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Kurzfassung in deutsch

Es wurden Metallkomplex-Konjugate von Peptidnucleinsduren (PNAs) synthetisiert und in
zwei Projekten angewendet: als “kiinstliche Restriktionsenzyme* fiir die sequenzselektive
Spaltung von Einzelstrang-DNA sowie als Komponenten einer DNA-templatvermittelten
Metallkatalyse. Im ersten Projekt konnte durch MALDI-TOF MS und HPLC der Zr(IV)-
Komplex des Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-PNA-Konjugats (Zr(IV)-15) als aktivste
Spezies zur Spaltung komplementirer DNA identifiziert werden. Die Spaltung der Ziel-DNA
erfolgte sequenzselektiv zu 91% (nach 164 Stunden) in unmittelbarer Nachbarschaft des
Metallkomplexes.

Konjugate einer Cu(Il)-Pyridylpyrazol-modifizierten PNA (Cu(I1)-31) wurden fiir die DNA-
templatvermittelte Spaltung estermodifizierter PNAs eingesetzt. Als Substrat-PNAs wurden
die PNA-Ester-Konjugate 16 und 17 synthetisiert, in denen die Cu(Il)-Ankergruppe
(Chinolin-N) in die Alkohol-PNA-Komponente integriert ist. Es kann im Grunde mit
beliebigen Carbonsduren kombiniert werden. Die Spaltreaktionen wurden durch eine
Kombination aus MALDI-TOF MS- und HPLC-Analyse untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Reaktion durch das DNA-Templat etwa 100-fach beschleunigt wird. Des
weiteren wurden nach 10 Stunden 12 Turnover bei einem 100-fachen Substratiiberschuss

erzielt.

Short summary in english

Conjugates of peptide nucleic acids (PNAs) and metal-complexes were synthesized and tested
in two projects: as “artificial restriction endonucleases” for the sequence-selective cleavage of
single stranded DNA and as probes for DNA-templated metal-catalysis. The PNA conjugate
with the Zr(IV)-complex of tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Zr(IV)-15) was identified by
MALDI-TOF MS and HPLC as the most active species for the cleavage of complementary
DNA. The cleavage of the target-DNA occurred sequence-selectively with 91% yield (after
164h) in close proximity to the metal complex.

Conjugates of Cu(Il)-pyridylpyrazolyl-modified PNA (Cu(I)-31) were applied in DNA-
templated cleavage of ester-modified-PNAs. The ester-modified-PNAs 16 and 17 were
synthesized as substrate-PNAs, in which the Cu(Il)-anchoring group (chinoline-N) is
integrated in the alcohol-PNA-unit. Generally the combination with any carboxylic acid is
possible. The cleavage reaction was followed by MALDI-TOF MS- and HPLC-analysis. It
was shown that the DNA-templated reaction was accelerated up to approximately 100-fold.

Furthermore 12 turnover were achieved after 10 hours at 100-fold excess of PNA 17.
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Kap. 1: Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 DNA und PNA

1.1.1 Die Desoxribonucleinsiure

In der Desoxyribonucleinsdure (DNA) ist die genetische Information aller Lebewesen
gespeichert. Die DNA-Basensequenz dient als Schablone (Templat) fiir die Ribonucleinsiure
(RNA)-Synthese (Transkription) und wird an den Ribosomen in die Aminosduresequenz eines
Proteins iibersetzt (Translation).'

Die DNA besteht aus zwei antiparallelen Stringen, die eine Doppelhelix bilden (Abb. 1).

HN N—
N \N"
a o)
<N .
Guanin ’,J—JZN\(\ Cytosin
o) _N N—
N A
D
N" N7 NH,

Abb. 1: Die DNA-Doppelhelix

Ein Einzelstrang ist aus Nucleotid-Bausteinen aufgebaut. Ein Nucleotid besteht aus einer 2'-
Desoxyribose, einer Purinbase, Adenin (A) oder Guanin (G), bzw. Pyrimidinbase, Thymin (T)
oder Cytosin (C), wund einer Phosphatgruppe. Die Nucleotide sind iiber
Phosphodiesterbindungen zwischen den 5’-Hydroxy- und 3’-Hydroxygruppen der 2'-
Desoxyribose-Einheiten miteinander verbunden. Die Zuckerphosphate erfiillen strukturelle
Aufgaben, sie bilden das Riickgrat der DNA. Die Basen zeigen hingegen in das Innere der

Helix. Sie sind die Trdger der genetischen Information. Die Basensequenz des einen Stranges



Kap. 1: Einleitung 2

bestimmt die Sequenz des anderen, so ist Adenin mit Thymin {iber zwei und Guanin mit
Cytosin iiber drei Wasserstoffbriickenbindungen verkniipft (Abb. 1).

Die RNA besteht ebenfalls aus Nucleotiden, die durch Phosphodiesterbindungen in 3°-5°
Richtung verkniipft sind. Bei der Zuckereinheit handelt es sich um eine Ribose, die im
Gegensatz zur Desoxyribose eine 2’-Hydroxygruppe besitzt. Aulerdem verwendet die RNA

an Stelle des Thymins die Pyrimidinbase Uracil.!

Bei physiologischem pH-Wert liegt die Phosphatgruppe als Anion vor. Deshalb sind Angriffe
negativ geladener Nucleophile schwierig.” Gegeniiber einer hydrolytischen Spaltung ist die
Phosphodiesterbindung wesentlich stabiler als eine Amid- oder Esterbindung. Die
Geschwindigkeiten zweiter Ordnung fiir die Hydroxid-katalysierte Hydrolyse betragen bei
25°C6,8x10"%, 5x 10°und 1,5x 10" M's™"

Diese hohe Stabilitdt erklédrt, warum die Natur Phosphodiesterbindungen zur Verkniipfung der

einzelnen Nucleotid-Bausteine und Konservierung der genetischen Information bevorzugt.

1.1.2 Die Peptidnucleinsiure (PNA)

Nielsen et al. gelang es 1991 ein DNA-Analogon darzustellen,' bei dem das
Zuckerphospatriickgrat der DNA durch eine ungeladene N-(2-Aminoethyl)glycin-
Polyamidstruktur ersetzt ist (Abb. 2). Die Nucleobasen sind daran iiber Methylen-Carbonyl-

Gruppen gebunden.
DNA
Base Base Base
5 o) (R 0 ﬁ o) 3’
HO O—P—0 O0—P—0
| | OH
. o
PNA
Base Base Base
ey Teg e
(0} (e} (e}
HzN\/N N/\/N N/\/NJ'J\OH
H H

Abb. 2: Vergleich von DNA und PNA

Trotz dieser starken strukturellen Verdnderungen besitzen PNAs eine hohere

Bindungsaffinitit und -spezifizitit gegeniiber Nucleinsiuren als natiirliche Oligonucleotide.’
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PNAs konnen mit DNA sowohl PNA/ DNA Duplices als auch verschiedene Triplices
ausbilden.” 7 Da die PNA im Gegensatz zur DNA eine ungeladene Struktur besitzt, ist die
Hybridisierung mit PNAs unabhingig von der Ionenstirke.® Dies hat aber auch zur Folge,
dass PNAs nur beschriankt wasserldslich sind und zur Selbstaggregation neigen. Dieser
Nachteil ldsst sich durch den Einbau positiver bzw. negativer Ladungen, beispielsweise
mehrerer Lysineinheiten, beheben.’

Zu den weiteren Vorteilen der PNAs gegeniiber DNAs zdhlen eine hohe biologische und
chemische Stabilitit.'"” PNAs sind resistent gegeniiber Nucleasen und Proteasen.’

Da das Pseudopeptidriickgrat auch gegeniiber starken Siuren stabil ist, lassen sich zur PNA-
Synthese etablierte Synthesestrategien, die aus der Peptid-Festphasensynthese bekannt sind,

anwenden.’

Aufgrund ihrer Bindungseigenschaften und ihrer hohen biologischen Stabilitdt eignen sich
PNAs fiir potentielle Anwendungen als Antisense (Inhibierung der Translation) und Antigen-
Therapeutika (Modulierung der Transkription).™ '' Fiir therapeutische Anwendungen wirkt
sich jedoch die geringe Aufnahme von PNAs in Zellen einschrinkend aus.'” Hier wird
intensiv nach Moglichkeiten gesucht, die Aufnahme in das Cytoplasma bzw. den Zellkern zu

verbessern, beispielsweise durch chemische Modifikation.

1.2 Natiirliche und kiinstliche Nucleasen

Restriktionsendonucleasen  sind  Enzyme, die das Phosphodiesterriickgrat  der
doppelstringigen DNA sequenzspezifisch spalten.' Sie besitzen eine hohe Selektivitit und
Effektivitit, konnen jedoch nur Oligonucleotidsequenzen von vier bis acht Basenpaaren
erkennen.” Da die Spaltung eines DNA-Genoms somit zu einer Vielzahl von DNA-
Bruchstiicken fiihrt, ist die Darstellung kiinstlicher Nucleasen mit einer hdheren
Sequenzspezifizitit wiinschenswert.”> Thnen werden potentielle Anwendungen als Antisense

und Antigen-Wirkstoffe Vorhergesagt.M’ 1

Kiinstliche Nucleasen sind Verbindungen, die die
DNA entweder oxidativ oder hydrolytisch spalten. Die oxidative Spaltung wird bei
Verwendung redoxaktiver Metallkomplexe, beispielsweise von Cu(ll) und Fe(Il),
beobachtet.'® Das Metallion erzeugt dabei reaktive Radikale des Sauerstoffs oder
Wasserstoffperoxids. AnschlieBend diffundieren diese zur Ziel-DNA und initiieren durch
Abstraktion eines Wasserstoffatoms den radikalischen DNA-Abbau. "

Die hydrolytische Spaltung wird hingegen durch redox-inaktive Metallkomplexe ausgeldst,'

wobei die Spaltaktivitit auf der Lewis-Aciditit des Metallions beruht.'*
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Die metallaktivierte Phosphodiesterhydrolyse wird durch folgende Schliisselschritte

charakterisiert:

by O RORPO, QM D _O__LOR
M M ~R—or M ol "oH
OH2 ) HZO (0] \OR OR
0
ot
_O___OR M L.OR
- ROH M\o/ P\\O H2O \OH2 (@]

Abb. 3: Metallaktivierte Phosphodiesterhydrolyse '’

1. Das Metallion aktiviert als starke Lewis-Séure das Substrat fiir einen nucleophilen
Angriff am Phosphoratom. Je nach Metallion kann M-OH selbst bei pH 7 und
kleineren pH-Werten gebildet werden.

2. Die Reaktionspartner werden durch das Metall in cis-Koordination zueinander
gebracht.

3. Der Phosphatester wird durch das Metallion aktiviert.

4. Die Phosphoran-Zwischenstufe wird stabilisiert.

Ein Nachteil der oxidativen Spaltung ist die Erzeugung von Produkten, die iiber keine 3"-OH
bzw. 5-OH Termini verfiigen.”> Im Gegensatz dazu besitzen die DNA-Bruchstiicke einer
hydrolytischen Spaltung diese Enden. Solche DNA-Bruchstiicke konnen von Enzymen
erkannt und modifiziert werden,'* beispiclsweise durch Religation mit anderen DNA-

Strangen.

Die meisten literaturbekannten Beispiele beschreiben die Spaltung der Ribonucleinsdure
(RNA). '® Dies ist mit einer Vielzahl unterschiedlicher Spezies wie beispielsweise Aminen,'
Cu(1),” Zn(11),>' Pb(I)** und trivalenten Lanthanidionen® moglich. Im Gegensatz dazu
erfolgt die effiziente hydrolytische Spaltung der stabileren, linearen DNA nur mit starken
Lewis-Sauren wie Ce(IV),”* Zr(IV), * Th(IV)*® und Co(II)*’. Von besonderem Interesse sind
dabei definierte Metallkomplexe mit polydentaten Liganden, die die Lewis-Aciditit der
Metallionen nicht reduzieren.'® Arbeiten unseres Arbeitskreises konnten zeigen, dass
Komplexe von Ce(IV) und Zr(IV) mit den austauschlabilen Polyol- bzw. Aminopolyol
Liganden Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 1,3,5-Triamino-1,3,5-trideoxy-cis-
inositol (TACI) und Glucamin die DNA-Hydrolyse beschleunigen.”
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Abb. 4: Die polydentaten Liganden TRIS, Glucamin und TACI

Dabei konnte TRIS-Zr(IV) als aktivster Komplex mit einer Reaktionsbeschleunigung von 5 x
10* identifiziert werden.”> Vergleichbare Beschleunigungen werden sonst nur mit Ce(IV)
erzielt.'"” Ein Vorteil der Zr(IV)-Komplexe ist, dass sie lediglich als starke Lewis-Siuren
fungieren, wohingegen das Ce(IV) als redox-aktives Metallion zum Ce(IIl) reduziert werden

kann. Dadurch kdnnen unerwiinschte Radikalreaktionen ausgelost werden.

Die Sequenzspezifizitit der hydrolytischen Oligonucleotidspaltung mit Metallkomplexen ist
sehr gering, kann jedoch durch die kovalente Verkniipfung mit Oligonucleotid-
Erkennungsreagenzien verbessert werden (Abb. 5)."* Wiederum beschreiben die meisten

literaturbekannten Beispiele eine sequenzspezifische Spaltung der labileren RNA. '

R

M
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LETELT 1M 0 o0 —
ofl‘pfo OH Ziel-Oligonucleotid
6
-H3PO, | +H,0
K B
M S 0
[TTTT 0-P-0
OH HO OH
mit

= Oligonucleotiderkennungsreagenz

= hydrolyseaktiver Metallkomplex

Abb. 5: Sequenzspezifische DNA-Spaltung

Im Gegensatz dazu sind nur sehr wenige Beispiele der sequenzselektiven, nicht-
enzymatischen Hydrolyse der viel stabileren, linearen DNA bekannt: Mit einer

Iminodiessigsdure-modifizierten 19-mer DNA und Ce(IV) gelang es Komiyama et al. eine 40
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mer-DNA zu 60 % nach 24 Stunden bei 37°C zu spalten.”” Franklin et al. benutzte fiir die
sequenzselektive DNA-Spaltung von supercoiled Plasmid-DNA und linearer Doppelstrang-
DNA ein Metallo-Peptid-Chimir,” wobei dieser Ansatz jedoch keine Erkennung beliebiger

Sequenzen ermoglicht.

