices
liegen etwa in einem Winkel von 100° zueinander, wahrend Helix Il als interne
Gerusthelix den unteren Teil der Stapelung (,stacking®) mit Helix 1ll bildet. Eine
zentrale Rolle bilden die Interaktionen des 5-Terminus (GGAG-Sequenz), die die
Minihelices G1-C11 mit G2-C10 und A3-U20 mit G4-C19 bilden. Sie ,umklammern®
die katalytische Tasche und formen somit die als ,Dach* (,roof‘) und ,Boden®

(,bottom*) bezeichneten Elemente der katalytischen Tasche.
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Die Struktur der beiden Minihelices wird als verschrankter Pseudoknoten® ¢3

bezeichnet.

Mg”'-lon Nr.3

/ obere Minihelix (G1-C11 + G2-C10)

Diels-Alder-Produkt

,Bulge“-Uberkreuzung
GO und U17

Mg*-lon Nr.5 'y

Helix 11
Mg“-lon Nr. 2
scharfe Biegung A18 bis C21.4
Abb. 9: Tertiarstrukturmodell der Kristallstruktur ®D des Diels-Alderase-Ribozyms mit

gebundenem Diels-Alder-Produkt und Darstellung wich tiger struktureller Elemente.

Ein zentrales Element der Tertiarstruktur bildet das ,Ruckgrat® (,spine®) in Form der
Stapelung von Basenpaaren durch hydrophobe Wechselwirkungen, in Abb. 9 als
graue Sphéren dargestellt. Das ,Ruckgrat® durchlduft das gesamte Molekll vom
unteren Teil der Helix Il durch die Uberkreuzung des ,Bulges” an den Nukleotiden G9
und U17 bis zum oberen Ende von Helix Ill. Beteiligte Nukleotide am Rickgrat aus
Helix Il sind G7.1 bis G7.4 und aus Helix 1ll in Folge der Uberkreuzung C14.1 bis
G14.4. Ein weiteres signifikantes strukturelles Element ist die scharfe Biegung
gebildet aus den Nukleotiden A18 bis C21.4, die eine fast komplette 360°-Biegung
der Sequenz formen. Die benachbarten Nukleotide G7.4 und U8 bilden das
Standard-Watson-Crick-Basenpaar G7.4-C21.4 und das reverse Hoogsteen-

Basenpaar®®) U8-A18, welches die Helix Il formal um ein Basenpaar verlangert.

In der scharfen Biegung sind die beiden Nukleotide C19 und U20 nach aul3en
gedreht und bilden die beschriebene untere Pseudoknoten-Minihelix, stabilisiert
durch Wechselwirkungen der beiden Magnesium-lonen Nr.1 und 2.

1% Ein Pseudoknoten besteht minimal aus zwei helikalen Bereichen die durch eine Ausbuchtung oder

eine Schleife verbunden sind. Diese Ausbuchtung oder Schleife hybridisiert mit einem anderen
komplementaren Sequenzabschnitt.
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Untersuchungen zur strukturellen Dynamik mittels Einzelmolekul-Forster-Resonanz-
Energietransfer (smFRET) und kernmagnetischer Resonanz-Spektroskopie (NMR)
offenbarten eine hohe Dynamik des Ribozyms in wassriger Ldsung bei

Raumtemperatur.©¢-6?

1.3.3 Funktionen mono- und divalenter lonen

Monovalente lonen, hauptséachlich in Form von Natriumchlorid eingesetzt,
kompensieren die negativen Ladungen der Phosphatgruppen des Phosphatriickgrats
von Oligonukleotiden und ermdglichen eine grolR3ere Nahe der Phosphatgruppen
zueinander. Infolgedessen konnen tertidre Oligonukleotid-Strukturen mit hoher
raumlicher Nahe ausgebildet werden.®®®® Um die vollstandige katalytische Aktivitat
zu erreichen, bendtigen katalytisch-aktive RNAs zusatzlich divalente Metall-lonen.
Diese konnen direkt an der Katalyse beteiligt sein, wie das erste von Tarasow und
Eaton entwickelte synthetische Ribozym, das Kupfer-lonen zur Katalyse benétigt.(’®
Divalente lonen kénnen aber auch fur die korrekte Faltung und Stabilisierung der
Tertiarstruktur benétigt werden ohne direkt in die Katalyse involviert zu sein, wie fur
Mg®*-lonen im ,Hammerhead“- und im ,Hairpin“-Ribozym gezeigt."*"® Am
bedeutendsten unter den divalenten Kationen sind die Mg*-lonen, die als frei
verfiugbare lonen in einer Konzentration von etwa 1mM in allen Zellen
vorkommen.*" Mg?*-lonen kdnnen spezifisch ohne direkten Kontakt zur RNA, als

Magnesium-Hexahydrat (iber Wasser-Liganden ,outersphere** w12

, oder ,innersphere
in direkter Interaktion zwischen Mg?*-lonen und RNA gebunden sein.®"® Die exakte
Bestimmung von gebundenen Mg?*-lonen in Oligonukleotiden in Lésung erfordert
hochauflosende Methoden, wie zum Beispiel die Elektronen-Spin-Resonanz-
Spektroskopie EPR*®. Bei der EPR werden Elektronenspins ausgerichtet, so dass
paramagnetische lonen in RNA lokalisiert werden konnen.®®8Y |n der EPR
,unsichtbare* diamagnetische Mg*-lonen werden durch paramagnetische
Mn*-lonen mit &hnlichen Parametern wie Radius, Lewis-Aciditat und
Koordinationschemie substituiert und flihren somit hdchstens zu geringflgigen
Anderungen in biologischen und chemischen Funktionen.®? Allerdings liegen die

Aktivitatsmaxima nicht fur alle Ribozyme mit denselben divalenten lonen vor.

11 outersphere*: Interaktion der Wasser-Liganden des hydratisierten Metallkomplexes z.B.

[Mn(H,0)e]** mit der RNA
sinnersphere”: direkte Interaktion des Metall-lons mit der RNA
* EPR aus ,Electron Paramagnetic Resonance Spectroscopy”
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Das ,Minimal-Hammerhead“-Ribozym zum Beispiel erreicht die hdchste katalytische
Aktivitat nicht analog dem ,Hammerhead“-Ribozym mit Mg?*-lonen, sondern mit
Mn?*-lonen.("™ #) Entscheidend fiir die Stabilitat ist die Ladungsdichte der divalenten
lonen, wie fir das Tetrahymena-Ribozym in dem die zunehmende Stabilitdt des
gefalteten Zustands mit der zunehmenden Ladungsdichte divalenter lonen der
Erdalkalimetalle einhergeht.(84) Diese Befunde zeigen die Erfordernis der Bindungs-

und Aktivitatsuntersuchungen fir jedes einzelne Ribozym auf.

Fur einige Ribozyme wurde mit monovalenten lonen in molarer Konzentration
katalytische Aktivitdt beschrieben. Demzufolge scheinen monovalente lonen in hoher
Konzentration divalente lonen ersetzen zu konnen. Fur das ,Hammerhead-“, das
.Hairpin-“ und das ,Varkud-Satellite*-Ribozym wurden in Anwesenheit von
ausschlieRlich monovalenten lonen in Konzentrationen von 1-4 M Li*-, Na*- und
NH,"-lonen katalytische Aktivitaten nachgewiesen. Allerdings war die Aktivitat um 10-
1000-fach verringert im Vergleich zur Aktivitdt mit divalenten lonen in millimolaren
Konzentrationen. Diese Ergebnisse entsprechen der Erkenntnis, dass monovalente
lonen ein teilweiser Ersatz fur divalente lonen sein kénnen, allerdings ohne die

hochste katalytische Aktivitat mit divalenten lonen zu erreichen. (> 889

In der Kristallstruktur des Diels-Alderase-Ribozyms wurden 8 Mg**-Bindungsstellen
identifiziert. Die beiden Mg®*-lonen Nr.7 und 8 sind an intermolekularen
Wechselwirkungen im Kiristallgitter beteiligt und sollten fur die Tertiarstruktur in
Loésung nicht relevant sein.®™ Die Mg®*-lonen Nr.1 und 2 liegen nebeneinander in
Helix Il in der groRen Furche, koordinieren mit dem Phosphodiester-Ruckgrat der
Nukleotide C19 und U20 und sind an der Kompaktierung von Helix | und Il und der
Stabilisierung des scharfen Turns beteiligt. Das Mg?*-lon Nr.3, am Ubergang von
katalytischer Tasche und Helix Il lokalisiert, interagiert mit den Phosphatgruppen der
Nukleotide C10 und C11 und stabilisiert somit die obere Pseudoknoten-Minihelix.
Das Mg?*-lon Nr.4 scheint unspezifisch in Helix Ill gebunden zu sein, Nr.5 interagiert
mit G9 und U17, welche die ,Bulge-Uberkreuzung* bilden.®**? Die Konzentration an
Mg*-lonen konnte als Hauptfaktor der Dynamik und der unterschiedlichen
Faltungszustdande von ungefaltetem, intermediarem und gefaltetem Zustand

bestimmt werden.©¢-67

In unmittelbarer Nahe der katalytischen Tasche befinden sich keine Mg®*-lonen, so
dass es keine Hinweise fur eine direkte Beteiligung an der katalytischen Reaktion
gibt.
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Zur Lokalisation der Mg?*-lonen in der Struktur des Diels-Alderase-Ribozym, siehe
Abb.9. Um die Bindungsstellen von Mg®*-lonen nicht nur in der statischen
Kristallstruktur des Ribozyms, sondern auch im katalytisch-aktiven Ribozym in
Lésung zu untersuchen, wurden EPR-Messungen mit Mn®*-lonen als Substitution
von in der EPR ,unsichtbaren* diamagnetischen Mg?*-lonen in einer Kooperation*
durchgefuhrt. Da die katalytischen Aktivitaten in Abhangigkeit unterschiedlicher
divalenter lonen abweichen konnen, wie oben fir andere RNA-Molekile
beschrieben, wurden in dieser Arbeit die einzelnen Kkatalytischen Aktivitaten
bestimmt. Dazu erfolgte die Bestimmung der katalytischen Ribozym-Aktivitaten mit
den divalenten lonen Mn%-, Cd**- und Mg**-lonen konzentrationsabhéngig mittels
UV/VIS-Spektroskopie, analog den in den EPR-Messungen eingesetzten divalenten

lonen. Die Ergebnisse werden in Kapitel 3.1 beschrieben.

1.3.4 Die katalytische Tasche und intramolekulare W  echselwirkungen

Die spaltenférmige (,wedge-shaped®) katalytische Tasche wird von der oberen - (G1-
C11 und G2-C10) und der unteren Pseudoknoten-Minihelix (A3-U20 und G4-C19) als
.Dach” und ,Boden” begrenzt. Experimentell wurden fir A3-U20 als Basenpaar des
,Bodens* paarweise komplementéare Substitutionen toleriert.®® Fast vollstandiger
Aktivitatsverlust der Modifikation C11isoC'® mit 0.3% Aktivitit und partielle
Wiederherstellungs-Experimente  (,rescue®) der Pseudoknoten-Minihelix durch
G1lisoG—C11lisoC mit 3.1% Wildtyp-Aktivitdt untermauerten das Bestehen der G1-

C11 Interaktion auch in wassriger L6ésung.®?

Die Verbindung von ,Dach* und
-Ruckgrat”, als ,Aufhdngung” bezeichnet, wird gemafR der Kristallstruktur durch eine
einzige Wasserstoff-Bricken-Bindung zwischen dem exocyclischen 4-NH, des C10
und dem Carbonyl-Sauerstoff 2-O des U17 gebildet, siche Abb. 10 (A).*" 2 Die
wichtige Funktion dieser Interaktionen verdeutlichten Ergebnisse von Substitutions-
Experimenten worin G2-C10 durch G2isoG—C10isoC ersetzt wurde. Die Interaktion
zu U17 war somit zerstort und fuhrte zu fast volligem Aktivitatsverlust mit nur 0.3%
Wildtyp-Aktivitat im Vergleich zu den Einzelmutationen von G2isoG von 8% - und

C10isoC zu 0.8% Wildtyp-Aktivitat.©®?

*" Die EPR-Messungen wurden in der Gruppe von Prof. Dr. Schiemann an der Johann Wolfgang

Goethe Universitat Frankfurt am Main durchgefihrt
iso: iso-Nukleotide liegen mit invertierten Seitengruppen der C1 und C4-Position im Vergleich zu
ihrem korrespondierenden Nukleotid vor.®”

15
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(A)

Wasserstoff-Briicken-Bindung C10 - U17

Abb. 10: (A): Interaktionen zwischen U17-C10-G2 . Die Wasserstoff-Briicken-Bindung
zwischen 4-NH , des C10 und dem Carbonyl-Sauerstoff 2-O des U17 bi Idet die Verbindung von
.Dach" (G1-C11 und G2-C10) und ,Rickgrat‘ (graue Sp  héaren). (B): Katalytische Tasche mit
Standard-Watson-Crick-Basenpaarungen und dem revers  en Hoogsteen-Basenpaar (schwarz),
Wasserstoff-Briicken-Bindungen (blau) und postuliert en Interaktionen ohne experimentellen
Nachweis (rot).

Weiterhin konnte auch fur die Eliminierung dieser Interaktion mittels Substitution von
Ul7 durch isoCl7 in atomaren Mutationsstudien voélliger Aktivitatsverlust
nachgewiesen werden.®? Diese experimentellen Ergebnisse deuten auf die hohe
Bedeutung dieser einen Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen C10 und U17 auf
die katalytische Aktivitat des Ribozyms hin. Die Bedeutung dieser Interaktion auf die
strukturellen Eigenschaften des Diels-Alderase-Ribozyms inklusive der Fahigkeit der
strukturellen Stabilisierung mit Mg®*-lonen und Diels-Alder-Produkt wurden in dieser
Arbeit experimentell mit der Methode des chemischen Probings mit Blei-lonen
untersucht. Mit der Methode des chemischen Probings wird generelle Zuganglichkeit
der Phosphodiester-Bindungen und spezifische Metall-lonen-Koordinationen

detektiert, zu detaillierten Erklarungen siehe Abschnitt 1.4.8%

Die Begrenzung der Tasche zu dem Stacking-Bereich von Helix 1l und Il wird durch
das reverse Hoogsteen-Basenpaar U8-A18 als ,Rickwand” gebildet, siehe
Abb. 10 (B). Das ungepaarte G9 ist zwischen U8 und U17 geschichtet und bildet mit
seinem 2’-OH zu 3-NH von U17 eine Wasserstoff-Briicken-Bindung an der ,Bulge*-
Uberkreuzung, siehe Abb. 10 (B). Insgesamt wird die katalytische Tasche somit tiber
ein komplexes Wasserstoff-Briicken-Netzwerk aus acht Nukleotiden gebildet, die in

ihrer Form typischen Aktivitatszentren von Enzymen ahnelt.%
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1.3.5 Interaktionen der katalytischen Tasche mit Di  els-Alder-Produkt

Alle acht Nukleotide, die das Wasserstoff-Briicken-Netzwerk der katalytischen
Tasche bilden, haben direkten Kontakt zum Diels-Alder-Produkt. Aus Substitutions-
Experimenten der beiden Watson-Crick-Basenpaarungen G2-C10 und A3-U20©? 62
wurde die Funktion des unteren Basenpaares als Stapel-Interaktionen mit dem Dien

abgeleitet, wahrend das obere Basenpaar mit beiden Substraten interagiert.

Zwischen dem Ribozym und der Maleimid-Gruppe des Diels-Alder-Produkts wurden
drei Wasserstoff-Bricken-Bindungen aus der Kiristallstruktur abgeleitet, siehe
Abb. 11.

Wasserstoff-Briicken-Bindungen

A3

Diels-Alder-Produkt

Abb. 11:  Wasserstoff-Briicken-Bindungen (aus der Kri stallstruktur % abgeleitet) zwischen

RNA und Diels-Alder-Produkt, in gestrichelten Linie n dargestellt: 2-NH ,-Gruppe von G9 und
2'0OH von U17 mit dem Carbonyl-Sauerstoff der Maleim  id-Gruppe des Diels-Alder-Produkts und
die 6-NH,-Gruppe des A3 mit erstem Ethersauerstoff des Polye  thylenglykol-Linkers des Diels-
Alder-Produkts.

Einer der Carbonyl-Sauerstoffe der Maleimid-Gruppe bildet zwei Wasserstoff-
Brucken-Bindungen und zwar mit der exocyclischen 2-NH,-Gruppe des G9 und der
2’-OH-Gruppe des U17. Da die Kristallstruktur nur die Zustdnde mit und ohne Diels-
Alder-Produkt im Kiristall, aber nicht mit Substraten und nicht als natives Diels-
Alderase-Ribozym in Losung abbildet, wurden die Interaktionen experimentell mittels
atomarer Mutagenese auf ihre katalytische Aktivitat untersucht. Im Rahmen
kombinatorischer atomarer Mutagenese-Studien mit NAIM™® ©? konnte mit der
Deletion der 2-NH,-Gruppe von G9 durch Inosin-Substitution eine

Aktivitatsminderung auf 13% Wildtyp-Aktivitat gezeigt werden.

® NAIM aus ,Nucleotide Analog Interference Mapping“. Thio-Nukleosidtriphosphat-Analoga mit

modifizierten Nukleosiden werden statistisch eingebaut, um die Auswirkung atomarer Mutagenese
simultan im gesamten Molekl zu untersuchen.
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Eine partielle Wiederherstellung durch Substitution mit 2-Aminopurin und Purin zeigte
in der semi-quantitativen Aktivitatsbestimmung als Einpunktbestimmung 80%
Wildtyp-Aktivitat fur 2-Aminopurin und 60% fir Purin.®® Quantitative, systematische
Bestimmungen mit Einzel- und Doppelmutanten fir G9 und U17 wurden in dieser
Arbeit durchgefuhrt. Eine weitere Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen der 6-NH,-
Gruppe des A3 mit dem ersten Ethersauerstoff des Polyethylenglykol-Linkers des

Diels-Alder-Produkts wurde experimentell als nicht essentiell identifiziert.©% 9399

Als Substrate werden das Dien in Form eines Anthracen-Grundgerists und das
Dienophil als N-alkyliertes Maleimid mit unsubstituierter Doppelbindung erkannt. Die
hydrophobe Seitenkette leistet den Hauptbeitrag der Bindung des Dienophils in der
katalytischen Tasche. An der Anthracen-Komponente werden Seitenketten an den
Positionen 1, 4, 5, 8, 9 und 10 toleriert, wahrend Substitutionen an den Seiten an 2,
3, 6 und 7 aus sterischen Grinden eine Aktivitats-Hemmung aufwiesen, dargestellt in
Abb. 6.°¥ Ein Polyethylenglykol-Linker an Position 9 des Anthracens erhoht die
Wasserloslichkeit. Als Standardsubstrate des Diels-Alderase-Ribozyms werden
deshalb (9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol (AHEG) und N-Pentylmaleimid
(NPM) eingesetzt, siehe Abb. 12.

|
o 49mer Diels-Alderase- O</N\]':

O e T
oo 0

16 17 18

Abb. 12: Katalysierte  Reaktion des 49mer Diels-Alde rase-Ribozyms  zwischen
(9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol (AHEG) (16) und N-Pentylmaleimid (NPM) (17) als
Maleimid-Derivat zu Diels-Alder-Produkt (18).

Fur das Ribozym mit linker-gebundenem Anthracen wurde je nach Linker-L&nge ein

«l7_

Eintritt in die katalytische Tasche durch die ,Vorder oder Hintertlr®

nachgewiesen.®%

7 Vorder“-, ,Hintertir: neben der Offnung der katalytischen Tasche firr den Substratein- und

Produktaustritt durch die ,Vordertiir‘, wurde eine kleinere Offnung auf der ,Riickseite” des
Ribozyms experimentell als weitere mogliche Eintritts6ffnung identifiziert und als ,Hintertir"
bezeichnet.
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Die Katalyse weist eine starke Produkt-Inhibition des Ribozyms auf, wobei die
Inhibitionskonstanten aufgrund der hohen Enantioselektivitat fur die beiden
Stereoisomere stark unterschiedliche ICso-Werte®® von 11 pM fiir das R,R-Produkt
und 270 uM fir das S,S-Produkt ergaben. Die Entfernung der Pentyl-Kette am
Maleimid fiihrte zur starken Erhéhung des ICso auf 1300 uM.®® Die noch offene
Frage inwiefern die Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen Ribozym und Diels-
Alder-Produkt die hohe  Produkt-Inhibition  verursachen, wurde mittels
Aktivitatsstudien in Abhangigkeit der Diels-Alder-Produkt-Konzentration einer
Ribozym-Mutante mit beiden zerstérten Interaktionen von G9 und U17 zum Produkt
in dieser Arbeit untersucht.

1.4 Strukturelle Untersuchung von RNA durch Probing

Das Prinzip der Untersuchung der strukturellen Eigenschaften von RNA-Molekilen
durch chemische Reagenzien oder Enzyme beruht auf der Sensibilitat von
Nukleotiden und deren Bausteinen gegeniber den eingesetzten Reagenzien und
Enzymen. Je nach Reaktionsweise des Reagenz koénnen Rickschlisse auf die
strukturellen Merkmale der zu untersuchenden RNA gezogen werden. Native
Bedingungen der RNA verringern durch Ausbildung der intakten Tertiarstruktur meist
die Sensibilitat. Umgekehrt wird die Sensibilitat durch Stérung der Tertiarstruktur-
Ausbildung erhoht. Dies kann zum Beispiel durch Verringerung oder vollige
Abwesenheit von erforderlichen lonen, meist in Form divalenter Magnesium-lonen
geschehen. Zur enzymatischen Strukturuntersuchung werden Enzyme mit
Nukleaseaktivitat eingesetzt. RNasen des Typs S1, T1, T2, U2, CL3 und Nuklease
von Neurospora crassa induzieren Spaltung in ungepaarten Regionen. Die RNAse
V1 spaltet helikale Strukturen. Je nach Enzymtyp erfolgt die Spaltung
basenspezifisch, wie fir die RNAse T1, die spezifisch einzelstrdngige Guanosin-
Nukleotide spaltet.®® Chemische Reagenzien geben Auskunft tiber Wasserstoff-
Briucken-Bindungen und Basenstapelungen. Dabei modifizieren Agenzien wie
CMCT® und Kethoxal®® Basen an der Watson-Crick Seite wéhrend
Diethylpyrocarbonat (DEPC) und Dimethylsulfat (DMS) an der Hoogsteen Seite und
Bisulfat am Cytosin modifizieren, siche Abb. 13 (A).®®

18
19
20

ICso: mittlere inhibitorische Konzentration; Abkirzung aus: ,inhibitory concentration”
CMCT: 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat
Kethoxal: B-Ethoxy-a-Ketobutyraldehyd
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Eine weitere Methode ist das Probing mit Hydroxylradikalen aus H,O, oder
Fe(ll)-EDTA, die das RNA-Ruckgrat durch Protonenabstraktion an der Ribose
spalten und somit die Zuganglichkeit des Ruickgrats fir das Reagenz aufklaren.®®
Informationen Uber die Flexibilitat der Nukleotide durch spontane, basenkatalysierte
Spaltung durch Angriff an der 2’-OH-Gruppe unter Bildung eines 2‘,3‘-cyclischen
Phosphats, werden mit der Methode des In-line Probings untersucht, wozu die RNA-
Sequenz bei einem schwach alkalischen pH-Wert Uber viele Stunden inkubiert
wird.®” In-line Probing ist auRerdem eine geeignete Methode zur direkten Struktur-
Analyse, fur die RNA mit fluoreszenten Farbstoffen modifiziert wurde, wie in unserem
Labor gezeigt wurde.®® Eine erst vor kurzem entwickelte Methode ist das SHAPE-
Probing (,Selective 2‘-hydroxyl acylation analyzed by primer extension®) womit die
Flexibilitat der Nukleotide und die Dynamik von RNA untersucht werden. Nukleotide
mit erhohter Flexibilitat werden dabei durch elektrophile Reagenzien am 2'-OH der
Ribose modifiziert, was zu einem Abbruch der reversen Transkription fuhrt und in

automatisierten Sequenzierungen analysiert werden kann.®91%)

Zur ldentifizierung von divalenten lonenbindungsstellen und Einzelstrang-Regionen,
wie Schleifen und Ausbuchtungen oder Regionen mit sterisch hoher Zugéanglichkeit
eignet sich das chemische Probing mit divalenten lonen, insbesondere mit Blei(ll)-
Acetat. Bindungsstellen fur zweiwertige Metall-lonen fiihren zu intensiver Spaltung,
die Einzelstrang-Bereiche zu schwacheren Spaltungen, wobei die Bedingungen so
gewahlt werden, dass pro Molekiil statistisch weniger als eine Spaltung auftritt.®®
Spaltungen in Doppelstrangen treten hierbei weniger haufig auf.®® % 19 pije
Spaltung erfolgt indem das Metall-lon in hydratisierter Form als Bronstedt Base
reagiert und ein Proton der 2'-OH-Gruppe der Ribose abstrahiert, Abb. 13 (B).

(A) (B)
B

B
. ' )
5 Kof 5'\<j
=) [oh
5 0 o)

0 OH--~ OH O=—= St
1 1 =pll //P\
R or Me === 3 — o
- ) @] O

CMCT ) \ [ /
Kethoxal ¢ MG 4. B Het 6. B HE=E8He = B
DEPC Hydroxylradikal
DMS SHAPE
Bisulfat In-line 3 OH 3 OH 3 OH

Abb. 13: (A): Probing: Modifikationsstellen der Pro bing-Methoden an den Nukleobasen und
am Ruckgrat. Adaptiert aus Weeks “°Y. (B): Mechanismus der RNA-Spaltung durch zweiwerti  ge
Metall-lonen (Me), B: Nukleobase. ¥
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Das entstandene 2’-O° greift das Phosphoratom unter Bildung eines penta-
koordinierten Intermediats an, was zur Spaltung der Phosphatgruppe unter Bildung
der Spaltungsprodukte - 2*,3'-cyclischem Phosphat und einer 5-OH-Gruppe - fuhrt,

aufgezeigt in.*%%

Umgekehrt kdonnte das Metall-lon auch als Lewis-Saure Elektronen des 2‘-OH
aufnehmen, was zu einem nukleophilen Angriff des Phosphoratoms und zur Spaltung
fuhren wiirde. Die Reaktivitat ist abhangig vom pKa-Wert** der Metallhydrate. Pb**-
lonen mit einem pKa 7.2 spalten effizienter als lonen mit hherem pKa wie z.B. Mg**-
lonen mit einem pKa von 11.4, das nur bei erhdhter Temperatur als Spaltungsagenz

fungieren kann.®%¥

1.5 Massenspektrometrie

1.5.1 Massenspektrometrie und Elektrospray-lonisier  ung

Das Prinzip der Massenspektrometrie (MS) beruht auf der Generierung von lonen
aus Molekulen, der Trennung der erhaltenen lonen anhand des ,Masse-zu-Ladung*-
Verhéltnisses (m/z) sowie der Detektion Uber beispielsweise einen TOF-

Detektor??.(105-106)

Die Elektrospray-lonisierung (ESI) zeichnet sich durch hohe Sensitivitat, hohe
Préazision und eine sehr sanfte lonisierung fur polare Molekiile bei Atmosphérendruck

aus und hat aufgrund dessen ein groBes Anwendungsgebiet bei Biomolekiilen.%*

1) Fur  die Entwicklung der Elektrospray-lonisierung als chemische
Analysenmethode biologischer Makromolekile wurde John Bennett Fenn 2002 mit
dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet.”* 1°” Generell ist die ESI fur Analyten mit
einem m/z-Verhaltnis von ungefahr 50 - 20000"°® geeignet, die durch Protonierung,
Deprotonierung und Kationen- oder Anionenanlagerung in Lésung in eine ionische
Form dberfuhrt werden. Insbesondere zur Analyse polarer, grof3er, nicht-flichtiger,
ionisierbarer Biomolekile, wie Oligonukleotide und Proteine ist die Elektrospray-

lonisierung eine der am haufigsten eingesetzten lonisierungsmethoden. %9112

L Der pKa-Wert ist der Saureexponent des negativen dekadischen Logarithmus der

Dissoziationskonstante Ka einer Saure

2 TOF: Abkiirzung aus ,Time of flight* Detektor
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Neben grofRen Biomolekilen kénnen auch kleine, polare Molekuile, ionische
Metallkomplexe und andere l6sliche, anorganische Verbindungen analysiert werden,
womit die ESI-Methode ein groBes Anwendungsspektrum aufzeigt.}%® 3118 pije
lonisierung kann im Positivmodus durch Zugabe von Saure oder im Negativmodus
durch Zugabe von Base verbessert werden. Die Erzeugung positiv geladener lonen
zur Bildung von ,Quasimolekiil-lonen“ [M + H]" fihrt abhangig von Eluent- und
Pufferkomponenten zu Addukt-lonen wie [M + Alkalielement]” und [M + NH4]". Vor
allem bei groReren Molekilen tritt auch die Bildung mehrfach geladenen lonen
[M + nH]™ auf. Messungen im negativen Modus filhren zur Detektion von [M — HJ
und bei Anwesenheit von Anionen zu [M + Anion]. Aufgrund ihres Phosphatriickgrats
werden DNA- und RNA-Oligonukleotide vorzugsweise im Negativmodus unter

Bildung mehrfach geladener [M — nH]" gemessen. % 117119

1.5.2 Kopplung mit Hochleistungs-Flissigkeits-Chrom atographie

Um mittels Massenspektrometrie (MS) auch komplexe Substanzgemische
analysieren zu kénnen, wurden Kopplungen mit Trennungsverfahren entwickelt. Eine
weitverbreitete Methode ist die Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie -
Massenspektrometrie  HPLC-MS, in  welcher  Substanzgemische  zuerst
fluissigchromatographisch in die Einzelsubstanzen aufgetrennt und diese dann
massenspektrometrisch analysiert werden.*'® 20 Angewandt wird die Methode zur
Analyse einer Vielzahl von  kleinen* Molekilen, wie fur Biomolekile und
Biomarker®%)  Toxine?”, sowie zum Nachweis psychoaktiver Substanzen®®®,
zudem zur Analyse von Verunreinigungen wie fir Pharmazeutika.“?® Fur die
Molekulgruppe der Proteine hat die LC-MS-Analyse ein etabliertes
Anwendungsgebiet und ermdglicht die Analyse und Diagnose bakterieller human-

letaler Proteintoxine wie fur Bacillus anthracis und Clostridium botulinum. 2%

Oligonukleotide  mit ihrer hohen negativen Ladung werden mittels
lonenpaarreagenzien zur HPLC-Trennung und ESI in der LC-MS analysiert®?® 127,
Moglich ist auch die Analyse modifizierter Oligonukleotide, wie fir NAD-gebundener

RNA nach Nukleaseverdau.*?®

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die ribozym-katalysierte und unkatalysierte Diels-
Alder-Reaktionen mittels LC-MS untersucht werden. Das Augenmerk sollte hierbei
insbesondere darauf gelegt werden Produkte welche auf Nebenreaktionen schlie3en

lassen zu identifizieren.
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Dazu sollte die LC-MS geeignet sein, da sie in hoher Prazision und Sensitivitat
sowohl Ergebnisse Uber die Reinheit von Substanzen sowie Uber Molekile von
Nebenreaktionen erzeugen kann. Die LC-MS ist insbesondere auch fur Molekile, die
nicht UV/VIS-aktiv sind und somit nicht Uber die Standard-HPLC detektiert werden
konnen, eine geeignete Methode. Fur AHEG als Anthracen mit hydrophilem
Hexaethylenglykol-Linker wurde die direkte lonisierbarkeit, ahnlich der fiur die
OH-PAHs beschriebenen, erwartet. Zur Detektion der Edukte und Produkte ohne
Interferenz mit Ribozym-Signalen sollte die Methode zur Detektion der Molekiile der

Diels-Alder-Reaktion allerdings im positiven lonisierungsmodus entwickelt werden.

1.6 Anthracen und Reaktionen mit Sauerstoff

Far Anthracen und dessen Derivate sind Reaktionen mit Sauerstoff in der Literatur
beschrieben. Solche Reaktionsprodukte kdnnten zur in mehreren vorhergehenden
Experimenten®® festgestellten Diskrepanz der AHEG-Abnahme und Diels-Alder-
Produkt-Zunahme der Diels-Alder-Reaktion als Nebenreaktionsprodukte beitragen
und sollten deshalb in dieser Arbeit mittels LC-MS-Analyse untersucht werden.
Interessant sind dabei Reaktionen mit Luftsauerstoff und mogliche Reaktionen durch
UV-Bestrahlung, die durch Tageslicht und im Rahmen von UV/VIS-

spektroskopischen Untersuchungen auftreten kénnten.

Polynukleare aromatische Molekile wie Anthracen werden durch hohe Absorption
von UV-Licht in den angeregten Zustand versetzt und wandeln Sauerstoff aus dem
Triplett- in den Singulett-Zustand um. Wie in Abb. 15 dargestellt, reagieren diese
Singulett-Sauerstoffatome mit dem Anthracen 23 zu Endoperoxid 25. Bestrahlung mit
A > 340 nm fuhrte zur Bildung von Anthrachinon 26, die Bestrahlung von Anthracen-
Dimeren unter Zerstérung der Dimere zur Bildung von Endoperoxiden und
Anthrachinonen. Es wurde gezeigt, dass die Dimerisierung durch Substitutionen an
den Positonen 9 und 10 wie in 9,10-Dimethylanthracen verhindert ist.*?%
Seitengruppen an den Positionen 9 und 10 wie far
1,4-Dimethoxy-9,10-diphenylanthracen 19 verminderten, aber verhinderten die
Endoperoxid-Bildung nicht. Das 1,4-Endoperoxid 20 dieses Molekils zeigte eine
hohe Sensitivitat gegentber Séauren und fihrte durch intramolekulare Umlagerung
zur Bildung von Dioxetan 21 und final zu Aldehydestern 22, wie in Abb. 14.:3%

28 Unpublizierte Daten
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Ph OMe OMe OMe
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Abb. 14: Reaktion von 1,4-Dimethoxy-9,10-diphenylan  thracen (29) Zu dem
korrespondierenden 1,4-Endoperoxid (20) und die sdu  rekatalysierte Umlagerung zum Dioxetan
(21) und final zum Aldehydester (22). %

Reaktionen von Endoperoxiden unter aciden Bedingungen waren fir diese Arbeit
von Interesse, da bei der LC-MS-Analyse im Eluent-System mit Zusatz von

Ameisenséaure zur Verbesserung der lonisierung leicht acide Bedingungen vorlagen.