Bei Verwendung von DNA-Konjugaten zur sequenzspezifischen Nucleinsdure-Spaltung
besteht das Problem, dafl das Erkennungsreagenz selbst durch die aktive Spezies gespalten
wird.”’ Dieses Problem kann durch Verwendung von PNA anstelle von DNA vermieden

21, 32
> 7" und

werden. PNA-Konjugate wurden bereits zur sequenzspezifischen Spaltung von RNA
oxidativen Spaltung von Doppelstrang-DNA*> eingesetzt, jedoch noch nicht zur

hydrolytischen Spaltung von DNA.
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1.3 Wiissrige Chemie des Zirconiums

Komplexe des Zr(IV) mit neutralen, polydentaten Aminoalkoholliganden gehdren zu den
aktivsten Metallkomplexen zur Spaltung linearer DNA unter physiologischen
Bedingungen.'* % Bisweilen gelang es jedoch noch nicht die genaue Struktur dieser
Komplexe aufzukliren.** Dies hingt mit der vielseitigen und pH-abhingigen Chemie des
Zr(IV) in wissriger Losung zusammen. Bei pH < 1 liegen [Zr(OH)]3+—Spezies vor, die bei
hoheren pH-Werten in kationische Polyhydroxyspezies wie [Zr3(OH)4]*" und [Zry(OH)s]**
iibergehen. Durch Rontgenstrukturanalyse an ZrOX, 8 H,O ( X = Cl, Br) konnten vierkernige
Hydroxospezies wie [Zrs(OH)s(H20)16]"" ermittelt werden, wobei die vier Zr(IV)-Ionen ein

Quadrat aufspannen.

Abb. 6: Struktur von [Zr,(OH)s(H>0),5]*" **

Je zwei Hydroxygruppen verbriicken benachbarte Metallionen, die mit vier weiteren
Wassermolekiilen pro Metall koordiniert sind. Die Koordinationszahl betrdgt acht. Auch
spektroskopische Untersuchungen an konzentrierten wissrigen Losungen von Zr(IV)
bestétigen, dass das Kation [Zr4(OH)s(H,0)16]*" bei niedrigen pH-Werten die vorherrschende

Spezies ist.*
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1.4 Reaktionen an Oligonucleotid-Templaten

DNA-templatgesteuerte ~ Reaktionen =~ zwischen = zwei  chemisch  modifizierten
Oligonucleotiden®® werden fiir die Erzeugung von Molekiilbibliotheken,’’ in chemischen
Replikationssystemen® und in der nicht-enzymatischen Nucleinsdure-Analytik eingesetzt.”
Die meisten dieser Reaktionen beinhalten die kovalente Verkniipfung zweier chemisch

modifizierter Oligonucleotidstringe.’” *°

In Anwesenheit komplementdrer DNA werden die
Reaktionspartner in unmittelbare Néhe zueinander gebracht, und die Reaktion lauft wesentlich
schneller ab als in Abwesenheit des Templats. Da das verkniipfte Oligonucleotidprodukt eine
hohere Affinitdt zum Templat besitzt als die Edukte, ist ein katalytischer Umsatz am Templat
nicht moglich. Fiir viele potentielle Anwendungen wire jedoch eine Signalamplifizierung
wiinschenswert. Eine Strategie, um die unerwiinschte Produktinhibierung zu vermeiden,
konnte durch Verkniipfung und anschlieBende chemische Umsetzung am Beispiel einer
Iminkupplung/Reduktion demonstriert werden.*' Diese Methode ist jedoch auf sehr kurze
DNA-Sequenzen beschrinkt.

Eine andere, vielversprechende Strategie wurde kiirzlich von Taylor et al. eingefiihrt.** Im
Unterschied zu bisherigen DNA-templatgesteuerten Verkniipfungsreaktionen beschreibt er

eine DNA-templatgesteuerte Spalt-Reaktion. Dieses Prinzip konnte an einem Modellsystem

bestehend aus drei Komponenten demonstriert werden (Abb.7).
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Abb. 7: Organokatalysierte Nitrophenylesterspaltung am DNA-Templat

Der Katalysator besteht aus einer Imidazolgruppe, die an das 5'-Ende einer 15-mer DNA

gebunden ist, wohingegen das abzuspaltende Substrat, ein para-Nitrophenolatanion, iiber eine
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Esterbindung mit dem 3’-Ende einer 8-mer DNA verkniipft ist (Abb. 7). Mit diesem System
konnte ein dreifacher Turnover nach 10 h erzielt werden. Die erste metallkatalysierte
Reaktion an DNA-Templaten wurde von der Arbeitsgruppe Krimer beschrieben.” Dabei
wurde die bekannte, hohe Aktivitit von Komplexen des Cu(Il) ausgenutzt. Sie konnen
Esterhydrolysen um den Faktor 10° beschleunigen.** Durch die Modifikation einer PNA mit
einem Cu(II) bindenden Pyridylpyrazol-Liganden® als Katalysator und der Verwendung einer
Picolinsdureester-modifizierten =~ PNA als  Substrat-PNA  konnte eine  485-fache
Reaktionsbeschleunigung sowie 35-facher Turnover in Gegenwart komplementdrer DNA
erzielt werden.*

Diese beiden grundlegenden Arbeiten demonstrierten die allgemeine Anwendbarkeit von
DNA-templatgesteuerten Spalt-Reaktionen.

Zur Zeit beschrianken sich die entwickelten Systeme jedoch noch auf sehr spezielle Substrate
als Abgangsgruppen. Im Falle der metallkatalysierten Esterhydrolyse erfolgt die Spaltreaktion
nur, wenn ein in der Abgangsgruppe vorhandener Pyridin-Donor als “Anker* fiir Cu(Il) wirkt.
Wird anstelle des Picolinsdure- der Benzoesdureester eingesetzt, kann keine Umsetzung mehr

beobachtet werden.*?

Fir zukiinftige Anwendungen wire ein vielseitigerer Ansatz wiinschenswert, der die
Freisetzung eines beliebigen Substrates, beispielsweise eines cytotoxischen Wirkstoffs,

L)
erlauben wiirde.
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1.5 Schmelzpunktmessungen an PNA/DNA-Hybriden

Die sequenzspezifische Hybridisierung komplementéirer Nucleinséure-Einzelstringe zu einer
Doppelhelix ist ein reversibler Prozess und wird als Renaturierung/Denaturierung oder
‘thermisches Schmelzen' bezeichnet.*® Der Vorgang beruht auf der gegenseitigen, reversiblen
Erkennung  zweier  Oligonucleotid-Strange.  Bei ~ Wérmezufuhr  brechen  die
Wasserstoffbriickenbindungen in der Doppelhelix auf und die Stringe dissozieren. Kiihlt man
ab, bildet sich die Doppelhelix erneut aus." *’ Der Schmelzpunkt (Ty,-Wert) einer Duplex ist
die Temperatur, bei der die Hélfte des Doppelstranges dissoziiert vorliegt. Er kann
photometrisch durch Absorptionsmessungen bei A = 260 nm und unterschiedlichen
Temperaturen bestimmt werden, da in der Doppelhelix die Absorption um 10-40% (DNA-
Duplices) bzw. 5-10% (PNA/ DNA-Duplices) gegeniiber den dissoziierten Einzelstringen
verringert ist. Dieser Effekt beruht auf einer unterschiedlichen Anordnung der Basenpaare,
wobei in der Doppelhelix die Ubergangsdipolmomente der Nucleobasen gekoppelt sind

1, 46

(Hyperchromizitit). Trégt man die Absorption gegen die Temperatur auf, kann der Ty,-

Wert aus dem Wendepunkt der erhaltenen Kurve ermittelt werden (Abb.8)." 46

A

T(°C)
Abb. 8: Schmelzkurve einer DNA-Doppelhelix

Die Duplexstabilitit hidngt einerseits vom Basengehalt, der Basensequenz und der

Duplexlinge, andererseits vom Losungsmittel und der Kationenkonzentration ab. ' *°
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1.6 Quantitative MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Im Jahre 1988 wurde die Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation-Time of Flight
(MALDI-TOF) Massenspektrometrie von Hillenkamp als Methode Vorgestellt,47 um
Molmassen von Biopolymeren (bis zu 100 kDa) wie Peptiden, Proteinen und
Oligonucleotiden zu ermitteln. Die Ladungsverteilung (m/z) der lonen wird hierbei durch
Messung der Flugzeit bestimmt. Diese Detektionsmethode besticht durch die einfache
Probenvorbereitung und ihre hohe Sensitivitit. Neuere Entwicklungen zeigen, dass sich die
MALDI-TOF Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) neben der Detektion auch fiir die
Quantifizierung komplexer Reaktionsmischungen eignet.*® Im Vergleich zu der High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)-Analytik ermdglicht die MALDI-TOF MS
Detektion eine schnellere Analyse (< Imin) und benétigt geringere Substratmengen (3 pmol
fiir ein Drei-Punkte-Experiment). Au3erdem sind automatische Probenvorbereitung, Messung
und Auswertung moglich. Deshalb eignet sich die MALDI-TOF MS ausgezeichnet fiir die

Hochdurchsatz-Analytik von Reaktionsmischungen.
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2 Zielsetzung

Die Entwicklung von chemischen Reagenzien fiir die sequenzspezifische hydrolytische
Spaltung von Nucleinsduren (sog. “kiinstliche Nucleasen*) hat aufgrund potentieller
Anwendungen in der Medizin und Biotechnologie grol3es Interesse hervorgerufen.

Wihrend es fiir die sequenzselektive Spaltung von RNA viele Beispiele gibt, ist nur eine
Arbeit zur sequenzspezifischen Hydrolyse linearer DNA mit einem Oligonucleotid-Ce(IV)-
Metallkomplex-Konjugat bekannt. Anwendungen des reduktionsempfindlichen Ce(IV)
konnten in biologischen Systemen jedoch Probleme bereiten. Redox-inaktive Zr(IV)-
Komplexe mit Aminoalkoholliganden gehdren ebenfalls zu den aktivsten, nicht-
enzymatischen Reagenzien mit Phosphodiesterase-Aktivitdt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten
diese und andere Liganden an Peptidnucleinsduren gekoppelt werden und als Zr(IV)-
Metallkomplex-Konjugate auf die Féhigkeit zur sequenzspezifischen hydrolytischen Spaltung

linearer Einzelstrang-DNA untersucht werden.

Einen weiteren Aspekt dieser Arbeit stellte die Untersuchung von Cu(Il)-induzierten
Esterhydrolysen an DNA-Templaten dar. Die DNA iibernimmt dabei die Aufgabe, einen
Cu(Il)-Komplex und einen Ester, die beide an unterschiedliche Termini von
Peptidnucleinséduren gebunden sind, in rdumliche Ndhe zueinander zu bringen und somit die
Spaltreaktion auszulosen. Wihrend eine geeignete Cu(Il)-Komplex-PNA als katalytische
Komponente aus fritheren Untersuchungen unseres Arbeitskreises zur Verfiigung stand, sollte
eine neue Klasse von estermodifizierten PNA-Substraten dargestellt werden, in der eine
abzuspaltende Carbonsdure mit der PNA verbunden ist. Ein solches Design wiirde die
Abspaltung beliebiger Carbonsdure-Substrate ermoglichen und wiirde diesbeziigliche

strukturelle Einschrankungen zuvor beschriebener Katalysen an DNA-Templaten aufheben.
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3 Synthese der Liganden und PNA-Konjugate

3.1 Liganden fiir die DNA-Spaltexperimente

Untersuchungen unseres Arbeitskreises zeigten, dass Komplexe von Zr(IV) mit den
polydentaten Aminoalkoholen Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 1, 3, 5-Triamino-1,
3, 5-trideoxy-cis-inositol (TACI) und Glucamin die DNA-Hydrolyse beschleunigen.”> Um mit
diesen Metallkomplexen eine selektive DNA-Spaltung zu erreichen, sollten sie an die N'-
Termini von Peptidnucleinséduren gekoppelt werden. Dabei sollte die Festphasenmodifikation
mit den ungeschiitzten Aminoalkoholen erfolgen, um aufwendige Synthesen zur selektiven

Einfiihrung mehrer Schutzgruppen zu vermeiden.

Im Gegensatz dazu sollte die PNA-Modifikation mit Iminodiessigsdure iliber geschiitzte
Liganden erfolgen. Diese Derivate erschienen ausgehend von Aminosduren leicht zuginglich.
Die Zr(IV)-Iminodiessigsdure-PNA-Konjugate waren von Interesse, um den Einfluss
zweifach negativ geladener Chelatliganden auf die DNA-Spaltaktivitdt untersuchen zu
konnen. Als weitere potentiell Zr(IV)-bindende Liganden sollten 8-Hydroxychinolin-2
carbonsédure und 3,4-Dihydroxycatechol-2-carbonsiure mit der PNA verkniipft und untersucht

werden.