Aus Anthracen 23, siehe Abb. 15, wurden durch UV-Absorption bei 365 nm mit O,
unter erhdhtem Druck durch photochemische Reaktionen die Hauptprodukte
9,10-Endoperoxid (endo-9,10-Epidioxyanthracen) 25, 9,10-Anthracen-Dimer 24 und
9,10-Anthrachinon 26 gebildet.™®" In mit Sauerstoff angereichertem Wasser
reagierte Anthracen 23 in einer Konzentration von 300 nM durch die Photolyse bei
350 nm zu den priméren Hauptprodukten Endoperoxid 25 und 9,10-Anthrachinon 26.
Die Konzentration von Anthracen entsprach dabei einer um 330-fach verringerten

Konzentration zu in dieser Arbeit eingesetztem 100 uM AHEG.
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Abb. 15: Bildung der Reaktionsprodukte aus Anthrace n (23). Unter UV-Bestrahlung bei
365nm und mit O , entstanden 9,10-Endoperoxid (25); 9,10-Anthracen-D imer (24) und
9,10-Anthrachinon (26). Bestrahlung bei 350 nm in s  auerstoffangereichertem Wasser lieferte
9,10-Endoperoxid (25), 9,10-Anthrachinon (26), 9,10 -Dihydro-9,10-Dihydroxyanthracen (27) und
9-Hydroxyanthron  (29). In  wassriger, entgaster Lésu ng entstand das Dimer
10,10'-Dihydroxy-9,9,10,10'-Tetrahydro-9,9'-Bianth  ryl (30). Thermolyse des Endoperoxid (25
filhrte zur Bildung von (26), (27), Bianthronyl (28) , (29) und (30). Adaptiert aus Sigman et al. *2.
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Als weitere Produkte wurden 9,10-Dihydro-9,10-Dihydroxyanthracen 27 und
9-Hydroxyanthron 29 als Reaktionsprodukte identifiziert. In wassriger, entgaster
Losung fuhrte die Photolyse von Anthracen 23 zur Bildung der Anthracen-Dimere
1,10'-Dihydroxy-9,9°,10,10'-Tetrahydro-9,9‘-Bianthryl 30. Der Vergleich der Photolyse
bei 350 nm in Luft- und entgaster Atmosphdre mit oberflachengebundenem
Anthracen 23 wies in der entgasten Atmosphare als einziges Produkt das
Anthracen-9,10-Dimer 24 auf. Unter Luftatmosphare traten die Photooxidation als
Haupt- und die Photodimerisierung als Nebenreaktion mit dem Hauptprodukt von
Anthracen-9,10-Endoperoxid 25 auf. Fur 25 wurde eine langsame thermale
Umwandlung bei Raumtemperatur in 9,10-Anthrachinon 26,
9,10-Dihydro-9,10-Dihydroxyanthracen 27, Bianthronyl 28, 9-Hydroxyanthron 29 und
10,10'-Dihydroxy-9,9'-10,10‘-Tetrahydro-9,9'-Bianthryl 30 als sekundare Produkte
beschrieben.*®¥ Die letztgenannte Verbindung ist identisch zu dem in Sigman et
al.®*? peschriebenen Produkt durch Photolyse aus Anthracen in wassriger, entgaster
Losung, was die Mdglichkeit der Entstehung dieser Molekile auch aus AHEG in den

Experimenten flr diese Arbeit indizierte.

Das Auftreten der Hydroxylierung an der C9-substituierten Position, wurde fir eine
C9-Benzyl-Substitution beschrieben. Dabei wurde die Oxidationsreaktion der
modifizierten Anthracene 9-Ethyl- und 9-Benzylanthracen 31 mit [Ru(bpy)s]*" in einer
Ldsung aus Acetonitril und H,O Uber einen kationischen Radikalmechanismus unter
Bildung von 10-Ethyl- bzw. 10-Benzyl-10-Hydroxy-9-(10H)-Anthracenon 32
nachgewiesen, siehe Abb. 16.3Y Ubertragen auf das AHEG als Anthracen mit
Hexaethylenglykol-Substition in Position 9 zeigte diese Reaktion die Mdglichkeit der

zusatzlichen Hydroxylierung an dieser Position auf.

CHyPh HO CH,Ph
= LT
o]
31 32

Abb. 16: Reaktion von 9-Benzylanthracen (31) in ein  er Oxidationsreaktion mit [Ru(bpy) 3]3+ zZu

10-Benzyl-10-Hydroxy-9-(10H)-Anthracenon (32). Adap tiert aus Fukuzumi et al. !
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Fragmentation von Endoperoxiden durch Photo- und Th ermolyse

Zur Aufklarung von Nebenreaktionen sind auch Reaktionen von Endoperoxiden in
wassrigen Losungen und photochemische Reaktionen durch UV-Bestrahlung
insbesondere an den Absorptionsmaxima von AHEG bei 254 und 365 nm relevant.
Eine Ubersicht der Reaktionsprodukte gibt Abb.17. Die Ruckreaktion des
Endoperoxid 33 zu Anthracen 34 und molekularem Singulett-Sauerstoff wurde
erstmals durch Thermolyse bei hohen Temperaturen um 100°C auf Festphasen und
spater auch durch Photolyse mittels photochemischer Reaktion eines biradikalischen
Mechanismus beschrieben.***® Es wurde gezeigt, dass wellenlangenabhangig
unterschiedliche Produkte aus Endoperoxiden 33 entstehen. 254 nm fuhrten zur
Cycloreversion, Bestrahlung bei 350 nm erzeugte Produkte durch homolytische O-O-

Spaltung wie Diepoxide 35 und daraus abgeleitete Produkte. 39140

CHO 0
33 O / s
seells g

O 36 37
H OH H OH
H OH o)
38 39

Abb. 17: Reaktionen von Endoperoxiden (33) durch Ph oto- und Thermolyse. Die
Cycloreversions-Reaktion erzeugte Anthracen (34). U  nterschiedliche Bedingungen fiihrten zur
Bildung von  Diepoxid (35), Anthrachinon (36), bicyc lischem  Acetal (37),

9,1(81-1I)3ihydro-9,10-Dihydroxyanthracen (38) und 9-Hyd roxyanthron (39). Adaptiert aus Fidder et
al."™" .
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Endoperoxide aus 9,10-Diphenyl- und 9,10-Dimethyl-9,10-Epidioxyanthracen
reagierten unter reduzierenden Bedingungen zu den korrespondierenden
9,10-Dihydroxyanthracenen 38 und unter ausreichend reduzierenden Eigenschaften
final zu 9-Phenoxy-10-Phenylanthracen.*? Aus Anthracen-9,10-Endoperoxid 33 in
Acetonitril entstand unter Bestrahlung von 240-450 nm das Diepoxid 35 als primares
Hauptphotoprodukt. Anthracen 34 wurde nur durch Bestrahlung von Wellenlangen

kleiner 320 nm in der Cycloreversions-Reaktion gebildet.

Als sekundare Hauptprodukte entstanden Anthrachinon 36 und ein bicyclisches
Acetal 37. Thermolyse bei Raumtemperatur von Anthracen-9,10-Endoperoxid 33
fuhrte im Zeitraum von 1-2 Wochen nur zur Bildung von Anthrachinon 36. Die
Bildung von Anthrachinon aus Diepoxid 35 und Endoperoxid 33 als sekundares
Minorprodukt erfolgte durch Bestrahlung bei 360 nm. Das Diepoxid isomerisierte bei
A <310 nm zu bicyclischem Acetal 37. Die Bestrahlung von Endoperoxid in hoher
Konzentration von 5 mM bei 350 und 360 nm fuhrte zur Bildung weiterer Produkte
wie 9,10-Dihydroxy-9,10-Dihydroxyanthracen 38 und 9-Hydroxyanthron 39.%4%
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2. Zielsetzung

Eine Aufgabe dieser Arbeit besteht in der Aufklarung der Bedeutung von
Wasserstoff-Bricken-Bindungen (H-Bricke) innerhalb der katalytischen Tasche des
Diels-Alderase-Ribozyms sowie zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt.
Insbesondere sollen deren Einflisse auf die strukturellen Eigenschaften, die
katalytische Aktivitdt und die hohe Produkt-Inhibition auf das Ribozym im nativen
Zustand in L6sung bestimmt werden. Dazu sollen mittels atomarer Mutagenese
Ribozym-Mutanten ohne diese H-Briicken-Bindungen im Vergleich zum Wildtyp-
Ribozym eingesetzt werden. Die Bedeutung der H-Bricken-Bindung, die die
einzigste Verbindung zwischen ,Dach” und ,Rickgrat® der katalytischen Tasche
bildet, soll auf ihre strukturelle Relevanz mit der Methode des chemischen Probings
mit Blei-lonen untersucht werden. Eine Ribozym-Mutante ohne diese H-Briicke

zeigte in einer friheren Arbeit volligen Verlust der katalytischen Aktivitat.

In Bezug auf die H-Briicken-Bindungen zwischen Ribozym und Diels-Alder-
Produkt von G9 und U17 mit der Maleimid-Komponente des Produkts soll deren
Bedeutung auf die katalytische Aktivitat quantitativ ermittelt werden. Erste halb-
quantitative Bestimmungen einer friheren Arbeit mit Ribozym-Mutanten ohne diese
beiden H-Briicken zeigten verminderte katalytische Aktivitdten. Zur quantitativen
Bestimmung der Kkatalytischen Aktivitditen sollen radioaktiv-markierte Ribozym-
Mutanten ohne eine der zwei H-Briicken oder ohne beide H-Briicken als Einzel- und
Doppelmutanten im Vergleich zum Wildtyp-Ribozym in einem gelelektrophoretischen

Assay untersucht werden.

Fur die beiden H-Bricken zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt wird der
Zusammenhang mit der hohen Produkt-Inhibition des Diels-Alderase-Ribozyms
vermutet. Bisher wurde diese nur fur das Wildtyp-Ribozym nachgewiesen und
bestimmt. Der Einflul3 dieser beiden H-Briicken auf die Produkt-Inhibition des
Ribozyms soll mit einer Ribozym-Mutante ohne beide H-Bricken im Vergleich zum
Wildtyp-Ribozym quantitativ mittels einem UV/VIS-spektroskopischen Assay ermittelt

werden.
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Die katalytische Aktivitat des Ribozyms in Abh&ngigkeit von Mg?*-, Mn?*- und
Cd?**-lonen soll mit einem UV/VIS-spektroskopischen Assay quantifiziert werden.
Diese Ergebnisse sollen Studien zum Bindungsverhalten dieser lonen mit dem
Ribozym, die von der Gruppe von Prof. Dr. Olav Schiemann an der Goethe-
Universitat in Frankfurt am Main durchgefuhrt werden, erganzen. Somit soll der
Zusammenhang der Bindungsaffinitat der lonen und der katalytischen Aktivitat

aufgeklart werden.

Eine weitere Aufgabe besteht in der Untersuchung der Diels-Alder-Reaktion auf
Nebenreaktionen. In friheren Arbeiten wurden qualitative Hinweise auf
Nebenreaktionen des Anthracen-Substrats gefunden, indem das Anthracen-Edukt
eine starkere Abnahme im Vergleich zur Zunahme des Diels-Alder-Produkts zeigte.
Bisher konnten allerdings keine Nebenreaktionsprodukte identifiziert werden. In
dieser Arbeit sollen die Abnahme des Anthracen-Edukts und die Zunahme des Diels-
Alder-Produkts mittels HPLC-Analyse quantifiziert und die ribozym-katalysierte
Reaktion von der Hintergrundreaktion differenziert werden. Bei einer quantifizierten
Diskrepanz der Edukt-Abnahme und Produkt-Zunahme sollen
Nebenreaktionsprodukte mittels HPLC oder LC-MS-Analyse identifiziert und somit

Nebenreaktionen aufgeklart werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Ribozym-Aktivitat in Abh&ngigkeit divalenter lo nen

Das Diels-Alderase-Ribozym benétigt zur hohen katalytischen Aktivitdt mono- und
divalente lonen.®” Im Standard-Assay werden 300 mM Na*- und 80 mM Mg**-lonen,
entsprechend ungefahr 43000 und 11500 Agquivalenten an lonen zu RNA, zum
Erreichen der maximalen katalytischen Aktivitdt eingesetzt. Um die Bindungsstellen
divalenter lonen nicht nur in der statischen Kristallstruktur des Ribozyms, sondern
auch im katalytisch-aktiven Ribozym in Losung aufklaren zu kénnen, wurden in einer
Kooperation®® Messungen mittels Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (EPR)
durchgefuhrt. In der EPR-Spektroskopie werden Elektronenspins angeregt, womit die
Bindungsstellen paramagnetischer lonen in Proteinen und Oligonukleotiden in
Losung bestimmt werden konnen.®8% 8. 142 7+ gypstitution von diamagnetischen
und daher in der EPR ,unsichtbaren“ Mg?*-lonen wurden Mn**-lonen eingesetzt. Der
Zusatz von ebenfalls diamagnetischen Cd?**-lonen mit hoherer Affinitat zu RNA als
Mn®*-lonen erfolgte zur spektroskopischen Charakterisierung jeder einzelnen Metall-
lonen-Bindungsstelle der verbliebenen gebunden Mn?*-lonen.**® In friheren
Aktivitatsstudien des Diels-Alderase-Ribozyms mit einfachem Reaktionsumsatz trat
in Anwesenheit von Mn?*-lonen keine Anderung der katalytischen Aktivitat auf.®” Die
Relevanz der divalenten lonen fur die katalytische Aktivitdt des Diels-Alderase-
Ribozyms als Einstrang 49mer mit multiplem Reaktionsumsatz in Abhangigkeit der
drei divalenten lonen und ihrer Konzentrationen wurde in dieser Arbeit mittels
UV/VIS-spektroskopischem Aktivitatsassay untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse
Uber die lonen-Bindung und die katalytische Aktivitdt wurden zur Aufklarung ihrer

Bedeutung in Bezug zueinander gesetzt.

** Die EPR-Messungen wurden in der Gruppe von Prof. Dr. Schiemann an der Johann Wolfgang

Goethe Universitat Frankfurt am Main durchgefihrt
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3.1.1 Quantifizierung der Ribozym-Aktivitaten

Die Ribozym-Aktivitit in Abhangigkeit der divalenten lonen Magnesium Mg?*-,
Mangan Mn?*- und Cadmium Cd?*-lonen wurden als Reaktionen mit multiplem
Reaktionsumsatz mit (9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol (AHEG) 16 als Dien
und N-Pentylmaleimid (NPM) 17 als Dienophil zum Diels-Alder-Produkt 18
durchgefuhrt. Die Reaktion zeigt schematisch Abb. 12.

Bestimmt wurde die Abnahme der AHEG-Konzentration photometrisch bei 365 nm
innerhalb der linearen Absorptionsabnahme. Aus den ersten 5% Reaktionsumsatz
wurde die Geschwindigkeitskonstante k [M™* s™] der Reaktion zweiter Ordnung aus
Doppelbestimmungen ermittelt. Die Ubersicht der Geschwindigkeitskonstanten in
Abhangigkeit der drei divalenten lonen und lonen-Kombinationen stellt Abb. 18 dar.
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Abb. 18: Ubersicht der photometrischen  Aktivitatsbe stimmung als Auftragung der
Geschwindigkeitskonstante  k [M™ s™] in Abhangigkeit divalenter lonen von 0-80 mM mit ~ Mg®'-
(schwarz), Mn ?*- (blau) und Cd **-lonen (orange) aus Doppelbestimmungen mit beiden
ermittelten aufgetragenen Werten, Gemische aus 35, 42 und 49 uM Cd** + 4000 pM Mg**
(magenta), 35, 42 und 49 uM Cd ** + 400 pM Mn?** (gruin). Der sigmoidale Kurvenfit (rote Linie)
wurde fur die Mg **- und Mn **-Bestimmungen erstellt und daraus Ky [uM] ermittelt. Publiziert

in43),
In Abhé&ngigkeit der Mg*- und Mn?*-lonen wurde jeweils aus dem sigmoidalen
Kurvenverlauf fur k [M* s™] fiir jedes lon dessen Konzentration der halbmaximalen

Reaktionsgeschwindigkeit, Ky [UM]*® berechnet.

® Ku: Michaelis-Konstante als Angabe der Substratkonzentration bei halbmaximaler

Reaktionsgeschwindigkeit
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Kw [UM] wurde in Kisseleva et al.**® als Ky, [uM] bezeichnet.

Fur Mg**-lonen wurde Ky zu 150 uM ermittelt, korrespondierend zu 21 Mg**-lonen
pro RNA-Molekiil. Mn**-lonen reduzierten die Ribozym-Aktivitat um die Halfte und
fiihrten zur Erhéhung von Ky auf 200 uM, 29 Mn?*-lonen pro Ribozym entsprechend.
Cd?**-lonen als alleinige eingesetzte divalente lonen filhrten zur Inaktivierung des
Diels-Alderase-Ribozyms. 5, 6 und 7 Aquivalente Cd**-lonen (entsprechend den
Konzentrationen von 35, 42 und 49 uM) in Kombination mit 571 Aquivalenten Mg**-
lonen oder 57 Aquivalenten Mn?*-lonen filhrten nur zu einer minimalen

Aktivitatsminderung des Diels-Alderase-Ribozyms.

Die Ergebnisse der Verminderung der Ribozym-Aktivitdt um die Héalfte in Folge der
Substitution von Mg®*- durch Mn?*-lonen und der Aktivitatsverlust durch Cd**-lonen
indizierten, dass eine Bindung von lonen mit hoher Affinitat nicht alleine fur die
katalytische Aktivitat ausreichend ist, sondern weitere Interaktionen zwischen RNA
und Metall-lonen erforderlich sind. Die nur minimal verringerte katalytische Aktivitét in
den Gemischen von Cd**-lonen + Mg?-lonen und Cd*-lonen + Mn?*-lonen
bestatigten, dass die Verwendung von Cd**-lonen in Kombination mit anderen
divalenten lonen nicht zu katalytisch inaktiven Ribozym-Strukturen fuhrte. Folglich
konnten Cd**-lonen in den EPR-Experimenten zur Bestimmung von Metall-lonen-
Bindungsstellen in der intakten Ribozym-Struktur eingesetzt werden und
ermdglichten somit die Methode zur Bestimmung multipler Metall-lonen-RNA-

Interaktionen.®*® Die Ergebnisse wurden in®*®) publiziert.

3.1.2 Korrelation der divalenten lonenbindungsstell en mit

kristallographischen Daten

Die EPR-Messungen des Diels-Alderase-Ribozyms mit paramagnetischen Mn*'-
lonen als Ersatz von Mg**-lonen ergab fiinf Bindungsstellen divalenter lonen von
hoher Affinitat zum Ribozym mit einer Dissoziationskonstante von Kq < 0.6 £ 0.2 uM,
geordnet nach den Positionen anhand der Affinitat von 1 > 2 13 > 4 > 5. Diese flunf
Bindungsstellen sollten den funf Bindungsstellen, die fir das Ribozym in Losung aus
den acht in der Kristallstruktur identifizierten Mg**-lonen-Bindungsstellen abgeleitet
wurden, entsprechen, siehe Abb. 19. Von den drei anderen wurden die beiden Mg**-
lonen Nr.7 und 8 intermolekularen Wechselwirkungen im Kristallgitter und das Mg?*-
lon Nr.4 als unspezifisch in Helix 1l gebunden zugeordnet und sollten somit fur die

Tertiarstruktur in Losung keine Relevanz besitzen.®
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Mg”-lon Nr.3

Mg*-lon Nr.7

Mg*-lon Nr.6

Mg*-lon Nr.1 /’

Mg*-lon Nr.4

Mg*-lon Nr.8

Abb. 19:  Tertiarstruktur des Diels-Alderase-Ribozym s aus der Kristallstruktur mit den Mg >

lonen Nr.1 — Nr.8 als Spharen mit koordinierten Was  sermolekilen dargestellt. Adaptiert aus

Kisseleva et al.™*?,

Cd?**-lonen sind in der EPR-Methode unsichtbar. Aufgrund ihrer im Vergleich zu
Mn®**-lonen festgestellten hoheren Affinitit zum Ribozym konnten sie zur
Charakterisierung der einzelnen Bindungsstellen eingesetzt werden, indem sie
Bindungsstellen hoherer Affinitat einzeln durch Titration besetzten. Bindungsstellen
geringerer Affinitat konnten anschlieRend mit Mn?*-lonen im Uberschuss besetzt

werden.

Die Ergebnisse der Substitutions-Experimente mit Cd**- und Mn?*-lonen lieBen auf
ein Dimer, gebildet aus dem ersten und dem vierten gebundenen lon mit einem
Abstand von ungefahr 6 A schlieBen. Das Mn?*-Dimer wurde den beiden Mg®*-lonen
Nr.1 und 2 der Kristallstruktur zugeordnet, die beide ,innersphere” in direkter
Interaktion mit Phosphatsauerstoff koordiniert, mit einem Abstand von nur 7.4 A in

der Kristallstruktur identifiziert wurden. 9

Durch die EPR-Messungen konnten die Bindungsstellen eins, zwei und drei als
direkte Interaktionen der Metall-lonen mit der RNA als ,innersphere* koordiniert und
vier und funf als ,outersphere” durch die H,O-Liganden koordiniert mit der RNA
identifiziert werden.®*® In der Kristallstruktur wurden die beiden Mg?*-lonen Nr.1 und
2 als ,innersphere” koordiniert, die lonen Nr.3, 5 und 6 als ,outersphere” koordiniert,

bestimmt.©V
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Im Vergleich der EPR-Messungen und der Kristallstruktur missen die Verwendung
von Mn%-lonen beziehungsweise Mg?**-lonen und deren geringe Unterschiede der
Eigenschaften beachtet werden, was zu Diskrepanzen durch die nachfolgend
beschriebenen Effekte fiilhren kann. Fir Mn?*-lonen wurde das Auftreten der
Verschiebung der lonen innerhalb der Bindungsstelle beschrieben**®) was die
Zuordnung der lonen und Bindungsart erschwert. Zusatzlich liegt in der Auflosung
der Kristallstruktur von 3.0 A eine gewisse Ungenauigkeit vor. Aufgrund dieser
Faktoren ist das Auftreten der Diskrepanz in der Anzahl von ,innersphere* und
Loutersphere” koordinierten divalenten Metall-lonen der EPR- und

Kristallstrukturergebnisse erklarbar.®*®

3.1.3 Korrelation der katalytischen Aktivitaten mit den lonenbindungsstellen

Die aus den Aktivitatsbestimmungen ermittelten lonen-Konzentrationen zu Ky [UM]
von 150 pM fiir Mg®*-lonen und 200 uM fiir Mn**-lonen, 21 und 29 lonen pro Molekill
entsprechend, zeigten, dass die Besetzung der funf divalenten lonenbindungsstellen
hoher Affinitat zum Erreichen der vollen katalytischen Aktivitat nicht ausreichend ist.
Weitere Interaktionen zwischen divalenten lonen und dem Ribozym sind zur
maximalen katalytischen Aktivitat erforderlich. Mn®*-lonen wiesen im Vergleich zu
Mg**-lonen neben der Erhdhung von Ky [uM], auch die deutliche Verminderung der

maximalen Geschwindigkeitskonstante k [M™* s™] auf.

Eine hohere Mn%*-lonen-Konzentration kann somit die Mg?*-lonen zum Erreichen der
vollen maximalen Geschwindigkeitskonstante nicht substituieren. Cd**-lonen als
alleinige divalente lonen fihrten nicht zur katalytischen Aktivitdt des Ribozyms,
verminderten in Addition zu Mg?*- und Mn?*-lonen die katalytische Aktivitat allerdings
nur geringfiigig. Daraus wurde gefolgert, dass Cd**-lonen somit nicht zur Bildung

einer katalytisch inaktiven Ribozym-Struktur flhrten.

Alleine die hochaffine lonen-Bindung, mit héchster Affinitat fir Cd**-lonen gegentiber
Mn?*- und Mg®*-lonen, kann auch in hohen lonen-Konzentrationen bis 80 mM folglich

nicht die katalytischen Aktivitat erzeugen.
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Die im Diels-Alderase-Ribozym ermittelten verschiedenen Affinitaten
unterschiedlicher divalenter lonen sind Ubereinstimmend mit in der Literatur
beschriebenen unterschiedlichen Stabilitdten von Nukleotiden und Ribozymen: Fur
Mono- und Dinukleotide wurde eine Stabilitatserhdhung von Mg?*- < Mn?*- < Cd**-
lonen beschrieben™, analog zu der Williams-Irving-Reihe tiber die Stabilitdten von
Ubergangsmetallkomplexen*” und der héheren Stabilitat mit Metall-lonen hoherer
Elektronenaffinitat.**® Das analoge Verhalten der Stabilititen wurde fiir RNA mit
Cd?*-lonen mit hoher Affinitat zu Stickstoff und als selektiver Substituent von Mg?*-
lonen erklart.™® Uber das Tetrahymena Ribozym wurde die Stabilitatserhdhung der
gefalteten Ribozym-Struktur mit der Zunahme der Ladungsdichte des Kations
publiziert, womit die RNA-Stabilitat auf einer Kombination der Ladung der Kationen
und der ,Packungsdichte’ der Kationen beruhte und kleinere Metall-lonen héherer

Ladungsdichte favorisierter mit der RNA interagierten.®

Die Ergebnisse des katalytisch inaktiven Diels-Alderase-Ribozyms mit Cd**-lonen
verdeutlichen, dass zur katalytischen Aktivitdt nicht nur die in der Literatur
beschriebenen hohen Affinititen und Stabilitdten entscheidend sind. Im Diels-

Alderase-Ribozym basiert die katalytische Aktivitat somit auf anderen Faktoren.

Die Bindung von bis zu 7 Aquivalenten Cd**-lonen an die Bindungsstellen héchster
Aktivitat und der Zusatz von Mg®- oder Mn?-lonen mit nur geringer
Aktivitatsminderung indizierte die fundamental wichtige Funktion weiterer divalenter
lonen zusatzlich zu den hochaffinen Bindungsstellen fir die katalytische
Ribozymfunktion mit anderen relevanten Eigenschaften als der Bindungsaffinitat.
Moglicherweise sind hier die im HSAB?*-Konzept beschriebenen Eigenschaften von
lonen und deren Einordnung in harte und weiche Sauren und Basen mit
unterschiedlichen Eigenschaften entscheidend. Laut dem HSAB-Prinzip, das eine
Einordnung von Atomen, lonen und Molekilen nach den in Tab. 1 aufgefiihrten
charakteristischen Kriterien vornimmt, werden Na'- und Mg**-lonen den harten
Lewis-Sauren zugeordnet, Mn?*-lonen dem Ubergangsbereich der harten Lewis-

Sauren und Cd?*-lonen den weichen Lewis-Sauren.

?® HSAB: Prinzip der harten und weichen Sauren und Basen, Abkiirzung aus ,The principle of Hard

and Soft Acids and Bases"
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Tab. 1: Ubersicht der HSAB-Zuordnung qualitativer E  igenschaften mit Einteilung der
Eigenschaften in Bezug zueinander.

Sauren Basen
Hart Weich Hart Weich
Elektronen Akzeptor Akzeptor Donator Donator
Radius klein grof3 klein grol3
Ladung positiv, hoch | positiv, niedrig | negativ, hoch | negativ, niedrig
Elektronegativitat hoch niedrig hoch niedrig
Polarisierbarkeit niedrig hoch niedrig hoch

Losungmittel konnen ebenfalls in die HSAB-Klassifizierung eingeordnet werden,
wobei harte Losungsmittel harte Sauren und harte Basen l6sen und weiche
Losungsmittel weiche Sauren und weiche Basen lésen. H,O wird den sehr harten
Basen zugeordnet.**9*°? Harte Sauren bilden mit harten Basen bevorzugt ionische

Bindungen, weiche Saure und weiche Basen kovalente Bindungen.

Die lonenradien der divalenten lonen in [A] betragen fiir Mg®*-lonen: 0.86 A, Mn%*-
lonen: 0.81 A, Cd*-lonen: 1.09A und Na'-lonen: 1.16 A jeweils in der
Koordinationszahl sechs.*®® Hydratisiert liegen die lonen als Hexahydrate
koordiniert in oktahedraler Symmetrie fiir die divalenten lonen als [M(H,0)g]** mit M
fir Mg®*, Mn?* und Cd?* und fiir monovalente Na*-lonen als [Na(H,0)g]* vor.*>®

Die in den beiden Mg®*- und Mn?*-lonen vorliegenden héheren Elektronegativitaten
und kleineren lonenradien im Vergleich zu Cd**-lonen koénnten fiir die Koordination
der divalenten lonen und fir die Ausbildung der katalytisch aktiven Ribozym-Struktur
entscheidend sein. Einen weiteren wichtigen Einfluss kénnten Unterschiede in der

Hydratisierung der divalenten lonen haben.

Die Interaktionen der kleineren divalenten lonen (Mg?*-lonen und Mn**-lonen)
wirden, unter Beriicksichtigung der Zuordnung der HSAB-Einordnung, fir Mg*-
lonen zu einer héheren RNA-Stabilitat filhren als fiur Mn?- und Cd**-lonen. Dies
wirde mit den ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der drei divalenten lonen des
Diels-Alderase-Ribozyms Ubereinstimmen. In Bezug auf die Ergebnisse der
Aktivitatsbestimmungen mit Cd®*-lonen in Kombination mit Mg?*-lonen oder Mn*-
lonen konnten die finf hochaffinen Bindungsstellen der divalenten lonen mit Cd**-

lonen besetzt sein.
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Zwei weitere Cd**-lonen wiirden noch in Wechselwirkungen mit dem Ribozym treten
und die Mg?- oder Mn*-lonen kénnten die weiteren relevanten Funktionen zur
finalen katalytischen Ribozym-Aktivitat erfiillen. Cd**-lonen kénnen aufgrund ihrer
weicheren Eigenschaften maoglicherweise nicht zur vollstdndigen Faltung des
Ribozyms beitragen. Abhangig von der Konzentration wurden Mg**-lonen fiir das
Diels-Alderase-Ribozym als Hauptfaktor der Dynamik und der unterschiedlichen
Faltungszustdande von ungefaltetem, intermediarem und gefaltetem Zustand

bestimmt. 567,

Eine weitere wichtige Funktion konnte in der Stabilisierung der aktiven, getffneten
Konformation der katalytischen Tasche mit 24 erforderlichen Aquivalenten an Mg**-
lonen simuliert werden.®®® Diese 24 Aquivalente entsprechen in Bezug zu den hier
ermittelten katalytischen Aktivitaten ungefahr den 21 Aquivalenten zum Erreichen der
halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit Ky. Zur vollen katalytischen Aktivitat des
Diels-Alderase-Ribozyms sind somit neben den finf divalenten lonenbindungsstellen
hoher Affinitat und den insgesamt 24 divalenten lonen zur Stabilisierung der aktiven
Konformation der katalytischen Tasche noch weitere divalente lonen erforderlich. Die
konzentrationsabhéngige Funktion der Mg?*-lonen fiir die vollstandige Ausbildung
der katalytisch-aktiven Diels-Alderase-Ribozym-Struktur wird im Kontext des

Wasserstoff-Bricken-Netzwerks in Kapitel 3.4-3.5 diskutiert.
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3.2 Quantifizierung der Diels-Alder-Reaktionen mitt  els HPLC

Zur gleichzeitigen Quantifizierung der AHEG-Abnahme und der Produkt-Zunahme
der ribozym-katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktionen ist die Analyse
mittels  Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie  (HPLC) eine geeignete
Methode.®® Die gleichzeitige Analyse von Edukten und Produkten erméglichte die
genaue Analyse der Reaktionen, im Gegensatz zur in Kapitel 3.1 beschriebenen
UV/VIS-spektroskopischen Methode, in der nur die Messung der AHEG-Abnahme
maoglich war. Frihere Arbeiten ergaben Hinweise Uber eine geringere Zunahme an
Diels-Alder-Produkt im Vergleich zur AHEG-Abnahme, was zur Vermutung von
parallel ablaufenden Nebenreaktionen der Diels-Alder-Reaktionen fiihrte.?” Zur
Aufklarung  moglicher  Einflussfaktoren  durchgefiihrte  Experimente  Uber
Sauerstoffmolekiile und deren Entfernung durch Entgasen und Einsatz von
Molekiilen als Sauerstoff-Fanger ergaben jedoch keine eindeutigen Ergebnisse.?®
Gelelektrophoretische Aktivitdts-Assays mit einfachem Reaktionsumsatz fiihrten zu
Plateaus der Diels-Alder-Produkt-Bildung, die teilweise deutlich unterhalb des
Reaktionsumsatzes von 100% lagen.®® Untersuchungen zu kovalenten
Modifikationen ergaben keine Hinweise auf kovalente, stabile
Nebenreaktionsprodukte - sichtbar waren allerdings schwache, unreaktive
Nebenbanden des 11mer mit linkergebundenem AHEG®? Im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte und in  Abschnitt 3.6  beschriebene  gelelektrophoretische
Aktivitatsbestimmungen zeigten ebenfalls das Auftreten unreaktiver 11mer-AHEG
Nebenbanden. Der Zusatz von Trolox?® als Sauerstoff-Fanger®™® und das Entgasen
der wassrigen Losungen zeigte keine Anderung in den Reaktionen und wurde nicht

weiter verfolgt.

In dieser Arbeit wurde die Quantifizierung der Diels-Alder-Reaktionen mittels HPLC
zur Bestimmung der Diskrepanz aus AHEG-Abnahme und Diels-Alder-Produkt-
Zunahme durchgefuhrt. Die katalysierte Diels-Alder-Reaktion des einstrangigen
49mer Diels-Alderase-Ribozyms erfolgte als Reaktion mit multiplem Umsatz der
Substrate AHEG (9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol und NPM

(N-Pentylmaleimid) im Vergleich zur unkatalysierten Hintergrundreaktion.

Unpublizierte Daten
Unpublizierte Daten
Trolox: 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure
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Die Reaktion wurde nach definierten Reaktionszeiten mit [B-Mercaptoethanol

abgestopptund jeweils analysiert, siehe Abb. 20 (A).
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Abb. 20: HPLC-Analyse der Diels-Alder-Reaktionen. (A): HPLC-Chromatogramm der

katalysierten Diels-Alder-Reaktion nach einer Reakt ionszeit von 3.5 min mit AHEG t = 9.5 min
bei 365 nm (griin) und Diels-Alder-Produkt (DA-Produ  kt) t = 18 min bei 210 nm (blau). Mit einer
Retentionszeit < 7 min eluierten: RNA, lonen, das R eaktionsprodukt aus B-Mercaptoethanol
und NPM und freies B-Mercaptoethanol. (B): Geschwindigkeitskonstante k [M™s™] mit der
ribozym-katalysierten  Reaktion  (Wildtyp, wt) (orang €) und der unkatalysierten
Hintergrundreaktion (blau) mit 100 pM Mg *-lonen und 300 mM Na *-lonen, jeweils als
Geschwindigkeitskonstante der AHEG-Abnahme (Quadrat ) und der Diels-Alder-Produkt-
Zunahme (Dreieck). Die einzelnen Werte wurden als M ittelwerte aus Triplikatmessungen mit
den Standardabweichungen fiir die katalysierte - und aus vier Bestimmungen fir die
unkatalysierte Reaktion dargestellt. Im Vergleich d  azu ist die AHEG-Abnahme des UV/VIS-
spektroskopischen Assays in Abhangigkeit der Mg **_lonen Konzentration (schwarze Sterne),
mit sigmoidalem Kurvenfit (rote Kurve), siehe Kapit el 3.1.1 und Abb. 18 gezeigt. Der Ausschnitt
mit der unkatalysierten Reaktion im grinen Rahmeni st in (C) vergrol3ert dargestellt.
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Die Ergebnisse der katalysierten und unkatalysierten Reaktion als Auftragungen der
Geschwindigkeitskonstante k [M™ s™] gegen die Konzentration an Mg?*-lonen sind in
Abb. 20 (B)+(C) dargestellit.

Die Konzentration der Mg?*-lonen wurde mit 100 uM so gewahlt, dass sie etwa im
Bereich der zuvor in der UV/VIS-spektroskopischen Methode ermittelten
Konzentration der halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit von Ky =150 uM lag.

An Na*-lonen wurde die Standardkonzentration von 300 mM eingesetzt.

Fur die ribozym-katalysierte Reaktion wurde die Geschwindigkeitskonstante
k[Mts?] fur AHEG auf 1.21+0.19[M*s?] und das Diels-Alder-Produkt zu
0.62+0.06[M*s?] als Mitelwert aus Triplikatmessungen mit  der
Standardabweichung + 15% der Mittelwerte entsprechend bestimmt. Folglich ist die
AHEG-Abnahme der katalysierten Reaktion doppelt so hoch wie die Zunahme an
Diels-Alder-Produkt und bestatigte die bisherigen Hinweise auf eine oder mehrere
Nebenreaktionen mit Beteiligung von AHEG. Anhand dieser Ergebnisse missten

ungefahr 50% des AHEG in Nebenreaktionen reagieren.

Die Geschwindigkeitskonstanten der unkatalysierten Hintergrundreaktion wurden aus
vier Messungen zu 0.12+0.11[M*s?] fir die AHEG-Abnahme und auf
0.0237 +0.01 [M™ s] fiir das Diels-Alder-Produkt, mit groRer Standardabweichung
bestimmt, siehe Abb. 20 (C). Aufgrund der hohen Standardabweichung, war die
separate Quantifizierung von AHEG und Diels-Alder-Produkt der unkatalysierten
Reaktion nicht mdglich. Bezogen auf die Mittelwerte als grobe Abschatzung, wére die
AHEG-Abnahme zur Produktbildung der unkatalysierten Reaktion ungefahr 5-fach
erhoht. Dies kénnte auf eine unkatalysierte Nebenreaktion des AHEG hindeuten, die
in der katalysierten Reaktion durch die hohere Produktbildungsrate in gerigerem Mal3
ablaufen sollte. Jedoch lieferte ein Screening der HPLC-Chromatogramme in
Darstellung des kompletten Absorptionsspektrums von 200-700 nm Udber den
gesamten Retentionszeitraum in 3-D-Chromatogrammen keinerlei Hinweise auf
Nebenreaktionen. Eine mdgliche Erklarung konnte die nicht ausreichende Sensitivitat
der HPLC-Analyse sein, oder die nicht ausreichende UV/VIS-Absorption der
Nebenreaktionsprodukte, die deshalb mittels UV/VIS-Detektor nicht hinreichend
detektierbar waren. Als eine sensitivere Methode, die auch UV/VIS-inaktive Molekiile
detektieren kann, wurde eine LC-MS-Methode mit Trennung der Molekile und
anschlieBender hochauflosender massenspektrometrischer Analyse der Diels-Alder-

Reaktion etabliert. Diese wird im nachsten Kapitel beschrieben.
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3.3 Massenspektrometrische Analyse der Diels-Alder-  Reaktionen

Wie im vorherigen Abschnitt in der Analyse mittels HPLC beschrieben, wurde die
Diskrepanz der Edukt-Abnahme und Produkt-Zunahme aus der Quantifizierung der
katalysierten Diels-Alder-Reaktion als Hinweis auf Nebenreaktionen gedeutet. Bisher
konnte allerdings weder eine Differenzierung zwischen Kkatalysierter und
unkatalysierter Reaktion getroffen werden, noch wurden konkrete Hinweise auf die
Entstehung von Nebenreaktionsprodukten erhalten. Zur Aufklarung von in
Nebenreaktionen entstehenden Molekilen auf molekularer Ebene wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Methode der LC-MS als Trenn- und Analysenmethode eingesetzt
und fir die Analyse der katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktionen

optimiert und etabliert.

3.3.1 Edukte und Produkte der Diels-Alder-Reaktione n

Um Nebenreaktionen identifizieren zu kdénnen, war es zunachst erforderlich die
beiden Edukte AHEG ((9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol) und NPM
(N-Pentylmaleimid) sowie das Diels-Alder-Produkt aus AHEG und NPM jeweils als
Einzelkomponenten zu analysieren und die m/z-Signale Molekul-lonen zuzuordnen,
siehe Abb. 21.

6—
6x10°7 AHEG
— NPM
1—— DA-Pr ;els-Alder-Produkt
4x10°- AHEG

NPM-Addukte
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TIC
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2x10 Addukte AHEG-Dimere
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Abb. 21: Intensitat der Totalionenstréme (TIC) der LC-MS-Analyse fir AHEG (1000 pmol,
blau), NPM (20 nmol, griin) und Diels-Alder-Produkt (DA-Pr, 2000 pmol, magenta) mit
Zuordnung der einzelnen Peaks.
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Hierzu wurde ein LC-Eluentengemisch zur Trennung und Detektion der einzelnen
Komponenten optimiert und aus dem Totalionenstrom (TIC) die Masse-zu-Ladungs-

Verhéltnisse (m/z) Molekul-lonen zugeordnet.

Ausgewahlte Spektren werden nachfolgend dargestellt, weitere Spektren und eine
komplette Ubersicht der m/z-Verhaltnisse mit deren zugeordneten Molekiil-lonen und

Summenformeln befinden sich im Anhang in Abschnitt 5.3.

AHEG ((9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol)

In der LC-MS-Analyse des AHEGs sind sowohl Signale des AHEGs (5.8-6.6 min),
von AHEG-Sauerstoff-Addukten (2.2-2.5 min), als auch von AHEG-Dimeren (7.5-
8.1 min) ersichtlich, siehe Abb. 22 (A)-(D) und Tab. 2 Uber die Zuordnung der m/z-
Verhéltnisse zu Molekil-lonen. Weitere m/z-Spektren, siehe Anhang in
Abschnitt 5.3.1.
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Abb. 22: (A)-(C): M/z-Spektren von AHEG (1000 pmol ) mit den Retentionszeiten (blau) und
der Zuordnung (orange). (D)+(E): Siehe nachste Seit e.
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Abb. 22: Fortsetzung der m/z-Spektren von AHEG (D) +(E): M/z-Spektren von AHEG

(1000 pmol) mit den Retentionszeiten (blau) und der

Tab. 2:

Zuordnung (orange).

LC-MS-Analyse: Ubersicht der m/z-Signale fii  r AHEG.

m/z-Signal m/z-Signal
Retentionszeit Molekdl-lon

gemessen berechnet

1.9-2.2 min 305.1523 333.1571 [HEG+Na]’
333.1491 333.1520 [HEG+O+Na]"
529.2364 529.2408 [AHEG+20+2H+Na]"
545.2309 545.2357 [AHEG+30+2H+Na]"

2.2-2.5 min 522.2643 522.2698 [AHEG+20+NH,]"
527.2218 527.2252 [AHEG+20+Na]"
543.2158 543.2201 [AHEG+30+Na]"

+ Signal analog 1.9-2.2 min

5.8-6.6 min 191.0842 191.0855 [Anthracen+CH;]"
473.2790 473.2534 [AHEG+H]"
490.2790 490.2799 [AHEG+NH,]"
495.2320 495.2353 [AHEG+Na]"
511.2042 511.2093 [AHEG+K]"

7.5-7.8 min 481.7632 481.7667 [2AHEG+NH,+H]*
962.5139 962.5260 [2AHEG+NH,]*

+ Signale analog 5.8-6.6 min
7.8-8.1 min 962.5137 962.5260 [2AHEG+NH,]"

+ Signale analog 5.8-6.6 min
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Die Hauptfraktion des AHEG bei 5.8-6.6 min konnte Molekul-lonen von AHEG als
Addukt mit Kationen [AHEG+H/+NH,/+Na/+K]*, wie in Tab. 2 aufgelistet, zugeordnet
werden. Das Molekiil-lon [Anthracen+CH,]" wurde als stabiles Fragment-lon des
AHEG wahrend der MS-Fragmentierungsexperimente identifiziert (Ergebnisse nicht
dargestellt). Den Peaks der Retentionszeiten von 1.9-2.2 min konnten AHEG-
Sauerstoff-Addukte von [AHEG+2H+20/+30//+Na/+NH,]" und von 2.2-2.5 min
[AHEG+20/+30//+Na/+NH,4]" zugeordnet werden, siehe Tab.2. Die AHEG-
Sauerstoff-Addukte  [AHEG+20//+Na/+NH]* und [AHEG+20+2H//+Na/+NH,4]"
konnten dabei als Endoperoxid wie Molekul 40 vorliegen, oder in Form eines
HydroxyanthrachinonHEG 41 mit demselben m/z-Verhaltnis. Bei den Addukten von
[AHEG+20+2H//+Na/+NH,]" konnte es sich um 9,10-DihydroxyanthracenHEG 42
handeln, siehe Abb. 23. Aus diesen Molekilen kénnten durch Addition eines
weiteren Sauerstoff-Atoms die AHEG-Addukte [AHEG+30//+Na/+NH4]" und
[AHEG+2H+30//+Na/+NH4]" entstanden sein.

O OH

S R ) A S
40 4 42

Abb. 23: Reaktionsprodukte aus AHEG mit Sauerstoff als Endoperoxid 40,
HydroxyanthrachinonHEG 41 und DihydroxyanthracenHEG 42.

Wie fur Endoperoxide und Hydroxyanthrachinone von Sigman et al.**? und Fidder et
al.®32 1 ynd in Abschnitt 1.6 beschrieben, entstehen sie aus Anthracen und
Anthracen-Derivaten unter UV-Bestrahlung mit O,. Hydroxyanthrachinone kénnen
auch durch Thermolyse bei Raumtemperatur aus dem Endoperoxid gebildet
werden.®?  Ubertragen auf die Bildung der AHEG-Sauerstoff-Addukte
[AHEG+20/+30//+Na/+NH4]" und [AHEG+2H+20/+30//+Na/+NHy]" waren die
Raumtemperatur und der vorhandene Sauerstoff in den nichtentgasten
Reaktionslosungen offensichtlich ausreichend. Addukte von AHEG und Sauerstoff
lagen folglich schon in der reinen AHEG-Komponente vor. Beide Peaks der
Retentionszeiten 7.5-7.8 und 7.8-8.1 min wiesen die m/z-Signale fiir [2AHEG+NH,]"
auf, einem AHEG-Dimer entsprechend. Die Moleklle kénnten wie die Molekile 43a
und 43b aufgebaut und durch Einstrahlung von Tageslicht gebildet worden sein,
siehe Abb. 24.
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43a 43b

Abb. 24: Reaktionsprodukte aus AHEG mit Sauerstoff als AHEG-Dimere mit dem maoglichen
strukturellen Aufbau wie mit den Molekilen 43a und 43b dargestellt. R: Linker analog den
anderen Linkern am AHEG aus (CH ,Ohexaethylenglykol).

Deren Entstehung konnte ahnlich den in der Literatur beschriebenen Anthracen-
Dimeren erfolgt sein, deren Bildung bei UV-Bestrahlung mit 365 nm und O, von
Nowakowska et al.**Y und in entgaster Losung nach Bestrahlung bei 350 nm von
Debestani et al.**¥ beschrieben wurde. Die in der Literatur beschriebenen durch eine
C-C-Bindung verknupften Dimere 28 und 30 aus Anthrachinonen und
Hydroxyanthracenen konnen hier aufgrund des m/z-Verhaltnisses und der daraus
ermittelten Summenformel nicht vorliegen. Das Auftreten des Dimers in zwei
getrennten Peaks ware durch das Vorliegen von zwei Isomeren wie den Molekilen
43a und 43b erklarbar.

NPM (N-Pentylmaleimid)

Das NPM-Edukt wies einen Hauptpeak von 2.8-3.0 min mit kleinerem Nebenpeak
von 3.0-3.5 min aus NPM-Addukten und einen kleineren Peak bei 4.8-5.1 min aus
NPM-Molekul-lonen auf, siehe Abb. 21 und Abb. 25 (A)-(D). Der Vergleich von TIC-
und UV-Intensitat bei 210 nm in Abb. 25 (A) zeigte deutlich die niedrige TIC-Intensitat
des Peaks 4.8-5.1 min und die im Vergleich dazu héhere UV-Intensitat zu 2.8-
3.5 min, was einerseits eine hdhere UV-Absorption und gleichzeitig eine stark
verminderte lonisierbarkeit der NPM-Molekiil-lonen aufzeigte.

Die m/z-Signale (Tab. 3) bei 2.8-3.0 min, Abb. 25 (B), wurden als NPM-Molekl-lon
und NPM-Addukte von  [N-pentyl-M+H]®,  [N-pentyl-M+2H+O+H]"  und
[N-pentyl-M+2H+0+Na]" identifiziert. Fur 3.0-3.5 min, Abb. 25 (C), wurden zusétzlich
NPM-Addukte von [N-pentyl-M+2C+6H+0O+H]" und [N-pentyl-M+2C+6H+O+Na]"
zugeordnet. Im kleinen TIC-Peak von 4.8-5.1 min, Abb. 25 (D), konnte das NPM-
Molekul-lon [N-pentyl-M+H]" identifiziert werden.

%0 [N-pentyl-M]: Abkirzung aus N-Pentylmaleimid
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Abb. 25:  TIC-, UV-Chromatogramm und m/z-Spektren f  Gr NPM. (A): TIC-(griin) und UV-(blau)
Intensitat fur 20 nmol NPM. (B)-(D): M/z-Spektren f dr ausgewdahlte Peaks mit den
Retentionszeiten (blau) und der Zuordnung (orange). Weitere m/z-Signale anderer
Retentionszeiten: siehe Anhang in Abschnitt 5.3.1.

Tab. 3: LC-MS-Analyse: Ubersicht der m/z-Signale fii  r NPM.
m/z-Signal m/z-Signal
Retentionszeit Molekdil-lon
gemessen berechnet
2.8-3.0 min 168.1024 168.1019 [N-pentyl-M+H]*

186.1118 186.1125 [N-pentyl-M+2H+0+H]"
208.0933 208.0944 [N-pentyl-M+2H+0+Na]"

3.0-3.5 min 214.1423 214.1438 [N-pentyl-M+2C+6H+O+H]"
236.1242 236.1257 [N-pentyl-M+2C+6H+0O+Na]"

+ Signale analog 2.8-3.0 min

4.8-5.1 min 168.1010 168.1019 [N-pentyl-M+H]
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Die NPM-Addukte in den beiden TIC-Peaks 2.8-3.5 min kdnnten Addukten mit H,O
und EtOH entsprechen, die in der wassrigen Reaktionslésung mit 10% EtOH in
pH 7.5 entstanden sein kdonnten. Fur N-Ethylmaleimid wurde pH-Wert-abhangig ein
Abbau in zunehmend alkalischer Pufferldsung ab pH 7.0 beschrieben.*¢%" Die
Hydrolyse durch nukleophilen Angriff des Hydroxid-lons am Carbonyl-C fiihrte unter
Ringdffnung zur Bildung von N-Alkylmaleimidsaure.**” Ubertragen auf das NPM in
der Reaktionsldsung ware eine Hydrolysereaktion mit H,O zu N-Pentylmaleimidséaure
und mit EtOH zu N-Pentylmaleimidethylester mdglich. Eine wie fur das
B-Mercaptoethanol erfolgende Michael-Addition an die Doppelbindung des NPM
unter Zerstérung der Doppelbindung scheint aufgrund der geringeren Aciditat!*>8*%
und Nukleophilie von Hydroxid-lonen und Ethanol unwahrscheinlich. Nach
Zerstorung der Doppelbindung wiirde das NPM zur Diels-Alder-Reaktion nicht mehr
zur Verfugung stehen. Um die Anwesenheit der Doppelbindung zu testen, wurde
R-Mercaptoethanol im 4-fachen Uberschuf? zugesetzt und die Loésung mittels LC-MS
analysiert (Spektren nicht gezeigt). Dabei wurde nur ein m/z-Signal geringer
Intensitat eines Adduktes aus NPM, Ethanol und B-Mercaptoethanol detektiert. Die
m/z-Signale hochster Intensitdt wurden Reaktionsprodukten aus NPM und
B-Mercaptoethanol zugeordnet, was eine hohe Konzentration an freiem NPM und die
geringe lonisierbarkeit des NPMs im Vergleich der NPM-Addukte aufzeigte. Die
Bildung von NPM-Addukten mit H,O und EtOH sollten aufgrund des fir die Diels-
Alder-Reaktionen eingesetzten 10-fachen Uberschusses an NPM und der hohen
Konzentration an freiem NPM keinen Einfluss auf die Diels-Alder-Reaktion haben.

Diels-Alder-Produkt aus AHEG und NPM

Das aus AHEG und NPM synthetisierte Diels-Alder-Produkt wurde in einem Peak der
Retentionszeit 9.0-11.6 min detektiert, sieche Abb. 21. Die m/z-Signale konnten alle
als Diels-Alder-Produkt-Molekil-lonen  aus [AHEG+NPM+H/+NH4/+Na/+K]"
identifiziert werden, siehe Abb. 26 und Tab. 4. Fir weitere m/z-Signale, siehe
Anhang Abschnitt 5.3.1.
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Abb. 26: M/z-Spektren fur das Diels-Alder-Produkt (2000 pmol) aus dem TIC-Peak fur das
Diels-Alder-Produkt (Abb. 21) mit Retentionszeit in blau.

Tab. 4: LC-MS-Analyse: Ubersicht der m/z-Signale 9.  0-11.6 min fiir Diels-Alder-Produkt.

m/z-Signal m/z-Signal
Retentionszeit Molekdil-lon
gemessen berechnet
9.0-11.6 min 640.3499 640.3480 [AHEG+NPM+H]"

657.3748 657.3746 [AHEG+NPM+NH,]*
662.3288 662.3300 [AHEG+NPM+Na]*
678.3039 678.3039 [AHEG+NPM+K]"

3.3.2 Katalysierte und unkatalysierte Diels-Alder-R  eaktionen

Zur Untersuchung und Differenzierung von ribozym-katalysierter zu unkatalysierter
Diels-Alder-Reaktion wurden beide Reaktionen parallel durchgefihrt und nach einer
Reaktionszeit von 8 h ohne Abstoppen der Reaktionen mittels LC-MS analysiert. Die
Totalionenstrome wurden direkt auf Peak- und Intensitatsunterschiede untersucht,
siehe Abb. 27.

Der Vergleich der ribozym-katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktionen
wies eine hohe Ahnlichkeit der TIC-Chromatogramme der beiden Reaktionen ohne
Entstehung neuer Peaks auf. Somit ergab die Auswertung der TIC-Chromatogramme
folglich keine Hinweise auf die Entstehung neuer Molekile durch Nebenreaktionen,

neben denen fir die Einzelsubstanzen identifizierten Molekiile.
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Abb. 27:  TIC-Intensitat der LC-MS-Analyse fiir die  katalysierte (orange) - und unkatalysierte
(blau) Diels-Alder-Reaktion nach Reaktionszeit von 8 h, entsprechend den Reaktionsansatzen
aus 2000 pmol AHEG, 20 nmol NPM und fir die ribozym  -katalysierte Reaktion mit 140 pmol
Ribozym, im Vergleich zu 2000 pmol Diels-Alder-Prod  ukt (magenta) und 1000 pmol AHEG

(gran).

Die TIC-Intensitaten der beiden Reaktionen waren, ausgenommen derer fur AHEG-
und Diels-Alder-Produkt, sehr ahnlich mit nur minimalen Intensitatsunterschieden.
AHEG als Einzelkomponente wurde nur in der Haélfte der Menge eingesetzt und
deshalb, eine lineare Intensitatszunahme annehmend, entsprechend hochgerechnet.
Fur AHEG (5.9-6.9 min) war in der ribozym-katalysierten Reaktion nach 8 h kein
Peak mehr vorhanden, folglich hatte alles AHEG reagiert. In der unkatalysierten
Reaktion hingegen wies der AHEG-Peak noch eine Intensitat entsprechend ungefahr
50% AHEG auf. Der Vergleich von Diels-Alder-Produkt (Retentionszeit 9.1-10.0 min)
zeigte jedoch nur einen geringen Intensitatsunterschied der beiden Reaktionen,
siehe Abb. 27. Die aufgenommenen UV-Absorptionsspektren bei 210 nm fur das
Diels-Alder-Produkt wiesen hohere Intensitatsdifferenzen der Reaktionen auf, siehe
Abb. 28 (A)+(B). Die hohere Differenz in den UV-Absorptionen deutet auf eine
konzentrationsabhangige, nichtlineare Zunahme der Diels-Alder-Produkt Molekil-

lonen hin.
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Abb. 28:  TIC-Intensitdt und UV-Absorption der Diel s-Alder-Produkte der katalysierten
(orange) - und unkatalysierten (blau) Diels-Alder-R  eaktion und 2000 pmol Diels-Alder-Produkt
(magenta) aus Abb. 27. (A): TIC-Intensitat der Diel s-Alder-Produkte. (B): UV-Absorption der
Diels-Alder-Produkte.

Analog den Einzelkomponenten wurden die gesamten TIC-Chromatogramme auf
zusatzliche auftretende und bisher unbekannte m/z-Signale analysiert, wobei keine
Signale die Nebenreaktionen indizieren kdonnten, entdeckt wurden. Es gab folglich
auch in den m/z-Signalen keinerlei Hinweise auf die Bildung zusétzlicher Molekiile.
Moglich waren noch Nebenreaktionen, die durch Intensitdtserhéhungen von in den
Einzelkomponenten schon identifizierten m/z-Signalen auftreten kénnten. Dies wurde
mittels Intensitats-Vergleich der m/z-Signale der ribozym-katalysierten zur
unkatalaysierten Diels-Alder-Reaktion und zu den Einzelkomponenten untersucht.
Die interessantesten m/z-Spektren werden in den folgenden Abbildungen gezeigt.

Weitere m/z-Spektren wurden im Anhang unter Abschnitt 5.3.2 hinzugefugt.

Die ribozym-katalysierte Reaktion zeigte, wie durch das Verschwinden des TIC-
Peaks erwartet, die vollstandige Reaktion der AHEG-Signale und héhere Intensitaten
der m/z-Signale fur das Diels-Alder-Produkt im Vergleich zur unkatalysierten
Reaktion, siehe Abb. 29 (A)-(D).

Auch die m/z-Signale des Diels-Alder-Produkts zeigten wie die TIC-Peaks ahnliche
Intensitaten des Diels-Alder-Produkts fur beide Diels-Alder-Reaktionen auf, obwohl in
der unkatalysierten Reaktion noch hohe Signalintensitaten fur AHEG detektiert

wurden.
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Abb. 29: M/z-Spektren fir die ribozym-katalysierte (kat) - und unkatalysierte (unkat) Diels-
Alder-Reaktion. (A)+(B): M/z-Signale des AHEG-Peak der Retentionszeit 5.9-6.9 min, (C)+(D):
M/z-Signale des Diels-Alder-Produkts der Retentions  zeit 9.1-10.0 min.

Ein Plateau der Diels-Alder-Produkt Signalintensitaten war in diesen Experimenten
noch nicht erreicht, wie Einzelbestimmungen an Diels-Alder-Produkt hdherer
Stoffmengen zeigten (Experimente hier nicht gezeigt). Der Vergleich der TIC- und
m/z-Signal-Intensitaten der ribozym-katalysierten zur unkatalysierten Reaktion wirde
auf eine ribozymbasierte Nebenreaktion des AHEG hindeuten. Unter
Bertcksichtigung der UV-Intensitaten des Diels-Alder-Produkts ist der Unterschied
allerdings vermindert. Die Ergebnisse des HPLC-Assays der katalysierten Reaktion,
die eine Nebenreaktion von 50% des AHEGs indizierten, wiesen auf eine wesentlich
starkere Nebenreaktion hin.

Zu berucksichtigen ist dabei, dass die HPLC-Quantifizierung nur auf Basis der UV-
Absorptionsdnderung und fur die ersten 5% Reaktionsumsatz, einer Reaktionszeit

von 2 min entsprechend, berechnet wurde.
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Um eine exakte Bestimmung der LC-MS-Analyse durchzufihren ware eine
Quantifizierung nach definierten Zeitpunkten der Diels-Alder-Reaktionen mittels

Kalibriergeraden der Einzelsubstanzen erforderlich.

Die Analyse der AHEG-Sauerstoff-Addukte von katalysierter - und unkatalysierter
Reaktion zeigte Intensitatsunterschiede, wie in Abb. 30 (A)+(B) dargestellt. Jedoch
wurden die einzelnen LC-MS-Analysen nicht tber einen internen Standard kalibriert

wodurch keine exakte Quantifizierung, sondern nur eine tendenzielle Auswertung

maoglich war.
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Abb. 30: M/z-Spektren der AHEG-Sauerstoff-Addukte d  er Retentionszeit von 2.2-2.6 min. (A):
M/z-Signale fir die ribozym-katalysierte (kat) Diel s-Alder-Reaktion. (B): M/z-Signale fir die
unkatalysierte (unkat) Diels-Alder-Reaktion.

Im direkten visuellen Vergleich ist die hohere Intensitdt der m/z-Signale von
527.2252 und 543.2201 als [AHEG+20+Na]" und [AHEG+30+Na]" identifiziert, in
der katalysierten Reaktion auffallend. Erwartet worden war eine niedrigere Intensitat
aufgrund der schnellen Abnahme des AHEGs in der ribozym-katalysierten Reaktion,
was die Reaktion zwischen AHEG und Sauerstoff im Vergleich zur unkatalysierten
Diels-Alder-Reaktion  vermindern sollte. Die Intensitdtsunterschiede von
[AHEG+20+Na]" und [AHEG+30+Na]® wurden zu 20% Intensitatserhéhung in der
ribozym-katalysierten Reaktion bestimmt. Um die Intensitadtserh6hung néher zu
untersuchen wurden weitere Analysen durchgefihrt, die im nachsten Abschnitt

beschrieben werden.

Ein Vergleich der AHEG-Dimere, siehe Abb. 31 (A)-(D), zeigte fur die unkatalysierte
Reaktion als Summe der Intensitaten aus AHEG-Dimer- und den AHEG-Signalen um
12% (7.5-7.8 min) und 9% (7.8-8.1 min) hdhere Intensitaten als fur die ribozym-
katalysierte Reaktion.
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Die somit um ungefahr 10% verminderte Dimer-Intensitat der katalysierten Reaktion
ist aufgrund der hohen Katalyserate des Diels-Alderase-Ribozyms und der daraus
resultierenden verminderten Verflugbarkeit des AHEG zur Dimerbildung erklarbar.
M/z-Spektren anderer Retentionszeiten zeigten im Vergleich nur sehr kleine
Intensitatsdifferenzen von <5%. Fur NPM und die NPM-Addukte wurden fur beide
Reaktionen erwartungsgemaf nur minimale Intensitatsdifferenzen ermittelt, aufgrund

des 10-fachen NPM Uberschusses und somit anndhernd konstanter NPM-

Konzentration.
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Abb. 31: M/z-Spektren des AHEG-Dimers der Retention szeiten 7.5-7.8 min und 7.8-8.1 min.
(A)+(C): M/z-Signale der ribozym-katalysierten Diel s-Alder-Reaktion (kat), (B)+(D): M/z-Signale
der unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion (unkat).

Um moglicherweise langsam ablaufende Nebenreaktionen der unkatalysierten Diels-
Alder-Reaktion detektieren und identifizieren zu kénnen und um die Bildung der
AHEG-Sauerstoff-Addukte genauer aufklaren zu kdénnen, wurde die katalysierte —
und die unkatalysierte Diels-Alder-Reaktion nach einer Reaktionszeit von 6 h und
24 h Stunden untersucht.
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Verlangerte Reaktionszeit der Diels-Alder-Reaktione n

Nach einer Reaktionszeit von 24 h wurden keine neuen, zuséatzlich entstandenen
TIC-Peaks und m/z-Signale detektiert. Somit gab es auch nach 24-stindiger
Reaktionszeit keine Hinweise auf Nebenreaktionen unter Bildung neuer, ionisierbarer
Molekiile, siehe Abb. 32 (A)+(B).
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Abb. 32: LC-MS-Analyse der ribozym-katalysierten - und unkatalysierten Diels-Alder-
Reaktion nach 6h und 24h im Vergleich zu AHEG (10 00 pmol), entsprechend dem
Reaktionsansatz aus 1000 pmol AHEG, 10 nmol NPM und fur die katalysierte Reaktion mit
70 pmol Ribozym. (A): Ubersicht der TIC-Intensitat der Retentionszeit bis 12 min. Der
Ausschnitt im rosa Rahmen ist in (B) vergroRert dar  gestellt. (B): VergroRerter Ausschnitt von

6-12 min fir AHEG und Diels-Alder-Produkt.

Der Intensitatsvergleich der m/z-Signale war insbesondere fur die AHEG-Sauerstoff-
Addukte von Interesse, aufgrund der im vorherigen Abschnitt beschriebenen
Intensitatszunahme in  der ribozym-katalysierten Diels-Alder-Reaktion. Der
Intensitatsvergleich wurde hier im Vergleich zu AHEG als Einzelsubstanz in
aquivalenter Anfangs-Konzentration untersucht. Die m/z-Spektren der Retentionszeit
von 2.2-2.5 min sind im Anhang in Abb. 61 (A)-(F), sowie weitere m/z-Spektren in
Abschnitt 5.3.3 dargestellt.

Die AHEG-Sauerstoff-Addukte (2.2-2.5 min)

Im Vergleich der Intensitatsdifferenzen der AHEG-Sauerstoff-Addukte mit den m/z-
Signalen von m/z 522.2698 [AHEG+20+NH,]", 527.2252 [AHEG+20+Na]® und
543.2201 [AHEG+30+Na]" wurden die Addukte fur die katalysierte Reaktion zu um
8% erhoht zur unkatalysierten Reaktion und um 19% erhoht zur AHEG-

Einzelkomponente nach 6 h ermittelt.
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Nach 24 h waren die Intensitaten aller drei Reaktionsldsungen gegentber 6 h erhoht:
um 15% fir die katalysierte Reaktion, um 40% fur die unkatalysierte - und um 10%
fur die AHEG-Einzelkomponente. Nach der Reaktionszeit von 24 h waren daraus
folgernd die Intensitdten der unkatalysierten Reaktion um 15% zur katalysierten
Reaktion und um 40% zu AHEG erhoht.

Die ermittelten Intensitatsunterschiede der AHEG-Sauerstoff-Addukte waren somit
relativ gering, so dass keine signifikante Differenzierung tber deren Bildung in der
katalysierten zur unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion und zu AHEG als
Einzelkomponente mdglich war. Die Intensitatsverhéltnisse nach 6 h kénnten auf die
Bildung von AHEG-Sauerstoff-Addukten in der Diels-Alder-Reaktion und auf einen
zusatzlichen positiven Einfluss des Diels-Alderase-Ribozyms hindeuten. Die h6here
Zunahme des Addukts in der unkatalysierten Reaktion Uber 24 h wurde durch das
noch frei vorhandene AHEG, im Gegensatz zur katalysierten Reaktion, erklart. Die
hohere Intensitat im Vergleich zur AHEG-Einzelkomponente ware nur durch die
Entstehung der Addukte im Verlauf neben der Diels-Alder-Reaktion mdglich. Die
Zunahme der AHEG-Sauerstoff-Addukte der katalysierten Reaktion von 6 h zu 24 h
konnte aus der Intensitdtsabnahme der AHEG-Dimere (siehe Abb. 64 in Abschnitt
5.3.3) von 6h zu 24 h resultieren. Vorstellbar wéare dabei eine langsame
Zerfallsreaktion der AHEG-Dimere, aufgrund verminderter Stabilitat, in zwei AHEG-
Molekule. Diese AHEG-Molekile konnten mit den Sauerstoff-Molekilen der Lésung
reagieren und somit die Intensitatserhdhung der AHEG-Sauerstoff-Addukte in der
katalysierten Reaktion von 6 h zu 24 h erklaren, siehe Abb. 61 im Anhang unter
5.3.3.

Um zu untersuchen, ob die nur relativ geringe Intensitatserhbhung der ribozym-
katalysierten Reaktion auf der schnellen Abnahme an freiem AHEG basiert, wurden
LC-MS Messungen von AHEG und Diels-Alder-Produkt in An- und Abwesenheit des
Diels-Alderase-Ribozyms durchgefihrt.

3.3.3 Einfluss des Ribozyms auf AHEG und Diels-Alde  r-Produkt

Um einen direkten Einfluss des Ribozyms auf die Bildung von AHEG-Sauerstoff-
Addukte und die Intensitaten des AHEGs und Diels-Alder-Produkts zu untersuchen,
wurden jeweils Analysen von AHEG und Diels-Alder-Produkt in An- und Abwesenheit

von Ribozym, Puffer und Na*- und Mg?*-lonen durchgefiihrt.
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Die Bedingungen waren analog denen der Diels-Alder-Reaktionen. Die TIC-

Intensitaten sind in Abb. 33 dargestellt.
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Abb. 33: TIC-Intensitaten von AHEG und Diels-Alder-  Produkt mit und ohne Diels-Alderase-

Ribozym. AHEG und Diels-Alder-Produkt wurden zu 100
eingesetzt. (A): AHEG (blau), AHEG + Ribozym (orang
(magenta), DA-Pr + Oligo (orange).

0 pmol, das Ribozym zu 70 pmol
e). (B): Diels-Alder-Produkt (DA-Pr)

Fur beide Molekule fuhrte die Anwesenheit von Ribozym nur zu minimalen

Unterschieden der TIC-Intensitaten. Folglich gab es keine Indizien fir eine
AHEG-Sauerstoff-Addukten

Anderungen der Intensitaten, lonisierbarkeiten und Konzentrationen von AHEG und

ribozymbasierte Bildung von und auch keine
Diels-Alder-Produkt durch das Ribozym. Einen Einfluss des Ribozyms auf die
Bildung von AHEG-Sauerstoff-Addukten ware nur noch in Anwesenheit von NPM
und Diels-Alder-Produkt méglich, erscheint aber aufgrund der schnell abnehmenden

AHEG-Konzentration als sehr unwahrscheinlich.

3.3.4 Einfluss von UV-Bestrahlung

Zur Untersuchung des Einflusses von UV-Bestrahlung auf die Diels-Alder-
Reaktionen wurden die Reaktionsldsungen mit einer UV-Lampe bei 254 nm und
365 nm, bestrahlt die

Reaktionslosungen anschlielRend mittels LC-MS analysiert.

den Absorptionsmaxima von Anthracen, und

Analyse der einzelnen Edukte und des Diels-Alder-Pr  odukts

Einzelanalysen der Edukte und des Diels-Alder-Produkts wurden durchgefiihrt um

das Verhalten der einzelnen Molekile getrennt zu detektieren und um

Reaktionsprodukte der Diels-Alder-Reaktionen von denen der Einzelkomponenten

differenzieren zu koénnen.
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Die TIC-Chromatogramme sind fir AHEG in Abb. 34 und fir NPM und Diels-Alder-
Produkt im Anhang unter 5.3.4 in Abb. 65 dargestellt.

| — AHEG
— UV 254 nm

UV 365 nm
4x10°

AHEG
AHEG-Sauerstoff-

Addukte

2x10° / \
AHEG-Dimere

TIC

t [min]

Abb. 34:  TIC-Intensitat fir AHEG (2000 pmol) unbest rahlt (schwarz), nach 2 h Bestrahlung
bei 254 nm (violett) und 365 nm (hellgrin).

Fur das AHEG wurde nach UV-Bestrahlung beider Wellenlangen das fast
vollstdndige Verschwinden des TIC-Peaks der AHEG-Molekul-lonen (6.4-7.3 min)
detektiert. Die groRte Anderung der Peak-Intensitaten trat nach Bestrahlung bei
365 nm auf, als Zunahme der AHEG-Sauerstoff-Addukte (1.6-2.5 min und 2.7-
4.1 min) und der AHEG-Dimere (8.1-8.6 min), m/z-Spektren: siehe Anhang 5.3.4,
Abb. 66 und 67).

Der Vergleich der m/z-Spektren von bestrahlter und unbestrahlter AHEG-
Einzelkomponente fir 1.6-2.5 min und 2.7-4.1 min wies fur beide Wellenlangen
jeweils ein sehr &hnliches m/z-Signalmuster mit denselben Molekil-lonen auf. Die
hdchsten Intensitaten der Molekil-lonen traten bei Bestrahlung mit 365 nm auf.
Insgesamt entstanden durch die UV-Bestrahlung AHEG-Sauerstoff-Molekul-lonen
mit zwei und drei O-Atomen. Fur 1.6-2.5 min wurde auch eine Zunahme von m/z
545.2342 [AHEG+30+2H+Na]" und m/z 540.2803 [AHEG+30+2H+NH,4]" detektiert.

Diese Zunahme im Vergleich zu unbestrahltem AHEG koénnte aus Endoperoxiden
oder deren Reaktionsprodukten in einer weiteren Reaktion durch Sauerstoffaddition

entstehen.
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Als weitere Molekul-lonen wurde die Zunahme von m/z 529.2387
[AHEG+20+2H+Na]", das wie fir AHEG beschrieben als DihydroxyanthracenHEG
Molekul 42 vorliegen kdnnte, beobachtet, siehe Abb. 23. Die Zunahme des Signals
m/z 305.1546 [HEG+Na]" zeigte die erhohte Spaltung des AHEG durch UV-
Bestrahlung auf.