3.1.1 Synthese von t-Butyl-geschiitzten Iminodiessigsdure-Derivaten

1a:n= 2a:n=1 3a:n=1
1b:n=3 2b:n=3 3b:n=3
Schema 1: Synthese von t-Butyl-geschiitzten Iminodiessigsdure-Derivaten

a: Br-CH,COOC,Hy, DIEA, DMF, 25°C; b: 1.) NaOH; MeOH, 2.) Dowex®-Pyridiniumform.

Um Iminodiessigsdure an den N’-Terminus von Peptidnucleinsduren koppeln zu konnen,
sollten Derivate synthetisiert werden, die iiber eine freie Sdurefunktion zur Ankopplung an die
festphasengebundene PNA verfiigen. Die beiden fiir die Metallkomplexierung vorgesehenen
Carboxylatfunktionen sollten hingegen geschiitzt sein. Als Schutzgruppe wurde der t-

Butylester gewéhlt, da er wihrend der geplanten PNA-Festphasensynthese stabil ist, jedoch
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im Zuge des Abspaltens der Peptidnucleinsdure vom polymeren Trager mit Trifluoressigsdure
entfernt wird.

Den Ausgangspunkt fiir die Synthese der t-Butyl-geschiitzten Iminodiessigsdurederivate (3a
bzw. 3b) bildeten die kommerziell erhiltlichen Salze des Glycin- bzw. 4-
Aminobutylethylesters (1la bzw. 1b). Zundchst wurde die Aminfunktion zweifach mit
Bromessigsdure-t-Butylester alkyliert, das hellgelbe Ol (2a bzw. 2b) isoliert und
sdulenchromatographisch iiber Kieselgel gereinigt. AnschlieBend wurde der Ethylester mit
Natronlauge bei pH 14 hydrolysiert. Durch Zugabe der Pyridiniumform des Dowex"-
Kationenaustauschers wurde neutralisiert, filtriert und im Vakuum eingeengt. Das dabei
erhaltene, 0lformige Produkt (3a bzw. 3b) konnte sofort zur Verkniipfung mit dem N’-

Terminus festphasengebundener PNA weiterverwendet werden.

3.2 Synthese der Ligand-PNA-Konjugate fiir die DNA-Spaltexperimente

Die Iminodiessigsdurederivate (3a, b), die 8-Hydroxychinolin-2-carbonsdure und die 3,4-
Dihydroxycatechol-2-carbonsédure verfiligen tliber eine Séurefunktion, die die Verkniipfung mit

dem N’-Terminus der festphasengebundenen PNA erlaubt (Kap. 3.2.1).

Im Gegensatz dazu sollte die Modifikation mit den Aminoalkoholen TRIS, TACI und
Glucamin (Abb. 4) iiber die Aminfunktion der ungeschiitzten Liganden erfolgen. Dafiir sollte
zundchst ein Linkermolekiil an den N'-Terminus der festphasengebundenen PNA gekoppelt
werden. AnschlieBend sollten die Liganden iiber eine selektive Alkylierung mit dem Linker

verkniipft werden (Kap. 3.2.2).
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3.2.1 Direkte N'-terminale Modifikation von PNAs

I

o. OH OH

6:R=
7:R'= L, T OHO _ OH
8:R=L, _
. R 0 N (6] X (6]
9_' R,: Ls M)n n=1:14 N
10:R'=L,y wy n=3: L, v Ly OH - Ly
(0]
NH
LY
\ o NTo
N)J PNA: N TCACAACTA-(Lys)s°
Oﬁ) AN
. l‘\le R
M 2. pnate0) BiC "
é PNA
4 5
Schema 2: Synthese terminal modifizierter PNAs

a: PNA-Synthese; b: HBTU, HOBT, DIEA, DMF, 3a, 3b (fiir 7, 8) bzw. L3 ,-OH (fiir 9, 10); c:
TFA:m-Cresol=4:1; PG: Bhoc fiir Nucleobasen, Boc fiir Lysin

Die modifizierten Peptidnucleinsiurekonjugate 7-10 wurden einstufig dargestellt.*” Zunéchst
wurde die Sdureform des Liganden mit den Uroniumsalzen 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT)
und  2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat ~ (HBTU)
aktiviert und nach Basenzugabe an den N’-Terminus der festphasengebundenen PNA (5)
gekoppelt.*” Anschliefend wurde die PNA mit einer Mischung aus Trifluoressigsiure und m-
Cresol vom festen Triger abgespalten. Bei den Konjugaten 7-8 wurden dabei gleichzeitig die
als t-Butylester geschiitzten Carboxylatfunktionen der Iminodiessigsdureliganden (3a, 3b)
entschiitzt. Die Reinheit der PNAs 7-9 wurde mit MALDI-TOF MS und HPLC iiberpriift und
betrug 49-86%. PNA 10 konnte nur in sehr kleinen Ausbeuten neben dem Edukt, der
unmodifizierten PNA 6, erhalten werden. Zur Reinigung wurden die Produkte mittels HPLC
von entstandenen Nebenprodukten getrennt, und die erhaltenen Fraktionen iiber MALDI-TOF
MS charakterisiert. Fraktionen, die mehr als 90% des gewiinschten Produktes enthielten,
wurden vereinigt, gefriergetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

Aufgrund der geringen Ausbeute wurde auf eine Isolierung von PNA 10 verzichtet.
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3.2.2 N’-terminale PNA-Modifikation iiber einen Benzyllinker

(0]
12:R"=L CH,NH .
. R= > OH H——OH S\
13:R"=Lg OH NH
. . OH
14R=L, R'= iN HO——H b [OHy ‘
15:R"’= Lg H(OH H——OH N 2 HO f OH
H——OH % NH, OH
O ’7
CH,OH L, Lg
L5 LG
Cl
R
O B .
r‘\le l‘\lH PNA: N TCACAACTA-(Lys)sC
b, c
PG() 2@ PG (*) ¢, O
PNA PNA l‘\lH
é é PNA
5 11
Schema 3: Synthese terminal modifizierter PNAs iiber einen Benzyllinker

a: CICH,-CsH,-CO,H, HBTU, HOBT, DIEA, DMF; b: Nal, DMSO, H-Ls-(C,Hy), (fiir 12) bzw.
H-Lgg (fiir 13-15); c: TFA:m-Cresol=4:1; PG: Bhoc fiir Nucleobasen, Boc fiir Lysin

Um die PNA mit den polydentaten, ungeschiitzten Aminoalkoholen TRIS, TACI und
Glucamin zu modifizieren, wurde eine zweistufige Syntheseroute entwickelt. Zunédchst wurde
die als Linker fungierende 4-Chloromethylbenzoesdure an den N’-Terminus der
festphasengebundenen PNA (5) gebunden. Dies erfolgte analog zu der in Kap. 3.2.1
beschriebenen Amidverkniipfung.* AnschlieBend wurde die festphasengebundene PNA 11
mit den Aminoalkoholliganden (H-L¢ — H-Lg) durch nucleophile Substitution von Chlorid
aminiert. Untersuchungen zeigten, dall die effiziente Alkylierung ausschlieBlich bei
Verwendung von Nal in Dimethylsulfoxid erfolgte. Wurden hingegen Basen den
Reaktionslosungen hinzugefiigt, konnten lediglich komplexe Produktmischungen erhalten
werden.

Die Darstellung der Iminodiessigsdure-modifizierten PNA 12 erfolgte analog. Zur Synthese
wurde jedoch der im Arbeitskreis verfiigbare, als t-Butylester geschiitzte Ligand (H-Ls-
(C4Hg),)  eingesetzt. Diese  Schutzgruppen wurden bei der Abspaltung der
festphasengebundenen PNA mit einer Mischung aus Trifluoressigsdure und m-Cresol

entfernt.
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Die Reinheit der PNAs 12-15 wurde iiber MALDI-TOF MS und HPLC {iberpriift und betrug
43-79%. Zur Reinigung wurden die Produkte iiber HPLC von entstandenen Nebenprodukten
getrennt und die erhaltenen Fraktionen tiber MALDI-TOF MS charakterisiert. Fraktionen, die
mehr als 90% des gewilinschten Produktes enthielten, wurden vereinigt, gefriergetrocknet und

bis zur weiteren Verwendung bei —20°C autbewahrt.

3.3 PNA-Konjugate fiir die DNA-templatgesteuerten Esterhydrolysen

Unser Arbeitskreis berichtete iiber die erste Metallkatalyse an einem DNA-Templat,” es
handelte sich um eine Esterspaltung durch Cu(Il). Dieses System ist jedoch beschrinkt auf
Carbonséduren, die Donorgruppen als “Anker* fiir das Metallion enthalten, wie z.B.
Picolinsdure. Um dieses Konzept zu erweitern, so dass beliebige Carbonsduren abgespalten
werden konnen, sollte die Ankergruppe in den Linker integriert werden, so dass beliebige
Carbonsduren freigesetzt werden konnen. Einen derartigen Linker wiirde die 8-
Hydroxychinolin-2-carbonsidure bilden, die einerseits eine Verkniipfung mit dem N’-
Terminus festphasengebundener PNA {iber die Carbonséurefunktion erlaubt, und andererseits
die Ankopplung von Carbonsduren an die 8-Hydroxyfunktion des Linkers mdglich ist. Es ist
bekannt, dass die daraus resultierende Esterfunktion durch Cu(Il), das an das 8-

Hydroxychinolin-N-Atom koordiniert, leicht gespalten werden kann.*
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3.3.1 Synthese von 8-(Benzoyloxy)-2-chinolyl-modifizierten PNAs

SO3H
16:R""= Lo .
AT R= Loy R = Oﬁ/© OYO
v Lg v Lig
OH
R
/ \N o
o 7 N
NH, NH = , .
N C
| pee | ey bc_ O PNA: N TCACAACTA-(Lys);
PNAPG() 2 . pnaPe() —C NH

Schema 4. Synthese 8-(Benzoyloxy)-2-chinolyl-modifizierter PNAs
a: 8-Hydroxychinolin-2-carbonsdure, HBTU, HOBT, DIEA, DMF; b: HOBT, DIMAP,
DIC, DMF, Ly, 1y-OH,; c: TFA:m-Cresol=4:1; PG: Bhoc fiir Nucleobasen, Boc fiir Lysin

Die PNA-Konjugate 16 und 17 wurden ausgehend von der unmodifizierten PNA § in zwei
Stufen dargestellt. Zunidchst erfolgte die Umsetzung von S5 mit 8-Hydroxychinolin-2-
carbonsédure zu der festphasengebundenen PNA 9 (Kap. 3.2. 1).* AnschlieBend wurden an die
festphasengebundene PNA 9 die durch Zugabe von Diisopropylcarbodiimid (DIC) und
Dimethylaminopypridin (DIMAP) aktivierten Benzoesdurederivate (Lo-OH, L;p-OH)
gekoppelt. Nach Abspaltung vom festen Tréger und anschlieBender HPLC-Trennung konnten
die PNAs 16 und 17 in Ausbeuten von ca. 30% isoliert werden.
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3.4 Ubersicht iiber die dargestellten PNAs

Cl
(0]
l‘\le "“H PNA: N TCACAACTA-(Lys)s"
PNAPC () PNAPC )
5 11
Schema 5: Ubersicht iiber die festphasengebundenen PNAs
6:R=H 0" on OH
“NH T:R=14 \VL J&o ~ OH
\ 8:R=1L, R'= 0 N o X o]
PNA 9:R'=L, }H)n n=1: L, N
10:R'=1L,4 ‘LLz'e n=3: L, nonn Ls OH o Ly
R o]
. CH,NH
12:R"=L
oy OH  H—o0H A
MRl R BN HO——H Oy, OH W
o 14:R=L, R'= H o [OHNH,
NH 15:R""= Lg S(OH H=—oH N HO { OH
| H——OH % NH, OH
PNA 0 CH,OH
Ls Lg Ly Lg
R
o
7 N\ _~_SO3H
_ 1B:R"=Ly gz o o !
o 17:R™"= Lyg
"“H o Lo ~n Lao
PNA

PNA: N TCACAACTA-(Lys);

Schema 6. Ubersicht iiber die dargestellten PNAs
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3.5 Ubersicht iiber die Sequenzen der eingesetzten DNAs

STCT TAG TTG TGA CCA®: 18 STATTTG TGA TCC ATC C*¥": 24
STAG TTG TGA CCATCT?: 19 STAG TTG TGA TCTATC C3: 25
STAGTTGTGACCATCTAATCT®:20 STCTTAGTTGTGA®:26
STAG TTG TGA TGT CCT AA%: 21 SccAd: 27

STATTTC TGA CCATCT®: 22 STTTTTTTTS: 28

®TAG TTG TGA TCC ATC C%: 23 STTTTTTTTTT®: 29

STTTTTTTTITTITTITTS: 30

Schema 7: Ubersicht iiber die Sequenzen der verwendeten DNAs
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4 PNA/DNA Hybridisierungsexperimente

4.1 Einfiihrung in die Hybridisierungsexperimente

In den Hybridisierungexperimenten sollte der Schmelzpunkt (T,-Wert) der PNA/DNA-
Duplices bestimmt werden, wobei die Hohe des beobachteten T,,-Werts die
thermodynamische Stabilitdt der Duplex widerspiegelt. Insbesondere sollte der Einfluss der
PNA-Modifkationen sowie die Auswirkungen unterschiedlicher Metallsalzkonzentrationen an
Zr(IV) bzw. Cu(Il) auf das Hybridisierungsverhalten untersucht werden. Dies war in Hinblick
auf die geplanten Aktivitits- und Katalyseuntersuchungen von Interesse.