Bestrahlung bei 365 nm fihrte zur starken Intensitatserhhung von m/z 522.2674
[AHEG+20+NH,4]" und m/z 527.2224 [AHEG+20+Na]® (2.7-4.1 min), die als
Endoperoxide oder den daraus entstandenen Produkten aufgebaut sein konnten, wie
in Abschnitt 3.3.1 fur das AHEG beschrieben. Ausserdem wurden m/z 568.3086
[AHEG+30+6H+2C+NH,]" und m/z 573.2640 [AHEG+30+6H+2C+Na]" gebildet, die
maoglicherweise durch Reaktion mit dem in der Reaktionslésung enthaltenen Ethanol
und durch zuséatzliche Sauerstoff-Addition und Hydrierung entstanden sein kdnnten.
Fur die Dimer-Signale (8.1-8.6 min) wurden ebenfalls Intensitatserhbhungen mit
365nm > 254 nm > unbestrahlt detektiert. Diese Wellenlangenabhangigkeit
entspricht der in der Literatur beschriebenen Abhangigkeit der Bildung von
Endoperoxiden und deren Reaktionsprodukten aus homolytischen O-O-Spaltungen
von der Wellenlange mit den hochsten Bildungsraten bei 340-365 nm. (2% 131133 Bgj
254 nm wurde keine Zunahme der AHEG-Signale detektiert, entgegen der in der
Literatur  beschriebenen  Cycloreversion von  Anthracen-Endoperoxid zu
Anthracen.®® Méoglicherweise konnte die Reaktion anstatt zu AHEG zur Bildung
nicht-ionisierbarer Molekuile, oder durch Spaltungsreaktionen zu kleineren nicht-

detektierbaren Fragmenten fihren.

Das NPM zeigte nach UV-Bestrahlung bei 365 nm eine starke Abnahme der NPM-
Addukte mit Hydroxid-lonen und Ethanol ohne signifikante Peakzunahme anderer
Retentionszeiten. Fur das Diels-Alder-Produkt wurde nur ein geringer Einfluss von
UV-Bestrahlung mit einer leichten Zunahme an Abbauprodukten bei 254 nm
detektiert. Die Bestrahlung sollte somit fir diese beiden Molekile keinen Einfluss auf

die Diels-Alder-Reaktion haben.

UV-Bestrahlung der katalysierten - und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion ergab in
der LC-MS-Analyse keine Hinweise auf durch UV-Bestrahlung generierte
Nebenreaktionen (TIC-Chromatogramm nicht gezeigt).
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3.3.5 Fazit und Ausblick

Die Aufklarung von vermuteten Nebenreaktionen der ribozym-katalysierten - und der
unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion mittels LC-MS ergab keine Hinweise auf
neugebildete Moleklle, neben denen der fir die Einzelmolekile identifizierten

Molekiile.

Detektiert und identifiziert werden konnten neben einzelnen Edukten und dem Diels-
Alder-Produkt auch deren Addukte mit zum Teil nur geringen m/z-Differenzen der
Molekile. Somit konnten unterschiedliche AHEG-Sauerstoff-Addukte getrennt und
deren m/z-Signale Molekil-lonen zugeordnet werden. Die Sensitivitat der Methode
war folglich ausreichend. Zur Aufklarung der beiden Diels-Alder-Reaktionen in Bezug
auf Substrat-Abnahme, Produkt-Zunahme und die Bildung von
Nebenreaktionsprodukten sind also weitere Untersuchungen erforderlich. Einige

weiterfolgende Experimente und Methoden werden nachfolgend vorgestellt.

Um fir die beiden Diels-Alder-Reaktionen die Molekil-lonen der AHEG-Abnahme
und der Diels-Alder-Produkt-Zunahme genau bestimmen zu koénnen, sollten
quantifizierende Analysen mit definierten Reaktionszeiten durch Abstoppen der
Reaktionen mit B-Mercaptoethanol durchgefuhrt werden. Die Quantifizierung sollte
Uber Kalibriergeraden der Edukte und Produkte, &hnlich denen der HPLC-Analyse,
erfolgen. Im Vergleich zur HPLC wirden neben den quantitativen Ergebnissen der
UV-Absorption auch quantitative m/z-Signale erzeugt werden. Die Quantifizierung
der katalysierten - und der unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion mittels LC-MS wiurde
die exakte Auswertung kleiner Intensitatsunterschiede der detektierten Molekdl-lonen

ermdglichen und kénnte somit zur Aufklarung der Reaktionen beitragen.

Weitere Experimente mit erhéhter mehrmaliger AHEG-Zugabe in die ribozym-
katalysierte Diels-Alder-Reaktion konnten aufzeigen, ob die Bildung von AHEG-
Sauerstoff-Addukten im Vergleich zur unkatalysierten Reaktion und zu AHEG als
Einzelkomponente tatsachlich erhoht ist.

Mdoglicherweise kénnten nichtionisierbare Nebenreaktionsprodukte gebildet werden,
die wie unpolare polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe PAHs®,
Komplexbildungen mit Silber- oder Tropyliumkationen in einer
Nachsaulenderivatisierierung eingehen konnten und so ionisiert und detektiert

werden kénnten, (160-161)

%% PAH aus ,polycyclic aromatic hydrocarbons*
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Elektrochemische lonisierungen, die zur lonisierung von PAHs von van Leeuwen et
al.*® peschriebenen wurden, scheinen zur Detektion von Nebenreaktionen
ungeeignet. Aufgrund der in der Literatur®®® beschriebenen  Bildung
unterschiedlicher PAH-Sauerstoff-Addukte und reaktiver Radikale mit dieser
lonisierungsmethode wirde die Aufklarung von Reaktionen durch die Entstehung
einer Vielzahl an neu gebildeten Molekulen verkompliziert werden. Gleiches wird fur
intensivere lonisierungsbedingungen vermutet, die die Anzahl von Fragment-lonen

erhohen wirden.

Die lonisierung mittels APCI ,Atmospheric Pressure Chemical lonization®, die im
Gegensatz zur ESI auch lonen aus unpolareren Molekllen erzeugen kann, kdnnte
bisher in der ESI nicht detektierbare unpolare oder nur schwer ionisierbare Molekule

detektierbar machen und so zur Aufklarung von Nebenreaktionen fiihren.®%
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3.4 Wasserstoff-Briicken-Bindungen innerhalb der kat alytischen

Tasche

Das aus der Kiristallstruktur abgeleitete Wasserstoff-Briicken-Netzwerk der
katalytischen Tasche des Diels-Alderase-Ribozyms enthalt als wichtiges Element
das Basentripel G2-C10-U17, worin das Basepaar G2-C10 Uber eine Wasserstoff-
Bricke des 4-NH, von C10 mit dem 2-O des U117 verbunden ist. Diese eine
Wasserstoff-Bricken-Bindung bildet strukturell die Verbindung des ,Daches” und des
.Ruckgrats* der katalytischen Tasche, siehe Abb. 35 (A). Eine weitere Wasserstoff-
Brucken-Bindung ist zwischen dem 3-NH von U1l7 und dem 2'-OH von G9
ausgebildet. Beide Nukleotide bilden weitere Wasserstoff-Briicken-Bindungen
zwischen dem Ribozym und dem Diels-Alder-Produkt von 2-NH, des G9 und 2'-OH
des U1l7 zum Maleimid-Carbonyl-Sauerstoff des Diels-Alder-Produkts aus, siehe
Abb. 35 (B). Diese drei Interaktionen besitzen eine zentrale Rolle mit wichtigen
strukturellen und katalytischen Funktionen in der katalytischen Tasche, wie in
fruiheren Mutationsstudien gezeigt wurde.®® 2 Die Bedeutung der Wasserstoff-
Brucken-Bindung zwischen C10 und U17 und den beiden zwischen G9 und U17 zum
Diels-Alder-Produkt werden in diesem und dem nachsten Kapitel auf ihren

strukturellen und katalytischen Einfluss hin untersucht.

(A) (B)
Mg® Nr.3

Wasserstoff-Briicken-Bindungen

Wasserstoff-Briicken-Bindung C10 - U17

Abb. 35:  Wasserstoff-Briicken-Bindungen (aus der Kri stallstruktur  abgeleitet). (A):
Interaktionen zwischen U17-C10-G2 als Verbindung de s ,Daches* und ,Rickgrats® der
katalytischen Tasche durch die Wasserstoff-Briicken- Bindung von 4-NH , des C10 zum
Carbonyl-Sauerstoff 2-O des U17 (violett). (B): Int eraktion zwischen RNA und Diels-Alder-
Produkt: 2-NH ,-Gruppe von G9 und 2'OH von U17 mit dem Carbonyl-Sa  uerstoff der Maleimid-
Gruppe des Diels-Alder-Produkts (violett). Die Wass  erstoff-Briicken-Bindung der 6-NH  ,-Gruppe
des A3 mit dem erstem Ethersauerstoff des Polyethyl englykollinkers des Diels-Alder-Produkts
(violett), wurde als nicht essentiell identifiziert 193-94)



Ergebni sse und Diskussion 61

In einer friheren Arbeit wurde die Relevanz der Wasserstoff-Bricken-Bindung (H-
Bricke) zwischen dem 3-NH von Ul7 und dem 2-OH von G9 in atomaren
Mutagenese-Studien bezogen auf die relative Reaktivitat k. [%] untersucht.®* Die
Substitution von G9 durch 2‘-desoxy-G9 mit k. von nur 4% und 2'-OMe-G9 mit K
von 1.5% demonstrierten die Sensitivitat der Interaktion.®® 2:-OMe als Wasserstoff-
Brucken-Akzeptor anstatt 2'-OH mit Akzeptor- und Donor-Funktion, sollte mit 3-NH
als Donor eine intakte H-Bricken-Bindung bilden. Sterische Hinderung oder
Abschirmung der negativen Partialladung des Akzeptor-Sauerstoffs kdnnte die
festgestellte geringe Aktivitat begrinden. Die doppelte Modifikation 2'-OMe-G9 und
Ul7C zu zwei H-Bricken-Akzeptoren ohne Ausbildung der Wasserstoff-Briicken-
Bindung fuhrte zu voélliger Inaktivitat, was die wichtige Funktion dieser Interaktion

unterstreicht.

Die detailliertere Relevanz und Funktion der Wasserstoff-Briicken-Bindungen in
Bezug auf Stabilitat, Aktivitdt und Interaktion mit dem Diels-Alder-Produkt wurde im
Rahmen dieser Arbeit mit der atomaren Mutagenese in Kombination mit
verschiedenen Methoden genauer bestimmt. Die Ergebnisse werden in den Kapiteln
3.4 und 3.5 vorgestellt und diskutiert. Funktionelle Gruppen wurden entfernt,
hinzugefligt, durch andere Funktionen ersetzt und als Einzel-Modifikationen oder
kombinatorisch in Doppelmutanten auf deren Einfluss auf die katalytische Aktivitat
und Stabilitat der Ribozym-Struktur hin analysiert.

3.4.1 Strukturelle Untersuchung des Diels-Alderase-  Ribozyms durch
Pb?*-Probing

Friihere Probing-Experimente mit Pb?*-lonen fiir das 49mer Wildtyp-Ribozym*?
fihrten zu folgenden Erkenntnissen: unter nativen Bedingen (10 mM Mg?*-lonen) trat
im unteren Teil der Ausbuchtung (A15 bis U20) starkere Spaltung als im oberen Tell
(U8 bis Al12) auf. Intensive Spaltung wurde bei Ul17 und C19 bei Spaltungs-
Verringerung mit steigender Mg?*-lonen Konzentration und etwas weniger intensiv fiir
A15 und A16 unabhéngig von der Mg*-lonen Konzentration beobachtet. Fiir A18
wurde nur sehr geringe Spaltung detektiert. In den beiden Schleifen L1 und L2 trat

nur moderate Spaltung auf. Zur Darstellung dieser Ergebnisse, siehe Abb. 36.

32
33

Mutationsstudien von Dr. Dirk Bebenroth durchgefiihrt
Probing-Experimente von Dr. Sonja Keiper durchgefihrt
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Abb. 36: Frihere Pb **-Probing Ergebnisse des Wildtyp Diels-Alderase-Ribo  zyms. (A): 49mer
Ribozym-Struktur. Die PfeilgroBe symbolisiert die S  paltungsintensitat. (B): Pb **-Probing in
Abhangigkeit der Mg **-lonen Konzentration (0-10 mM) mit ,OH ™, ,g* und ,ctrl* fur alkalische
Hydrolyseleiter, RNase T1 Leiter und der Kontrollin  kubation ohne Pb *_lonen in 15% PAGE.
Adaptiert aus Keiper et al. (60)

Die Anwesenheit von am 5-Ende gebundenem AHEG oder von freien Substraten
und Produkt fiihrten im Probing nur zu geringen Unterschieden. Fir Pb?*-Probing mit
Anthracen-Konjugat wurde fur C19 eine geringe Abhangigkeit der Spaltung in Bezug
auf die Mg®*-lonen Konzentration detektiert. Eine hohe AHEG-Konzentration von
0.5 mM fuhrte im unteren Teil der Ausbuchtung (A1l5 bis U20) zu einer leichten
Stabilisierung, wohingegen freies Dienophil oder Diels-Alder-Produkt auch in hohen

Konzentrationen von 5 mM keinen Einfluss zeigte.®® 162

3.4.2 Untersuchung der Wasserstoff-Bricken-Bindung von C10 und U17 durch
Pb?*-Probing

In dieser Arbeit wurden zur Aufklarung der funktionellen Relevanz der H-Briicken-
Bindung zwischen 4-NH, des C10 und 2-O des U17 chemische Probing-Experimente
mit Pb**-lonen durchgefiihrt. Hierzu wurde die Wildtyp-Sequenz mit U in Position 17,
eine Sequenz mit U17C-Modfikation mit k. 33% und die komplett inaktive U17isoC-
Mutante verwendet.®® Wahrend in der U17C-Mutante die Wasserstoff-Briicke C10 —
U17 noch intakt ist, ist sie in der U17isoC-Mutante gestort (siehe Abb. 37).

Zur Bewertung des Einflusses der Mg®*-lonen und des Diels-Alder-Produktes auf die
Ribozym-Stabilitat im Vergleich von intakter und gestorter Wasserstoff-Briicken-
Interaktion, erfolgte die Probing-Reaktion mit variabler Mg®*-lonen Konzentration (O -
10 mM) und in An- bzw. Abwesenheit von Diels-Alder-Produkt (1 mM, Molekul 18,
Abb. 12).
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Abb. 37:  Wasserstoff-Briicken-Bindungen von U17 - C1 0 - G2. (A): Wildtyp mit C10 und U17,
(B): Modifikationen C10 und C17 mit intakter Wasser  stoff-Briicke (linke Grafik) und ohne
Wasserstoff-Briicke zwischen C10 und iC17 (Abkirzung fur isoC17) (rechte Grafik).

Die Zuordnung der Probing-Banden erfolgte anhand einer alkalischen Hydrolyse-
leiter und RNase T1 Leiter nach gelektrophoretischer Auftrennung (denaturierende
PAGE) und Detektion per Radiographie.

Pb?*-Probing in Abhangigkeit der Mg  ?*-lonen Konzentration

Eine Ubersicht der Probing-Banden der drei Sequenzen in Abhangigkeit der Mg**-
lonen Konzentration ist in Abb. 38 dargestellt. Alle drei Sequenzen zeigten flr die
untere Halfte der katalytischen Tasche (Al5 bis U20), in Abb. 38 als untere
Ausbuchtung bezeichnet, die hochste Intensitat der Probing-Banden. Im oberen Teil
der katalytischen Tasche (U8 bis A12) enstanden nur Spaltungsbanden schwacher

Intensitat.

Wahrend die Probing-Muster insgesamt im Vergleich der drei Sequenzen sehr
ahnlich waren, was auf eine ahnliche Gesamtstruktur (,overall structure®) schlie3en
lasst, zeigte die untere Halfte der katalytischen Tasche (A1l5 bis U20) signifikante

Unterschiede.
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Abb. 38:  Gelelektrophoretische Auftrennung (PAGE-Ge 1) des Pb 2+-Probings fir 5- *°p-
markiertes Wildtyp-Ribozym, die U17C— und U17isoC-M  utante in Abhangigkeit der Mg **-lonen
Konzentration (0-10 mM). OH: alkalische Hydrolysele iter, T1l: RNase T1 Leiter, Ctrl:
Kontrollinkubation ohne Pb **-lonen. Die linke Beschriftung (marineblau) zeigt G -Banden der
T1 Leiter. Die rechte Beschriftung zeigt die zugeor  dneten Bereiche und Nukleobasen im Diels-
Alderase-Ribozym mit Ausrichtung auf die U17isoC-Mu  tante, unter Nichtbericksichtigung der
hoéhenverzerrten rechten OH-Leiter. Das untere Gel ( publiziert in Kraut et al.(164)) stellt den
hellblau markierten vergroRerten Ausschnitt des kom pletten PAGE-Gels dar.

Probing im unteren Bereich der katalytischen Tasche

Das Nukleotid Al18, als direkter Nachbar von U17, war im Wildtyp-Ribozym und in
der U17C-Modifikation komplett vor der Hydrolyse der Probing-Reaktion geschitzt,
wohingegen es in der U17isoC-Mutante effizient und unabh&ngig von der Mg®*-lonen
Konzentration gespalten wurde. A18 ist in eine Reihe von Interaktionen involviert,
z.B. in die Bildung des reversen Hoogsteen-Basenpaars A18-U8 als formale

Verlangerung der Helix 1l um ein Basenpaar.
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Als Teil des scharfen Biegung (A18 bis C21.4) stapelt es mit C21.4, siehe
Abb. 39 (A). Im Wildtyp scheinen diese Wechselwirkungen das A18 vor der Spaltung
durch Hydrolyse zu schitzen, obwohl es sich formal einzelstrdngig im unteren Teil
der katalytischen Tasche und als Nukleotid im scharfen Turn unter Stabilisierung der
Mg?*-lonen Nr.1 und 2 befindet. Eigentlich sollten Mg#-lonen als Bindungsstellen
divalenter lonen die Hydrolyse in diesem Bereich verstarken. Die Spaltung des A18
in der U17isoC-Mutante unabhangig von der Mg®*-lonen Konzentration deutet auf
eine verringerte Stabilisierung des A18 durch Interaktionen und eine bessere
Zuganglichkeit des 2-OH hin. Erklarbar ware dies infolge verringerter Kompaktheit
der Ribozym-Struktur bei gleicher Gesamtstruktur Uber den kompletten
Konzentrationsbereich der Mg®*-lonen Konzentration.

(A) (B)
Mg* Nr.5

scharfe Biegung e :
A18 bis C21.4 Diels-Alder-Produkt

Wasserstoff-Briicken-Bindung
uUs -A18

untere Pseudoknoten-Minihelix
A3 -U20 und G4 - C19

Abb. 39:  (A): Interaktionen des Al18 als Hoogsteen-B  asenpaar mit U8, Stacking mit C21.4 als

Teil der scharfen Biegung (,sharp turn“) und Nahe z u Mgz+-lon Nr.1+2. (B): Untere
Pseudoknoten-Minihelix A3 — C19 und G4 — U20 als un tere Begrenzung der katalytischen

Tasche.

Zunehmende Mg?*-lonen Konzentration verringerte iiber die gesamte Sequenz fiir
den Wildtyp und die U1l7C-Mutante die Bandenintensitat, fuhrte folglich zur
Stabilisierung der Sequenzen im nativen Zustand und lie3 auf eine durch Erhéhung
der Mg?*-lonen Konzentration zunehmende Ausbildung der intakten und kompakten
Tertiarstruktur des Diels-Alderase-Ribozyms schlieBen. Im Gegensatz dazu zeigte
das Probing-Muster der U17isoC-Mutante keine Anderung, also keinen Einfluss von
divalenten lonen (bis 10 mM) im nativen Ribozym-Zustand.
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Das dem Wildtyp-Ribozym &hnliche Gesamt-Probing-Muster und die Unabh&ngigkeit
von divalenten lonen tber den gesamten Konzentrationsbereich von 0 — 10 mM
Mg**-lonen deuten auf die Ausbildung einer Tertiarstruktur hin, allerdings ohne eine

vollig kompakte, mit dem Wildtyp-Ribozym identische Struktur auszubilden.

Die intensivsten Hydrolyse-Banden im Wildtyp und der U17C-Mutante entstanden fir
C19 und U17/C17. C19 als Teil der unteren Minihelix, siehe Abb. 39 (B), wurde ab
einer Konzentration von 1 mM Mg?*-lonen nahezu vollstandig vor der Spaltung durch
Hydrolyse geschitzt. U17/C17 zeigte zwar ebenfalls Stabilisierung durch Zunahme
der Mg**-lonen Konzentration, aber selbst mit 10 mM Mg**-lonen trat noch Spaltung
auf. Die Wechselwirkung und somit raumliche N&he des U17 zu Mg®*-lon Nr.5
kbnnte die intensive Spaltung des Nukleotids 17 im Probing erklaren, trotz der
stabilisierenden Wasserstoff-Bricken-Bindungen von U17 zu G9 (3-NH von U17 mit
2'-OH des G9) und U17 zu C10 (2-O des U17 mit 4-NH, des C10, siehe Abb. 37) und

der weiter unten beschriebenen Wechselwirkungen mit dem Diels-Alder-Produkt.

Probing im oberen Bereich der katalytischen Tasche

Im oberen Teil der katalytischen Tasche (U8 bis Al2, in Abb. 38 als obere
Ausbuchtung bezeichnet) entstanden nur schwache Hydrolyse-Banden, die durch
Erhdhung der Mg**-lonen Konzentration vermindert wurden, womit also
Stabilisierung der Ribozym-Strukturen auftrat. Fur die U17isoC-Modifikation war sie
etwas geringer als fur den Wildtyp und fir die U17C-Modifikation, vermutlich in Folge
der verminderten Stabilisierung und Kompaktheit der Tertiarstruktur des U17isoC-
modifizierten Ribozyms im nativen Zustand. Die Nukleotide der oberen Ausbuchtung
als formal einzelstrangiger Bereich und Wechselwirkungen von A12, C11 und C10
mit Mg®*-lon Nr.3, lieRen eigentlich eine hohere Sensibilitat gegeniiber Pb*-lonen
erwarten. Allerdings sind diese Nukleotide in wichtige Wasserstoff-Bricken-
Bindungen involviert, die zur Stabilisierung der Ribozym-Struktur beitragen, wie die
Basenpaarungen von C10 und C11 mit G1 und G2 zur Bildung der oberen Minihelix,
des ,Dachs” der katalytischen Tasche. Aufgrund dieser Interaktion wurde fir diese
Nukleotide die nur geringe Spaltungsintensitat erklart. Die Nukleotide U8 und G9,
zum oberen Teil der Kkatalytischen Tasche gehorend, sind ebenfalls in
Wechselwirkungen involviert. U8 bildet mit A18 das reverse Hoogsteen-Basenpaar,
wie in Mutationsexperimenten bestatigt wurde®® und G9 bildet im Wildtyp mit seinem

2’-OH die oben beschriebene Wechselwirkung zu U17 aus.
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Die Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen G9 und U17 scheint keine Auswirkung
auf die Hydrolyse von G9 zu haben, da in den U17C- und U17isoC-Modifikationen
trotz der zerstorten Wechselwirkung von G9 und C17 beziehungsweise G9 und
isoC17 keine verstarktes Hydrolyse durch Probing fur G9 festgestellt wurde. Analog
dazu verhielt sich auch die in der U1l7isoC-Mutante zusatzlich zerstorte
Wechselwirkung U17 - C10, die nicht zu erh6htem Probing von U8 und G9 flhrte.

Probing in den Schleifen und der Helix Il

Beide Schleifen (,Loops“) zeigten fur alle drei Sequenzen die fir
Einzelstrangbereiche erwarteten, schwachen Probing-Banden, mit der intensivsten
Bande fir Cii3 als Teil von Schleife 1. Durch Erhéhung der Mg**-lonen
Konzentration trat fur den Wildtyp und die U17C-Mutante Stabilisierung auf, wahrend
fur U17isoC nur minimale Stabilisierung gezeigt wurde. Sequenzspaltungen durch
Probing traten weiterhin im Bereich der gesamten oberen Helix Il (G7.1 bis G7.4) mit
hochster Intensitat fir C7.2 in Abhangigkeit steigender Mg?*-lonen Konzentration
unter Stabilisierung aller drei Sequenzen auf. Helikale Bereiche sollten infolge der
Stabilisierung durch Basenpaarungen mit Pb%*-Probing nicht gespalten werden. Die
Helix I, als Teil des zentralen Gerlstelements, wird durch Wechselwirkungen mit
den beiden Mg?*-lonen Nr.1 und 2 stabilisiert, was durch hohe Affinitat zu Pb**-lonen

die intensive Spaltung des Bereiches der oberen Helix 1l durch Probing begrindet.

Pb?*-Probing in Abhangigkeit von Diels-Alder-Produkt

Ein weiterer bemerkenswerter Unterschied ist die Anderung der Probing-Muster
durch Zugabe von Diels-Alder-Produkt, wie in Abb. 40 fir alle drei Sequenzen
gezeigt. Dargestellt wird der Sequenz-Bereich des unteren Teils der katalytischen
Tasche (Nukleotide A15 bis U20) im oberen Bereich der Probing-Gele.

Der Wildtyp und die U17C-Mutante zeigten in Anwesenheit von Diels-Alder-Produkt
und bei steigender Mg#*-lonen Konzentration erhéhte Stabilisierung im Vergleich zur
Abwesenheit von Produkt. Der einzige Unterschied der beiden Sequenzen war nur
ganz ohne oder im niedrigen Mg**-lonen Konzentrationsbereich sichtbar, in dem das
Wildtyp-Ribozym durch das Diels-Alder-Produkt alleine stabilisiert wurde, wahrend

fur die Mutante erst ab 1 mM Mg?*-lonen Stabilisierung erkennbar wurde.
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Abb. 40: PAGE-Gele des Pb *-Probings fir 5- **P-markierten Wildtyp, U17C— und U17isoC—
Mutante in Abhangigkeit der Mg **-lonen Konzentration (0-10 mM) und des Diels-Alder-
Produkts. +: mit 1 mM Diels-Alder-Produkt, -: ohne Diels-Alder-Produkt. OH, T1, Ctrl: analog
Abb. 38. Publiziert in Kraut et al. .

Die zerstorte Wasserstoff-Briicken-Bindung in der U17C-Mutante zwischen G9 und
Cl17 (intakt: 2-OH von G9 zu 3-NH von U17) konnte fur die zusatzliche
Erforderlichkeit von Mg?*-lonen zur Struktur-Stabilisierung und somit Kompaktierung
der Tertiarstruktur mit Diels-Alder-Produkt verantwortlich sein. Im Gegensatz zum
Wildtyp-Ribozym und zur Ul17C-Mutante trat fur die Ul7isoC-Mutante keinerlei
Struktur-Stabilisierung mit Diels-Alder-Produkt tber den gesamten Mg?*-lonen
Konzentrationsbereich auf, was auf eine stark reduzierte Affinitat fir das Diels-Alder-
Produkt hinwies. Interessanterweise ist in allen drei Sequenzen die Wechselwirkung
zwischen dem Nukleotid 17 und dem Diels-Alder-Produkt (von 2°-OH zum Carbonyl-
O der Maleimid-Gruppe) prinzipiell intakt, genauso wie die Interaktion von 2-NH, des
G9 mit demselben Carbonyl-Sauerstoff des Produkts (Vergleich mit Abb. 35 zur
Interaktion von G9 und U17 mit Diels-Alder-Produkt).
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Fazit des Probings der U17isoC-Mutante

Die signifikantesten Unterschiede der Ul7isoC-modifizierten Ribozym-Struktur mit
der zerstorten Wasserstoff-Bricken-Bindung zu C10 wurden als fehlende Struktur-
Stabilisierung im nativen Zustand bis 10 mM Mg?*-lonen vor allem in unteren Teil der
katalytischen Tasche, in der Spaltung von A18 und dem aber insgesamt zu den zum
Wildtyp und der U17C-Modifikation &hnlichen Probingmuster identifiziert. In
Kombination dieser Ergebnisse mit der zuvor ermittelten katalytischen Inaktivitat der
Ul7isoC-Mutante wurde folgendes Fazit abgeleitet: die Ausbildung einer &hnlichen
Tertiarstruktur, allerdings ohne vollig intakt ausgebildete Kompaktheit der Ribozym-
(164)

Struktur. Die Ergebnisse der Probing-Experimente wurden in Kraut et al.

publiziert.

3.4.3 Interpretation der Pb ?*-Probing Ergebnisse

Das wichtige Element der Verbindung des ,Daches” aus dem Basenpaar G2-C10
zum ,Ruckgrat® durch eine einzelne Wasserstoff-Bricken-Bindung zwischen dem
4-NH;, des C10 und dem 2-O des U17 und dessen Bedeutung wurde wie in 3.4.2
beschrieben, untersucht. Hier soll nun naher auf die einzelnen Elemente, auch im

Zusammenhang mit Ergebnissen aus weiteren Arbeiten eingegangen werden.

Das Wildtyp-Ribozym

Die fur das Wildtyp-Ribozym festgestellte Verminderung der Nukleotid-Spaltungen
mit steigender Mg®*-lonen Konzentration wurde als zunehmende Kompaktierung der
Struktur interpretiert. Ubereinstimmendes Verhalten der Ausbildung der kompakten
Ribozym-Struktur mit Mg®*-lonen wurde in der Kristallstruktur®®, in AFM3* %) ynd
Voltametrie-Experimenten®®® beschrieben. Dariiberhinaus kénnte die aus den
Probing-Experimenten abgeleitete Kompaktierung der Ribozym-Struktur der in
SmFRET-Experimenten®, ®® und in Photoaffinitats-Crosslinking-Experimenten®®®
festgestellten Kompaktierung des intermedidren Faltungszustands mit ausgebildeter
Pseudoknoten-Struktur entsprechen. Bei steigender Mg?*-lonen Konzentration tritt

daraus der Ubergang zum gefalteten Zustand ein.®® %)

34

- AFM: Atomkraftmikroskopie aus ,atomic force microscopy"

SmFRET: Einzelmolekil Forster-Radius-Energie-Transfer aus ,single-molecule Forster (oder
fluorescence) resonance energy transfer”
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Die Faltung der Pseudoknoten-Struktur scheint relativ unempfindlich gegenuber
Stérungen zu sein, wie Experimente mit ,Caging“-Gruppen von NPE*® an den
Nukleotiden C10 und U1l7 mittels FRET-Messungen zeigten. Darin festgestellte
geringe Unterschiede wurden entgegen einer permanenten Offnung der

Pseudoknoten-Struktur gedeutet.”

Die verminderte Spaltung des Wildtyp-
Ribozyms in Anwesenheit von Diels-Alder-Produkt auch ohne Mg?*-lonen zeigt, dass
auch in diesem Zustand die Strukturstabilisierung des Wildtyp-Ribozyms durch
Interaktionen zum Diels-Alder-Produkt vorhanden ist. Struktur-Stabilisierung scheint
folglich vor der Ausbildung des intermediaren Faltungszustands vorhanden zu sein.
Zur Ausbildung des intermediaren Faltungszustands mit Affinitdt zum Diels-Alder-
Produkt werden Mg®*-lonen bendtigt, wie smFRET- und Photoaffinitats-

Quervernetzungs-Experimente (,photoaffinity crosslinking®) zeigten.©® 169

Die Modifikation U17C mit intakter C10 — U17 H-Briic  ken-Bindung

Die U17C-Modifikation zeigte dabei ein Verhalten analog zum Wildtyp-Ribozym das
mit einer ahnlichen Gesamtstruktur interpretiert wurde. Im Unterschied zum Wildtyp-
Ribozym trat die Struktur-Stabilisierung mit Diels-Alder-Produkt erst ab einer
Konzentration von 1 mM Mg?*-lonen ein und nicht wie im Wildtyp-Ribozym auch
schon in Abwesenheit von Mg**-lonen. Entscheidend koénnte die vermutete
verminderte Wechselwirkung von C17 zu Mg?*-lon Nr.5®?, aufgrund der Substitution
der 4-Oxo- durch die 4-Amino-Gruppe sein, siehe Abb. 41. Das konnte dazu fuhren,
dass Interaktionen zu weiteren Mg®*-lonen zur Stabilisierung der Struktur und
Ausbildung der Wasserstoff-Briicken-Bindungen zum Diels-Alder-Produkt erforderlich

sind, die durch eine héhere Mg®*-lonen Konzentration ab 1 mM erreicht wird.

Abb. 41: Interaktion von U17 (4-Oxo-Gruppe) zu Mg **-lon Nr.5 als blaue Linie dargestellt,
Substitution von C17: Substitution durch 4-Amino-Gr uppe.

% NPE: (S-)-1-(2-nitrophenyl)ethyl
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Obwohl die Ribozym-Struktur der U17C-Mutante mit Mg*-lonen und Diels-Alder-
Produkt im Pb?*-Probing eine sehr &hnliche Stabilitat wie das Wildtyp-Ribozym
aufwies, wurde die relative katalytische Aktivitat k.f bezogen auf den Wildtyp nur auf
33%? pestimmt. Vermutet wird dabei die Ausbildung der intakten Gesamtstruktur
der U17C-Mutante allerdings mit etwas geringerer, aber entscheidend verminderter
Kompaktheit der Struktur was die verminderte katalytische Aktivitat erklaren wirde.
Damit stimmen weitere Ergebnisse aus Schmelzkurven-Experimenten uberein, die
fur die U17C-Mutante im Gegensatz zum Wildtyp mit einer Mg®*-lonen Konzentration

von = 5 mM keine weitere Struktur-Stabilisierung zeigten.*°®

Die Ul7isoC-Mutante: Relevanz der C10 — U17 H-Briick en-Bindung

Die in der Ul17isoC-Modifikation signifikanten Unterschiede zum Wildtyp wurden als
erhdhtes Probing im unteren Teil der katalytischen Tasche insbesondere fur A18 und
eine nicht vorhandene Struktur-Stabilisierung durch Mg?*-lonen und Diels-Alder-
Produkt aus den Probing-Experimenten identifiziert. Dieses Verhalten wurde in
Kombination mit dem zum Wildtyp-Ribozym &hnlichen Probing-Bandenmuster als
Faltung der intakten Gesamtstruktur bei verhinderter Ausbildung der vollstandigen
Kompaktierung der Struktur interpretiert. Auch in smFRET-Experimenten®’ wurden
fur die Ul7isoC-Mutante und das Wildtyp-Ribozym die selbe Gesamtstruktur
ermittelt. Allerdings war fir den Ubergang der Mutanten-Struktur vom intermediéaren
in den gefalteten Zustand eine hhere Mg®*-lonen Konzentration erforderlich.*®¥ Die
fehlende Kompaktheit der U17isoC-Mutante kdnnte ebenfalls die in friheren Arbeiten
ermittelte nahezu vollstandige katalytische Inaktivitat von ke < 0.1% erklaren.© 167
Die in der Ul7isoC-Mutante aufgrund der fehlenden Struktur-Stabilisierung nicht
ausgebildeten oder nicht vollstandig intakten Interaktionen zwischen Ribozym und
Diels-Alder-Produkt konnten eine entscheidende Rolle fir die fast vollstadndige

katalytische Inaktivitat der Mutante spielen.

Die gestorte C10 — U17 Interaktion im Wasserstoff-Briicken-Netzwerk

Insgesamt scheinen die Interaktionen flr Stérungen sehr anféllig zu sein, wie die fast
vollstandige Inaktivitdt einer Mutante mit Substitutionen zur Wiederherstellung der
Interaktionen mit U17isoC-C10isoC-G2isoG von ke < 0.1% zeigte, sieche Abb. 42.¢?

¥ smFRET-Experimente von Dr. Alexander Nierth und Dr. Andrei Y. Kobitski durchgefihrt
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Die Beteiligung der Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen C10 und U1l7 am
Wasserstoff-Briicken-Netzwerk der katalytischen Tasche mit Beteiligung der
Nukleotide G2, C10, U17, G9, U8, Al18, U20 und A3 konnte dabei eine Erklarung fur
die hohe Sensibilitdt auf Substitutionen sein, siehe Abb. 43.

(A) p (B)
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Abb. 42:  Wasserstoff-Briicken-Netzwerk der Nukleotid e 17 - 10 - 2. (A): Modifikationen iC17 —
iC10 —iG2 (i Abkurzung fur iso). (B): Wildtyp mitU 17 — C10 — G2.

C11/
s
C10 £ '&]r’

&y 3 G1
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e .&, ~ Gz Produkt

u20
Abb. 43: Katalytische Tasche. Wasserstoff-Briicken-B  indungen in blauen Linien angezeigt.

Rote Linie: H-Briicken-Bindung zwischen U17 und C10, als Verbindung des ,Daches" G2 — C10
zum Ruckgrat der katalytischen Tasche U8 bis U17.

Der direkte Kontakt aller acht Nukleotide zum Diels-Alder-Produkt, der aus der
Kristallstruktur® abgeleitet und durch Ergebnisse aus Substitutions-Experimenten®®
%2 unterstiitzt wurde, kénnte ebenfalls eine Erklarung fiir die hohe Sensitivitat der

katalytischen Aktivitat auf Stérungen liefern.
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Aufgrund der entscheidenden Funktion des Wasserstoff-Briicken-Netzwerks, siehe
Abb. 43, fur die Form und Stabilitat der katalytischen Tasche, das dem typischer
katalytischer Zentren von Enzymen &hnelt, sind gravierende Auswirkungen durch
Stérung einer Interaktion wie der Wasserstoff-Briicken-Bindung von C10 und U17

vorstellbar.

Die U17isoC-Mutante konnte dabei dem in molekulardynamischen Simulationen®?*
ermittelten Zustand der katalytischen Tasche im inaktiven, geschlossenen Zustand
entsprechen, worin die Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen C10 und U17
ebenfalls nicht ausgebildet war. Die Simulationen basierten auf dem Wildtyp-
Ribozym bei unterschiedlichen Mg?*-lonen Konzentrationen. Erst ab 24 Mg**-lonen
pro Ribozym lag die katalytische Tasche in der geoffneten, aktiven Form und in
hoher Dynamik vor, siehe Abb. 44.

(A) (B)

o ‘/;‘
. -

Abb. 44: Katalytische Tasche des Wildtyp-Diels-Alde  rase-Ribozyms aus
molekulardynamischen Simulationen. (A): Geoffnete k  atalytische Tasche mit 24 Mg **-lonen pro

2+

Ribozym mit zuséatzlich zur Kristallstruktur das Riic kgrat von G1 und G2 stabilisierendem M -
lon (blau). Schwarze Linie reprasentiert die Héhe d er katalytischen Tasche mit 11.2 . (B):
Geschlossene katalytische Tasche mit 8 Mg **_lonen pro Ribozym. (A)+(B): adaptiert aus
Berezniak et al.***,

Mdglicherweise fuhrt in der Ul7isoC-Mutante die zerstdrte Wasserstoff-Bricken-
Bindung zwischen C10 und U17 als fehlende Verbindung des ,Daches” (G2 — C10)
der katalytischen Tasche zum ,Rickgrat’ (U8 - U17) zum selben Zustand. Dabei
ware die Pseudoknoten-Struktur noch intakt, die Basenpaarung der oberen
Pseudoknoten-Minihelix aber von G2-C10 zu G2-C11 und G1-Cl11 zu G1-Al2
verschoben. Dies fuhrt zur direkten Stapelung ,stacking“ von G2 mit A3 und zum
Zusammenbruch der katalytischen Tasche.**¥
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Die fur das Wildtyp-Ribozym beschriebene Stabilisierung durch eine Reihe von
wichtigen Interaktionen zu Elementen aul3erhalb der katalytischen Tasche, wie den
Interaktionen zu Mg**-lonen, wéren daraus folgernd zur Stabilisierung der U17isoC-
Mutante nicht ausreichend. In Mg®*-lonen Interaktionen involviert sind: C10 zu Mg**-
lon Nr.3, U17, G9, U8 zu Mg**-lon Nr.5 und C19, U20 zu Mg®*-lon Nr.1 und 2, siehe
Abb. 45 (A-D).

Somit sind alle die katalytische Tasche bildenden Nukleotide, au3er G2, A3 und A18
in Interaktionen zu Mg**-lonen involviert. Die Interaktionen wurden aus der
Kristallstruktur® abgeleitet und in verschiedenen Experimenten am Ribozym in

Lésung untersucht, 2 164

Auswirkungen auf A18 als Teil der scharfen Biegung

Die beschriebenen strukturellen Anderungen kénnten zu weiteren Anderungen der
Wasserstoff-Bricken-Bindungen und Stabilititen fuhren und so auch zur
verminderten Stabilitait des A18 im Probing beitragen. Strukturelle Anderungen
konnten hierbei zu Stérungen in der reversen Hoogsteen-Basenpaarung U8 und A18
fuhren, siehe Abb. 39 und 43, oder aufgrund von Verschiebungen in der scharfen
Biegung zur Storung der Basen-Stapelung von A18 und C21.4 fuhren, siehe
Abb. 45 (A). Aufgrund dieser Anderungen kénnte die Spaltung an A18 im Gegensatz
zum Wildtyp und zur U17C-Mutante erklart werden. Interessant ist im Kontext der
scharfen Biegung die in der Literatur beschriebene Ahnlichkeit zum T-Loop Motiv in
tRNA, die auch in ribosomaler RNA und anderen groen RNAs beschrieben
wurde.®1 |n einer nativen tRNA, die unter hohem Druck eine Diels-Alder-
Reaktion katalysiert, wurde ebenfalls ein Einfluss des T-Loops vermutet.t?
Ergebnisse kdnnten auf eine Zerstérung der T-Loop — D-Loop Interaktion durch den
hohen Druck, der Offnung der tRNA-Sturktur und der aufgrunddessen moglichen

Stapel-Interaktionen ,stacking* des Diens hinweisen.®"?

Fur das Diels-Alderase-Ribozym konnte die hohe Konservierung der einzelnen
Nukleotide der scharfen Biegung weniger entscheidend sein als die hohe Sensitivitat
der scharfen Biegung auf strukturelle Anderungen im Ribozym, wie in der U17isoC-
Mutante und dessen Probing-Verhalten vermutet. Stapel-Interaktionen wurden auch
in molekulardynamischen Simulationen”™ als elementar fir das Diels-Alderase-
Ribozym beschrieben und werden in Abschnitt 3.5.5 detaillierter beschrieben und
diskutiert.
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Strukturelle Anderungen konnten im Diels-Alderase-Ribozym auch zu einer direkten
hoheren raumlichen Zugéanglichkeit des 2’-OH von A18 fuhren. Im Wiltyp-Ribozym
scheint dieses durch die sterische Nahe zu U20 wenig zuganglich zu sein, wie durch
eine sterisch anspruchsvollere Modifikation einer 2’-O-Methyl-Gruppe mit einer
hohen Aktivitatsverminderung auf 2.5% demonstriert wurde.®?

(A) (B)

Diels-Alder-
Produkt

Abb. 45:  (A): Katalytische Tasche des Wildtyp-Diels -Alderase-Ribozyms aus der
Kristallstruktur mit Diels-Alder-Produkt. U17 (viol ett) als modifiziertes Nukleotid und A18 (gelb)
als gespaltenes Nukleotid im Probing der U17isoC-Mu  tante. (B): Interaktionen zu Mg *“lon Nr.3
des Phosphatriickgrats von C10 und C11 ,outersphere %« (plaue Linien). (C): Interaktionen von
Ul7, G9 und U8 zu Mg *_lon Nr.5 ,outershere* (blaue Linien) (D): Interakt ionen von C19 zu
MgZ+—Ion Nr.2 ,innersphere %, U20 zu Mg #_lon Nr.1 und 2 ,inner- und outersphere”.

Insgesamt scheint das reverse Hoogsteen-Basenpaar A18-U8 sensitiv gegenuber
Modifikationen zu sein fur die nahezu oder komplette Inaktivitat festgestellt wurde,
was durch direkte Produkt-Interaktionen erklart wurde.®® Geringe Anderungen dieser
Interaktion oder dieser Nukleotide scheinen grof3e Einflisse auf die katalytische
Aktivitat zu haben, wodurch vorstellbar wird, dass Anderungen auch zur stark

verminderten Stabilitat des A18 in der U17isoC-Mutante fuhren konnten.

% outersphere“-Koordination: Interaktion mit den H,O-Liganden des Mg2+—lons

° innersphere“-Koordination: direkte Interaktion mit dem Mg**-lon



Ergebni sse und Diskussion 76

Strukturelle Relevanz der C10 — U17 H-Briicken-Bindung

Folglich ware die C10-Ul17 Wasserstoff-Bricken-Bindung die einzige
strukturstabilisierende Interaktion in diesem Ribozym-Bereich, die prazise
Positionierung fur die Ausbildung ihrer Interaktionen benétigt. Zerstdérung dieser
einen H-Bricken-Bindung kénnte entweder wie oben beschrieben zum Kollaps der
katalytischen Tasche fuhren, oder die obere Minihelix, also das ,Dach”, kénnte vom
.Ruckgrat‘ getrennt werden und die katalytische Tasche so teilweise zerstort sein.

Dabei zeigt die U17isoC-Mutante, in der die Gesamt- und die Pseudoknoten-Struktur
ausgebildet sind, aber nicht die vollstandige Kompaktheit erreicht wird, die die
katalytische Tasche nicht stabilisieren kann und katalytisch vollig inaktiv ist, eindeutig
die hohe Relevanz der Formkomplementaritat aus intakter katalytischer Tasche und
Diels-Alder-Produkt. Der Prozess der Stdrung oder teilweisen Zerstbérung der
katalytischen Tasche durch Zerstérung einer einzigen Wasserstoff-Bricken-Bindung
konnte fur den multiplen Reaktionsumsatz®® °® des Ribozyms relevant sein. Diese
Stérung und Wiederherstellung der tertiaren Struktur kénnte dem Ubergang der
Zustande der gefalteten und intermediaren Konformation innerhalb von 100 ms
entsprechen, die in der smFRET-Bestimmung® und mittels NMR-Spektroskopie®”
festgestellt wurden. Weitere Relevanz konnte die Stérung der katalytischen Tasche
fur die Reaktion durch die ,Hintertir* haben, die den Substrateintritt durch eine enge
Offnung erfordert.®® Neueste molekulardynamische Untersuchungen lieRen fiir den
Eintritt der Anthracen-Komponente durch die ,Hintertir* auf eine Offnung der
katalytischen Tasche durch voribergehende Trennung der Basenpaarung G2-C10

als Offnung des ,Daches* schlieBen.*™
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3.5 Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen Ribozym und
Diels-Alder-Produkt

3.5.1 Interaktionen zwischen Ribozym und Diels-Alde  r-Produkt

Zur quantitativen Untersuchung der zwei aus der Kristallstruktur abgeleiteten,
relevanten Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen dem Diels-Alderase-Ribozym
und dem Diels-Alder-Produkt wurden individuelle RNA-Sequenzen mit Modifikationen
eingesetzt, siehe Abb. 47 (A). Dabei wurden die beiden H-Bricken-Bindungen
zwischen 2-NH; des G9 und 2‘-OH des U17 mit demselben Carbonyl-Sauerstoff der
Maleimid-Gruppe im Diels-Alder-Produkt, siehe Abb. 35 (B), zerstort. Eine dritte aus
der Kristallstruktur abgeleitete H-Brucken-Bindung der 6-NH,-Gruppe des A3 mit
dem ersten Ethersauerstoff des Polyethylenglykol-Linkers im Diels-Alder-Produkt
wurde experimentell als nicht essentiell identifiziert®® ¥ und deshalb im Rahmen

dieser Arbeit nicht weiter quantitativ untersucht.

Erste semi-quantitative Ergebnisse der relativen Aktivitaten®®, unter Zerstérung der
Interaktionen mittels Modifikationen an Position 17 durch desoxy-Uridin, wurden aus
Einzelzeitpunkt-Bestimmungen mittels gelelektrophoretischen Assays fir eine
Reaktionszeit von 30 min erhalten.®® 2 Die Entfernung des 2'-OH von Uridin 17
(U17) durch Substitution mit desoxy-Uridin 17 (dU17) zeigte nach 30 min
Reaktionszeit 90% Aktivitat bezogen auf 100% Wildtyp-Aktivitat.®? Der Einfluss von
Modifikationen von Guanosin 9 (G9), ermittelt durch ,Nucleotide Analog Interference
Mapping“ (NAIM), ergab fur eine Einzelzeitpunkt-Bestimmung mit einem
Reaktionsumsatz von 25-33% die relativen Aktivitdten fur Inosin von ~16%, Purin
~60% und 2-Aminopurin ~78%.©?

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der Linearitat des
Reaktionsumsatzes quantitative gelelektrophoretische Bestimmungen mit der
tripartiten Ribozymvariante und linkergebundenem Anthracen mit einfachem
Reaktionsumsatz  eingesetzt. Das Prinzip und die Bedeutung des
gelelektrophoretischen Assays werden im nachsten Abschnitt ndher erlautert. In
ersten Aktivitdtstests in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der
Reaktionsumsatz fur das Wildtyp-Ribozym (wt) und die Ul7dU-Mutante (dU17) nur

fur die ersten 15% Reaktionsumsatz eine Linearitat der Reaktion aufwiesen.

9" Untersuchungen von Dr. Dirk Bebenroth durchgefiihrt
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Mit fortschreitendem Reaktionsumsatz nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit ab, siehe
Abb. 46.
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Abb. 46:  Gelelektrophoretischer Assay. Erste Messu  ngen zur Untersuchung der Linearitéat
der katalysierten Reaktion des Wildtyp-Ribozyms (wt ) und der desoxy-U17-Mutante (dU17).

Folglich ist eine echte quantitative Bestimmung der relativen Aktivitaten der
Ribozyme mit einfachem Reaktionsumsatz nur im linearen Bereich innerhalb der
ersten 15% des Reaktionsumsatzes mdglich und fiihrt bei hoherem Reaktionsumsatz
zu falschen quantitativen Werten der katalysierten Reaktion im Vergleich zum

Wildtyp-Diels-Alderase-Ribozym.

3.5.2 Quantifizierung des Einflusses der Wasserstof  f-Briicken-Bindungen auf
die katalytische Aktivitat

Zur einfachen Kombination unterschiedlicher Modifikationen wurde die dreistrangige
Ribozymvariante bestehend aus 24mer, 18mer und radioaktiv markiertem 11mer mit
linkergebundenem AHEG als Reaktion mit einfachem Reaktionsumsatz (,single
turnover”) eingesetzt. Die drei Ribozym-Strange, als Ribozym-System in unserem
Labor etabliert, hybridisieren spontan und besitzen 70% der Aktivitdt des
einstrangigen  Wildtyp-Ribozyms mit  einfachem Reaktionsumsatz.®® Der
gelelektrophoretische Assay eignet sich insbesondere zur Trennung des llmer-
Produktes vom Edukt 11mer-AHEG mit ausreichendem ,Mobilitdts-Shift* unter
Verwendung von Biotinmaleimid (Molekil, siehe Abb. 47 (C)) als Maleimid-

Komponente.
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Der Einsatz radioaktiv markierter RNA, die gelelektrophoretische Trennung und die
Detektion mittels Radiographie ermoéglichen durch hohe Sensitivitat den Einsatz

geringer RNA-Mengen im Femtomol-Bereich.

An Modifikationen fur Guanosin 9 (G9) wurden Purin (Pu9), Inosin (Ino9) und 2-
Aminopurin (2AP9) eingesetzt. Uridin 17 (U17) wurde mit desoxy-Uridin (dU17)
substituiert und in Einzel- und Doppelmodifikationen kombiniert (Abb. 47 (B)).

(C)

(A)

G9 Diels-Alder-Produkt
(B)
G9
Analoga N 7
¢ f ¢ ﬁ ..
! A -l .
G9 Pu9 Ino9 2AP9
u17
Analoga a 0
fLNH [N
-0 N/go O N/go
o) o]
OR OH OR-
u17 du17
Abb. 47: Molekile des gelelektrophoretischen  Assays . (A): Gelelektrophoretisch
untersuchte Wasserstoff-Briicken-Bindungen (rote Lin ien) von 2'-OH des U17 und 2-NH , des

G9 mit dem Carbonyl-Sauerstoff der Maleimid-Gruppe des Diels-Alder-Produkts, beteiligte
Seitengruppen: rot markiert. R1 des Diels-Alder-Pro  dukts: symbolisiert Biotin-Rest, siehe
Molekil in (C). (B): Eingesetzte G9- (Guanosin) und Ul7-Analoga (Uridin): Pu9 (Purin), Ino9
(Inosin), 2AP9 (2-Aminopurin), Modifikationen sind in Farbe hervorgehoben. (C):
Biotinmaleimid (N-Biotinoyl-N‘-C6-Maleimidohexanoyl )-Hydrazid als eingesetztes Maleimid-
Substrat.

Diese Modifikationen wurden ausgewahlt, um fir die G9 Position den Einfluss von
2-NH; und des 6-0 in alle méglichen Kombinationen zu untersuchen und zusétzlich
in den Doppelmutanten den Effekt beider zerstorter Wasserstoff-Brucken mit

unterschiedlichen Seitengruppen bestimmen zu kdénnen.
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In allen Modifikationen blieb die Wasserstoff-Briicken-Bindung zwischen dem 2‘-OH
des G9 und 3-NH des Ul7, als Bestandteil des in Abb. 10 (B) und 43 gezeigten

zentralen Wasserstoff-Briicken-Netzwerks intakt.

Die  Ergebnisse  nach  zeitabhangiger = Reaktion mit  Biotinmaleimid,
gelelektrophoretischer Trennung, Detektion mittels Radiographie und quantitativer
Auswertung werden in Abb. 48 dargestellt. Abb. 48 (A) zeigt die relativen Aktivitaten
fur die Reaktion pseudo-erster Ordnung als Saulendiagramm und Abb. 48 (B) die

Aktivitatsdnderung im Kontext der Sekundarstruktur.
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Abb. 48: Ergebnisse des gelelektrophoretischen Assa  ys. (A): Relative Aktivitat [%)] der
Einzel- und Doppelmutanten bezogen auf 100% Wildtyp  -Aktivitdt (graue Sé&ule) der Reaktion
pseudo-erster Ordnung als Mittelwert aus unabhéngig en Triplikatmessungen in Ziffern auf den
Saulen, Farbcode entsprechend den Modifikationen in Abb. 47. Relative Aktivitat [%] mit
Standardabweichungen: Einzelmutanten: Pu9: 12 +1.7 ; In09: 22 +2.5; 2AP9: 10+ 1.0; dU17:
34 £ 2.0; Doppelmutanten (je mit dU17): Pu9: 5+ 1. 5;1n09: 4 £1.2; 2AP9: 4 + 0.6. (A): Publiziert
in Kraut et al.®. (B): Ribozym-Sekundarstruktur mit Einfluss der je ~ weiligen Modifikation als
Pfeile mit Farbcode (analog (A)) symbolisieren den Einfluss der jeweiligen Modifikation, je
groRer die Aktivitdtsdnderung, desto gréRer der Pfe il

Die Ergebnisse der guantitativen Messungen ergaben relative Aktivitaten [%] der
Mutanten, bezogen auf die Wildtyp-Aktivitdt von 100% mit der Standardabweichung
gebildet aus unabhangigen Triplikatbestimmungen, wie in Tab. 5 aufgelistet.



Ergebni sse und Diskussion 81

Tab. 5: Ubersicht der relativen Aktivititen + Stand  ardabweichung [%] der Einzel- und
Doppelmutanten aus Triplikatbestimmungen im Verglei ch zum Wildtyp-Ribozym zu 100%.

Relative Aktivitaten [%0] ul7 dulv

G9 100 34+20
Pu9 12+1.7 5+15
Ino9 22+25 4+1.2
2AP9 10+1.0 4+0.6

Aus dem Verhéltnis der Anfangsgeschwindigkeiten von Kkatalysierter zu
unkatalysierter Reaktion der Reaktion pseudo-erster Ordnung wurden die
Reaktionsbeschleunigungen der katalysierten Reaktionen zu den in Tab.6
enthaltenen Werten mit den Standardabweichungen ermittelt. Die komplette

Berechnung wird in Abschnitt 4.6.3 erklart.

Tab. 6: Ubersicht der Reaktionsbeschleunigung + Sta  ndardabweichung berechnet aus
dem Verhaltnis der Anfangsgeschwindigkeiten [%/min] von katalysierter und unkatalysierter
Reaktion.

Reaktions -

ulv duiv

beschleunigung

G9 11000 = 600 3700 £ 200

Pu9 1300 = 200 550 £ 150

Ino9 2400 + 300 450 + 150

2AP9 1100 + 100 450 + 50

Wie die Ergebnisse zeigten, fuhrte die Entfernung der 2'-OH-Gruppe durch die
Substitution mit dU17 also nur zu einer moderaten Verringerung der katalytischen
Aktivitat auf ungefahr 1/3 der Wildtyp-Aktivitat, wohingegen die Entfernung der
2-NH,-Gruppe am G9 durch Substitution mit Inosin und Purin zu 5- und 8-facher
Verminderung der Aktivitat fihrte. Der Vergleich der Substitutionen von Purin und
Inosin, beide ohne 2-NH,-Gruppe, wies fiir das Inosin mit der 6-O-Gruppe annahernd

die doppelte Aktivitat im Vergleich zu Purin, als Molekil ohne Seitengruppen auf.

Interessanterweise zeigte die Substitution durch 2-Aminopurin mit intakter 2-NH,-
Gruppe, aber ohne 6-O die héchste Aktivitatsabnahme aller Einzelmutanten um das

10-fache, obwohl hier beide H-Briicken-Bindungen zum Produkt noch intakt sind.
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Entscheidend fir die Interaktionen scheinen also nicht nur die direkt an der
Interaktion zum Diels-Alder-Produkt beteiligten Gruppen zu sein. Das Nukleotid 9
befindet sich in direkter Nahe zu Mg?*-lon Nr.5 und wird durch dieses uber eine

Wasserstoff-Briicken-Bindung mit seiner 6-O-Gruppe stabilisiert, siehe Abb. 49.

Mg”-lonNr.5

Wasserstoff-Brucken-
Bindung

6-Oxo-Gruppe
von G9

Abb. 49:  G9 und Mg *_lon Nr.5: H-Briicken-Bindung zwischen der 6-Oxo-Gru  ppe des G9 des
Wildtyp-Ribozyms und dem Mg ?*-lon Nr.5, aus der Kristallstruktur ¥ abgeleitet.

Dem Ribozym mit Pu9-Modifikation fehlt diese Interaktion zusatzlich zur Wasserstoff-
Brucken-Bindung, was eine Erklarung fur die geringere Aktivitait des Pu9 im
Vergleich zu Ino9 und ebenfalls fur die unerwartet geringe Aktivitat des 2AP9 sein
kbnnte. Somit zeigen die Ergebnisse, dass neben den Wasserstoff-Briicken-
Bindungen zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt auch andere Effekte, wie
elektronische Einflisse und Wechselwirkungen, Einfluss auf die katalytische Aktivitat

haben.

Alle drei Doppelmutanten zeigten eine katalytische Restaktivitat von 4-5%, obwohl
bei den beiden Doppelmutanten Pu9 + dU17 und Ino9 + dU17 beide Wasserstoff-
Brucken-Bindungen zerstort sind. Fir die Doppelmutante von 2AP9 + dU17 mit
intakter Wasserstoff-Bricken-Bindung der 2-NH,-Gruppe des 2AP9 zum Diels-Alder-
Produkt, war eine hohere Restaktivitat im Vergleich zu den beiden anderen
Doppelmutanten erwartet worden. Im Vergleich der relativen Aktivitaten der
Einzelmodifikationen mit der geringsten Aktivitat fur die 2AP9-Modifikation trat fur
diese Modifikation nur eine Verminderung der relativen Aktivitdt um den Faktor 2.5
auf, ahnlich dem der Mutante Pu9. Die hdchste Verminderung um den Faktor 5.5
zeigte die Ino9-Modifikation. Die unterschiedlichen Raten der Aktivitatsminderung
fuhrten dann fur alle drei Doppelmutanten zu &hnlichen Restaktivitaten. Die

(164)

Ergebnisse sind in Kraut et al. publiziert.
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3.5.3 Die Produkt-Inhibition des Diels-Alderase-Rib  ozyms

Fiur das Diels-Alderase-Ribozym ist aus frilheren Untersuchungen*' eine starke
Produkt-Inhibition der katalytischen Aktivitdt bekannt. Die mittlere inhibitorische
Konzentration 1Cso [UM] des Diels-Alder-Produkts aus AHEG und NPM (DA1) der
Enantiomere wurde fir das R,R-Produkt auf 11 pM und das S,S-Produkt zu 270 uM
bestimmt. Das R,R-Produkt, das mit Uber 95% ee in der naturlichen D-Form des
Ribozyms gebildet wird, zeigte hier eine ungefahr 20-fach starkere Produktinbition
als das S,S-Produkt. siehe Abb.50. Umgekehrtes Verhalten konnte fir die
unnatirliche L-Ribozymvariante mit einer Inhibition von 30 uM fur das S,S- und
370 uM fir das R,R-Produkt festgestellt werden. Ein achirales Produkt gebildet aus
Anthracen und Maleimidocapronséure (DA2) wies mit 21 uM einen ahnlich hohen
ICso-Wert wie das R,R-Produkt auf, was auf eine geringe Beteiligung der
Polyethylenglykol-Seitenkette des Anthracens in der Produkt-Inhibition hindeutete.®?

L\:\N? ?N rﬁ/ H
e b
oF oy oo

6
R,R-DA1 S,S-DA1 DA2

IC., [UM] 11 270 21

Abb. 50: IC 5o-Werte [uM] der Diels-Alder-Produkte: Enantiomere R,R-DA1 und S,S-DA1 aus
AHEG und NPM; achirales DA2 aus Anthracen und Malei midocapronséaure. IC 5 Lkll\/l] fur das
Wildtyp-Ribozym mit 100 uM Dien, 500 uM Dienophilu  nd 7 uM Ribozym bestimmt. ©®

Die aus der Kristallstruktur abgeleiteten Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen
Ribozym und Diels-Alder-Produkt  kénnten  nicht nur wie in den
gelelektrophoretischen Assays ermittelt eine fundamentale Funktion fur die
katalytische Aktivitat des Ribozyms haben, sondern auch entscheidend fur die hohe
Produkt-Inhibition sein. Im nachfolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse dazu

beschrieben.

*1 Untersuchungen von Dr. Friedrich Stuhlmann durchgefihrt
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3.5.4 Bestimmung der Produkt-Inhibition in Abhéngig keit der Wasserstoff-

Briicken-Bindungen

Zur Untersuchung des Einflusses der Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen
Ribozym und Diels-Alder-Produkt auf die Produkt-Inhibition wurde die
Doppelmutante G9Pu + U17dU als Mutante eingesetzt bei der beide H-Bricken-
Bindungen zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt zerstort sind. Dafir wurde
das Diels-Alderase-Ribozym als einstrangiges 49mer mit freien Substraten unter
multiplem Reaktionsumsatz verwendet. Der UV/VIS-spektroskopische Assay erfolgte
analog den beschriebenen Standardbedingungen® mit AHEG, NPM und Ribozym
unter Messung der AHEG-Abnahme in den Reaktionen, siehe Abb. 51 (B). Zur
Produkt-Inhibition wurden die in Abb. 51 (A) dargestellten Diels-Alder-Produkte DAl
und DA2 verwendet. Das Produkt aus AHEG und NPM (DA1l) wurde dabei als
Enantiomerengemisch aus R,R- und S,S-Produkt eingesetzt, wodurch sich der
ICso-Wert auf ungefahr das doppelte des R,R-Wertes erhéhen sollte. Die Inhibition
der Produkte wurde bis zur Léslichkeitsgrenze der Produkte, fiir DAL bis 200 uM und
DA2 bis 500 uM, eingesetzt. Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante
k [M™? h™] der Reaktion zweiter Ordnung erfolgte aus der Absorptionsabnahme des
AHEG-Substrats in Korrelation zur zugesetzten Diels-Alder-Produkt-Konzentration
aus Triplikatmessungen mit Angabe der Standardabweichung, siehe Abb. 51 (C).
Aufgrund der geringen Ribozym-Aktivitat der Doppelmutante wurde die 4-fache
Ribozym-Konzentration der Doppelmutante im Gegensatz zum Wildtyp-Ribozym
zugesetzt. Fur das Wildtyp-Ribozym mit der starken Produkt-Inhibition konnte die
mittlere inhibitorische Produkt-Konzentration 1Cso [uM] aus dem sigmoidalen Fit der

Triplikatmessungen ermittelt werden, siehe Abb. 51 (D).

Fur die Doppelmutante ohne Zusatz an Diels-Alder-Produkt wurde die
Geschwindigkeitskonstante k zu 850 +30 [M™* h™] und fiir das Wildtyp-Ribozym zu
15500 + 1100 [M* h™] bestimmt. Unter Beriicksichtigung der 4-fachen Ribozym-
Konzentration der Doppelmutante bedeutete dies eine ~ 70-fach reduzierte
Geschwindigkeitskonstante, beziehungsweise eine Restaktivitait von ~ 1-2%.
Aufgrund des Erreichens der Ldslichkeitsgrenze des Produkts DAL vor Eintreten der
vollstandigen Produkt-Inhibition wurde der ICso-Wert fir DAL nicht exakt ermittelt,
sondern nur auf ungefahr 10 uM angenahert und fir DA2, fir das annahernd

vollstdndige Produkt-Inhibition auftrat, auf 7 uM bestimmt.
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Abb. 51: Produkt-Inhibition  fur die  Doppelmutante P u9dul7 (Kombination von
G9Pu + U17dU) und Wildtyp mit Diels-Alder-Produkten bis zur Loslichkeitsgrenze von DA1 bis
zu 200uM und DA2 bis zu 500 uM zugesetzt. (A): Die Is-Alder-Produkte, DAl als
Enantiomerengemisch von R,R- und S,S-Produkt, symbolisiert durch gestrichelte Linien. D A2
als achirales Produkt. (B): UV/VIS-spektroskopische r Assay: AHEG-Abnahme bei 365 nm im
Vergleich fir den Wildtyp mit 1-facher (1x) Ribozym  -Konzentration (7 uM Ribozym), fir die
Pu9dU17-Doppelmutante mit 4-facher (4x) Ribozym-Kon  zentration (28 uM Ribozym) und fiir die
unkatalysierte  Hintergrundreaktion mit je 500uyM AH EG wund 5mM NPM. (C):
Geschwindigkeitskonstante k[M'l h'l] der Doppelmutante Pu9dU17 in 4-facher Ribozym-
Konzentration in Abhangigkeit der Diels-Alder-Produ kt-Konzentrationen aus
Triplikatbestimmungen mit Standardabweichungen best immt. (C)+(D): In der logarithmischen
Darstellung, wurde O [uM] als 0.01 [uM] aufgetragen . (D): Geschwindigkeitskonstante der
Produkt-Inhibition fur Wildtyp (1-fache Ribozym-Kon zentration) mit sigmoidalem Fit zur
Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentrat ion IC 5o fur DAL zu ~ 10 uM und DA2 ~
7 UM. (C):Ppubliziert in Kraut et al. .

Die Doppelmutante als Ribozym ohne die beiden Wasserstoff-Briicken-Bindungen
von G9 und Ul7 zum Diels-Alder-Produkt zeigte keinerlei Verringerung der
Geschwindigkeitskonstante  tUber den gesamten Konzentrationsbereich an
zugesetzten Diels-Alder-Produkten. Somit demonstrierte das Ribozym ohne die

beiden H-Bricken-Bindungen véllige Unabhangigkeit vom Diels-Alder-Produkt.
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Die Berucksichtigung der gleichzeitig ermittelten Restaktivitat der Doppelmutante
Pu9dU17 von nur 1-2% untermauerte zusatzlich die Hypothese der hohen Relevanz
beider Wasserstoff-Briicken-Bindungen im Wildtyp-Ribozym mit freien Substraten
und multiplem Reaktionsumsatz fir die katalytische Aktivitat, die Erzeugung der
hohen Affinitdt zum Diels-Alder-Produkt und folglich auch zur hohen Produkt-

Inhibition.

Diese Ergebnisse bestéatigten somit den vermuteten Zusammenhang der
katalytischen Aktivitat und der hohen Produkt-Inhibition durch die beiden
Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen G9 und U17 des Ribozyms und dem

| (164)

Diels-Alder-Produkt. Die Ergebnisse sind in Kraut et a publiziert.

3.5.5 Interpretation der Ergebnisse Uber den Einflu  ss der Wasserstoff-

Briicken-Bindungen

Der Einfluss von Interaktionen zu Mg~ ?*-lon Nr.5

Die unterschiedlichen relativen  Aktivitaten der  Einzelmutanten im
gelelektrophoretischen Assay deuten auf den Einfluss der Interaktion zwischen dem
Nukleotid G9 und dem Mg?*-lon Nr.5 auf die katalytische Aktivitat hin, siehe Abb. 52.
Neben den Interaktionen des G9 durch 6-O und N7 mit dem Mg?*-lon Nr.5 und U17
durch 4-O wurden auch fur die beiden Nukleotide U8 und Al6 Interaktionen zum
Mg*-lon Nr.5 aus der Kristallstruktur und aus Substitutions-Experimenten

abgeleitet.®+%?

Im Gegensatz zur Substitution von U17 durch dU17 ohne Stérung der Interaktion
zum Mg?*-lon fiihrten Substitutionen von G9 zu Anderungen. Die Entfernung der
6-Oxo-Gruppe des G9 durch Substitution mit G9Pu oder G92AP flhrte, im Vergleich
zu G9Ino, zur Halbierung der katalytischen Aktivitat. Fir G9Pu und G92AP ist nur
noch die Wasserstoff-Briicken-Bindung von N7 zum Mg**-lon intakt. Die Interaktion
des G9 zum Mg*-lon Nr.5 scheint folglich einen signifikanten Einfluss auf die

katalytische Aktivitat zu haben.

Diese Ergebnisse ergédnzen die aus friheren Studien erhaltenen Kenntnisse Uber
den Einfluss von Nukleotid-Interaktionen zu Mg?*-lon Nr.5 auf die katalytische
Aktivitat. Dabei wurde fiir U17 die Interaktion des 4-O mit dem Mg?*-lon mittels
Substitution  der  Carbonyl-Sauerstoffatome  durch ~ Aminogruppen  unter
Aktivitatsverminderung um das 3-fache in Aktivitatsstudien abgeleitet.®?
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Die Interaktion von U17 zum Mg?®*-lon scheint wichtig, aber nicht essentiell zu sein,
wie aus FRET-Experimenten mit einer sterisch anspruchsvollen ,Caging-Gruppe*“ am
4-O mit noch 55% Restaktivitit gefolgert wurde.*®” '™ Die Interaktion des
5-Phosphatsauerstoffs des U8 mit dem Mg?*-lon wurde aus der Aktivitatsminderung

um ungefahr 50% aus dem Phosphorothioateffekt mittels NAIM abgeleitet.

Pu9

Relative Aktivitat [%]

2AP9 u17
5 G9 100

Pu9 12

2AP 10

Inod Ino9 22

Abb. 52: Interaktion der Nukleotide U8, G9, U17 und  A16 mit dem Mg *_lon Nr.5. Interaktion
von G9 und U17 mit dem Mg **-lon: 6-O und N7 des G9 und 4-O des U17. Die grauen  Sphéaren
symbolisieren die Beteiligung der Nukleotide am ,RU ckgrat“. Die Interaktionen zum Mg **-lon
sind in blauen Linien dargestellt, analog die Wasse  rstoff-Briicken-Bindung zwischen G9 und
Ul7. Alle Interaktionen wurden aus der Kristallstru ktur abgeleitet. Mitte und rechts:
Substitutionen fir G9 mit den relativen Aktivitaten [%] der Einzelmodifikationen.

Alle diese Ergebnisse bestatigen die signifikante Stabilisierungsfunktion und den
Einfluss auf die katalytische Aktivitat der Wechselwirkungen zum Mg?*-lon Nr.5. Sie
bestdatigen auch die aus der Kiristallstruktur abgeleitete wichtige Stabilisierung
insbesondere der die Bulge-Uberkreuzung bildenden Nukleotide G9 und U17 als Teil
des ,Rickgrats®, das durch Basenstapelungen einen elementaren Einfluss auf die

Form der Gesamtstruktur hat und sie stiitzt.