Die Schmelzexperimente wurden fiir Losungen, die DNA (2 uM), PNA (2 uM), MOPS-
Puffer (10 mM) und NaCl (50mM) enthielten, durchgefiihrt. Sollte der Einfluss von Zr(IV)-
bzw. Cu(Il)-Ionen auf den Schmelzpunkt untersucht werden, wurde zusédtzlich die gewiinschte
Metallsalzkonzentration eingestellt.

Der Ty,-Wert wurde bestimmt, indem die Abhingigkeit der Absorption von der Temperatur
photometrisch bei A = 260 nm verfolgt wurde. AnschlieBend wurde der T,-Wert aus dem

Wendepunkt der erhaltenen Kurve ermittelt.

4.2 Hybridisierung von PNA 6-9 und 12-15 mit DNA

4.2.1 T,-Werte der PNAs fiir die DNA-Spaltexperimente

Fiir die PNAs 6-9 und 12-15, die als Zr(IV)-Komplexe auf die Fahigkeit zur selektiven DNA-
Hydrolyse untersucht werden sollten, wurden zunéchst die Schmelzpunkte (T,,-Werte) mit der

komplementidren DNA 18 bestimmt (Tab. 1).

Die PNA/DNA-Duplex der unmodifizierten PNA 6 mit der DNA 18 dissoziiert bei Ty, = 59 +
2°C (Nr. 1). Im Vergleich dazu bewirken die N'-terminalen PNA-Modifkationen einen leicht
stabilisierenden (Nr. 6, 7) oder destabilisierenden (Nr. 2-5, 8) Effekt. Die Duplex-
Destabilisierung mit den Iminodiacetat-modifizierten PNAs (Nr. 2, 3, 5) von 5,5 - 7°C kann
durch elektrostatische AbstoBung der zweifach negativ geladenen Liganden mit dem
polyanionischen Riickgrat der DNA 18 erkliart werden. Fiir die TRIS-PNA (15) wurde nur
eine geringfligige Destabilisierung beobachtet (Nr. 8), wohingegen die Glucamin- (13) und
TACI-PNA (14) einen stabilisierenden Effekt von knapp 3 - 4°C + 2°C bewirkten (Nr. 6, 7).
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Nr. | DNA | PNA [ Tw(°C)
1 18 6 59,2
2 18 7 53,7
3 18 8 53,8
4 18 9 57
5 18 12 52,2
6 18 13 62,1
7 18 14 63,1
8 18 15 56,1
9 19 6 54,5
10 19 15 56,2

Tab.1: T,-Werte von PNA/DNA-Hybriden.

[/DNA] =2 uM; [PNA] = 2 uM; [MOPS pH 7] = 10 mM; [NaCl] = 50 mM; AT,, = + 2°C.
Ubersicht iiber die PNAs: Kap. 3.4, Schema 6, iiber die DNAs 18, 19: Kap. 3.5, Schema 7.

Wurde die Duplexstabilitit der unmodifizierten PNA 6 hingegen mit der komplementéren,
aber am 5’-Ende kiirzeren, jedoch am einzelstringigen 3’-Ende lingeren DNA 19 (Nr. 9)
untersucht, konnte gegeniiber dem Experiment mit der DNA 18 (Nr. 1) ein um 4,7°C £ 2°C
(Nr.1) niedrigerer Tn,-Wert beobachtet werden. Dies konnte durch attraktive
Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen Lysineinheiten der PNA 6 und dem
gegeniiberliegendem anionischem, einzelstringigem Bereich von 18 ausgeldst worden sein. In
der Duplex mit der DNA 19 fehlt hingegen eine am 5’-Ende iiberlappende DNA-
Basensequenz. Da sich jedoch die Duplexstabilititen von 18 und 19 mit der TRIS-PNA (15)
nicht merklich unterscheiden (Nr. 8, 10), kann keine gesicherte Aussage liber die Ursache

dieses Effektes getroffen werden.
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4.2.2 T,-Werte in Abhingigkeit von Zr(I1V)

Zur Untersuchung des Einflusses von Zr(IV) auf die PNA/DNA-Duplexstabilitit wurden die
Schmelzpunktexperimente von Kap. 4.2.1 unter den gleichen Bedingungen, aber in

Gegenwart von ZrCly wiederholt.

Nr. DNA | PNA | Tn(°O) | [Zr(1V)]/ [nM] | Bemerkungen
1 18 6 59,2 - s. Tab. 1
11 18 6 56,2 2 -

12 18 6 58,8 6 -

13 18 6 59,3 12 -

14 18 6 - 40 Prazipitat
6 18 13 62,1 - s. Tab. 1
15 18 13 61,4 2 -

16 18 13 58,4 6 -

17 18 13 57,7 12 -

18 18 13 - 40 Prazipitat
7 18 14 63,1 - s. Tab. 1
19 18 14 59,2 2 -

20 18 14 58,2 6 -

21 18 14 57,6 12 -

22 18 14 - 40 Prazipitat
8 18 15 56,1 - s. Tab. 1
23 18 15 56,1 2
24 18 15 55,7 6
25 18 15 52,7 12
26 18 15 - 40 Prazipitat

Tab. 2: T,-Werte in Abhdngigkeit der Zr(IV)-Konzentration (als ZrCl,).
[DNA] = 2 uM; [PNA] = 2 uM [MOPS pH 7] = 10 mM; [NaCl] = 50 mM; AT,,= + 2°C.
Ubersicht iiber die PNAs: Kap. 3.4, Schema 6, iiber die DNA 18: Kap. 3.5, Schema 7.

Die Experimente mit Zr(IV) waren in Hinblick auf die geplanten DNA-Spaltexperimente von
Interesse, da einerseits eine selektive DNA-Spaltung nur bei Hybridisierung mit dem Metall-

PNA-Konjugat zu erwarten ist. Andererseits mufl, um bei pmolaren Konzentrationen eine
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Komplexbildung von Zr(IV) mit Aminoalkoholen in wissriger Losung zu erhalten, in der
Regel mit einem Uberschuss an Zr(IV)-Salz gearbeitet werden.”

Die Experimente wurden mit unmodifizierter PNA 6, den Aminoalkohol-funktionalisierten
PNAs 13-15 und DNA 18 durchgefiihrt (Tab. 2).

Bis zu einem 6-fachen Zr(IV)-Uberschuss (12 pM) wurde die Hybridisierung der PNAs (6,
13-15) mit der DNA (18) nicht stark beeinflusst (AT, = + 0,1°C — 5,5°C), wohingegen bei
einem 20-fachen Zr(IV)-Uberschuss (40 uM) keine Hybridisierung mehr beobachtet werden
konnte. Es ist anzunehmen, dass bei hoheren Zr(IV)-Konzentrationen die DNA mit dem

Ubergangsmetall aggregiert, so dass eine Duplexbildung nicht mehr moglich ist.

4.2.3 PNA/DNA-Titrationsexperimente

Um eine PNA/DNA-Hybridisierung bei Zr(IV)-UberschuB und bei pH 4, wo Zr(IV)-
Komplexe ihr Aktivititsmaximum in der DNA-Spaltung besitzen, zu bestitigen, wurden
Titrationsexperimente durchgefiihrt. Zunédchst wurde ZrCls (20 uM, pH 4) in Wasser (pH 4)
geldst und die unmodifizierte PNA 6 (2 uM) hinzugefiigt. Die Absorption wurde ermittelt und
anschlieBend in bestimmten Schritten die Konzentration der DNA 19 erhoht. Das
Titrationsexperiment wurde photometrisch bei A = 260 nm verfolgt (a). Als
Kontrollexperiment wurde die gleiche Titration ohne PNA 6 durchgefiihrt (b).

Wiéhrend der Titration nimmt die Absorption aufgrund der schrittweisen DNA-
Konzentrationserh6hung zu. Wenn das zugefiigte Oligonucleotid mit einem in der Losung
vorhandenem PNA-Strang eine Doppelhelix ausbildet, ist die Absorptionserh6hung niedriger,
als wenn es einzelstriangig vorldge (Hyperchromizitit). Tragt man die Absorption gegen die
DNA-Konzentration auf, kann anhand der unterschiedlichen Steigungen der Aquivalenzpunkt
bestimmt werden. Deutlicher wird dies, wenn man anstelle der Absorption, die Differenz AA
aus der Absorption der Losung mit vorhandener PNA (a) und des Kontrollexperiments ohne
PNA (b) ermittelt (Abb. 9). Hybridisiert die hinzugefiigte DNA mit der PNA, resultiert eine
Abnahme von AA. Erfolgt keine Hybridisierung, d. h. die zugefiigte DNA liegt wie im

Kontrollexperiment einzelstringig vor, erhilt man keine Anderung von AA.
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Abb. 9: Titration der Reaktionsmischungen (a) und (b) mit DNA 19
(a) ZrCly (20 uM, pH 4), PNA 6 (2 uM), DNA 19 (0-6 uM); pH 4.
(b) ZrCl, (20 uM, pH 4), DNA 19 (0-6 uM); pH 4.
AA ist die Differenz der Absorption A der Lésungen (a) und (b).

Aus Abbildung 9 wird deutlich, dass bei einem 10-fachen Zr(IV)-Uberschuss (20uM), die
vollstindige PNA/DNA Hybridisierung nach Zugabe eines Aquivalents der DNA 19

abgeschlossen ist.
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4.3 T,-Werte der PNAs 9 und 17
PNA 17 sollte als Substrat-PNA in Katalysen an DNA-Templaten eingesetzt werden. PNA 9
stellt das Hydrolyseprodukt der Ester-PNA 17 dar.

Nr. DNA | PNA | Tn(°C) | Bemerkungen
27 23 9 54,2 -
28 23 17 51,2 -
29 24 17 29 1 Fehlbase (T3)

Tab.3: T,-Werte der PNAs fiir die DNA-Templatreaktionen
[DNA] = 2 uM; [PNA] = 2 uM [MOPS pH 7] = 10 mM; [NaCl] = 50 mM; AT,, = + 2°C.
Ubersicht iiber die PNASs: Kap. 3.4, Schema 6, iiber die DNAs 23, 24: Kap. 3.5, Schema 7.

In den Hybridisierungsexperimenten wurde zunéchst fiir die Duplex von 17 mit der
komplementiren DNA 23 ein Ty,-Wert von 51,2°C ermittelt. Die im Vergleich dazu
beobachtete Stabilisierung der Duplex von 9 mit 23 um 3°C konnte von der fehlenden
Abstolung der negativ geladenen Sulfonatgruppe von 17 mit dem anionischen
Phosphodiesterriickgrat von 23 herriihren.

Hybridisiert 17 mit der DNA 24, die eine Fehlbase (T3) gegeniiber der PNA aufweist, erfolgt
eine Schmelzpunktserniedrigung um 22,2°C (Nr. 28 vs. 29). Dieser Effekt ist eine Folge der
hohen  Sequenzspezifitit von  Peptidnucleinsduren  gegeniiber  Fehlbasen  von

Oligonucleotiden.’
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4.4 T,-Werte in Abhéingigkeit von Cu(II)

In diesen Experimenten sollte untersucht werden, ob einerseits ein Cu(Il)-UberschuBl und
andererseits die Komplexbildung zwischen den PNA-gebundenen Iminodiacetatliganden (7,

8, 12) und Cu(Il) die PNA/ DNA Duplex stabilisiert.

Nr. DNA | PNA | Tn(°C) | [Cu(D)]/[uM] | Bemerkungen
2 18 7 53,7 - s. Tab. 1

30 18 7 53,1 2

31 18 7 52,7 20

32 18 7 54,6 40

33 18 7 49,2 100 Partielle Fallung
3 18 8 53,8 - s. Tab. 1

34 18 8 53,4 2

35 18 8 51,2 20

36 18 8 51,1 40

37 18 8 50,2 100 Partielle Féllung
5 18 12 52,2 - s. Tab. 1

38 18 12 52,2 2

39 18 12 52,4 20

40 18 12 52,1 40

41 18 12 49,2 100 Partielle Fallung

Tab.4: T,-Werte in Abhdngigkeit von Cu(Il)
[DNA] =2 uM; [PNA] = 2 uM; [Mops pH 7] = 10 mM; [NaCl] = 50 mM; AT,, = £+ 2°C.
Ubersicht tiber die PNASs: Kap. 3.4, Schema 6, iiber DNA 18: Kap. 3.5, Schema 7.

Aus den Ergebnissen lédsst sich ablesen, dass tiberschiissiges Cu(Il) (2 pM, 20 pM, 40 pM)
keinen wesentlichen Einfluss auf den Schmelzpunkt der Duplex ausiibt. Bei Zugabe von 50
Aquivalenten Cu(II) (100 uM) erhdhte sich die beobachtete Absorption sprunghaft. Dieses
Verhalten ist typisch fiir unspezifische Effekte und konnte die Folge einer partiellen DNA-

Féllung durch tiberschiissiges Cu(Il) sein.
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5 Sequenzselektive Spaltung einzelstringiger DNA mit Zr(IV)-
PNA-Konjugaten

5.1 Einfiihrung in die DNA-Spaltexperimente

Die isolierten PNAs mit einer Reinheit von iiber 90% (6-9, 12-15) sollten als Zr(IV)-
Metallkomplex-PNA-Konjugate auf ihre Fahigkeit zur sequenzspezifischen Spaltung
komplementdrer DNAs untersucht werden. Die Spaltexperimente wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, um eine vollstindige Hybridisierung der Zr(IV)-
Metallkomplex-PNA-Konjugate mit den Ziel-DNAs zu gewdhrleisten (Vgl. Kap. 4).
Spaltaktive Zr(IV)-Konjugate sollten zundchst durch MALDI-TOF MS identifiziert werden
(Abb. 10).

|
Ziel-DNA
I.S.
a) B
v ‘
A i
NERIRRLES: obo—ro
————— PO o] iel-
O
m/z
b)
b) B " F2
_CHV o
NERERR o Ao-po—Fr2 S
Fl ————————— OH HO 0 F1 |
mit: =PNA
(7¢V = Zr(1V)-Metallkomplex
m/z
I.S. = interner DNA-Standard
Abb. 10: MALDI-TOF MS Analyse eines DNA-Spaltexperimentes

a) zu Beginn des Experimentes b) nach vollstindiger, sequenzspezifischer DNA-Spaltung.

Zu Beginn des Experimentes ist im zugehdrigen Massenspektrum neben dem Molekiilionpeak
eines mit der Matrix hinzugefiigten internen DNA-Standards (I.S.) lediglich die Ziel-DNA
sichtbar (Abb. 10a). Nachdem diese durch das Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugat
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sequenzspezifisch gespalten wurde, konnen die beiden neu entstandenen DNA-

Spaltfragmente F1 und F2 beobachtet werden (Abb. 10b).

Nach einem Screening der Spaltreaktionen durch MALDI-TOF MS, sollte fiir das Zr(IV)-
Konjugat, das die Ziel-DNAs am selektivsten spaltet, die Reaktionsgeschwindigkeit durch
quantitative MALDI-TOF MS abgeschétzt und die Ausbeute mit HPLC quantifiziert werden.

Des weiteren sollten enzymkatalysierte Markierungsexperimente Aufschluss geben, ob die
DNA-Spaltprodukte durch Enzyme erkannt und modifiziert werden kdnnen. Dies ist in

Hinblick auf potentielle Anwendungen in der Biotechnologie von Interesse.

Fir die MALDI-TOF MS Untersuchungen wurden den Reaktionslésungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Proben (1 pl) entnommen, auf einen Trager getiipfelt und dort
mit der Matrix (1 pl) vermischt. Diese bestand aus einer Mischung gleicher Volumina einer
gesittigten ethanolischen Losung von Azathiathymidin (ATTge rion)) und wéssrigem
Diammoniumcitrat (DAC; 0,1M). Der Matrix wurde aullerdem 30 als interner DNA-Standard
(IS) hinzugefiigt, so dass die Endkonzentration von 30 1,35 pM betrug. Die Proben trockneten

an der Luft und wurden anschlieend massenspektrometrisch untersucht.
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5.2 Voruntersuchungen zur MALDI-TOF MS Analyse der DNA-

Spaltreaktionen

5.2.1 Voruntersuchungen zur qualitativen MALDI-TOF MS Analyse

Die Analyse einer DNA-Spaltreaktion durch MALDI-TOF MS setzt voraus, dass die Ziel-
DNA und die bei einer Spaltung erwarteten DNA-Fragmente in Anwesenheit des Zr(IV)-
Metallkomplex-PNA-Konjugats identifiziert werden konnen. Um dies zu tiberpriifen, wurden
wissrige Losungen, die als Komponenten eine 15-mer DNA (18), eine 12-mer DNA (26),
eine 3-mer DNA (27), eine PNA (6) und ZrCly enthielten, untersucht. (Tab. 5; + = vorhanden,
- = nicht vorhanden). Dabei sollten 18 die Ziel-DNA, 26 und 27 die DNA-Bruchstiicke der
sequenzspezifischen Spaltung von 18, 6 das PNA-Konjugat und Zr(IV) das hydrolyseaktive
Metallion darstellen (Vgl. Abb. 10). Die Losungen waren mit MOPS (2 mM; pH 7) gepuffert
und enthielten NH4Cl (25 mM).

Nr. DNA 18 DNA 26 DNA 27 PNA 6 ZrCly
42 + + + - -
43 + + + - +
44 + + + + -
45 + + + + +

Tab. 5: Voruntersuchungen zur qualitativen MALDI-TOF Analyse
[DNA] = 0,5 uM; [PNA 6] = 0,5 uM; [MOPS pH 7] = 2 mM; [NH,CI] =25 mM; [ZrCl,] = 2 uM. + = vorhanden;
- = nicht vorhanden. PNA 6 (Kap. 3.4; Schema 6); DNAs 18, 26, 27 (Kap. 3.5, Schema 7). DNA 18: [M—H+] =
4557; 26: [M-H'] = 3665, 27: [M-H'] = 929.

Alle in den jeweiligen Losungen (Nr. 42-45) vorhandenen DNAs unterschiedlicher Sequenz
und Linge konnten durch MALDI-TOF MS identifiziert werden, wobei die PNA (6) und
iiberschiissiges Zr(IV) (4 Aq.) nicht storten.

Durch diese Voruntersuchung konnte gezeigt werden, dass sich die MALDI-TOF MS
Analyse fiir die schnelle Identifizierung (< 1 min) DNA-spaltaktiver Zr(IV)-Metallkomplex-
PNA-Konjugate eignet.
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5.2.2 Voruntersuchung zur quantitativen MALDI-TOF MS Analyse

In einer weiteren Voruntersuchung, die von Dr. Mokhir/AK Krdmer durchgefiihrt wurde,
sollte gezeigt werden, dass DNA-Konzentrationen durch MALDI-TOF MS abgeschétzt
werden diirfen. Dafiir wurden verschiedene Mischungen bestehend aus einem DNA-Analyt
(28) unterschiedlicher Konzentration (20-100 uM) und einem internen DNA-Standard (IS;
29) konstanter Konzentration (35 pM) durch MALDI-TOF MS analysiert und die
Abhingigkeit der Signalintensitit des Analyts von der eingesetzten Analyt-Konzentration

untersucht (Abb. 11).

3,5 1
2,5

1,5

I(Analyt)/I(1S)

0,5 4 T T
0,5 1,5 2,5

c(Analyt)/c(IS)

Abb. 11: Slgnalmtensztat IAna/yt (28)/IK0ntr0/le(29)
[DNA 29] = 35 uM; [DNA 28] = 20, 40, 60, 80, 100 uM. DNA 28, 29 (Kap. 3.5; Schema 7). 28: [M-H'] = 2370;
29: [M-H'] = 2979; Alyg9=+ 10-20 %.

Die lineare Abhingigkeit der Signalintensitit von der Analyt-Konzentration (Abb. 11) zeigt,
dass unter bestimmten Bedingungen DNA-Konzentrationen durch MALDI-TOF MS ermittelt
werden konnen. Somit diirfen Reaktionskinetiken von DNA-Spaltreaktionen mit Zr(IV)-

Metallkomplex-PNA-Konjugaten durch MALDI-TOF MS aufgenommen werden.
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5.3 DNA-Spaltreaktionen mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugaten

5.3.1 Versuche zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugaten

ohne zusiatzliche Pufferung

Bei den ersten Versuchen zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugaten
wurde auf eine zusétzliche Pufferung der Reaktionslésungen verzichtet, da Untersuchungen
unseres Arbeitskreises zur Spaltung von Dinucleotiden und aktivierten Phosphodiestern
zeigten, dass Zr(IV)-Komplexe in millimolaren Konzentrationen selbst {iiber eine
ausreichende Pufferkapazitit verfiigen.”” Versuche zur gezielten Spaltung einzelstréingiger
DNAs (18, 19, 22; 10 uM) wurden mit den PNA-Konjugaten 6-9, 12-15 (10 uM) bei
unterschiedlichen Zr(IV)-Konzentrationen (10 pM, 50 uM, 100 pM) durchgefiihrt. Die
Reaktionstemperatur betrug 22°C + 2°C. Kontrollen, die vor, wihrend und nach den
Experimenten durchgefiihrt wurden, zeigten jedoch, dass bei den eingesetzten Zr(IV)-
Konzentrationen zwischen 10 und 100 pM keine ausreichende Pufferung erreicht wurde (ApH
= +1,2). Aufgrund dieser Tatsache lieBen sich zundchst beobachtete Spaltaktivititen einiger
Zr(IV)-PNA-Konjugate nicht reproduzieren. GréBere Zr(IV)-Uberschiisse konnten nicht
verwendet werden, da die Ziel-DNAs dann als Niederschldge ausfielen (Vgl. Kap. 4). Alle
weiteren Untersuchungen zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugaten

wurden deshalb mit Zusatz von Puffern durchgefiihrt.

5.3.2 Versuche zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugaten

in Pyridinium-bzw. Acetatpuffer

Da Zr(IV)-Komplexe in leicht saurem Milieu (pH = 4 - 5) ihr Aktivititsmaximum fiir die
Spaltung von aktivierten Phosphodiestern und Dinucleotiden besitzen,” wurden Versuche zur
DNA-Spaltung in Acetatpuffer pH 4,67 (10 mM) sowie Pyridiniumpuffer pH 5,27 (10 mM)
durchgefiihrt. Es wurden die DNAs 18, 19 und 22 (10 uM), die PNAs 6, 12 und 15 (10 uM)
bei Verwendung eines 10-fachen ZrCly-Uberschusses (100 pM) eingesetzt. Die
Reaktionstemperatur betrug 24°C + 2°C. Die Spaltexperimente wurden durch MALDI-TOF
MS untersucht, wobei nach 240 Stunden keine charakteristischen Fragmente einer DNA-

Spaltung beobachtet wurden.
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5.3.3 Spaltung von DNA 19 mit Zr(IV)-PNA-Konjugaten bei pH7

Die Spaltexperimente der DNA 19 (10 uM) wurden in MOPS-Puffer (5 mM; pH 7) bei 22°C
+ 2°C durchgefiihrt. Es wurden die zu 19 komplementédren PNAs 6-7, 12-15 (10 uM) und die
unmodifizierte PNA 6 (10 uM) in Verbindung mit den ungebundenen Liganden Iminodiacetat
(IDA, Ls-H), TACI (L7-H) und TRIS (Ls-H) (je 10 uM) eingesetzt. Um eine ausreichende
Komplexierung der Liganden zu erreichen, wurden dquimolare Zr(IV)-Konzentrationen bzw.

ein 5 oder 10-facher Uberschuss verwendet (10, 50 und 100 uM).

In allen Proben, die PNA-Konjugate enthielten, wurden immer drei charakteristische Peaks
beobachtet fiir die eingesetzten PNA (x;), ein PNA x MOPS (+; m/z = PNA + 208,3) und
PNA x Citronensdure x Zr(IV)-Addukt (x3; m/z = PNA + 282,4). Des weiteren wurden 120
Stunden nach Reaktionsbeginn sequenzselektive Spaltungen im einzelstringigen DNA-
Bereich (Fragmente A: [M - H']=4253; B: [M - H'] =3964; D: [M-H']=3346; E: [M - H']
= 3057; Schema 8a), aber auch unspezifische Spaltungen am, dem Metallkomplex
entgegengesetzten, 5'-Ende der Ziel-DNA 19 beobachtet (Fragmente I: [M - H'] = 3610; J:
[M - H'] = 3306; Schema 8b) (Tab. 6).

a —— ©OECA 19:° TAG TTG TGA CCATCT ¥ (M- H* = 4557)
TAG TTG TGA CCA 'I;CT3 19 A:°TAGTTG TGACCA TC® (M- H" = 4253)
F DB B: °TAG TTG TGA CCA T® (M- H* = 3964)

C: °TAG TTG TGA CCA® (M - H" = 3660)
D: °TAG TTG TGA CC® (M - H* = 3346)
E: °TAG TTG TGA C® (M- H" = 3057)
F:STAG TTG TGA® (M- H" = 2768)

\O G:°AG TTG TGA CCATCT® (M- H* = 4253)
HJL

by HJ , H:°G TTG TGA CCA TCT® (M- H" = 3940)
*TAGTTGTGACCATCT’ :19  |:5TTG TGA CCA TCT® (M- H' = 3610)
G I'K J: TG TGA CCATCT® (M- H" = 3306)
K:®G TGA CCATCT® (M- H" = 3002)
——————& =Zr(IV)-PNA L: °TGA CCATCT® (M- H" = 2673)
Schema 8 Spaltfragmente der sequenzselektiven (a) bzw. unspezifischen (b) Spaltung der DNA 19 (M — H'

bezieht sich auf dephosphorylierte DNAs)

Bei den Experimenten mit “freiem* Zr(IV) (Ia-c; Abb. 12), mit unmodifizierter PNA 6 (Ila -
c; Abb.13) und Iminodiacetat-modifizierter PNA 7 (Illa - ¢) wurden keine charakteristischen
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DNA-Bruchstiicke beobachtet. Auch bei Einsatz unmodifizierter PNA 6 in Kombination mit
den ungebundenen Liganden IDA, TRIS und TACI (VIII - X) lieBen sich keine Bruchstiicke
(VIIIb - ¢, IXa) bzw. bei [M - H'] = 3610 (Fragment I) und [M - H'] = 3306 (Fragment J)
lediglich die Bruchstiicke einer unselektiven DNA-Hydrolyse beobachten (VIlla, IXb - ¢ und
X; IX ist in Abb.14 dargestellt). Die Intensitdt dieser Peaks war jedoch sehr schwach.

I II I v \% VI VII | VIII | IX X
“Freies“| PNA | PNA 7 | PNA | PNA | PNA | PNA | PNA | PNA | PNA
Zr(IV) 6 12 13 14 15 6/ 6/ 6/
IDA | TRIS | TACI
a) [ZrCly] =
! * - - - IJ - - - I - IJ
10 uM
b) [ZrCly] =
) [2rCL] ; ; ; I ] ; ; Sl Ly Ly
50 uM
¢) [ZrCly] = B; D;
- - - L] | DA D:E - IJ I,J
100 uM E

Tab.6: DNA-Fragmente der Spaltreaktionen von 19 (nach 120h)
[DNA 19] = 10 uM; [PNA] = 10 uM; [MOPS pH 7] =5 mM, [ZrCl,] = 10, 50, 100 uM. PNAs 6, 7, 12-15 (Kap.
3.4; Schema 6); DNA 19 ( Kap. 3.5; Schema 7). Selektive Spaltung: Fragmente A-F (Schema 8a); Unspezifische
Spaltung: Fragmente G-L (Schema 8b).