Die Interaktion zu Mg?*-lon Nr.5 wurde somit, aufgrund der noch vorhandenen
Aktivitdten nach Stérung einer Interaktion, als signifikant, aber nicht essentiell
identifiziert. Im Gegensatz dazu fuhrte die Zerstérung der H-Bricken-Bindung
zwischen G9 und U17 in Substitutions-Experimenten zur fast volligen Inaktivitat und
durch Substitution zweier H-Bricken-Akzeptoren zu vollstandigem

Aktivitatsverlust.©?
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Die Zerstorung der Interaktion zwischen G9 und U17 hat offensichtlich einen
entscheidenden Einfluss auf die katalytische Aktivitat und kénnte das ,Rickgrat” des
Ribozyms zerstéren, wahrend der Einfluss der Interaktionen zu Mg?*-lon Nr.5 einen
weniger dramatischen Effekt aufweist. Somit kbénnte bei der Stabilisierung der Bulge-
Uberkreuzung eine synergistische Kombination der H-Briicken-Bindungen zwischen
G9 und U17 und zu Mg?-lon Nr.5 vorliegen. Méglicherweise fiihrt die Zerstérung
einer Wechselwirkung wie in 2AP9 aufgrund der noch intakten weiteren Interaktionen
nur zur verminderten Aktivitdt unter Erhalt der Gesamtstruktur. Mdglicherweise
haben auch elektronische Effekte einen entscheidenden Einfluss, wie der in der 6-
Oxo-Gruppe wirkende —M-Effekt*? ™ der zur Verminderung der Elektronendichte
im Ring fuhrt oder die umgekehrt wirkende 2-NH,-Gruppe, die mit ihrem +M-Effekt
die Elektronendichte im Ring erhoht. Das Zusammenwirken der Effekte der

unterschiedlichen Seitengruppen kénnte dabei entscheidend sein.
RNA-Produkt-Interaktionen und deren Einfluss auf di e katalytische Aktivitat

Einzelmodifikationen

Bemerkenswert ist das Ergebnis der Ul7dU-Modifikation mit zerstorter Wasserstoff-
Brucken-Bindung von dU17 zum Diels-Alder-Produkt mit der hohen Restaktivitat von
34 £ 2.0%, die durch die Aktivitatsminderung um ungefahr 2/3 den grol3en Einfluss
dieser Wasserstoff-Briicken-Bindung aufzeigt. Die hohe Restaktivitat beschreibt
allerdings auch die effektive Kompensation dieser einen fehlenden H-Briicken-
Bindung durch andere Interaktionen. Der Einfluss auf die katalytische Aktivitat der
Modifikationen von G9 mit Aktivitaten von 10-22% wurde somit als viel groRer als die
Modifikation von U17 identifiziert. Insbesondere die niedrige katalytische Aktivitat der
2AP9-Modifikation von nur 10% trotz beider intakter H-Bricken-Bindungen zum
Diels-Alder-Produkt war zunachst (berraschend. Eine Erklarung dafur kénnten
elektronische Effekte, wie im Abschnitt zuvor beschrieben, sein. Diese sollten in den
Modifikationen innerhalb des G9 eine groRere Auswirkung auf die Nukleobase und
deren Wechselwirkungen mit dem Mg®*-lon Nr.5 haben als die fehlende 2‘-OH-
Gruppe der Ribose des dU17.

2 M-Effekt: Abkirzung von: Mesomerer Effekt. Ein Substituent mit —M-Effekt entzieht einem

mesomeren System aufgrund seiner Doppel- oder Dreifach-Bindung Elektronendichte. Ein
Substituent mit +M-Effekt erhdht durch ein freies Elektronenpaar die Elektronendichte des
mesomeren Systems.
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Daraus konnte die geringere Verminderung der katalytischen Aktivitdt der U17dU-
Mutante und die starkere Verminderung der G9-Modifikationen erklart werden.

Doppelmodifikationen

Die sehr @hnlichen Restaktivitditen von 4-5% der drei Doppelmutanten, weisen auf
die Unabhangigkeit dieser katalytischen Restaktivititen von den Einflissen der
Wasserstoff-Bricken-Bindungen zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt und zu
Mg**-lon Nr.5 hin.

Die Diskrepanz der Restaktivitat der Doppelmutante Pu9dU17 von 1-2% im UV/VIS-
spektroskopischen Assay und 5% im gelelektrophoretischen Assay kdonnte aus der
Vervierfachung der Pu9dU17-Ribozym-Konzentration in der Produkt-Inhibitions-
Bestimmung resultieren. Die Erh6hung der Ribozym-Konzentration war aufgrund der
sehr geringen Geschwindigkeitskonstante zur Differenzierung der ribozym-
katalysierten von der unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion der Mutante erforderlich,
wie in Abb. 51 (B) dargestellt. Das Agquivalentverhiltnis von Ribozym zu AHEG
wurde dadurch von 1:71 zu 1:18 verandert. In der Pu9dU17-Mutante wurde somit die
fur das Wildtyp-Diels-Alderase-Ribozym ermittelte Konzentration Ky** von AHEG
370 pM mit 7 pM Ribozym nicht erreicht.®® Die generell verringerte katalytische
Aktivitat des Dreistrang-Wildtyp-Ribozyms mit einfachem Reaktionsumsatz auf 70%
der Aktivitat des Einstrang-Ribozyms® sollte hier aufgrund der Bestimmung der

relativen Aktivitaten in Bezug auf das Wildtyp-Ribozym nivelliert sein.

Aus der Restaktivitdt der Doppelmutanten von 4-5% wurde der entsprechende
Energiebeitrag beider Wasserstoff-Briicken-Bindungen, als freie Reaktionsenergie
mit nachfolgender Formel, die aus der Arrhenius-Gleichung abgeleitet wurde,

berechnet.©® 17
AG [kJ [nol 1= -RT On [relative Aktivitét]

Mit:  AG [kJ/mol]: freie Reaktionsenergie; R: allgemeine Gaskonstante:
0.008314 kJ-K*-mol™; T: absolute Temperatur: 298 K

%3 Kw: Substratkonzentration der halomaximalen Reaktionsgeschwindigkeit
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Der Energiebeitrag der beiden Wasserstoff-Briicken-Bindungen, aus der Restaktivitat
berechnet, tragt mit 7-8 kd/mol zur Stabilisierung des Ubergangszustandes bei. In
Bezug auf die 450-550-fache Reaktionsbeschleunigung der Doppelmutanten im
Vergleich zur unkatalysierten Reaktion, entspricht die Differenz des Energiebeitrags
AAG ungefahr 15 kJ/mol. Folglich basiert ein gré3erer Energiebeitrag auf anderen
Interaktionen als auf den beiden H-Briicken-Bindungen.

Mdogliche andere relevante Interaktionen werden im Kontext der Produkt-Inhibition im

Ubernachsten Abschnitt diskutiert.

Einzel- und Doppelmutanten im Vergleich

Im Vergleich der Restaktivitdt der Doppel- zu den Einzelmutanten ergeben die
Ergebnisse der Doppelmutanten den Beitrag beider postulierter Wasserstoff-
Brucken-Bindungen zur katalytischen Reaktionsbeschleunigung in einer additiven
Weise. Diese Additivitat lasst darauf schlieBen, dass die Energien zweier
Interaktionen moderater Starke einen signifikanten Beitrag zur katalytischen Aktivitat
leisten, wie in der Literatur als Kombination energetischer Effekte von Wasserstoff-

Briicken-Bindungen zur Stabilisierung des Ubergangszustands beschrieben.®"®

Die Verminderung der gemessenen katalytischen Aktivitdten in den Einzel- und den
Doppelmodifikationen des Ribozyms mit zerstérten H-Briicken-Bindungen entspricht
dartber hinaus der von Woodward et al.*® beschriebenen Reaktivitatserhéhung des
Dienophils einer Diels-Alder-Reaktion durch Verminderung der Elektronendichte
durch Wasserstoff-Bricken-Bindungen. Dieser Effekt wurde in katalytischen

Antikdrpern nachgewiesen.""7®)

Produkt-Inhibition

Die Doppelmutante G9Pu + U17dU, bei der beide H-Briicken-Bindungen von G9 und
Ul7 zum Diels-Alder-Produkt zerstort sind, zeigte, im Gegensatz zum Wildtyp-
Ribozym, keinerlei Inhibition durch Diels-Alder-Produkt bis zum Erreichen der
Loslichkeitsgrenze. Dieses Resultat unterstitzt frihere Ergebnisse die aus der hohen
Produkt-Inhibition des Wildtyp-Ribozyms den grof3en Einfluss der beiden H-Briucken-
Bindungen auf die hohe Affinitat zwischen Produkt und Ribozym und die damit im

Zusammenhang stehende hohe Produkt-Inhibition ableiteten.®®
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Die Grolenordnung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante des RNA-Produkt-
Komplexes® ™ von ungefahr 10 uM, einem AG-Wert von ungefahr 30 kJ/mol
entsprechend, weist auf die ausreichende erforderliche Aktivierungsenergie aus
nichtkovalenten Interaktionen zwischen dem Ubergangszustand und der
katalytischen Tasche hin. Die fiur die Doppelmutante ermittelte katalytische
Restaktivitat ist somit von den beiden Wasserstoff-Brlicken-Bindungen und von der

Produkt-Inhibition vollig unabhangig.

In Anbetracht der groRen Ahnlichkeit der Form der katalytischen Tasche zum
Reaktionsprodukt und dessen Ubergangszustand, die aus der Kristallstruktur®®
abgeleitet wurde, scheint der Einfluss der H-Briicken-Bindungen auf die
Reaktionsrate und die Produkt-Inhibition im Zusammenhang einleuchtend. Die grofie
Formendahnlichkeit kdnnte gleichzeitig die noch vorhandene Restaktivitat trotz beider
fehlenden H-Bricken-Bindungen zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt durch
weitere Wechselwirkungen erklaren. Neueste molekulardynamische Simulationen
beschrieben Interaktionen der Substrate und des Produkts mit der katalytischen

Tasche durch Stapel-Interaktionen ,stacking.®"®

Diels-Alder-
Produkt

u20

Abb. 53: Katalytische Tasche des Diels-Alderase-Rib  ozyms aus der Kristallstruktur mit
Diels-Alder-Produkt. Rote Linien: H-Briicken-Bindung en zwischen G9 und U17 zum Diels-Alder-
Produkt, blaue Linie: H-Briicken-Bindung zwischen A3 und Diels-Alder-Produkt.

In der katalytischen Tasche mit beiden gebundenen Substraten, stapelt ,stackt” das
NPM zwischen den Anthracenringen und C10. Die Anthracenringe des AHEGs
stapeln zwischen A18 und U20 und zwischen G2 und A3. Die Simulationen ergaben

die selben Interaktionen fiir das Diels-Alder-Produkt, siehe Abb. 53.47
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Diese Interaktionen haben vermutlich in der Stabilisierung der préareaktiven
Konformation eine wichtige Funktion und tragen somit auch zur katalytischen
Aktivitat bei.*™ Die Ausbildung der Interaktionen beruht vermutlich auf der Praferenz
der hydrophoben Molekiilteile der Substrate und des Diels-Alder-Produkts fir die
hydrophobe Umgebung der  katalytischen  Tasche und auf  der
Formenkomplementaritat zwischen den Molekilen und der katalytischen Tasche.*™
Die Restaktivitat der Einzel- und Doppelmutanten mit den nicht ausgebildeten
Wasserstoff-Briicken-Bindungen konnte auf solchen teilweise noch ausgebildeten

~Stapel“-Interaktionen basieren.
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3.6 Fazit und Ausblick

3.6.1 Massenspektrometrische Analyse der Diels-Alde  r-Reaktionen

Die Quantifizierung des AHEG und Diels-Alder-Produkts in der ribozym-katalysierten
Diels-Alder-Reaktion durch HPLC-Analyse ergab, dass etwa die Halfte des
konsumierten Anthracen-Substrats nicht zu Diels-Alder-Produkt reagierte. Zur
sensitiven Untersuchung der Diels-Alder-Reaktionen wurde eine LC-MS-Methode zur
hochauflosenden, qualitativen  Detektion der einzelnen Substrate und
Reaktionsprodukte etabliert, siehe Kapitel 3.2 und 3.3. AHEG-Sauerstoff-Addukte
und AHEG-Dimere konnten in der AHEG-Einzelkomponente und den Diels-Alder-
Reaktionen identifiziert werden. Diese Moleklle kdonnten an Nebenreaktionen der
Diels-Alder-Reaktionen beteiligt sein, was in weiterfihrenden Analysen genauer
untersucht werden sollte. Fir Molekdle, die nicht in den Analysen der Einzelsubstrate
und des Diels-Alder-Produkts, sondern nur in den Diels-Alder-Reaktionen auftreten
und somit in einer Nebenreaktion entstanden sein missen, wurden keine Hinweise
gefunden. Die hohe Sensitivitat der LC-MS-Analyse wurde in der Differenzierung von
Molekilen mit nur geringen Unterschieden in der Summenformel, wie der
Identifizierung der unterschiedlichen Sauerstoff-Addukte des AHEG demonstriert.
Zum Verstandnis der genauen Funktionsweise des Ribozyms ist die Aufklarung von
Nebenreaktionen in der katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion
entscheidend. Dazu konnten die in Kapitel 3.3.5 zur weiteren Analyse mittels LC-MS
vorgeschlagenen Experimente und Methoden erfolgreich beitragen. Identifizierte
Nebenreaktionen des Diels-Alderase-Ribozyms kdnnten dabei interessante, voéllig

neue Erkenntnisse Uber dieses Ribozym ergeben.

3.6.3 Das Diels-Alderase-Ribozym und divalente lone n

Die Untersuchung der Kkatalytischen Aktivitat des Ribozyms mittels UV/VIS-
spektroskopischem Assay mit den divalenten lonen Mg?*-, Mn?*- und Cd?**-lonen
zeigte die Relevanz der divalenten lonen fur die Ribozym-Aktivitat, siehe Kapitel 3.1.
Die hochste katalytische Aktivitat des Diels-Alderase-Ribozyms konnte nur mit

Mg**-lonen erreicht werden.
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Die Aktivitats-Analysen ergaben dabei, dass zum Erreichen der vollstandigen
katalytischen Aktivitat mit Mg?*-lonen eine héhere Anzahl von lonen als die aus der
Kristallstruktur® und EPR-Messungen®*® abgeleiteten Bindungsstellen divalenter
lonen hoher Affinitat notig sind. Mit Mn**-lonen verringerte sich die katalytische
Ribozym-Aktivitat auf etwa die Halfte im Vergleich zu Mg#*-lonen. In Anwesenheit
von Cd**-lonen als einzige divalente lonen trat keinerlei Ribozym-Aktivitat auf,
obwohl Cd?*-lonen die héchste Bindungsaffinitat der untersuchten divalenten lonen
aufwies, wie die EPR-Messungen ergaben. Cd®*-lonen fiihrten nicht zu einer
inaktiven Ribozym-Struktur, wie aus der Zugabe von Mg®*-lonen beziehungsweise
Mn#*-lonen unter Wiederherstellung der Ribozym-Aktivitat festgestellt werden konnte.
Im Vergleich der Ribozym-Aktivitaten mit den drei verschiedenen divalenten lonen
zur in den EPR-Messungen ermittelten Bindungsaffinitdt konnte die Intensitat der
Bindungsaffinitdt somit als nicht entscheidend fir die katalytische Ribozym-Aktivitat
aufgezeigt werden. Daraus wurde gefolgert, dass andere Einflussfaktoren, wie z.B.
die Harte und Weichheit der lonen entscheidend fir die katalytische Aktivitat des

Diels-Alderase-Ribozyms sind, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben.

3.6.2 Die Wasserstoff-Briicken-Bindungen der katalyt  ischen Tasche und
zwischen Ribozym und Diels-Alder-Produkt

Mittels chemischem Probing mit Pb?*-lonen, dem gelelektrophoretischen Assay und
den Produkt-Inhibitions-Studien von nukleotid-modifizierten Ribozymen im Vergleich
zum Wildtyp-Ribozym wurde die Bedeutung der Wasserstoff-Briicken-Bindungen
(H-Brucke) innerhalb der katalytischen Tasche und zwischen Ribozym und Diels-
Alder-Produkt untersucht. Dabei konnte ihre Relevanz auf die Stabilitat des
Ribozyms, die katalytische Aktivitdt und der EinfluR auf die Produkt-Inhibition
aufgeklart werden, wie in den Kapiteln 3.4 und 3.5 beschrieben. Insbesondere die
H-Bricke als Verbindung von ,Dach“ und ,Ruckgrat® der katalytischen Tasche
zwischen den Nukleotiden C10 und U17 wurde mit elementarer Relevanz und nétiger
praziser Positionierung fir die kompakte Faltung des Ribozyms identifiziert.
Interessant ware dabei weiterhin noch die Aufklarung Gber die genauen strukturellen

Auswirkungen dieser zerstorten Interaktion auf die Form der katalytischen Tasche.

Wie in den Probing-Studien gezeigt wurde, erfolgte in der Ribozym-Mutante U17isoC
keine Stabilisierung der Struktur durch Mg?*-lonen und Diels-Alder-Produkt.
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Aullerdem trat fir die Ribozym-Mutante, im Gegensatz zum Wildtyp-Ribozym,
Probing-Spaltung in der scharfen Biegung an Nukleotid A18 auf.

Fur die beiden H-Briicken des Ribozyms der Nukleotide G9 und U17 zur Maleimid-
Komponente des Diels-Alder-Produkts konnte deren grof3er Einfluss auf die
katalytische Aktivitat durch die auf 4-5% der Wildtyp-Aktivitdt verminderte Aktivitat
von Ribozym-Mutanten mit den beiden gestdrten H-Bricken bestimmt werden.
Mittels Vergleich der katalytischen Aktivitaten von Einzel- und Doppelmutanten
wurde die additive Weise beider H-Bricken aufgezeigt. Beide H-Bricken wurden

aulRerdem als Verursacher der hohen Produkt-Inhibition des Ribozyms identifiziert.

Zur genaueren strukturellen Aufklarung konnte der detaillierte Vergleich der
experimentellen Daten mit molekulardynamischen Studien fiihren, insbesondere
waren dafir molekulardynamische Simulationen tber die strukturellen Eigenschaften
der experimentell untersuchten Ribozym-Mutanten sehr interessant. Die Kombination
experimenteller Daten und molekulardynamischer Simulationen koénnte dabei
genauere Hinweise zu strukturellen Anderungen an den einzelnen Nukleotiden

ergeben und konkrete Hinweise auf noch hilfreiche Experimente liefern.

Die Rolle weiterer Elemente innerhalb des Diels-Alderase-Ribozyms, wie die
Funktion der scharfen Biegung, die Ahnlichkeit mit dem T-Loop Motiv von tRNA®®
179 aufweist und fir die katalytische Aktivitat von entscheidendem EinfluR zu sein
scheint, sind noch ungeklart. Unklar sind auch nach wie vor noch die molekularen
Details der Faltung der Pseudoknoten-Struktur, die Konformationsanderungen
wahrend des Reaktionszyklus und die Reihenfolge der Substratbindung. Neueste
molekulardynamische Simulationen ergaben Hinweise fur die Bindung der Maleimid-

Komponente vor der Bindung der Anthracen-Komponente.®"®

Die Aufklarung dieser Elemente konnte entscheidend zum Verstandnis Uber die
Funktionsweise des Diels-Alderase-Ribozyms beitragen. Durch gezielte
Modifikationen an den Wasserstoff-Bricken-Bindungen kénnten z.B. die Ribozym-
Aktivitaten von unterschiedlichen Substraten und das Enantiomeren-Verhéltnis des
Diels-Alder-Produkts beeinflult werden und so die katalytische Reaktion gezielt

verandert werden.
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4. Material und Methoden

4.1 Standardmethoden und Reagenzien

Alle molekularbiologischen und analytischen Reaktionen wurden mit reinstem

Wasser aus der Milli-Q Synthesis A10-Anlage (Millipore) durchgefuhrt.

Die verwendeten Feinchemikalien wurden in der hochsten, kommerziell erhéltlichen

Reinheit (Sigma-Aldrich oder Acros Organics) eingesetzt.

Das freie Substrat fur die Diels-Alder Reaktion
(9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol ~ (AHEG)®®* 89 wurde als 1 mM
Stammldsung in H,O hergestellt und eine Woche lang verwendet. Die Konzentration
wurde jeweils UV/VIS-spektroskopisch bestimmt und auf 500 uM eingestellt.
N-Pentylmaleimid®®® wurde als 1 M ethanolische Stammlésung fir eine Woche
eingesetzt. Die Diels-Alder Produkte aus AHEG und NPM als Racemat® und aus

Anthracen und Maleimidocapronsaure*®? wurden ebenfalls in Ethanol gelost.

Folgende Enzyme wurden fir molekularbiologische Methoden eingesetzt:
T4-Polynukleotid-Kinase (T4-PNK) und T4-RNA-Ligase (Fermentas) und RNase T1
(Industrial Research Ltd.).

TBE-Puffer, fur alle Gelelektrophoresen verwendet, als 10x Konzentrat mit 1.0 M
Tris-HCI/Borat-Puffer pH 8.3, 20 mM EDTA (Carl Roth) wurde zur Verwendung mit
reinstem Wasser auf die 1-fache Konzentration verdinnt. Die Polyacrylamid-Gele
wurden aus Rotiphorese Fertiglosungen aus Konzentrat, Verdinner und TBE-Puffer
gemischt. Zur Polymerisation wurden APS als 10%ige Lésung (1 mL / 150 mL
Acrylamidlésung) und TEMED (100 pL / 150 mL Acrylamidldsung) verwendet. Die
Glasplatten wurden vor Benutzung silanisiert (2%ige Dichlor-dimethylsilan-Losung in

Chloroform).

Fur Diels-Alderase-Reaktionen wurden die Standard-Konzentrationen der
Komponenten von 300 mM NaCl, 80 mM MgCl,, 30 mM Tris-HClI mit pH 7.4
verwendet. Bei Analysen in Abhangigkeit der lonenkonzentration wurden

entsprechende lonen und Konzentrationen variiert.

Alle Arbeiten mit RNA erfolgten unter spezieller Vorsicht zur Vermeidung von
Kontaminationen mit ubiquitdren Nukleasen. Die Arbeitsbereiche wurden regelmafig

mit 30%iger H,O,-L6sung gereinigt.
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Um Nukleinsdure-Verluste zu minimieren, wurden silanisierte Reaktionsgefal3e (1.7
und 2.0 mL, Carl Roth) und fiur kleine Reaktionsansatze der UV-Kinetiken nicht-
silanisierte PCR-GefalRe (0.2 mL, Carl Roth) verwendet.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Nukleinsduresequenzen

Die eingesetzten Oligonukleotid-Sequenzen wurden von der IBA GmbH erworben,
oder in unserer Gruppe synthetisiert** ©®?. Das unmodifizierte 49mer Diels-Alderase-
Ribozym wurde von CSS Chemical Synthesis Services als HPLC gereinigter - und
entsalzter Feststoff mit Na*-lonen als Gegenion erhalten und zur Verwendung als
100 uM Stammiésung mit reinstem Wasser geldst. Reaktionszusatze von tRNA
(totale E. coli tRNA) wurde von Roche bezogen. Alle Oligonukleotid-Konzentrationen
wurden mittels Nanodrop (Peqlab) bestimmt und eingestellt, siehe unter 4.2.4. Die
verwendeten Oligonukleotid-Sequenzen werden nachfolgend aufgelistet. Von der
Wildtyp-Sequenz abweichende Nukleotide wurden blau unterlegt. Die Nummerierung
der Basenposition bezieht sich auf die Basenpositionen in Abb.7. Alle

Basenmodifikationen liegen im Bereich der asymmetrischen Ausbuchtung.

Verwendete Diels-Alderase-Ribozym-Sequenzen:

Modifiziert im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz

49mer Wildtyp
5-GGA GCU CGC UUC GGC GAG GCC GUG CCA GCU CUU CGG AGC AAU ACU CGG C-3

49mer mit C in Position 17
5'-GGA GCU CGC UUC GGC GAG GCC GUG CCA GCU CUU CGG AGC AAC ACU CGG C-3

49mer mit isoC in Position 17
5'-GGA GCU CGC UUC GGC GAG GCC GUG CCA GCU CUU CGG AGC AAisoC ACU CGG c-3

49mer mit rPurin (rPu) in Position 9 und dU in Posi  tion 17

5-GGA GCU CGC UUC GGC GAG GCC GUrPu CCA GCU CUU CGG AGC AAdU ACU CGG C-3

24mer Wildtyp fir tripartites Diels-Alderase-Ribozy  m
5-GGG CGA GGC CGU GCC AGC UCuU GCC-3

** Von Dr. Dirk Bebenroth synthetisiert
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24mer mit rPurin (rPu) in Position 9

5-GGG CGA GGC CGU rPuCC AGC UCU GCC-3

24mer mit 2-Amino-Purin (2AP) in Position 9
5-GGG CGA GGC CGU 2APCC AGC UCU GCC-3

24mer mit rlnosin (rlno) in Position 9

5-GGG CGA GGC CGU rlneCC AGC UCU GCC-3

18mer Wildtyp fur tripartites Diels-Alderase-Ribozy  m
5-GGC AGA GCA AUA CUC GGC-3’

18mer mit dU in Position 17
5'-GGC AGA GCA AdUA CUC GGC-3’

10mer-AHEG Wildtyp fir tripartites Diels-Alderase-R  ibozym
5-AHEG-GGA GCU CGC C-3’

.Faltung“ und Hybridisierung von Oligonukleotiden

Zur kontrollierten, korrekten ,Faltung® oder Hybridisierung wurden die RNA-
Sequenzen in wassriger Losung langsam aufgetaut und nach Zugabe von Puffer (pH
7.5) und monovalenten lonen kurz erhitzt (75°C fur 2 min), kontrolliert im
Thermoschdttler innerhalb von 20 min auf Raumtemperatur (RT) abgekihlt und

divalente lonen zugegeben.

4.2.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden m it 3P

3’-Markierung durch Ligation

Mittels Ligation durch das Enzym T4-RNA-Ligase wird das 3’-OH einer RNA mit einer
5’-Phosphatgruppe eines Ribonukleotids verknipft. ATP ist dabei in der
Reaktionslosung erforderlich. Mit dieser Methode wurde die 10mer-AHEG
Nukleotidsequenz am 3'-Terminus durch *P-pCp ([5-**P]-Cytidin-3’,5"-biphosphat)
radioaktiv markiert und um ein C-Nukleotid zum 11mer-AHEG verlangert.*8318% pie
Ligation wurde bei 16 °C im Thermoschittler Gber 4 h mit den in Tab. 7 aufgefiihrten
Komponenten und Konzentrationen durchgefuhrt. Die T4-RNA-Ligase (Fermentas)
wird als Losung mit 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM DTT, 50 mM KCI, 0.1 mM EDTA,
0.03% Detergenz und 50% (v/v) Gycerol eingesetzt.
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Der verwendete 10x Ligase-Puffer (Fermentas) besteht aus 500 mM Tris-HCI pH 7.5,
100 mM MgCl;, 100 MM DTT und 10 mM ATP. Das Konzentrationsverhaltnis von
Oligonukleotid und **P-pCp wurde auf 1:1 gewahlt Der Reaktionsansatz wurde nach
der Ligation wie unter 4.2.3 und den folgenden Abschnitten beschrieben,
aufgereinigt.

Die radioaktiv markierte Nukleotidsequenz wurde zur Ribozym-Aktivitdtsbestimmung
im elektrophoretischen Assay zur Detektion der Trennung von Edukt- und

Produktsequenz eingesetzt.

Tab. 7: 3'-Markierung mit  **P-pCp

Komponente [uL] Finale Konzentration

10 mer-AHEG (10 pmol/uL) 2.8 0.7 uM
DMSO 2 10% (v/v)
Ligase Puffer 10x 2 1x
ATP (10 mM) 1 1 mMm
%2P_pCp (4 pmol/uL) 7 0.7 uM
T4-RNA-Lig ase (10 U/pL) 2 1 U/uL

H,O auf 20 pL aufgeftillt

5’-Markierung durch Kinasierung

Der 5-Terminus von RNA wird mittels Kinasierung durch den Einbau einer *P-
Gruppe phosphoryliert. Das Enzym T4-Polynukleotidkinase (PNK) Ubertragt dabei
die y-**P-Gruppe aus ATP auf das 5-OH des Oligonukleotids. Mit dieser Methode
wurde das 49mer Ribozym am 5'-Terminus radioaktiv mit y->P-ATP markiert. Die
Reaktion erfolgte bei 37 °C fiir 1 h im Thermoschttler.*3'8% Die T4-PNK-Lésung
beinhaltet 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 25 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 2 mM DTT und 50%
(v/v) Glycerol, siehe Tab. 8. Der verwendete 10x Kinase-Puffer A (Fermentas) setzt
sich aus 500 mM Tris-HCI pH 7.6, 100 mM MgCl, 50 mM DTT und 1 mM Spermidin
zusammen. Die Aufreinigung des Reaktionsansatzes erfolgte wie unter 4.2.3 und
den folgenden Abschnitten beschrieben. Das radioaktiv markierte 49mer Ribozym
wurde zur strukturellen Untersuchung mittels chemischen Probings mit Pb®*-lonen

eingesetzt.
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Tab. 8: 5-Markerierung mit  y->*P-ATP
Komponente [uL] Finale Konzentration
49mer RNA (19 pmol/uL) 10 9.5 uM
Kinase -Puffer A 10x 2 1x
y-*P-ATP (2 pmol/uL) 3 0.3 uM
T4-RNA-Kinase (10 U/pL) 2 1 U/pL
H,O auf 20 pL aufgefullt

4.2.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die PAGE wurde zur elektrophoretischen Trennung und Reinigung von
Nukleinsdauren mit Polyacrylamid-Gelen verschiedener GréfRe, Schichtdicke und
Vernetzungsgrad verwendet. Die Gele wurden aus Rotiphorese-Fertigkonzentraten
aus Konzentrat, Verdinner und Puffer hergestellt unter Zugabe von den
Polymerisationsstartern aus 10% iger Ammoniumperoxodisulfat Lésung 10% (APS)
und N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin Losung (TEMED). Der Vernetzungsgrad
wurde durch das Verhaltnis von quervernetzendem Methylenbisacrylamid zu
Acrylamid variiert. Die elektrophoretische Trennung erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen mit 7.0 M Harnstoff im Medium der Gele. Praparative Gele zur
Aufreinigung von Nukleinsauren wurden mit einer Schichtdicke von 1.0 mm,
analytische Gele mit einer Schichtdicke von 0.4 mm verwendet. Die Gele wurden in
der Elektrophoresekammer unter 1x konzentriertem TBE-Puffer (Verdinnung aus
10x TBE pH 7.5, 1M Tris-Borat und 20 mM EDTA) mit 15-20 W fir 20 min
equilibriert. Die Probenlésung wurde mit dem 1-2-fachem Volumen denaturierender
Losung aus 90% Formamid in 1x TBE-Puffer versetzt. Zur Kontrolle wurden die
aulReren Gelkammern mit denaturierender Loésung und zwei Farbstoffmarkern aus
hellblauem Xylencyanol FF und blauem Bromphenolblau geftillt. Fir die analytischen
Gele des chemischen Probings mit Pb*-lonen, erfolgte die Zugabe der
Farbstoffmarker direkt in die Probenlésung. Die Elektrophorese wurde abhangig von
Gelgrof3e, Schichtdicke und Vernetzungsgrad bei 40-65W, falls nétig unter
Ventilatorkiihlung durchgefuhrt.
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Probenlokalisation auf PAGE-Gelen

Radiographie mittels Phosphorimager

Radioaktiv markierte Oligonukleotide wurden durch das ,Phosphorimaging®-
Verfahren mittels lichtempfindlicher Folie (,Screen®) und einem Typhoon 9400
Gelscanner (GE Healthcare) lokalisiert. Eine Glasplatte wurde vom Gel entfernt, mit
einer Plastikfolie abgedeckt und die lichtempfindliche Folie zur Exposition aufgelegt.
Die lichtempfindliche Folie enthalt kleine Kristalle mit BaFBr:Eu*-lonen. Die
hochenergetische RB-Strahlung der 32P-markierten Oligonukleotide, oxidieren das
Eu?* zu Eu®* und reduzieren BaFBr zu BaFBr. Die lonen verbleiben in dieser
Oxidationsstufe und ,speichern somit die Energie der radioaktiven Strahlung. Durch
Bestrahlung mit dem roten Lasern der Wellenlange von 633 nm wird ein Elektron aus
BaFBr freigesetzt und Eu®* zu Eu®"" reduziert. Mit dem Ubergang von Eu?*" aus dem
angeregten in den Grundzustand zu Eu?*, wird Energie in Form von blauem Licht
freigesetzt. Die Lichtmenge ist zur Menge der radioaktiven Strahlung proportional

und wird detektiert.*&

Farbung von Oligonukleotiden mit SybrGold

,SYBR®Gold nucleic acid gel stain“ (Invitrogen) ist ein unsymmetrischer Cyan-
Fluoreszenzfarbstoff zur Farbung und Detektion mit hoher Sensitivitat fir Einzel- und
Doppelstrang-DNA oder -RNA in PAGE-Gelen. Bindung an DNA oder RNA fuhrt zu
mehr als 1000-facher Fluoreszenzverstarkung mit einem Anregungsmaximum von
495 nm und Emissionsmaximum von 537 nm und kann mit dem Typhoon 9400 (GE
Healthcare) detektiert werden.®®® Die Farbung eines PAGE-Gels erfolgte fiir 30 min
unter Schiitteln in einer Lésung aus 20 pL SYBR®Gold Lésung in 200 mL 1x TBE-
Puffer.

Elution von Oligonukleotiden aus Polyacrylamid-Gele n

Die Banden wurden aus den PAGE-Gelen als kleine Stlicke ausgeschnitten und mit
400 uL 0.5 M Ammoniumacetat bei 20 °C dber Nacht unter Schitteln im
Thermoschiittler inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit einem
Spinfilter (VWR) zentrifugiert. Die Gelriickstdnde wurden nochmals mit 250 uL 0.5 M
NH4OAc-Lésung versetzt und 20 min bei 40 °C inkubiert und filtriert.(:8318%
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Ethanolféallung von Oligonukleotiden

Zur Isolation und Reinigung von Oligonukleotiden aus wassrigen, salzhaltigen
Losungen wird die Ethanolfallung als haufig angewandte Methode eingesetzt. Der
Probenlésung wurde NH4OAc-L6sung bis zur finalen Konzentration von 0.5M
NH4OAc zugesetzt. Zur Probenlésung wurde das doppelte Volumen an -80 °C kalten
EtOH abs. zugegeben und mit dem Schiuttler Vortex Genie (Bender & Hobein)
grundlich gemischt. Die Losung wurde fur 1 h auf -20 °C gekihlt und anschlieRend
bei -5 °C mit 13900 rpm fir 40 min zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abnehmen des
Uberstands wurden die Pellets aus gefallter RNA mit 70%igem EtOH (v/v)
gewaschen, fiir 10 min luftgetrocknet und anschlieRend in H,O gelost. 183184

4.2.4 Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden

Photometrische Bestimmung

Nukleinsduren koénnen photometrisch am Absorptionsmaximum von 260 nm in
wassriger Losung quantifiziert werden. Die Bestimmung von RNA-Konzentrationen
wurde mit einem NanoDrop ND-1000 (Peglab) mit einem Probenvolumen von 2.0 pL
durchgefiihrt. Die Berechnung der RNA-Konzentration erfolgte mit dem Lambert-
Beerschen Gesetz aus der gemessenen Absorption, dem theoretischen
Extinktionskoeffizienten®®” der RNA-Sequenz, der Weglange des Lichts und dem

Verdinnungsfaktor.

Bestimmung der Radioaktivitat

Die Mengenbestimmung radioaktiver **P-markierter Nukleotide wurde mit einem
Szintillationszahler LS 6500 (Beckman Coulter) im Cherenkov-Modus durchgefuhrt.
Die Einbaueffizienz von **P der verwendeten Nukleotide y-*P-ATP und *?P-pCp
(Hartmann Analytic) wurde mit folgender Formel unter Bertcksichtigung der
verwendeten Gesamtradioaktivitat berechnet. Die Radioaktivitat der RNA und die
Gesamtradioaktivitat wurden als ,counts per minute“ [cpm] in die Formel eingesetzt.
Fir Bestimmungen nach mehreren Tagen, wurde die Abklingrate fir 3P

bertcksichtigt.