3200 3700 4200 4700 mfz

Abb. 12: Spaltexperiment I (120h)

[19] = 10 uM; [MOPS pH7] = 5 mM; Ia) [ZrCl,] = 10 uM; Ib) [ZrClL,] = 50 uM; Ic) = [ZrCl,] = 100 uM. 19: [M - H'] =
4557.
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lla __L i s ”-L_,JL

lie _J i .
3200 3700 4200 4700 miz

ADbb. 13: Spaltexperiment II (120h)

[19], [6] = 10 uM: [MOPS pH 7]= 5 mM; Ila) [ZrCl,] = 10 uM; IIb) [ZrCl,] = 50 uM;: IIc) [ZrCly] = 100 uM. +; = 6; +,= 6
X MOPS; «; = 6 x Citrat x Zr(IV). 19: [M - H'] = 4557.

Is
19
]Xa___,_jl_. . kt& N l A m.uJ"lk.s_JLL«-—
Xb ..,j LJL . | A MJ-'«_,._.J*'L_,
l |
xe |l . e JLh._
300 3700 4200 4700 miz

Abb. 14: Spaltexperiment IX (120h)

[19], [6], [TRIS] = 10 uM; [MOPS pH 7] =5 mM; IXa) [ZrCl,]=10 uM; IXb) [ZrCl,] = 50 uM; IXc) [ZrCl,] = 100 uM. +; =
6; +; = 6 x MOPS; +; = 6 x Citrat x Zr(IV). 19: [M - H'] = 4557, Fragment I: [M-H'] = 3610; J: [M - H'] = 3306 (Schema
8b).

Die gezielte Spaltung von 19 im einzelstringigen DNA-Bereich wurde ausschlielich mit den

Aminoalkohol-modifizierten PNAs (13-15) und einem 10-fachen Uberschuss an Zr(IV)
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erreicht (Vc, VIc, VIIc). Der bendtigte Uberschuss an Zr(IV) ldsst auf eine geringe
thermodynamische Stabilitit der Zr(IV)-Komplexe schlieBen. Die Spaltung von 19 erfolgte
jeweils an zwei bis drei unterschiedlichen Phosphodiesterbindungen, wobei immer eine
Spaltung zwischen dem zweiten und dritten Nucleotid ausgehend vom Liganden (Fragment
D: [M - H'] = 3346) beobachtet wurde. Bei Verwendung der Glucamin-PNA (13) und TACI-
PNA (14) waren die Signalintensititen jedoch sehr schwach. Spaltfragmente mit hoher
Abundanz wurden mit der TRIS-modifizierten PNA (15) und einem 10-fachen Zr(IV)-
Uberschuss erhalten (Abb. 15, VIIc).

*]

*3
VI ey Whet o . . -
i
Vilb __. RLTE R, WY .
D
| d{\
Vile MML—.\%M o "
3200 3700 4200 4700 miz

ADbb. 15: Spaltexperiment VII (120h)

[19], [15] = 10 uM; [MOPS pH 7]=5 mM; Vila) [ZrCl,] =10 uM; VIIb) [ZrCl,] = 50 uM; VIiic) [ZrCl,] =100 uM. +; = 15;
> =15 x MOPS; «;= 15 x Citrat x Zr(IV). 19: [M - H']= 4557; Fragment D: [M - H'] = 3346; E: [M - H'] = 3057 (Schema
8a).

Die bevorzugte Spaltung erfolgte zwischen dem ersten und zweiten (Fragment E: [M - H'] =
3057), sowie zweiten und dritten Nucleotid (Fragment D: [M - H'] = 3346) ausgehend vom
Liganden.

In allen Experimenten wurden nur diejenigen DNA-Spaltfragmente identifiziert, die mit der
komplementédren PNA eine Doppelhelix ausbildeten. Die einzelstringigen DNA-Fragmente
wurden hingegen nicht beobachtet. Vermutlich werden diese durch iiberschiissiges Zr(IV)
unselektiv weitergespalten. Hingegen ist die DNA innerhalb der PNA/DNA-Duplex vor der
Hydrolyse durch “freies® Zr(IV) geschiitzt. Auch die Spaltung der den Metallkomplexen
direkt benachbarten Phosphodiesterbindung wurde nicht beobachtet (Schema 8a) (Fragment
F: [M - H'] = 2768). Die MALDI-TOF Analysen ergaben, daB alle beobachteten DNA-
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Bruchstiicke terminal dephosphoryliert waren. Eine Fragmentierung der PNAs lieB sich
massenspektrometrisch nicht beobachten.

Um genauere Aussagen iiber die Spaltaktivititen und Selektivititen der Zr(IV)-
Aminoalkohol-PNA-Konjugate (13-15) treffen zu konnen, wurden weitere Untersuchungen

mit DNAs unterschiedlicher Sequenz und Lange durchgefiihrt (Kap. 5.3.4).

5.3.4 Spaltung der DNAs 20-22 mit den Zr(IV)-Aminoalkohol-PNA-Konjugaten

In den Experimenten zur gezielten Spaltung der DNA 19 mit komplementdren Zr(IV)-
Metallkomplex-PNA-Konjugaten konnten die Aminoalkohol-modifizierten PNAs (13-15) bei
Verwendung eines 10-fachen Zr(IV)-Uberschusses als aktive Spezies MALDI-TOF
massenspektrometrisch identifiziert werden (Kap. 5.3.3). Mit diesen Konjugaten sollten
weitere Spaltexperimente mit DNAs unterschiedlicher Sequenz und Lange durchgefiihrt
werden, wobei die Reaktionsbedingungen analog zu denen der Spaltung von 19 waren (Kap.
5.3.3). Es wurden komplementire DNAs (20-21; Schemata 9a, b), sowie eine DNA (22;
Schema 9c), die zwei Fehlbasen gegeniiber den PNAs 13-15 aufweist, eingesetzt. Aus den
Ergebnissen der Spaltreaktionen sollten Informationen iiber die Spaltselektivititen der

einzelnen Zr(IV)-Aminoalkohol-PNAs (13-15) gewonnen werden.

a = 50 M 20: 5TAG TTG TGA CCA TCT AAT CT (M - H* = 6081)
5TAG TTG TGA CCA TCTAAT CT® : 20 M: 5’TAG TTG TGA CCA TC3 (M- H" = 4252)
N N: °TAG TTG TGA CC® (M - H* = 3346)

0:5TAG TTG TGA C® (M - H" = 3057)

b) Q P 21: TAG TTG TGA TGT CCT AA® (M - H* = 5214)

-
: b : P:STAGTTGTGATGTC¥* (M-H*=
STAG TTG TGA TGT CCT AA3 : 21 5 GTTGTG f c (+ 3995)
Q:STAG TTG TGA T3 (M - H" = 3072)

\O 22:STATTTC TGA CCA TCT® (M - H* = 4492)
c) T VX R ::TAI TTC TGA CC® (M 3-,H+ = 3%8_1)
STAT TTC TGA CCA TCT® : 22 P ALTICTGACCATCT® (M-H' =4188)

C :STTTC TGACCATCT® (M- H* = 3875)

s uw Y -5TTC TGA CCA TCT® (M - H' = 3570)
:5TC TGA CCATCT® (M- H* = 3261)
STATTT® (M- HY = 1467)

STATTTC® (M-H' = 1756)
STATTTCT® (M- H* = 2061)

s<cHd0ox

—  © =Zr(V)-PNA

< X

Schema 9: Fragmente der DNA-Spaltung von DNA 20 - 22 120h nach Reaktionsbeginn
(Tab. 7; M— H" bezieht sich auf dephosphorylierte DNAs)
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Die DNA 20 hat ausgehend vom 5'-Ende fiir die ersten fiinfzehn Nucleotide die gleiche
Basensequenz wie die DNA 19, jedoch ist der 3’-Terminus um 5 Basen ldnger. In den
Experimenten mit dieser Ziel-DNA sollte iiberpriift werden, ob zusétzliche Spaltstellen in
dem am 3’-Ende verldngerten Bereich von 20 auftreten. DNA 21 ist ebenfalls zu den
eingesetzten PNAs komplementédr, jedoch unterscheidet sich die Basensequenz des
einzelstringigen Bereichs der PNA/ DNA Duplex (Schema 9b) gédnzlich von dem der DNAs
19, 20. Dieses Experiment war von Interesse, da iliberpriift werden sollte, ob die beobachteten
Spaltselektivititen von der Basensequenz im einzelstringigen DNA-Bereich abhéngig sind.
Um den Einfluss von Fehlbasen in der PNA/ DNA-Duplex auf die Spaltselektivitit der
Zr(IV)-Aminoalkoholkonjugate (13-15) zu untersuchen, wurden Experimente mit der DNA
22 durchgefiihrt.

Bei den Spaltexperimenten der komplementiren DNAs (20, 21) mit den Zr(IV)-
Aminoalkohol-modifizierten = PNAs  (13-15) wurde immer mindestens eine

Phosphodiesterbindung im einzelstrangigen DNA-Bereich gespalten (Tab. 7; Schema 9).

XI XI1 XIII
PNA 13 PNA 14 PNA 15
a) DNA 20 N, O M, O N,O
b) DNA 21 Q,P P Q,P
R;UT,W,
c¢) DNA 22 U R; U-W,Y
X,Y

Tab. 7: Spaltreaktion der DNAs 20-22 mit den PNAs 13-15 und ZrCl, (nach 120h)
[DNA] = 10 uM; [PNA] = 10 uM; [MOPS pH 7] = 5 mM; [ZrCly] = 100 uM.

Die Spaltungen erfolgten einerseits in unmittelbarer Ndhe des Metallkomplexes zwischen
dem ersten und zweiten Nucleotid (Fragment O: [M - H'] = 3057, CC-Verkniipfung;
Fragment Q: [M - H'] = 3072, TG-Verkniipfung), andererseits jedoch auch in groBerer
Entfernung zwischen dem fiinften und sechsten Nucleotid der Ziel-DNA (Fragment M: [M -
H'] = 4252, CT-Verkniipfung). Dies konnte dadurch erklirt werden, dass durch die
konformative Flexibilitit des einzelstringigen DNA-Bereichs auch weiter entfernte
Phosphodiesterbindungen in unmittelbare Umgebung des aktiven Zr(IV)-Komplexes gebracht
und gespalten werden. Zu vergleichbaren Schlussfolgerungen kommen auch kiirzlich
erschienene Arbeiten zu DNA-Templat-gesteuerten Verkniipfungsreaktionen chemisch

modifizierter Oligonucleotide.”’



Kap. 5: Sequenzselektive Spaltung einzelstrdngigcer DNA mit Zr(1V)-PNA-Konjugaten 39

Wie schon bei der Spaltung von 19 mit den Zr(IV)-PNAs (13-15) beobachtet wurde, lieBen
sich lediglich diejenigen DNA-Bruchstiicke erhalten, die durch die komplementidre PNA vor
dem benoétigten, iiberschiissigen Zr(IV) geschiitzt waren. Diese Fragmente waren
dephosphoryliert. Bezieht man in die Diskussion die Spaltreaktionen der DNA 19 ein (Kap.
5.3.3), stellt man fest, dass mit den Zr(IV)-Glucamin (13)- und TACI (14)-modifizierten
PNAs Phosphodiesterbindungen an unterschiedlichen Positionen ausgehend vom
Metallkomplex gespalten wurden. Dabei féllt auf, dass aufler einer gespaltenen
Phosphodiesterbindung (XIb: Fragment Q, TG—Verkniipfung,), alle anderen mindestens ein
Cytosylnucleotid verkniipften.

1S
*1 1S*
o »2 N
*3 20
h ) h N k L Xilla
Q
1S
*1
18*%
*2
21 Xlilb
im‘\“m i i _’L . R P
3060 ‘‘‘‘‘‘‘ I40‘00‘ T ‘50IOO‘ T éObOIm)Z
ADbb. 16: Spaltexperiment XIlla (oben) und XIIIb (unten) nach 120h

[15] = 10 uM; [MOPS pH 7] = 5 mM; [ZrCl,] = 100 uM; XIlla: mit [20] = 10 uM; XIIIb: mit [21] = 10
UM, + =15, «, = 15 x MOPS; +; = 15 x Citrat x Zr(IV). 20: [M - H'] = 6081; 21: [M - H'] = 5214;
Fragment N: [M - H'] = 3346, O: [M - H'] = 3057, P: [M-H'] = 3995, Q: [M-H'] = 3072, IS =
interner DNA-Standard (30); IS* = Verunreinigung des IS.

Eine sequenzselektive Spaltung komplementirer DNAs (19-21) wurde fiir das TRIS-PNA-
Konjugat (15) bei zehnfachem Zr(IV)-Uberschuss beobachtet (XIIIa und XIIIb sind in Abb.
16 dargestellt). Diese erfolgte unabhingig von der Basensequenz zwischen dem ersten und
zweiten Nucleotid (Fragment E bei 19, CC-Verkniipfung; Fragment O bei 20, CC-
Verkniipfung; Fragment Q bei 21, TG-Verkniipfung) ausgehend vom Metallkomplex
(Schema 10). Neben dieser Phosphodiesterbindung wurde in jeder Ziel-DNA jedoch noch
eine weitere Bindung durch das Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugat (15) gespalten. Da diese

wiederum mindestens ein Cytosylnucleotid verkniipften, konnte vermutet werden, dass
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Phosphodiesterbindungen von Cytosylnucleotiden besonders anfillig fiir die DNA-Spaltung

sind und die Spaltselektivitit beeinflussen.