Radioaktivitat der RNA [cpm]
eingesetzte Gesamtradioaktivitat [cpm]

Einbaurate von *P =
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4.3 UV/VIS-Spektroskopie zur Bestimmung der Kkatalyt ischen
Ribozym-Aktivitat

4.3.1 Bestimmung der katalysierten und unkatalysier  ten Diels-Alder-Reaktion

Mit der UV/VIS-Spektroskopie zur Ribozym-Aktivitdtsbestimmung wurde die
Konzentrationsabnahme des Anthracen-Derivats bei einer Wellenlange von 365 nm,
einem der Absorptionsmaxima von Anthracen, bestimmt. Abb. 54 (A) zeigt das
Absorptionsspektrum von Anthracen fir 100 uM AHEG.

Alle Bestimmungen wurden mit dem 49mer Diels-Alderase-Ribozym als Reaktion mit
multiplem Reaktionsumsatz mit AHEG (9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol als
Dien und NPM (N-Pentylmaleimid) als Dienophil durchgefthrt.

Die Absorptionsbestimmungen erfolgten im 10 uL Mal3stab in einer 10 uL Kivette
(Hellma) mit einem Cary 50 Photometer (Varian) bei Raumtemperatur. Die Standard-
Assaybedingungen, siehe Tab. 9, wurden analog Stuhimann et al.®® verwendet. Alle
Substanzen wurden in reinstem Wasser gelost, N-Pentylmaleimid in reinem Ethanol.
Die Komponenten wurden in folgender Reihenfolge pipettiert: Tris-Puffer, NacCl,
Ribozym, MgCl,, AHEG und zuletzt NPM um die Reaktion zu starten. Der
Messzeitraum betrug 15 min.

Tab. 9: Standard-Assay zur Bestimmung der Ribozym-A  ktivitat mittels photometrischem
Assay. Bedingungen adaptiert aus

Komponente [KL] Finale Konzentration

Tris -Puffer pH 7.4 (300 mM) 1 30 mM
NaCl (3 M) 1 300 mM
MgCl, (800 mM) 1 80 mM
Ribozym (70 uM) 1 7 UM
AHEG (500 pM) 2 100 pM
NPM in EtOH (10 mM) 1 1 mMm
EtOH 10%

H,O aufgefullt auf 10 pL
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Die Messung der Absorptionsabnahme der Kkatalysierten und unkatalysierten
Reaktion wurde als Absorption gegen die Zeit aufgetragen und die
Absorptionsabnahme der ersten linearen 5% Reaktionsumsatz zur weiteren
Auswertung eingesetzt. Abb. 54 (B) zeigt die Absorption bei 365 nm des Wildtyp-

Ribozyms und der unkatalysierten Hintergrundreaktion tiber 15 min.

(A) (B)
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1.0+ — unkatalysiert
1.0
0.8+
c i
5 0.64 g 0.8
et -
S g
e o
® 0.4 e
= 2
< < 0.6+
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Abb. 54: UV/VIS-spektroskopischer Assay. (A): Abso  rptionsspektrum von Anthracen,
gemessen mit 100 uM AHEG in 10% EtOH. (B): AHEG-Abn ahme mit auf 1.0 normalisierter
Absorption bei 365 nm im Vergleich von Wildtyp-Ribo zym (rot) und unkatalysierter Reaktion
(schwarz) tiber 15 min.

4.3.2 Auswertung

Zur Auswertung mittels linearer Regression, wurden fur die ersten 5% Reaktions-
umsatz die Geradengleichung erstellt, der Umsatz der unkatalysierten Hintergrund-
reaktion (BG-Reaktion) subtrahiert und mittels einer Kalibriergeraden die
Anfangsgeschwindigkeit vi, [UM/min] berechnet. Die Reaktion wurde als Reaktion
zweiter Ordnung angenommen und die Geschwindigkeitskonstante k [M™ s™] tiber

die nachfolgende Formel berechnet.

Vini [M S_l]

K IMTS T = it (M INPM, [M]

Mit Hilfe einer sigmoidalen Kurve, ,gefittet* an die Messwerte, wurde die
Michaeliskonstante Ky [uM] als Konzentration der divalenten Ilonen bei

halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt.
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4.4 UV/VIS-Spektroskopie: Bestimmung der Ribozym-Ak tivitat mit

divalenten lonen

4.4.1 Bestimmung und Auswertung der Diels-Alder-Rea  ktionen

Zur Bestimmung der Ribozym-Aktivitdt in Abhéngigkeit divalenter lonen, wurde
derselbe Assay wie in Abschnitt 4.3. beschrieben, verwendet. Die Konzentration der
divalenten lonen wurde variiert und die Reaktions-Umsatze gemessen, wie in
Tab. 10 aufgelistet.

Die Salze wurden in hochreiner Form eingesetzt (Reinheitsangabe in Klammern) mit:
Tris-Puffer (99.9%), NaCl (99.999%), MgCl, (= 99%), MnCl, (99.99%) und CdCl,
(99.999%). Die maximale Kontamination in der Reaktionsldsung mit 300 mM Nacl,
ohne divalente lonen betrug laut Herstellerangaben maximal fir Mg?*-lonen
1.5*10° pM, fir Mn?*-lonen 1.5*10°® uM und fiir Cd**-lonen 1.3*107 uM.

Tab. 10: Photometrischer Assay zur Bestimmung der R ibozym-Aktivitéat in Abhangigkeit
divalenter lonen

Komponente [UL] Finale Konzentration
Tris -Puffer pH 7.4 (300 mM) 1 30 mM
NaCl (3 M) 1 300 mM
Mg®’Mn?/Cd?" - Cl, variabel 0-80mM
Ribozym (70 uM) 1 7 UM
AHEG (500 pM) 2 100 UM
NPM in EtOH (10 mM) 1 1 mM
EtOH 1 10%
H,O aufgefullt auf 10 pL

Die Kinetiken wurden aus jeweils zwei Messwerten wie in Abschnitt 4.3 beschrieben

berechnet.

Fur die Titrationsversuche wurde eine Losung von 35, 42 oder 49 uM Cd**-lonen
vorgelegt und anschlieBend 4000 pM Mg**- oder 400 uM Mn?*-lonen zugegeben. Die
weitere Durchfiihrung und Auswertung erfolgte analog wie in 4.3 beschrieben.
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4.5 UV/VIS-Spektroskopie: Bestimmung der Produkt-In  hibition

Die UV/VIS-spektroskopische Bestimmung der Produkt-Inhibition wurde analog zur
UV/VIS-spektroskopischen Methode zur Aktivitatsbestimmung des Ribozyms, wie in
Kapitel 4.3 beschrieben, durchgefuhrt.

Zur Ermittlung des Einflusses der H-Briicken-Bindungen zwischen Ribozym und
Diels-Alder-Produkt auf die Produkt-Inhibition wurden Diels-Alder-Produkte in
unterschiedlichen Konzentrationen zur Aktivitatsbestimmung fur eine Doppelmutante
mit zerstorten relevanten H-Bricken zwischen dem 49mer Ribozym (Nukleotid-
Positionen 9 und 17) und Diels-Alder-Produkt durch die Modifikationen von U17dU
und G9Pu im Vergleich zur Produkt-Inhibition des Wildtyps eingesetzt.

4. 5.1 Reaktion mit Substraten und Diels-Alder Produ kten

Um die Produkt-Inhibition der Doppelmutante mit der im gelelektrophoretischen
Assay zuvor bestimmten geringen relativen Aktivitdt von 5% in Bezug auf die
Wildtyp-Aktivitat untersuchen zu kénnen und um das Konzentrationsverhaltnis von
Ribozym zu Substraten zu erhdéhen, wurde die n-Pentylmaleimid-Konzentration auf
500 uM halbiert und die Ribozym-Konzentration der Doppelmutante 4-fach erhoht.
Beide Ribozyme wurden als 49mer Einstrangsequenzen mit freien Substraten zur
Reaktion mit multiplem Umsatz verwendet. Puffer- und lonen-Konzentrationen
wurden analog zu den fur das Wildtyp-Ribozym beschriebenen optimalen
Standardbedingungen eingesetzt.®® Das Diels-Alder-Produkt DAl aus AHEG und
NPM als racemisches Gemisch und das Produkt DA2 aus Anthracen und
Maleimidocapronsaure als achirales Produkt wurden in Konzentrationen bis zur
jeweiligen ermittelten Loslichkeitsgrenze zugesetzt. Einen Uberblick tber die

Komponenten und deren finale Konzentrationen gibt Tab. 11.

Finale Konzentrationen der zugesetzten Diels-Alder-Produkte im Assay:
DA1:0-2-5-10-20-30-50-100 - 200 [uM]
DA2:0-2-5-10-20-30-50-100 — 200 — 300 — 500 [uM]
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Tab. 11: Photometrischer Assay zur Bestimmung der P rodukt-Inhibition

Komponente [uL] Finale Konzentration
Tris -Puffer pH 7.4 (10x) 1 30 mM
NaCl (3 M) 1 300 mM
MgCl, (800 mM) 1 80 mM
Ribozyme

« Wt (70 uM) 1 7 uM
« G9Pu+U17dU (140 pM) 2 28 uM
AHEG (500 pM) 2 100 pM
Diels -Alder -Produkte in EtOH variabel 0 uM - 500 uM
NPM in 50% EtOH (5 mM) 1 500 uM
EtOH variabel 10%
H,O auf 10 pL aufgeftillt

Die Messung der Absorption bei 365 nm zur Bestimmung der Abnahme des
Anthracen-Substrats erfolgte bei Raumtemperatur fur die Doppelmutante Uber
60 min und fur den Wildtyp dber 20 min in mit Pipettenspitzen verschlossenen
Kivetten unter derselben wie in Kapitel 4.3 beschriebenen Vorgehensweise. Es
wurden jeweils Triplikatmessungen fur beide Ribozyme in Abhangigkeit je eines
Diels-Alder-Produkts  durchgeftihrt. Die  Bestimmung der unkatalysierten
Hintergrundreaktionen erfolgte analog, allerdings ohne Ribozym in der

Reaktionslosung.

4.5.2 Auswertung

Aus den ersten 5% des linearen Reaktionsumsatzes von AHEG wurde die
Anfangsgeschwindigkeit Vini [M s ermittelt und daraus die
Geschwindigkeitskonstante k [M™ h™!] der Reaktion zweiter Ordnung berechnet.

Berechnung der Geschwindigkeitskonstante:

Aus der Absorptionsabnahme (Abs) von 0-5% wurde AAbs/min als Differenz von

katalysierter und unkatalysierter Reaktion bestimmt.
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Die Kalibriergerade fur AHEG wurde im Bereich der Absorption von 0.1-1.0 [Abs]
ermittelt und die nachfolgende Gleichung erstellt.*®

y[Abs] =0.00722x [uM] - 0.0041
Die Berechnung der Anfangsgeschwindigkeit vi,i[M h™] aus AAbs/min und der
Kalibriergeraden:

AAbs/min + 0.0041
0.00722

v, IMh']= x6 10

Der Faktor 6 (10~ beinhaltet die Umrechnung der Einheiten von [uM] in [M] und
[min™]in [h™].
Die Geschwindigkeitskonstante k [M™* h™] berechnete sich als Reaktion zweiter

Ordnung mit den Substratkonzentrationen in [M].

Vig M7 7]
0.0001 x 0.0005 [M?]

k[M?*h']=

Aus der Auftragung von k[M'h?] gegen die Konzentration des Diels-Alder-
Produkts [uM] fur Triplikatbestimmungen wurde mit einem ,Logistic Fit“ die mittlere
inhibitorische Konzentration 1Cso [LM] ermittelt.

4.6 Gelelektrophoretischer Assay

Die Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten der Bildung von Diels-Alder-
Produkt kann UV/VIS-spektroskopisch, wie in Abschnitt4.3, oder als
gelelektrophoretischer Assay, wie in Keiper et al.®” beschrieben, durchgefthrt
werden. Insbesondere zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten mehrfacher
Modifikationen in derselben Ribozym-Sequenz ist der gelelektrophoretische Assay
wegen der Verwendung des Dreistrang-Ribozyms (Sequenz siehe Abb. 7(B))
bevorzugt geeignet. Neben der vereinfachten Kombination modifizierter Sequenzen
ist die hohe Sensitivitat aufgrund radioaktiver Markierung ein entscheidender Vortell

dieser Methode.

% Kalibiergerade erstellt von Dr. Roberto Fiammengo, unpubliziert
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AulRerdem sind hohe Reaktionszeiten ohne Einstrahlung von UV/VIS-Licht bei
konstanter Temperatur unter Schiutteln im Vergleich zum UV/VIS-spektroskopischen
Assay moglich. Ein methodischer Nachteil, aufgrund der erforderlichen
gelelektrophoretischen Trennung von Substrat und Produkt, ist die ausschliel3liche
Verwendbarkeit von Anthracensubstrat, das Uber einen Linker an das Ribozym
gebunden ist und somit die Anwendbarkeit auf Reaktionen mit einfachem

Reaktionsumsatz begrenzt.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Modifikationen zur Stérung der
Wechselwirkungen mit Diels-Alder-Produkt auf die katalytische Aktivitat bestimmit.
Modifikationen erfolgten an Position G9 durch Substitution mit ribo-Purin, ribo-2-
Aminopurin und ribo-Inosin und durch Substitution von U17 durch desoxy-U1l7 in
Kombination aus Einzel- und Doppelmutanten. Das Prinzip des Assays beruht auf
radioaktiver Markierung des 10mers mit linkergebundenem AHEG, der
Hybridisierung der drei Sequenzen zum Ribozym und der Reaktion mit der Maleimid-
Komponente unter definierter Reaktionszeit. 10mer-Produkt wird gelelektrophoretisch
von nicht-reagiertem 10mer-AHEG getrennt und Uber radioaktive Markierung
detektiert und quantifiziert. Zur Kontrolle von Intensitatsabweichungen durch den
Reaktions- und Trennungsprozess wurde ein radioaktiv markierter interner Standard
(24mer DNA) zugesetzt. Die Anfangsgeschwindigkeit wurde Uber die ersten 15%
Reaktionsumsatz ermittelt und die Aktivitat im Vergleich zur Wildtyp-Aktivitat in [%]
bestimmt. Um in der gelelektrophoretischen Trennung eine ausreichend groR3e
Trennung von 10mer-AHEG und 10mer-Produkt zu erhalten, wurde Biotinmaleimid

als Substrat eingesetzt.

4.6.1 3’-radioaktive Markierung des 10mer-AHEGs dur  ch Ligation

Die radioaktive Markierung mit %P erfolgte als 3‘-Markierung durch Ligation mit
$2p.pCp, womit das 10mer-AHEG somit am 3‘-Ende um ein C auf ein 11mer-AHEG
verlangert wurde, wie in Abschnitt4.2.2 beschrieben. Zur anschlieRenden
Berechnung der Menge des markierten Oligonukleotids wurden die Konzentrationen
an Oligonukleotid und **P-pCp im Verhaltnis 1:1 gewahlt, analog der Ubersicht der
3'-Markierungsreaktion in Tab.7. Die weitere Aufreinigung erfolgte wie in

Abschnitt 4.2.3 mit nachfolgend beschriebenen Anderungen.
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Zur Verbesserung an Ausbeute und Reinheit der markierten Sequenz wurde ein
Zweiphasengel PAGE-Gel mit 20%igem im oberen und 10%igem PAGE-Gel im

unteren Gel-Abschnitt verwendet.

Um die Ausbeute der Fallung des sehr kurzen 11mer-AHEGS zu maximieren wurden
100 pg tRNA zugesetzt, deren Zusatz die katalytischen Eigenschaften des Ribozyms

nicht beeinflusste, wie Untersuchungen zuvor in®2 gezeigt hatten.

5'-radioaktive Markierung des internen Standards

Die als interner Standard verwendete 24mer DNA-Sequenz (IBA) mit nachfolgender
Sequenz wurde zur Detektion am 5-Ende, analog Abschnitt 4.2.2, radioaktiv markiert

und aufgearbeitet.
24mer DNA-Sequenz als interner Standard:

5-TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC-3

4.6.2 Reaktion mit Substraten

Die katalysierte Reaktion mit Biotinmaleimid wurde wie in Tab. 12 aufgelistet
durchgefiihrt. Zur Bestimmung der unkatalysierten Hintergrundreaktion erfolgte die
Durchfiihrung analog, allerdings ohne Zusatz von 24- und 18mer.

Verwendet wurden folgende Oligonukleotid-Sequenzen in Kombination mit dem
radioaktiv markierten 11mer-AHEG, deren Sequenzen in Abschnitt 4.2.1 aufgelistet
sind.

18mer:

» Wildtyp

» 18mer mit desoxyU in Position 17

24mer:

» Wildtyp

e 24mer mit rPurin (Pu) in Position 9

* 24mer mit rInosin (Ino) in Position 9

* 24mer mit 2-Amino-Purin (2AP) in Position 9

Um RNA-Verluste durch Adsorption an die GefalBRwande zu verhindern wurde zum
Reaktionsansatz n-Dodecyl-B-D-Maltosid als nichtionisches Detergenz hinzugefligt,

das keinen Einfluss auf die katalytische Aktivitat aufwies (Ergebnisse nicht gezeigt).



Material und Methoden 111

Die Nukleotid-Sequenzen wurden, wie in unserem Labor als optimales Verhaltnis
etabliert®, im  Konzentrationsverhaltnis 11mer-AHEG : 18mer : 24mer  von
1:1000 : 500 eingesetzt.

Tab. 12: Reaktionsschema des gelelektrophoretischen Assays

Komponente [uL] Finale Konzentration
11 mer-AHEG (10 fmol/uL ) 5.0 1nM
18mer (10 pmol/uL) 5.0 1uM
24mer (5 pmol/pL ) 5.0 500 nM
Tris-NaCl pH 7.4 5.0 30 mM
n-Dodecyl -B-D-Maltosid 5.0 0.1 pg/pL
H,O 14

Interner Standard (ISTD)
(2 pmol/puL)

MgCl., 5.0 80 mM

_ _ , 4.5 pL Reaktionslosung in Stopmix +
Reaktionszeit t = 0 min: o o
0.5 pL Biotinmaleimid-LOsung

Reaktionsansatz firt>0 min:

Biotinmaleimid (250 pM in

] 5uM
DMSO // 1/5 in H,0)*

Gesamtvolum en: 50 pL Reaktionsldsung in 2% DMSO

* Die 50 uM Biotinmaleimid-L6sung in 20% DMSO / 80% H,O wurde frisch aus der

250 pM Stammldsung (in wasserfreiem DMSO) hergestellt und sofort eingesetzt.

Nach definierter Reaktionszeit erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit einer
denaturierend wirkenden Losung, dem ,Stopmix®. Das enthaltene B-Mercaptoethanol
reagiert dabei in einer Michael-Addition mit der Doppelbindung des Maleimids und
inaktivierte somit das noch vorhandene Maleimid. Zur Zusammensetzung des

Stopmix, siehe Tab. 13.

5 pL Reaktionslosung wurden in 10 pL Stopmix gegeben.
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Tab. 13: Zusammensetzung des Stopmix.

Komponente [uL] Finale Konzentration
Formamid 78 78%
Na,EDTA (100 mM) 19 19 mM
B-Mercaptoethanol 1.0 1%
Farbmarker* 2.0 2%
Final 100

* Farbmarker bestehend aus: 0.5% Xylencyanol FF, 0.05% Bromphenolblau und
50% Formamid in 1x TBE-Puffer.

Die Reaktionszeit-Schemata wurden anhand der katalytischen Reaktivitdt der
jeweiligen Sequenzen zur Auswertung der ersten 15% Reaktionsumsatz festgelegt,
siehe Tab. 14.

Tab. 14: Reaktionszeitschema fur Wildtyp-Ribozym, E  inzel- und Doppelmutanten und die
unkatalysierte Hintergrundreaktion. dU17: desoxyU, Pu9: Purin, Ino: Inosin, 2AP: 2-Amino-
Purin. 9 und 17 gibt die jeweilige Position der Mod ifikation an.

Modifikation t [min]

Wildtyp -Ribozym 0/05/1/15/2/25/5/60

duiv 0/1/2/4/6/8/10/60
Pu9 0/4/8/12/16/20/24/60
Ino9 0/2/4/6/8/10/12/60
2AP9 0/5/10/15/20/25/30/60
Pu9 + dul7 0/10/20/30/45/60/120
Ino9 + dul7 0/10/20/30/45/60/120
2AP9 + dU17 0/10/20/30/45/60/120

unkatalysiert 0/270/390/510/ 1590
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4.6.3 Trennung und Auswertung von Edukt und Produkt

Alle Reaktionen wurden als Triplikat durchgefthrt.

Die abgestoppten Reaktionsldsungen wurden Uber ein 20%iges, denaturierendes
PAGE-Gel in 11mer-Produkt und nicht-reagiertes 11mer-AHEG getrennt und die
Banden durch Radiographie, analog zu Abschnitt 4.2.3, detektiert.

Zur quantitativen Auswertung wurde fir jede Reaktion ein Linienchromatogramm aus
der Intensitat (,Counts®) erstellt und die Quantifizierung durch Integration der Peaks

im Chromatogramm durchgefihrt, wie in nachfolgender Abb. 55 dargestellt.

i | T T T T i 1
a 100 200 300 500 600 700 00 [900 1.000
Pixel Position

== — Produkt

. ." I . ' _ .. 1 — reaktives Edukt

0-2-4-6-8-10-15-30-60 [min]

dU17-Modifikation

Abb. 55:  Auswertung des gelelektrophoretischen Assa ys. Linke Seite: PAGE-Gel mit
Trennung von Produkt und Edukt fir die dU17-Modifik ation mit den Reaktionszeiten 0-60 min,
ISTD interner Standard als Kontrolle. Bande oberhal b des reaktiven Edukt: unreaktive
Nebenbande. Die rechte Seite zeigt das Linienchroma togramm fir die links rot eingerahmte

Bandenspur (dUl17 fir 15 min Reaktionszeit) zur Quan tifizierung mittels Integration der

einzelnen Banden im Linienchromatogramm.

Aus den ersten 15% Reaktionsumsatz der Reaktion pseudo-erster Ordnung wurde
aus dem Verhaltnis von Produkt zur Summe aus Produkt und Edukt eine
Geradengleichung erstellt und aus der Steigung die Anfangsgeschwindigkeit
Vini [%/min] ermittelt. Die Auftragung der Reaktionsumsatze gegen die Zeit und die
Geradengleichungen fir die Einzelmutanten und das Wildtyp-Ribozym, zeigt
Abb. 56. Die Bestimmung der Doppelmutanten erfolgte analog.
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+dU17  mPy9
Bestimmung von v;,; [*%/min] Alng9 2APY
&t
20

_ y = 2.6168x
= R =0.9777
]
= y= 1.0201x
E R? = 0.9426
£ y=1.5717x
= R =0.9388
-
g
o

28 y= 7.0275x%
R® = 0.8999

t[min]

Abb. 56:  Auftragung des Reaktionsumsatzes [%] fiir d ie Einzelmutanten und das Wildtyp-
Ribozym berechnet aus dem Verhaltnis von Produkt/(P ~ rodukt + Edukt) gegen die Zeit t [min]

aus Einzelbestimmungen. Die Berechnung der Anfangsg eschwindigkeit v, [%/min] erfolgte
aus den ermittelten Geradengleichungen.

Die Anfangsgeschwindigkeit vi, [%/min] wurde aus dem Verhaltnis von
Produkt/(Produkt + Edukt) bestimmt. Die relative Aktivitdt der Mutante, bezogen auf
die Wildtypaktivitat von 100%, berechnete sich aus dem Aktivitats-Verhaltnis der
Anfangsgeschwindigkeiten der Mutanten zum Wildtyp. Die Reaktionsbeschleunigung
der ribozym-katalysierten Reaktion errechnete sich aus dem Quotient von vi,; [%/min]
von katalysierter - zu unkatalysierter Reaktion.

Intensitat Produkt

Anfangsgeschwindigkeit v —
Intensitat (Produkt + Edukt)

[%/min] =

ini

v, Mutante [%/min]
v, Wildtyp [%/min]

relative Aktivitat [%)] = 100 [%0]

v, katalysierte Reaktion [%/min]
Vv, unkatalysierte Reaktion [%/min]

Reaktionsbeschleunigung =
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Die Werte der relativen Aktivitat [%] wurden zur Elimination von Ausreil3ern einem

AusreiBertest nach Nalimov mit 95% Signifikanzniveau unterzogen.®®)

Voraussetzung ist eine normalverteilte Stichprobe mit =3 Messwerten. Aus dem

Stichprobenmittelwert (x) und der Standardabweichung (s) der Stichprobe wird die

PrufgroRe (PG) nach folgender Formel ermittelt:

0 =
X x‘ n
S \/n—l

Mit: PG: Prufgrole, X*: zZu prifender  Wert, X : Stichprobenmittelwert,

PG =

s: Standardabweichung, n: Anzahl der Messungen.

Falls der PriufgroBenwert Tabellenwerte fiur das Signifikanzniveau von 95%
Uberstieg, wurde der Wert als wahrscheinlicher Ausreil3er angenommen und in der

Auswertung nicht beriicksichtigt.

4.7 Chemisches Probing mit Pb  #*-lonen

Zur Untersuchung der strukturellen Relevanz der Interaktion zwischen dem
exocyclischen 4-NH, des C10 und dem Carbonyl-Sauerstoff 2-O des U17 und der
Auswirkung deren Stérung wurde das chemische Probing mit Pb(ll)-Acetat
durchgefiihrt. Zur Bewertung des Einflusses der Mg®*-lonen und des Diels-Alder-
Produktes auf die Stabilitdt im Vergleich von intakter und gestorter Interaktion,
erfolgte die Probing-Reaktion unter Variation der Mg®*-lonen Konzentration und in
An- und Abwesenheit von Diels-Alder-Produkt (aus AHEG und NPM, Molekul 18,
Abb. 12).

Zur Storung der Interaktionen wurden modifizierte 49mer Ribozym-Sequenzen mit
Substitution von Position U17 mit C17 und isoC17 eingesetzt und das Probing

parallel zur 49mer Wildtyp-Sequenz durchgefuhrt. Fir die Sequenzen: siehe in 4.2.1.

Die Durchfiihrung erfolgte analog einer in unserem Labor® ®¥ fir das 49mer
Wildtyp-Ribozym etablierten Methode. Optimiert wurden daraus, im Rahmen dieser
Arbeit, das Konzentrations-Verhaltnis von radioaktiv markiertem 49mer Ribozym zu

tRNA, die Pb(ll)-Acetat-Konzentration, die Temperatur und die Reaktionszeit.
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Die Bedingungen werden so gewahlt, dass statistisch weniger als eine Spaltung pro

Molekuil auftrat.®®

4.7.1 5-radioaktive Markierung der RNA durch Kinas  ierung

Zur Detektion der einzelnen Nukleotid-Banden im chemischen Probing mit Pb®*-
lonen wurden die 49mer Ribozyme am 5-Terminus mit **P radioaktiv wie unter
Abschnitt 4.2.2 beschrieben, markiert. Alle drei 49mer Sequenzen wurden Uber
jeweils zwei PAGE-Gele zur Abtrennung von y-*?P-ATP, Nebenreaktionsprodukten
und Verunreinigungen aus der Oligonukleotidsynthese aufgetrennt. Die

Sequenzbanden wurden jeweils eng begrenzt ausgeschnitten.

4.7.2 Spaltungsreaktion mit Pb  ?*-lonen und Trennung der Reaktionsprodukte

Die 5-markierte RNA mit 50000 cpm pro Ansatz, einer RNA-Menge im fmol-Bereich
entsprechend, wurde durch nicht radioakiv markierten tRNA-Zusatz auf eine RNA-
Gesamtmenge von 0.15 pg/uL eingestellt, die Lésung fur 2 min auf 60 °C erwarmt
und zur Renaturierung unter Schutteln innerhalb von 20 min auf 20 °C abgekunhlt.

In diese RNA-LAsung erfolgte dann die Zugabe in finaler Konzentration von: 40 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 40 mM NacCl, 0-10 mM MgCl,, in An- oder Abwesenheit von 1 mM
Diels-Alder-Produkt und 5% Ethanol. Die eigentliche Probing-Reaktion wurde durch
Addition einer frisch hergestellten 0.75 mM Pb(ll)-Acetat-L6ésung und Inkubation bei
20 °C im Thermoschttler tber 45 min durchgefthrt. Die Bedingungen wurden, wie in
der Literatur von Brunel et al.®® beschrieben, so gewahlt, dass statistisch weniger

als eine Spaltung pro Molekl auftrat.

Der Reaktionsstopp erfolgte mit einer 1:1 Mischung aus 7 M Harnstoff,
Bromphenolblau und Xylencyanol in 10 mM EDTA (,Pb-Stop-Losung®). Die cpm der
Probenldsungen wurden, wie in Abschnitt 4.2.4 beschrieben, bestimmt und auf die
gleiche cpm-Konzentration gebracht. Zur Reaktionskontrolle wurde ein
Reaktionsansatz ohne Pb*-lonen unter denselben Bedingungen parallel
durchgeflihrt. Die elektrophoretische Trennung der Sequenzen erfolgte mit einem
analytischen 15%igen denaturierenden PAGE-Gel bei 60 W uber 3 h.
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4.7.3 ldentifizierung der Nukleotidpositionen: Ribo nuklease T1 Leiter und
alkalische Hydrolyseleiter

Die Zuordnung der Ribozym-Spaltprodukte auf dem PAGE-Gel erfolgte parallel durch
Auftragung von RNA-Spaltprodukten als Sequenzleitern aus 49mer Wildtyp-RNA
nach einer alkalischen Hydrolyse und limitierter RNase T1 Reaktion. Bei der
alkalischen Hydrolyse tritt die Spaltung statistisch in der gesamten
Oligonukleotidsequenz auf und erzeugt somit eine Bandenleiter mit der Differenz je
eines Nukleotids. Die RNase T1 spaltet spezifisch Phosphordiesterbindungen an der
3'-Position von Guanosin-Nukleotiden und ergibt somit eine ,Guanosin-Leiter”. Fur
beide Leitern wurden die Bedingungen so gewahlt, dass die Sequenz statistisch nur

jeweils einmal gespalten wird.*3*%9

Fur die alkalische Hydrolyseleiter wurden 2 pmol radioaktiv markierte RNA mit
1 pg/uL tRNA versetzt, die Reaktion mit 40 mM Natriumhydrogencarbonat in 10 pL
Reaktionldsung bei 90 °C fur 7 min inkubiert und die Hydrolyse mit Zugabe von ,Pb-
Stop-LOsung® im Verhaltnis 1:1 unter Eiskihlung gestoppt.

Die Sequenzleiter aus limitierter RNase T1-Spaltung erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen in 8 pL Puffer aus 12.5 mM Natriumcitrat, 0.5 mM EDTA und 3.5 mM
Harnstoff, mit 2 pmol radioaktiv-markierter RNA und 1 pg/pL tRNA in 10 pL Lésung.
Diese Losung wurde fur 10 min auf 55 °C erwarmt, die Spaltung mit 2 uL 0.05 U
RNase T1 gestartet, fur 10 min auf 55 °C inkubiert und die Reaktion analog der
alkalischen Hydrolyse unter Zugabe von ,Pb-Stop-Losung® im Verhdltnis 1:1
gestoppt.

4.7.4 Analyse der Probing-Muster auf Sequenziergele n

Die Detektion der Banden erfolgte mittels Radiographie mit dem Phosphorimager,
analog dem Abschnitt 4.2.3. Durch Vergleich zu den Leitern wurden die Probing-
Banden Nukleotid-Positionen zugeordnet. Die Auswertung erfolgte qualitativ durch
Vergleich der Bandenmuster und Intensitdten der beiden modifizierten 49mer
Sequenzen im Vergleich zum Wildtyp-Ribozym. Verglichen wurden die
Bandenmuster in Abhéangigkeit der Mg®*-lonen Konzentration und der An- und

Abwesenheit von Diels-Alder-Produkt.
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4.8 HPLC-Methode

Zur quantitativen Analyse der katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion
wurde die HPLC-Methode, wegen der getrennten Bestimmung der AHEG-Abnahme
und Produkt-Zunahme gegentber der UV/VIS-spektroskopischen Untersuchung, in
der nur die AHEG-Abnahme untersucht werden kann, angewendet. Der Dioden-
Array-Detektor zur Aufzeichnung des kompletten Absorptionsspektrums tber die Zeit
ermdglichte die eindeutige Zuordnung der Peaks zu einzelnen Komponenten. Ein
Nachteil der HPLC-Methode ist der 10-fach erh6hte Probenbedarf im Vergleich zu
dem UV/VIS-spektroskopischen Assay. Die ribozym-katalysierte und unkatalysierte
Diels-Alder-Reaktion wurde nach definierten Reaktionszeiten mit einer
B-Mercaptoethanol Lésung gestoppt und getrennt analysiert. Das -Mercaptoethanol
reagiert in einer Michael-Addition mit der Doppelbindung des Maleimid und
verhindert somit die weitere Diels-Alder-Reaktion.

HPLC-Methode

- Anlage: Agilent 1100 Series, DAD-Detektor, aufgezeichnet: 210 nm, 254 nm,
365 nm

- Saule: Luna C18-Umkehrphasensaule 250*4.6 mm, 5pum PartikelgroRe

(Phenomenex)
- Saulentemperatur: 25°C
- Injektion: 90 pL aus 100 pL Lésung
- Flurate: 1.0 mL/min

- Eluent: H,O/CH3CN, Lésungsmittel mit HPLC Reinheitsgrad, Reinst-Wasser

4.8.1 Reaktion mit Substrat

Der HPLC-Assay wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Quantifizierung der AHEG-
Abnahme und der Produkt-Zunahme der katalysierten und unkatalysierten Diels-
Alder-Reaktion eingesetzt. Die Durchfiihrung wurde aus Stuhlmann et al.®® adaptiert
und modifiziert. Die Zusammensetzung des katalysierten Assays ist in Tab. 15
aufgelistet. Die Durchfiihrung der unkatalysierten Hintergrundreaktion erfolgte analog
der katalysierten Reaktion, aber unter Substitution der RNA-Komponente durch H,0.
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Tab. 15: HPLC-Assay zur Quantifizierung der katalys ierten und unkatalysierten Diels-Alder-
Reaktion.

Komponente [uL] Finale Konzent ration
Tris-Puffer pH 7.4 (20x) 3.5 30 mM
NaCl (3 M) 7.0 300 mM
MgCl, (0 - 800 mM) variabel 0-80mM
Ribozym ( 140 uMm) 3.5 7 UM
AHEG (500 pM) 14.0 100 UM
NPM (10 mM) 7.0 1 mM
EtOH variabel 10%
H,O auf 70 pL aufgefuillt

Nach unterschiedlichen Reaktionszeiten wurde die Reaktionslosung zu 20 pL
Stopplosung (Stopplésung: 25% B-Mercaptoethanol in 7.5% EtOH und 67.5% H,O0,
adaptiert aus Schlatterer™®®) gegeben, das Reaktionsgefa mit 10 uL EtOH gespiilt
und 90 uL der vereinigten Losung in die HPLC injiziert.

Der Reaktionsstopp erfolgte nach den folgenden Reaktionszeiten:

Reaktionszeiten: 0-05-1.0-15-2.0-25-3.5-5.0-7.5—-10 [min]

4.8.2 Trennung der Molekile

Die Trennung von freiem AHEG und Diels-Alder-Produkt erfolgte mit dem
Eluentsystem: H,O/Acetonitril (48/52 v/v) als Eluent bei einer FluBrate von 1 mL/min
mit der Saulentemperatur von 25°C. Die Detektion erfolgte mit einem Dioden-Array-
Detektor (DAD) bei 254 nm und 365 nm (AHEG) und 210 nm (Diels-Alder-Produkt).
Die Quantifizierung des AHEGs erfolgte bei 365 nm.

4.8.3 Analyse und Auswertung

Aus den ersten 5% Reaktionsumsatz wurde tber die Kalibriergerade fur AHEG und
DA-Produkt, Abb.57, die Anfangsgeschwindigkeit v, [Ms?] und die
Geschwindigkeitskonstante k [M™ s™] ermittelt. Fiir die katalysierte Reaktion wurde
AAbs/min als Differenz von katalysierter zu unkatalysierter Reaktion bestimmt und

zur Berechnung eingesetzt.
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A I . B . .
(A) Kalibriergerade fur AHEG (B) Kalibriergerade fur DA-Produkt
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’2 5
1500 A <
E E. 10000 {
2 1000 4 2
:% :% 5000 4 -
= 500 1 y=17.0387x = y =158.7423x
= R?= 0.9955 - R? = 0.9991
g 0 : ‘ ‘ i & 0 : : ‘ i
10 30 50 70 90 0 20 40 50 80
Konzentration [uM] Konzentration [um]

Abb. 57: Kalibriergeraden fir AHEG und DA-Produkt (  Diels-Alder-Produkt). (A): AHEG
(365 nm). (B): DA-Produkt (210 nm). (A)+(B): Mittel werte aus jeweils drei Einzelbestimmungen
+ Standardabweichung mit dem Schnittpunkt 0/0 aufge  tragen, Formel und Bestimmtheitsmald
wurden aus der Trendlinie der Mittelwerte berechnet

Die Berechnung der Anfangsgeschwindigkeit v, [M s?] aus der Differenz von

AAbs/min und der Kalibriergeraden erfolgte mit folgender Formel:

_ AAbs/min E 1
17.0387 fur AHEG; 158.7423 fur DA - Produkt 610’

Vi [M s ]

Die Geschwindigkeitskonstanten k [M™ s™] berechneten sich mit nachfolgender
Formel und wurden als Mittelwerte aus Triplikatbestimmungen mit den

Standardabweichungen gegen die Mg -lonen Konzentration aufgetragen.

Vini [M - S_l]
0.0001 x 0.0001 [M?]

k[M*s?] =

4.9 LC-MS-Methode

Die LC-MS-Methode (LC: Serie 1200 von Agilent Technologies, MS: microTOFQ-II
ESI von Bruker) wurde zur qualitativen Analyse der einzelnen Molekile der ribozym-
katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion als sensitive Methode
eingesetzt. Zuerst wurde die LC-MS als Methode auf die Eignung zur Analyse der
Diels-Alder-Reaktion und deren Edukte und Produkte getestet. Zur Trennung der
Molekile wurde ein geeigneter Gradient eines Eluentgemisches entwickelt und die
Parameter der lonisierung und Detektion in der MS-Einheit optimiert. Anschlie3end
erfolgte die Untersuchung nach moglichen Nebenreaktionen der einzelnen Molekile,

der unkatalysierten und der katalysierten Reaktion.
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Um Auswirkungen von UV/VIS-Bestrahlung zu ermitteln, die in den UV/VIS-
spektroskopischen Methoden auftreten kdnnten, wurden LC-MS-Analysen nach
Bestrahlung der Reaktionsldsungen durchgefuhrt. Alle LC-MS Untersuchungen
erfolgten qualitativ, da die Diels-Alder-Reaktionen nicht durch Zusatze von
B-Mercaptoethanol gestoppt wurden um Nebenreaktionen ausgeldst durch die Stopp-

Ldsung zu vermeiden.

4.9.1 HPLC-MS-Methode

HPLC-Methode

- Anlage: Agilent 1200 Series, Multiwellenlangen-Detektor, aufgezeichnet: 210 nm,
254 nm, 365 nm

- Saule: Kinetex C18-Umkehrphasen-Saule 2.6 um, 2.1 x 100 mm (Phenomenex)
- Saulentemperatur: 30°C

- Injektion: 10 pL aus 20 pL Lésung

- FluRRrate: 0.2 mL/min

- Eluent: H,O/CH3CN + 0.1% HCOOH, Lésungsmittel mit LC-MS Reinheitsgrad,

Reinst-Wasser

Tab. 16: HPLC-Gradient aus H ,O/CH3CN + 0.1% HCOOH zur LC-MS-Analyse

t [min] CHsCN [%]
0 40
12.5 90
17.5 90
20 40

35 40
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MS-Methode

Anlage: microTOFQ-II ESI (Bruker Daltonics), Messsoftware: MicroTOF control
Version 3.0

Zur Aufnahme hochauflésender Massenspektren wurde ein interner Kalibrant aus
Na-formiat 10 mM in 0.1% Ameisensaure in H,O/i-PrOH (Isopropanol) (50/50 v/v)
eingesetzt, welcher jeweils zu Beginn eines LC-Laufes injiziert wurde. Die interne
Kalibrierung erfolgte im ,quadratic mode”“. Die Parameter der MS fur die LC-MS-

Analyse wurden auf nachfolgende Werte, siehe Tab. 17 gesetzt.

Tab. 17: MS-Parameter zur LC-MS-Analyse

MS-Parameter

Scan (m/z) 50 — 1200 m/z | Funnel 1 RF + Funnel 2 RF 200.0 Vpp
lon Polarity Positiv | Hexapole RF 100.0 Vpp
Capillary 4500 V | lon Energy 3.0eV
End Plate Offset -500 V | Low Mass 100.00 m/z
Collision Cell RF 150.0 Vpp | Collision Energy 8.0 eV
Nebulizer 1.2 bar | Collision RF 100.0 Vpp
Dry Temp 190 °C | Transfer Time 70.0 ps
Dry Gas 8.0 L/min | Pre Puls Storage 5.0 ys

Die Auswertung wurde mit der Software Hyphenation Star PP (Version 3.2.44.0),
DataAnalysis (Version 4.0, SP4) und MetaboliteDetect (Version 2.0 SR1) von Bruker
Daltonics durchgefinhrt:

4.9.2 Analyse der einzelnen Edukte und Produkte

Allgemein

AHEG, NPM und das Diels-Alder-Produkt wurden unter denselben Assay-
Bedingungen wie die Kkatalysierte Reaktion jeweils als Einzelkomponenten

eingesetzt, siehe Tab. 18.
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Tab. 18: LC-MS Assay zur Analyse der einzelnen Eduk  te und Produkte.

Komponente [uL] Finale Konzentration

Tris -Puffer pH 7.4 (10x) 2 30 mM
NaCl (3 M) 2 300 mM
MgCl, (800 mM) 2 80 mM
AHEG (500 pM) 4 100 pM
NPM (10 mM, EtOH) 2 1 mMm
Diels -Alder -Produkt (1 mM, EtOH) 2 100 pM
EtOH variabel 10%

H,O auf 20 pL aufgefillt

Die Zeitspanne nach pipettieren der Reaktionslésungen bis zur Injektion wurde
gemessen. Injiziert wurden 10 pL aus 20 pL Loésung. Zur Erhéhung der Analysen-
Konzentration wurden die Reaktionsansédtze und Injektionsvolumen [uL]

entsprechend erhdht.

Analyse des N-Pentylmaleimid + [3-Mercaptoethanol

Zur Analyse der detektierten NPM-Addukte wurden Analysen in An- und
Abwesenheit von [R-Mercaptoethanol (final 21.4 mM) im Verhaltnis von
3-Mercaptoethanol (5 mM /1 mM): NPM zu 4.3:1 und 21:1 zur differenzierten
Analyse der jeweiligen Addukt-Bildung durchgefuhrt, siehe Tab. 19. Als Referenz
wurde 3-Mercaptoethanol im Assay ohne NPM injiziert.
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Tab. 19: LC-MS Assay zur Analyse von N-Pentylmaleimid-Addukten.

NPM1mM/5mM % Finale

Komponente )
3-Mercaptoethanol [uL] Konzentration

Tris-Puffer pH 7.4 (10x) 4 30 mM
NacCl (3 M) 4 300 mM
MgCl, (800 mM) 4 80 mM
NPM (10 mM /50 mM in EtOH) 4 100 uM
[3-Mercaptoethanol +3.5 0.15%

(1% in H,O/EtOH 89/10%)
H,O +: auf 23.5 uL aufgefillt

- auf 20 pL aufgefillt

Injiziert wurden von NPM ohne 3-Mercaptoethanol: 10 pL aus 20 pL und von NPM +
3-Mercaptoethanol 11.76 pL.

4.9.3 Analyse von katalysierter und unkatalysierter Diels-Alder-Reaktion

Die ribozym-katalysierte und unkatalysierte Diels-Alder-Reaktionen wurden unter
Standard-Assay Bedingungen, wie im UV/VIS-spektroskopischen Assay,
durchgeflhrt, siehe Tab. 20. Die Reaktionen wurden nicht abgestoppt, bis zur LC-
MS-Analyse dunkel bei Raumtemperatur aufbewahrt und die Reaktionszeit jeweils
konstant gehalten. Injiziert wurden 10 pL aus 20 puL oder 20 puL aus 30 pL
Reaktionslosung.
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Tab. 20: LC-MS Assay zur Analyse von Kkatalysierter und unkatalysierter Diels-Alder-
Reaktion.

Komponente kat* [uL] unkat* [uL] Finale Konzentration
Tris -Puffer pH 7.4 (10x) 3 3 30 mM
NaCl (3 M) 3 3 300 mM
MgCl, (800 mM) 3 3 80 mM
49mer RNA (57 pM) 2.45 - 7 uM
AHEG (500 pM) 6 6 100 pM
NPM (10 mM in EtOH) 3 3 1 mM
EtOH - - 10%
H,O auf 30 pL aufgefillt

*: kat: katalysiert; unkat: unkatalysiert

4.9.4 UV-Bestrahlung

Die UV-Bestrahlung bei 254nm wund 365nm erfolgte jeweils mit den
Reaktionslosungen der katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion direkt
nach Reaktionsstart durch Zugabe der NPM-L6sung. Bestrahlt wurde in geo6ffneten,
silanisierten Reaktionsgefaf3en (Carl Roth) bei Raumtemperatur von oben auf die
Reaktionslosung tber 120 min mit einer UV-Lampe (NU-8 KL, 8 W, Intensitat:
680 pW/cm?® bei 254 nm, 950 pW/cm? fiir 365 nm fiir 15 cm Abstand, Benda). Die
Konzentrationen der Komponenten entsprachen den oben aufgefuhrten fur die
Analysen ohne Bestrahlung. Allerdings wurde die Menge der Reaktionsldsungen zur
Bestrahlung auf 40 pL erh6ht und davon das entsprechende Aliquot injiziert.

4.9.5 Auswertung

Die Substraktion der Signale von Puffer und lonen des Assay als TIC-
(Totalionenstrom, ,Total lon Current’)-Chromatogramm erfolgte mit der Software
MetaboliteDetect (Bruker Daltonics) aus separater Injektion von Puffer und lonen.
Zur Subtraktion wurden die Settings in den ,Options”, ,Calculate Difference” und
.Detected Masses Dialog“ Parameter mit den Werten der nachfolgenden Tabelle 21

angewandt.
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Tab. 21: Parameter zur Subtraktion der Hintergrund-  Signale.

Parameter (MetaboliteDetect)

Mass Width 0.01 | Trace Width +0.01 m/z
Ratio 5.00 | Delta RT (Sample -Diff) 0.2 min
Delta Time + 0.5 min | Skim ratio 3.00
Delta Mass + 0.5 m/z | Smoothin g width 3
Interval 0.0-35 min | Mass Spectrum Parameters:

Peak detection Total ion | Intensity threshold (rel .) 10%
Peak detection with Peak | Max. Number of Peaks 16
mode Integration

Die m/z-Spektren der einzelnen MS-Peaks wurden in DataAnalysis angezeigt und

ausgewertet.

Die Zuordnung der m/z-Signale zu Summenformeln von Molekul-lonen erfolgte mit

der ,SmartFormula Manually“ Funktion im DataAnalysis Programm.

Normalisierung der Retentionszeiten

Verschiebungen der Retentionszeiten t[min] unterschiedlicher Analysen wurden
durch Normalisierung der Retentionszeit angeglichen. Die Intensitat des

Totalionenstroms (TIC) wurde dadurch nicht verandert.



5. Anhang

5.1 Gerate und Software

Gerate

Elektrophorese

Elektrophoresekammern
HPLC-Anlage
Lyophilisator
LC-MS-Anlage

Massenspektrometer
NMR-Spektroskopie
pH-Meter

Phosphorimager

Pipetten

Reinst-Wasser-Anlage
Schuttler
Szintillationszéhler
Thermoschuttler
UV-Lampe (254+365 nm)

UV-VIS Spektrometer

Vakuumzentrifuge
Waagen

Zentrifugen

Anhang

Amersham Biosciences, Electrophoresis Power

Supply — EPS 3501 XL

Gibco-BRL, S2; Armin Baak Labortechnik
Agilent Technologies, Serie 1100
Ismatec, VirTis

LC: Agilent Technologies, Serie 1200
MS: Bruker, microTOFQ-II ESI

Bruker, BIFLEX Il (MALDI)

Varian, 300 MHz Mercury Plus

Knick, Calimatic 765

GE Healthcare, Typhoon 9400, Image
Eraser, Storage Phosphor Screen
Abimed, Labmate P2, P20, P200, P1000
Hamilton Bonaduz AG, Microliter™ Syringes
1, 25, 100, 500 [uL]

Millipore, Milli-Q®, Synthesis A10
Vortex Genie, Bender & Hobein
Beckman-Coulter, LS 6500

Eppendorf, Thermomixer comfort
Benda, NU-8 KL

Varian, Cary 50 und Cary 100 Bio;
Peglab, Nanodrop ND-1000;

Amersham, Ultrospec 2100 pro
Eppendorf, Concentrator 5301

Mettler Toledo, AX105 und AX204
Hettich, Mikro 120 und Mikro 200R
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Software
Phosphorimager

HPLC

LC-MS

Literaturverwaltung
NMR

Spektren und Diagramme

Strukturformeln

Kristallstrukturen

5.2 Material

Greiner-Gefalie
GroRRenausschlufifilter
Klvetten
Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie, silanisiert

Reaktionsgefalie (UV-Kinetiken)
Sequenziergele

Spinfilter

Spritzenfilter

Sterilfiltration

Zip Tips
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Image Quant v5.2 (GE Healthcare Life Sciences)
Agilent ChemStation Revision B01.01 (Agilent
Technologies)

MicrOTOF control v3.0, DataAnalysis v4.0 SP4,

Hyphenation Star PP v3.2.44.0, MetaboliteDetect v2.0
SR1 (Bruker Daltonics)

EndNote X4 (Thomson Scientific)

MestReC v4.9.9.9 (Mestrelab Research)

Excel 2007, (Microsoft Corporation); OriginPro
v8.5.1 (OriginLab Corporation)

ChemBioOffice Ultra v11.0 (CambridgeSoft)
PyMOL v1.1beta4™ (De Lano Scientific LLC)

Carl Roth (15 mL, 50 mL)

GE-Healthcare, NAP-5 und NAP-10

Hellma, Quarzglas Suprasil® (10 pL und 70 pL)
Greiner Bio-One Filter Tips FT 10, 20, 200, 1000 [uL]
Carl Roth, Multi®-Reaktionsgefalle

(1.7 mL und 2.0 mL)

Carl Roth, Multi Ultra Tubes, (0.2 mL)

Carl Roth, Rotiphorese®-Fertigkonzentrate

VWR, Centrifugal Filter, modified Nylon (0.45 um)
Millipore, Millex-GS (0.22 um)

Millipore, Steritop, GP Express™ PLUS (0.22 pm) und
Steriflip, Express™ PLUS (0.22 um)

Millipore
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5.3 LC-MS-Spektren
5.3.1 AHEG und Diels-Alder-Produkt als Einzelkompon  enten
(A) . AHEG (B) | AHEG
4x10°9 2.7-4.1 min x10°7 5.4.5.6 min
= " 496.2313
] S
E 527.2210 £ 501.1867
333.1476 197.0387
] 2271223 / b /
/ //543 2148 /
0' “m ™ 0[“"1"1"!"!
200 400 600 "800 1000 200 400 600 800 1000
mfz miz
(C) . pA-Pr (D) ., paPr
3x10°9 3.0.3.3 min 3x10"7 3.3.3.6 min
227.1238
=2 511.2278 =
§ 506.5720 / E
= \ £
520.2503
0 - l II - T T ~ I'h T 1
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
m/z miz
Abb. 58:

(A)+(B): m/z-Spektren von AHEG 1000 pmol.

Produkt 2000 pmol.

(C)+(D): m/z-Spektren von Diels-Alder-
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5.3.2 Katalysierte und unkatalysierte Diels-Alder-R  eaktion
(A) s kat (B) s unkat
1x10°9 1.9-2.2 min 1%10°7 4.9.2.2 min
529.2377
- - 529.2390
i 545.2323 P
@ ® 545.2333
c s
g / g /
= 305.1537 = 305.1544
\ 333.1513 \ 333.1518
/ 415.1984 415.1989
185.1129& / 185.1130 /
0 T - le I[Jl l : T T 1 0 II = klh I“L L > T T 1
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z m/z
(C) i kat (D) unkat
8x10°7 2.8.3.0 min 8x10°9 2.8.3.0 min
168.1017
168.1017
5 8
" E
186.1115
£ / £ 186.1116
208.0930 / 208.0931
0 T |HI T L| L \1' T 3 R T — 1 I! X ¥ ll‘ LI d' T LER P o |
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z m/z
(E) s kat (F) 5 unkat
8x10°7 30.3.7 min 8x10°7 3,0-3.7 min
= =
c c
& K]
E 168.1017 £ 168.1013
214.1417 214.1418
/ / 236.1237 / / 236.1237
0 ‘l - T = T T 1 lIlkl T = T | T b 1
200 400 600 800 1000 200 400 800 800 1000
miz miz
Abb. 59:

(A)-(F): m/z-Spektren von katalysierter un
Reaktionszeit: 8 h, Konzentration: 2000 pmol AHEG,

d unkatalysierter Diels-Alder-Reaktion.
20 nmol NPM und 140 pmol Ribozym.
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(G) 4 kat (H) . unkat
4x10°7 3.8.5.3 min 4x10°7 3.8.5.3 min
168.1005
168.1006
= =
[ c
£ 527.2233 £ 527.2230
= = 271.6376
271.6374 / /
333.1490 / 333.1490
/ / /
04 bui. xh_u.l' " .“. ‘ I 0 s ht. { " | : . .
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
miz miz
Abb. 59: Fortsetzung von Abb. 59.
5.3.3 Verlangerte Reaktionszeit der Diels-Alder-Rea  ktionen
Retentionzeit: 9.4-10.0 min
(A)5 Jo Kt b (B) oo 24
X109 - x10° 7 .
9.4-9.9 min 657.3733 9.5-10.0 min 657 3751
3 5
= =
c c
2 g
[= =
640'34< 662.3263 6403? 662.3292
0 T T T T l' v T T T T v 1 0 T T T T l- t T T T T T 1
400 600 800 1000 400 600 800 1000
m/z miz
(C) unkat 6 h (D) unkat 24 h
5x10° - _ 5x10° _
9.4-9.9 min 9.4-10.0 min
657.3752
657.3743
) ‘w
g s
£ E
640.3461 | 662.3279 640.3469 | 6p2.3294
0 T L T 1 0 T T T T l' ¥ T T v T T 1
400 600 800 1000 400 600 800 1000
m/z miz

Abb. 60: M/z-Spektren des Diels-Alder-Produkts (Ret entionszeit: 9.4-10.0 min) der

Reaktionszeiten 6 h und 24 h. (A)+(B): m/z-Spektren der katalysierten Reaktion. (B): m/z-
Spektren der unkatalysierten Reaktion.
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Retentionzeit: 2.2-2.5 min
(A) . katéh (B) kat 24 h
4x10°7 2.2.2.5 min 4x10°7 2.2.2.5 min
AHEG-Sauerstoff- AHEG-Sauerstofi-
Addukte Addukte
522.2668 527 2227
\ . 5222681 5272240
1 -
o S \
= =
= s
2 8
c c
- 487.2292 = 487.2307
\ 543.2156 \ 543.2175
0 — 1 v l' T T i' '/l T — 1 T — 1 0 — 1 v T J' T l' '/l T — 1 T — 1
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z miz
(C) , unkat 6 h (D) , unkat 24 h
410" 2.2.2.5 min 4x10°9 2.2.2 5 min
AHEG-Sauerstoff- AHEG-Sauerstoff-
Addukte Addukte 522.2683 827 2243
- 522.2684 -
] 527.2245 8
= \ o 543.2178
g 543.2184 < 538.2625
- -t
£ 4872316 78'2631 £ 487.2307 /
O'I"i'l'l‘ll'l"l"l O'I'll'l'l“'l"l"l
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
miz miz
(E) , AHEG 6 h (F) , AHEG 24h
4x10°7 2.2.2.5 min 4x10°7 2.2.2.5 min
AHEG-Sauerstoff- AHEG-Sauerstoff-
Addukte Addukte
522.2686
] 522.2676 5 \ 527.2245
B 527.2237 B
c 543.2179 <
£ 538.2627 ] 543.2178
£ 487.21< / = 487-231\3 538.2625
0 T e T l L T T 1 0 T s . \Jll T 1
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
miz m/z
Abb. 61:

(A)+(B):

M/z-Spektren der AHEG-Sauerstoff-Addukte (
unkatalysierte Diels-Alder-Reaktion und AHEG als Ei

ribozym-katalysierten Rea
unkatalysierten Reaktion. (E)+(F): m/z-Spektren von

m/z-Spektren der

2.2-2.5 min) fir
nzelkomponente
ktion. (C)+(D)

die katalysierte- und
nach 6h und 24 h.
. m/z-Spektren der

AHEG als Einzelkomponente.
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Retentionzeit: 2.8-3.3 min
(A) kateh (B) | katzan
51077 5 8.3.2 min 107 5 833 min
168.1008
% | 168.0999 = 186.1111
] ] 208.0926
-E 186.1097 -g
8 208.0916 2 230.0745
£ 214.1403 £
230.0737 236.1236
393.1849
236.1235
e 393.1844 622.2529 / //415 A710 /622'2529
l \ /4154701 / /437.1599
0 . IJH'J' 'lljn' S W — 0 . |l- . N ,“. —
200 400 600 1000 200 400 600 800 1000
m/z m/z
(C) . unkatéh (D) | unkat2ah
5x10" . 5x10™ 4 i
2.8-3.2 min 2.8-3.2 min
168.1015
168.1005 —
5 . ?."!' 208.0934
2 208.0922 9
E] 2 230.0737
5 214.1423 e
S— 236.1243 2651383
/236.1242393 ss S / //415 1719 szz 2548
‘ J ‘ ' /415 1728/ 437. 1615
118 I R SO /437161% . iy O, .*"I-‘-‘ H\ bl o 1L, =
200 400 600 1000 200 400 600 800 1000
m/z m/z
(D) | AHEG®6h (E) ., AHEG24h
5x10" 1 5x10% 1
2.8-3.3 min 2.8-3.2 min
= =
c c
2 2
£ £
0 T T T 1 0 T T T T 1
200 400 600 1000 200 400 600 800 1000
m/z mi/z
Abb. 62: M/z-Spektren der NPM-Addukte (Retentionsz

unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion und AHEG als E
Reaktionszeit. (A)+(B): ribozym-katalysierte Reakti

AHEG als Einzelkomponente.

eit 2.8-3.3 min) der katalysierten und
inzelkomponente nach 6 h und 24 h
on. (C)+(D): unkatalysierte Reaktion. (E)+(F):



katalysierten und unkatalysierten Diels-Alder-Reakt
Reaktionszeiten von 6 h und 24 h. (A)+(B): ribozym-
(F) in 10-fach vergréRRert dargestellter TIC-Skala.
AHEG als Einzelkomponente.
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Retentionzeit: 6.2-7.1 min
(A)3 1o kat 6 h (B) | kat2an
X7 6.27.1 min 3107 ¢ 271 min
= =
[ c
2 2
£ =
04 T L T =T 1 0 T T { T - 1
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z miz
(C)  _ unkatéh (D) unkat2ah
107+ i 3x10°1
6.2-7.1 min 6.4-6.9 min
= =
{— =
2 2
£ E
4732511 | 4952329 — 495.2340
191.0836 \ / 191.0846 \ /
0 L| T ! T T 1 0 l| T T T T L X T ¥ d T ¥ T 1
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
mjz miz
(E) . AHEGS6 h (F)  _ AHEG24h
3x10° 7 . 3x10° 7 .
6.2-7.1 min 6.2-7.2 min
490.2797 490.2803
= =
c | =
2 2
£ £
4732507 | 4952332 AT3.2519 | 4952344
191.0846 191.0849
0 T T T T 1 O lf T T T 1
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z miz
Abb. 63: M/z-Spektren  der AHEG-Molekil-lonen  (Rete ntionszeit 6.2-7.1 min)  der

ion und AHEG als Einzelkomponente der
katalysierte Reaktion im Vergleich zu (C)-
(C)+(D): unkatalysierte Reaktion. (E)+(F):
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Retentionzeit: 7.6-8.5 min
(A) | katéh (B) | kat2an
1x107 . 1x107 4 i
7.8-8.5 min 7.8-8.5 min
b 490.2763 :E
= =
= c
£ 481.7633 £
£ : \ = 490.2783
481.7651
473.2492 \
673.3648 962.5189 476.2735
191.0828 \t [ 191.0835 673.366 962.5199
0 .ll _ B U 1 . 0o S U ——
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
miz miz
(C) g unkats h (D)1 o unkat 24 h
_ . x10° -
8.0-8.5min  490.2778 8.0-8.5 min
E 481.7634 E
g \ g 490.2781
] ] :
£ = 431.7553\
473.2512
191.0832 \ 962.5215 476.2736
191.0841 \ 673.3674 962.5222
0 —————r—T— 1"' T T l| LA | 0 T — T 'lL T 'LA"' '“: T T ;l 1
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
miz m/z
(B) | AHEGGh (E) . AHEG24h
1%10* ) 1%10*~ .
7.6-8.5 min 7.7-8.5 min
490.2766
s i 490.2772
w )
s c
2 481.7643 2
E = 481.7642
1 473.2500 798.4516 473.253& T908.4533
191.0834
\ 962.5183 191.0839 \ ‘ 062.5216
0 {' . — | T bt 'k e ‘i s 0 | - i \ | |
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z miz
Abb. 64:

unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion und AHEG als E

6 h und 24 h. (A)+(B): ribozym-katalysierte Reaktio

AHEG als Einzelkomponente.

M/z-Spektren der AHEG-Dimere (Retentionsz

eit 7.6-8.5 min) der katalysierten und

inzelkomponente der Reaktionszeiten von

n. (C)+(D): unkatalysierte Reaktion. (E)+(F):
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5.3.4 Einfluss von UV-Bestrahlung

TIC von NPM und Diels-Alder-Produkt

. ——DA-Pr

UV 254 nm
— UV 365 nm
s | ——NPM
4x10" UV 254 nm
—— UV 365 nm

TIC

2x10° |

0 2 4 6 8
t [min]

Abb. 65:  TIC-Intensitat fir NPM (20 nmol) und Diels -Alder-Produkt (2000 pmol) unbestrahlt
(grin und magenta), nach 2 h Bestrahlung bei 254 nm (hellblau und organge) und 365 nm (blau
und violett). Die TIC-Signale des Puffer-lonen-Gemi  sches wurden jeweils subtrahiert.

M/z-Spektren von AHEG unbestrahlt und bestrahlt

Retentionszeit: 8.1-8.6 min

(A) AHEG 365 nm (B) AHEG unbestrahlt
1 8.1-8.6 min 8.1-8.6 min
490.2776
5 | 5
1x10 481.7646 0
T B 490.2765
% % 481.7633
£ 473.2308 E 473.2494
962.5224
962.5211
191.0840
‘ \ 191.0836 \
ol L w N
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z miz

Abb. 66: M/z-Spektren der AHEG-Dimere von AHEG als  Einzelkomponente unbestrahlt und
bestrahlt mit 365 nm. (A): AHEG nach Bestrahlung vo  n 365 nm. (B): AHEG unbestrahlt.
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Retentionszeit: 1.6-2.5 min und 2.7-4.1 min
(A) AHEG 365 nm (B) AHEG 254 nm
1.6-2.5 min 1 1.6-2.5 min
545.2342
1x10°4 1x10°-
= = 840.2774 45 2334
= 529.2387 = 529.2382
@ 540.2781 B —— /
8 8 N
= 305.1546 E
\351.1607\ 3513603
o h
8 I.lll..wl.il J % PR 1 P Hhh.lj " . '
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
miz miz
(C) AHEG unbestrahit
1.6-2.5 min
1x10° 1
=§
‘®
c
8
£ 527.2233
522.2672 543.2177
D T T T 'l = LI = d' T T T T T 1
200 400 600 800 1000
m/z
(D) AHEG 365nm (E)  _ AHEG unbestrahit
1x10°7 2.7-4.1 min 1x10°9 2.7-4.1 min
522.2674
b =
= 527.2224 g
c / c
8 568.3086 K]
£ £
573.2640
/
0 ‘ e . Nl . 0 i .
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
m/z miz
Abb. 67: M/z-Spektren von AHEG als Einzelkomponente unbestrahlt und bestrahlt mit

254 nm oder 365 nm. (A)-(C): Retentionszeit von 1.9

4.1 min.

-2.5 min. (D)+(E): Retentionszeit von 2.7-
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5.3.5 Ubersicht der m/z-Signale, Summenformeln und Molekdil-lonen

Tab. 22: Ubersicht der mittels LC-MS-Analyse identi  fizierten Summenformeln und Molekiil-
lonen mit deren berechneten m/z-Signalen. Die m/z-W erte wurden mit der SmartFormula
Funktion der DataAnalysis Software (Bruker) berechn  et.

m/z-Signal Summenformel  Molekdl -lon
berechnet

(9-Anthraceny Imethyl)hexaethylenglykol (AHEG)
191.0855 CisHis [Anthracen+CH,]"
305.1571 C1,H260/Na [HEG+NaJ*
333.1520 C1sH260gNa [HEG+O+Na]"
473.2534 Ca7H3707 [AHEG+H]*
481.7667 CssH77014N [2AHEG+NH +H]**
490.2799 Co7H4007N [AHEG+NH,]"
495.2353 C,7H307Na [AHEG+Na]"
511.2093 Co7H307K [AHEG+K]"
522.2698 Co7H4009N [AHEG+20+NH,]"
527.2252 C,7H309Na [AHEG+20+Na]"
529.2408 C,7H3s09Na [AHEG+20+2H+Na]"
540.2803 Cr7H4010N [AHEG+30+2H+NH,]*
543.1988 Car7H3s00K [AHEG+20+K]*
543.2201 C,7H300Na [AHEG+30+Na]"
545.2357 C,7H3500Na [AHEG+30+2H+Na]"
568.3116 CasHs010N [AHEG+30+2C+10H+N]*
573.2670 Cu9H4,010Na [AHEG+30+2C+6H+Na]"
945.4995 Cs4H73014 [2AHEG+H]"
962.5260 Cs4H76014N [2AHEG+NH,]"
967.4814 CssH7,01:Na [2AHEG+Na]*
983.4554 Cs4H7,014K [2AHEG+K]"
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m/z-Signal Summenformel  Molekdl -lon

berechnet

N-Pentylmaleimid (NPM)

168.1019 CoH1:NO, [N-pentyl-M+H]*

186.1125 CoH16NO; [N-pentyl-M+2H+O+H]*
208.0944 CoH1sNO;zNa [N-pentyl-M+2H+O+Na]*
214.1438 C11HxoNO; [N-pentyl-M+2C+6H+O+H]"
236.1257 CuHigNOsNa  [N-pentyl-M+2C+6H+O+Na]*

Diels -Alder -Produkt aus AHEG + NPM (DA -Pr)

640.3480 CasHsoNOg [AHEG+NPM+H]"
657.3746 CasHs3sN200 [AHEG+NPM+NH,]*
662.3300 CasHaNOgNa  [AHEG+NPM+Na]*

678.3039 CasHasNOGK [AHEG+NPM+K]*
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5.4 Abklrzungsverzeichnis

. in Zahlen
10-/18-/
24-/49mer
2-AP

abs

Abs

A

Abb.

ACN
AHEG
APCI

APS

ATP

BG

bzw.

CMCT
cpm
DAl
DA2
DAD
DA-Pr
DCM
DMSO
DNA
DTT

Substitution von , in Zahlen durch .

Grad

Nukleotidsequenz aus 10 oder 18 Nukleotiden

Nukleotidsequenz aus 24 oder 49 Nukleotiden

2-Aminopurin

absolut

Absorption

Adenosin

Abbildung

Acetonitiril

(9-Anthracenylmethyl)hexaethylenglykol

lonisierungsmethode aus (,Atmospheric Pressure Chemical lonization®)
Ammoniumperoxodisulfat

Adenosin-5‘-triphosphat

unkatalysierte Hintergrundreaktion (,Background reaction®)
beziehungsweise

Cytidin

1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat
Zahlimpulse pro Minute (,Counts per minute®)

Diels-Alder-Produkt aus AHEG und NPM als racemisches Gemisch
Diels-Alder-Produkt aus Anthracen und Maleimidocapronsaure
Diodenarray-Detektor

Diels-Alder-Produkt aus AHEG und NPM

Dichlormethan

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol



du

E. coli
EDTA
EPR

ESI
ESI-MS
EtOH
FRET

G
H-Bricke
HEG
HOMO

HPLC

HPLC-MS

ICso
i-PrOH
isoC
ISTD
k[M?*s™

Km [MM]

Kz [UM]
krel [%]

kat
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desoxyUridin

Escherichia coli
Ethyldendiamintetraacetat
Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie

(,Electron  paramagnetic

resonance Spectroscopy")
Elektrospray-lonisierung
Elektrospray-lonisierung-Massenspektrometrie
Ethanol
Forster-Resonanz-Energietransfer  (,Forster

resonance energy

transfer*)

Guanosin

Wasserstoff-Briicke / Wasserstoff-Briicken-Bindung
Hexaethylenglykol

Hochstes besetztes Molekilorbital
orbital®)

(,Highest occupied molecular

Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (,High pressure liquid
chromatography®)

Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie - Massenspektrometrie

(,High performance liquid chromatography - mass spectrometry)”
isoCytidin

Mittlere inhibitorische Konzentration (,inhibitory concentration®)
Isopropanol

isoCytidin

interner Standard

Geschwindigkeitskonstante

Michaelis-Konstante, Konzentration der halbmaximalen

Reaktionsgeschwindigkeit
Bezeichnung fur Ky [uM]
relative Aktivitat

katalysierte Reaktion



L1, L2
LC-MS
Lsg

LUMO

MRNA
MS
m/z

NMR

NPE
NPM
N-pentyl-M
nt

OAc
Oxid
PAGE
PAH

Ph

PNK
32P_pCp

rino
rPu
RNA
RNase
rRNA

RT
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Schleife 1 und 2 (,Loop* 1 und 2)
kurz fur HPLC-MS
LOsung

Niedrigstes unbesetztes Molekulorbital (,Lowest unoccupied molecular
orbital®)

messenger Ribonukleinsdure
Massenspektrometrie
Masse-zu-Ladung-Verhaltnis aus (,mass-to-charge” ratio)

Kernmagnetische = Resonanz-Spektroskopie  (,Nuclear  magnetic

resonance”)
(S-)-1-(2-nitrophenyl)ethyl
N-Pentylmaleimid
N-Pentylmaleimid

Nukleotide

Acetat

Oxidation
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe
Phenyl-Gruppe
Polynukleotidkinase
[5’-*?P]-Cytidin-3’,5’-biphosphat
organischer Rest

ribolnosin

riboPurin

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

ribosomale Ribonukleinsaure

Raumtemperatur
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SELEX

SMFRET

TIC
TBE
TEMED
T4-PNK
Tab.
Tris
Trolox
tRNA
TOF

unkat
uv
VIS

viv

z.B.

in vitro Selektion, Abkirzung fir: ,Systematic Evolution of Ligands by

Exponential Enrichment*

Einzelmolekul-Forster-Resonanz-Energietransfer  (,Single

forster resonance energy transfer®)
Totalionenstrom, von ,Total lon Current®
TRIS-Borat-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin
T4-Polynukleotid-Kinase

Tabelle
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure
transfer RNA

»Time of flight“-Detektor

Uridin

unkatalysierte Hintergrundreaktion
Ultraviolett

Sichtbares Lichtspektrum (,,Visible®)
Volumen

Wildtyp

zum Beispiel

molecule
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