_ED
el b 5 — <
TAG TTG TGA CCA TCT? : 19 —
- = 40/;N 5 6 O
5TAG TTG TGA CCA TCTAAT CT® : 20  (LYSIBATCAACACT
< éQ ; HoQ
5TAG TTG TGA TGT CCT AA® : 21 N “o 62r'V

Schema 10:  Fragmente der DNA-Spaltung von 19-21 mit dem Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugat 120 Stunden nach
Reaktionsbeginn (VIlc, XIlla und XIIIb)

Bei den Experimenten mit der DNA 22, die zwei Fehlbasen gegeniiber den PNAs 13-15
aufweist, konnte zwar auch eine Spaltung zwischen dem zweiten und dritten Nucleotid
(Fragment R: CA Verkniipfung) festgestellt werden, jedoch wurden Fragmente hoher
Intensitét einer unspezifischen Spaltung am 5'-Ende von 22 beobachtet (XIc-XIlIc; XIlc ist
in Abb. 17 dargestellt).

L.nﬂl L‘s L FI | 1 .- e

2000 3000 4000 5000 miz

Abb. 17: Spaltexperiment XIlIc nach 120h
[22], [15] = 10 uM; [MOPS pH 7] = SmM; [ZrCl,] = 100 uM. 22: [M - H'] = 4492; Fragment T: [M -
H']=3875U:[M-H']=3570; R: [M-H'] =3281; W: [M-H'] =1467; X: [M-H'] =1756; Y: [M
-H'] = 2061; IS = interner DNA-Standard (30).

Diese unspezifische Spaltung konnte dadurch erklirt werden, dass aufgrund der zwei
Fehlbasen die schiitzende PNA/DNA Duplex nur teilweise ausgebildet wird und “freies*
Zr(IV) an diesen Stellen bevorzugt spaltet.
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5.3.5 Quantitative MALDI-TOF MS Analyse der Spaltung von 19

Nachdem das TRIS-PNA-Konjugat 15 bei Verwendung eines 10-fachen Zr(IV)-Uberschusses
als selektivstes Reagenz zur Spaltung komplementirer DNAs (19-21) identifiziert wurde
(Kap. 5.3.4), sollten die Ausbeuten der Spaltreaktionen durch quantitative MALDI-TOF MS
abgeschitzt werden. Die Analyse wurde auf das spaltaktive Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugat (15)
und die komplementidren DNAs (19-21) beschrinkt (VIIc, XIIIa, XIIIb). Fiir die Spaltreaktion
der DNA 19 wurden die entsprechenden Kontrollexperimente mit “freiem* Zr(IV) (Ic), mit
unmodifizierter PNA (6)/ Zr(IV) (Ilc), sowie unmodifizierter PNA (6) mit externem,
ungebundenem Liganden TRIS/ Zr(IV) (IXc) beriicksichtigt (Abb. 18). AnschlieBend sollte
die mit DNA 19 beobachte Spaltausbeute des Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugats (15) mit den
Aktivititen gegeniiber DNA 20 und 21 verglichen werden (XIIIa, XIIIb).

Verfolgt wurde die Abnahme der Konzentration der Ziel-DNA 19 (Abb. 18), indem die
Verhiltnisse der Integrale des Molekiilionpeaks der Ziel-DNA und des internen DNA-

Standards 30 (IS) konstanter Konzentration ermittelt wurden.

1,2
1 ——Ic
80’8 | —=—|lc
0,6 -
=04 - —e—Vlic
0:2 | —— |XC
0 I I I |
0 50 100 150 200

Zeit/[h]

Abb. 18: Reaktionsgeschwindigkeiten der DNA-Spaltexperimente
[PNA], [DNA 19] = 10 uM; [MOPS pH 7] = SmM; [ZrCl,] = 100 uM; Ic: ohne PNA, A/ I(0) = + 16%; Ilc: PNA
6, A/ I(0) = = 26%; VIIc: PNA 15, A/ I(0)= = 19%; IXc: PNA 6/ [TRIS] = 10 uM, AI /I(0) = + 4%. I = Lyan/Is:
1(0)=I bei t = 0 min; Al/ 1(0) wurde aus mindestens 2 unabhdingigen Experimenten bestimmt.

Bei Verwendung von “freiem* Zr(IV) wurde 164 Stunden nach Beginn der Spaltreaktion eine
69 + 16 %-ige Konzentrationsabnahme von 19 beobachtet (Mischung Ic). Da jedoch in den
MALDI-TOF Massenspektren keine charakteristischen DNA-Fragmente beobachtet wurden
(Kap. 5.3.3; Abb. 12), ist die Konzentrationsabnahme wahrscheinlich auf eine unselektive

Spaltung in einzelne Nucleotidbausteine durch das tiberschiissige Zr(IV) zuriickzufiihren.



Kap. 5: Sequenzselektive Spaltung einzelstrdngigcer DNA mit Zr(1V)-PNA-Konjugaten 42

Interessanterweise wurde dieser Effekt mit der unmodifizierten PNA (6)/ Zr(IV) (Mischung
IIc; Abb. 13), sowie der unmodifizierten PNA (6) in Verbindung mit dem externen
ungebundenen Liganden TRIS/ Zr(IV) (Mischung IXc; Abb. 14) unterdriickt.

Fir die Zr(IV)-TRIS-modifizierte PNA (15), die 19 in unmittelbarer Ndhe des Liganden
spaltet (Mischung VIlc: Fragment D, E; Abb. 15) wurde 164 Stunden nach Reaktionsbeginn
eine Konzentrationsabnahme von 76 + 19% erhalten (Abb. 18).

Diese durch MALDI-TOF MS abgeschitzten Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen
unseres Arbeitskreises iiberein, in denen gezeigt wurde, dass der Zr(IV)-TRIS Komplex eine

besonders hohe Aktivitit zur Spaltung von aktivierten Estern und Dinucleotiden besitzt.*

In den Spaltexperimenten der DNAs 20 und 21 mit der Zr(IV)-TRIS PNA (15) (XIIla bzw.
XIIb) wurden nach 164 Stunden DNA-Konzentrationsabnahmen von 94% bzw. 95%

beobachtet. Dieses Ergebnisse liegen im Rahmen der Fehlergrenze von Vllc.
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5.3.6 HPLC-Analytik der Spaltung von 19 mit dem Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugat

Fir das Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugat 15, das komplementire DNAs unterschiedlicher
Sequenz und Lénge (19-21) mit groBter Selektivitit spaltet, lieB sich 164 Stunden nach
Reaktionsbeginn iiber MALDI-TOF MS eine Spaltausbeute von 76 = 19% ermitteln. Diese
Ergebnisse sollten durch HPLC-Analyse tiberpriift und quantifiziert werden. Dafiir wurde die
selektive Spaltung von 19 mit dem Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugat 15 untersucht (Mischung
Vlic).

Der Reaktionslosung wurden zwei Proben (1ul) entnommen: zum Zeitpunkt t = 0 min sowie t
= 164h. Die Spaltreaktion in diesen Proben wurde mit EDTA (1ul, 10mM in Wasser)
gestoppt und nach anschlieBender Verdiinnung (10ul) an einer apolaren reversed-phase C4-
Sdule unter Verwendung eines Gradienten des Losungsmittels A (0,IM
Triethylammoniumacetat; pH 7; 0,1% EDTA) und B (Acetonitril) getrennt. Die
Fliegeschwindigkeit betrug 1ml/ min. Die Identifizierung der Ziel-DNA 19 erfolgte UV-
spektroskopisch, die des Hydrolyseproduktes UV-spektroskopisch und durch MALDI-TOF
MS. Die quantitative Auswertung der Spaltreaktion erfolgte UV-spektroskopisch, indem
zunichst dem Molekiilionpeak der Edukt-DNA 19 der Mischung VIIc nach 0 min (a) die
eingesetzte Anfangskonzentration von 10 puM zugeordnet wurde. Dann wurde die
Spaltausbeute der Mischung VIIc nach 164 Stunden bestimmt (b), indem einerseits die
Abnahme der Edukt-DNA 19 und andererseits die Zunahme der Spaltfragmente E/D
herangezogen wurde. Dies erfolgte unter Beriicksichtigung der Anzahl der vorhandenen

Nucleobasen und der Extinktionskoeffizienten.

19
a Irlll‘ll\
S et A -
E/D
b
- I\
T e -
f f : .
26 28 Zeit/[min]

Abb. 19: HPLC-Elutionsprofil der Mischung VIIc nach 0 min (a) und 164 h (b)
ViIc: [19] = 10 uM; [15] = 10 uM; [MOPS pH7] = 5 mM; [ZrCl,] = 100 uM.
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Bei der Probe, die der Mischung Vllc sofort entnommen wurde, ist im HPLC-Elutionsprofil
der Peak der DNA 19 bei R;= 28,1 min erkennbar (Abb. 19a). Nach 164 Stunden ist dieser
fast vollstindig verschwunden, wohingegen ein dominanter Peak bei R;= 27,1 min beobachtet
wird (Abb. 19b). Dieser Peak konnte durch MALDI-TOF Analyse einer Mischung bestehend
aus den Fragmenten D und E zugeordnet werden. Die Konzentrationsabnahme von 19 betrégt
nach 164 Stunden 91%. Dieses Ergebnis stimmt mit dem durch MALDI-TOF Analyse
abgeschétzten von 76 + 19% tiberein.

Wie auch die MALDI-TOF MS Untersuchungen zeigten, konnte durch HPLC-Analyse
lediglich das DNA-Bruchstiick identifiziert werden, das durch die PNA als Doppelhelix
wihrend der Spaltreaktion geschiitzt wurde. Dies verstirkt die Annahme, dass das
einzelstrangige DNA-Fragment durch iiberschiissiges, “freies* Zr(IV) in lineare Einzelstlicke

zerlegt wurde.

5.3.7 Modifizierung der Spaltfragmente mit [a-*P] dJATP

Durch eine Kombination aus MALDI-TOF MS und HPLC-Analytik wurde das Zr(IV)-TRIS-
PNA-Konjugat (15) als selektivste Spezies zur Spaltung komplementidrer DNAs identifiziert.
Die dabei beobachteten DNA-Fragmente waren dephosphoryliert. Fiir potentielle
Anwendungen in der Biotechnologie (z. B. enzymatische Religation) miissen die
Spaltfragmente durch Enzyme weiter umgesetzt werden konnen.

Um dies festzustellen, wurden Markierungsexperimente mit dem Enzym Terminale
Transferase und 32Phosphat—markielrtem Didesoxy-ATP ([0-*P] ddATP) von dem dafiir
gewonnenen Kooperationspartner BASF AG durchgefiihrt.”' Bei dieser Markierungsmethode
werden die in den Proben vorhandenen DNAs mit nur einem Nucleotid pro 3’-Ende markiert
(Schema 11). Nach anschlieBender Trennung durch Gelelektrophorese konnen die markierten

DNA-Strange durch Fluorimetrie sichtbar gemacht werden.

NH,
\ 2
JN@/& 32pL 4dATP/ 5 5 <N | 2
15 — [P TAGTTGTGA C*-0-P¥%—0 o N

e O on

19 STAGTTGTGA Cfofl“?*O‘CATCT‘?
S

Fragment E Fragment Z

Enzym
+

ScaTcT®

Schema 11: 3’-terminale Markierung des Fragments E in VIic 164 Stunden nach Reaktionsbeginn.
Fragment Z wird nicht markiert (Abb. 20)
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Die Markierung wurde fiir Mischung Vllc, die Spaltreaktion der DNA 19 mit dem Zr(IV)-
TRIS-PNA-Konjugat (15), nach 120 Stunden (Abb. 20: Spur 5) sowie 164 Stunden (Abb. 20:
Spur 6) Reaktionszeit durchgefiihrt. Sie erfolgte direkt in der Reaktionslosung der
Spaltexperimente. Um die dabei markierten DNA-Striange identifizieren zu konnen, wurden
analoge Markierungsexperimente fiir Losungen, die das Fragment E (Abb. 20: Spur 1), das
Fragment Z (Abb. 20: Spur 2), die TRIS-PNA (15) (Abb. 20: Spur 3), sowie eine Mischung
aus Ziel-DNA 19, Fragment E, Fragment Z und TRIS-PNA (15) (Abb. 20: Spur 4) enthielten,
durchgefiihrt. Fragment E (Abb. 20: Spur 1, 4) und die Ziel-DNA 19 (Abb. 20: Spur 4)
konnten erfolgreich markiert werden. Die TRIS-PNA (15) wurde vom Enzym nicht erkannt
(Spur 3). Auch das Fragment Z konnte, wahrscheinlich wegen seiner geringen Lange von nur
5 Nucleobasen, nicht markiert werden (Abb. 20: Spur 2).

Durch Vergleich mit den Kontrollexperimenten konnte in Mischung VIIc (nach 120 h)
Fragment E als dominierendes Spaltprodukt identifiziert werden. Die Ziel-DNA 19 war
hingegen nur noch schwach zu erkennen (Abb. 20: Spur 5). Nach weiteren 44 Stunden
Reaktionszeit war die Ziel-DNA 19 dann ganz verschwunden. Es konnte nur noch das

markierte Fragment E beobachtet werden (Abb. 20: Spur 6).

1 23 4 5 6

Abb. 20: Gelelektrophorese nach der 3 -terminalen Markierung mit [o-"P] ddATP
Spur 1: Fragment E (m/ z = 3058); Spur 2: Fragment Z (m/z =1438); Spur 3: TRIS-PNA (m/ z =3026),; Spur 4:
Mischung von Fragment E (m/z = 3058), Fragment Z (m/z =1438), DNA 19 (m/ z =4558), ZrCl,, TRIS-PNA 15
(m/ z =3026); Spur 5: Mischung VIlc 120 h nach Reaktionsbeginn; Spur 6: Mischung VIIc 164 h nach

Reaktionsbeginn.
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Mit den Markierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass Bruchstiicke von DNA-
Spaltreaktionen mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugaten von Enzymen erkannt und
umgesetzt werden konnen. Dabei ist die enzymkatalysierte Markierung in den
Reaktionslosungen ohne spezielle Probenvorbereitungen moglich. Die DNA Bruchstiicke

miissen jedoch eine ausreichende Linge besitzen.
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6 Metallkatalysierte Reaktionen am DNA-Templat
6.1 Einfithrung in die DNA-templatgesteuerten Spaltreaktionen

In diesen Experimenten sollte die DNA-templatgesteuerte Cu(Il)-katalysierte Freisetzung von
Carbonséduren untersucht werden. Als Substrat-PNAs wurden die estermodifizierten PNAs 16,
17 eingesetzt. Bei ihnen ist die fiir die Esterspaltung notwendige Donorgruppe fiir
Metallionen in den 8-Hydroxychinol-2-yl Linker integriert. Ein solches Konzept erlaubt
prinzipiell die Abspaltung jeder beliebigen Carbonséure.

Als Katalysator-PNA sollte die aus fritheren Arbeiten unseres Arbeitskreises bekannte PNA
31 eingesetzt werden.* In PNA 31 ist eine Cu(Il)-chelatisierende Pyridylpyrazol-Einheit iiber

die a-Aminofunktion eines Lysins mit dem C’-Terminus der PNA verknlipft.

a) b)
R=H (16) DNA 23 DNA 23

=SO3H (17)
PNA 16, 17 PNA 9

@A Q; J\.;::_{ Q%F\lk. {BH
N
NH Cu"
NH H o @%ﬁn (0]
NH,

(o)

/Nr.::z— Y;;_
o) o)
PNA 31 PNA 31
Edukt-
a) b) PNA
| Edukt- I Produkt- !
PNA PNA
Kat.- Kat.-
PNA PNA
m/z m/z
PNA31:  N(Lys);GGATGGA-(Ligand)® DNA 23: 5TAG TTG TGA TCC ATC C°
PNA 16, 17: N'(Ester)-TCACAACTA(Lys);” DNA 24: 5TAT TTG TGA TGC ATC G
. N’ PR C . ,
F’NA 9 (HO-chinolin)-TCACAACTA(Lys)3 DNA 25: TAG TTG TGA TCTATC C3

Abb. 21: Geplante Cu(Il)-vermittelte Esterhydrolyse an einem DNA-Templat zu Beginn (a) und nach Ablauf
der Spaltreaktion (b) (oben) und das erwartete MALDI-TOF MS Spektrum (unten)

(Fehlbasen in den DNAs 24, 25 sind kursiv und unterstrichen)
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In Anwesenheit komplementdrer DNA sollten Metallkomplex und Carbonsdureester in
unmittelbare Ndhe zueinander gebracht werden, so dass die Esterhydrolyse wesentlich
schneller ablaufen kann als in Abwesenheit des Templats (Abb. 21 oben).

Die Spaltreaktionen sollten durch quantitative MALDI-TOF MS untersucht werden, indem
die Abnahme des Peaks der Edukt-PNA (16: [M+H'] = 3065,4; 17: [M+H'] = 3143,2) bei
gleichzeitiger Zunahme des Peaks der Produkt-PNA (9: [M+H'] = 2961,6) verfolgt wurde
(Abb. 21 unten). Da im MALDI-TOF MS Spektrum der eingesetzten Edukt-PNA 17 schon zu
3 + 5 % als Synthese-Nebenprodukt die PNA 9 beobachtet wurde, wurden die
Ausbeuteberechnungen von 9 um diesen Wert korrigiert.

Neben den Untersuchungen durch MALDI-TOF MS sollte die Spaltausbeute anhand eines

ausgewdhlten Beispieles auch durch HPLC quantifiziert werden.

Des weiteren sollte der Einfluss von Fehlbasen auf die Spaltselektivitit sowie der katalytische

Umsatz am DNA-Templat ndher untersucht werden.

6.1.1 Cu(Il)-induzierte Hydrolyse der Ester-PNA 16 am DNA-Templat

Die ersten Versuche zur Esterspaltung wurden mit den PNAs 16 (1 puM), 31 (1 pM) und
Cu(I) (I uM) in An- bzw. Abwesenheit komplementirer DNA 23 (1 uM) bei 40°C
durchgefiihrt. Des weiteren enthielten die Losungen NaCl (50 mM) und MOPS-Puffer (10
mM). Um eine Absorption von 16 an den Oberflichen der Reaktionsgefille zu vermeiden,
musste den Reaktionslosungen 20% Acetonitril hinzugefiigt werden.

In Anwesenheit komplementdrer DNA wurde nach 20 min eine Esterspaltung von 33,3 %
beobachtet und der vollstaindige Umsatz nach 90 Minuten erreicht. Im Gegensatz dazu konnte
im Kontrollexperiment ohne DNA auch nach 24 Stunden Reaktionszeit noch keine Spaltung

von 16 beobachtet werden.

Die Durchfithrung dieser Experimente erwies sich aufgrund der schlechten Loslichkeit der
PNA 16 als schwierig. Deshalb wurde in den weiteren Untersuchungen die PNA 17 als
Substrat-PNA eingesetzt. Aufgrund der zusétzlichen Sulfonsduregruppe war die PNA 17

uneingeschriankt wasserloslich, und ihre Handhabung erwies sich als unproblematisch.
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6.1.2 Cu(Il)-induzierte Hydrolyse der Ester-PNA 17 am DNA-Templat bei 40°C

Um in den Untersuchungen zur Cu(Il)-induzierten Esterhydrolyse auf den Zusatz von
Acetonitril verzichten zu konnen, wurde anstelle der PNA 16 die wasserlosliche PNA 17 (1
uM) als estermodifizierte Substrat-PNA eingesetzt. Des weiteren enthielten die
Reaktionslosungen PNA 31 (1 uM), Cu(Il) (1 pM), NaCl (50 mM) und MOPS-Puffer (10
mM).

Experiment.-Nr.
1 2 3 4
Komponenten
PNA 31
1 1 1 1
[uM]
PNA 17
1 1 1 1
[uM]
Cu(II
o 1 1 1 1
[uM]
DNA 23 .
[uM]
DNA 24 |
[uM]
DNA 25 .
[uM]
57 % 14 % 29 % 3,5%
Spaltung
nach 20 nach 20 nach 20 nach
Minuten | Minuten | Minuten |2 Stunden

Tab. 8: Spaltung der PNA 17 mit der Cu(ll)-PNA 31 in Anwesenheit komplementdrer (23), Fehlbasen- (24, 25)
oder keiner DNA bei T = 40°, [MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = 50mM.

Die Spaltreaktionen wurden in Anwesenheit komplementidrer DNA 23 (1 uM) und mit den
DNAs 24 und 25 (je 1 uM) durchgefiihrt. Mit den beiden letzteren sollte die Spaltselektivitit
ndher untersucht werden. DNA 24 weist eine Fehlbase (T3) gegeniiber der PNA 17 und DNA
25 (T12) gegeniiber PNA 31 auf. Die Reaktionstemperatur betrug 40°C und die
Spaltreaktionen wurden durch quantitative MALDI-TOF MS untersucht. In Anwesenheit
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komplementirer DNA 23 wurde nach 20 Minuten eine Esterhydrolyse von 57 % und nach 30
min von 73 % erreicht (Abb. 22, 23), wohingegen die Spaltreaktion ohne Templat deutlich
langsamer verlief (Abb. 22, 24). Nach 2 Stunden wurde lediglich ein Umsatz von 3,5 %
beobachtet. Beziiglich der Anfangsspaltgeschwindigkeit verlief die DNA-templatgesteuerte
Reaktion 106-fach schneller (Abb. 22).

100%

o 80% —+—DNA 23

2 60% —=— DNA 24

(1]

& 40% —&—DNA 25

X 20% —e—ohne DNA

0% T 1
0 50 100 150
Zeit/ min

Abb. 22: Spaltung der PNA 17 mit der Cu(ll)-PNA 31 in Anwesenheit komplementdirer (23), Fehlbasen-
(24, 25) oder keiner DNA bei T = 40°C
[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = 50mM; [PNA 17] = I uM; [PNA 31] = I uM; [DNA 23-25] =
1 uM. Alle Werte sind Nullpunkt korrigiert; 1% = + 15%".
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Abb. 23: MALDI-TOF MS der Spaltung von PNA
17 mit Cu(ll)-PNA 31 und DNA 23 bei T = 40°C
nach 0, 30 und 50 min (Exp. 1)

[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl]= 50mM; [PNA
17], [PNA 31], [DNA 23] und [Cu(Il)] je 1 uM.

31: [M+H'] =2682,2;, 17: [M + H'] = 3143,2;

9: M+ H+] =2961,6; * = Verunreinigung.

Abb. 24: MALDI-TOF MS der Spaltung von PNA
17 mit Cu(ll)-PNA 31 ohne DNA 23 bei T = 40°C
nach 0, 30 und 50 min (Exp. 4)

[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = 50mM; [PNA
17], [PNA 31] und [Cu(l)] je 1 uM.

31: [M+H'] =2682,2;, 17: [M + H'] = 3143,2;

9: M+ H+] =2961,6; * = Verunreinigung.
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Eine Fehlbase in der PNA 17/DNA und PNA 31/DNA-Duplex verringerte die
Anfangsspaltgeschwindigkeiten um den Faktor 4 bzw. 1, 9 (Tab. 8; Spaltung nach 20 min).
Dies kann als Folge der verringerten Stabilitdt der Fehlbasen-Duplex interpretiert werden: Die
Tm-Werte betragen 51,2°C fiir PNA 17/ DNA 23 gegeniiber 29°C fiir PNA 17/ DNA 24 (s.
Kap. 4. 3), und 56,5°C fiir PNA 31/ DNA 23 gegeniiber 38,1°C fiir PNA 31/ DNA 25 *. Die

beobachtete Fehlbasen-Diskriminierung ist jedoch gering.

Die Spaltreaktionen der estermodifizierten PNA 17 mit der Cu(II)-PNA 31 und
komplementirer (23) oder keiner DNA wurden neben den MALDI-TOF MS Untersuchungen
auch durch HPLC analysiert (Abb. 25, 26).

Exp 1 Exp 4
N
0 1{?
e R S S
0 min r\ o = 0 min J”l_ _J'p\\__
: . ; : . + + + + t
1y 20 2 28 22 18 20 24 28 30
Zeit/ min Zekf i
Abb. 25: HPLC-Analyse der Spaltung von PNA Abb. 26: HPLC-Analyse der Spaltung von
17 mit Cu(Il)-PNA 31 und DNA 23 bei T = 40°C PNA 17 mit Cu(II)-PNA 31 ohne DNA bei T =
nach 0 und 120 min (Exp 1) 40°C nach 0 und 120 min (Exp 4)
[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = 50mM; [MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCll = 50mM;
[PNA 17], [PNA 31], [DNA 23], [Cu(I])] jel uM. 31: [PNA 17], [PNA 31], [Cu(Il)] jel uM. 31: R, = 23,8
R, =23,8min; 17: R, = 29,2 min; 9: R, = 28,1 min. min; 17: R, = 29,2 min; 9: R, = 28,1 min.

Die Trennung der einzelnen PNA-Komponenten erfolgte an einer reversed-phase C-4 Séule
bei T = 49°C unter Verwendung eines Gradienten des Laufmittels A (Wasser, 0,1% TFA) und
B (CH;CN, 0,1% TFA). Die Fliegeschwindigkeit betrug 1 ml/ min und die Identifizierung
und Quantifizierung erfolgte photometrisch bei A = 260 nm.

Bei den Proben, die den Reaktionslosungen sofort entnommen wurden, konnten die

Katalysator-PNA 31 bei R; = 23,8 min sowie die estermodifizierte PNA 17 bei R; = 29,2 min
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beobachtet werden, wobei in der Mischung mit DNA-Templat schon zu 8 % das
Hydrolyseprodukt 9 bei R; = 28,1 min identifiziert werden konnte (Abb. 25 unten). Da 9 in
der Mischung ohne Templat nicht beobachtet wurde (26 unten), macht dies deutlich, wie
schnell die templatgesteuerte Reaktion in den ersten zwei bis drei Minuten bis zur HPLC-
Injektion verlduft. Nach 120 Minuten Reaktionszeit wurde in der Probe der
templatgesteuerten Reaktion fast ausschlieBlich das Spaltprodukt PNA 9 identifiziert,
wohingegen die Edukt-PNA 17 nahezu vollstindig verschwunden war. Die Spaltausbeute
betrug 98 % (Abb. 25 oben). Im Gegensatz dazu ist deutlich zu erkennen, dass in dem
Experiment ohne DNA-Templat nach 120 Minuten Reaktionszeit nur eine Umsetzung von 5
% zu 9 erfolgte (Abb. 26 oben).

Die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen bestitigen die der MALDI-TOF MS Analyse
(Abb. 22 mit A% = + 15%™*), wo die templatgesteuerte Reaktion nach 120 Minuten zu 96 %,
hingegen die Reaktion ohne DNA lediglich zu 3, 5 % verlief (Abb. 22).

AulBlerdem wurde noch untersucht, ob die Spaltreaktionen auch durch Fluorimetrie verfolgt
werden konnten, jedoch fluoreszierte die Hydroxychinolin-PNA 9 weder im wissrigen

Medium noch im System Wasser/CH;CN (20% v/v).



Kap. 6: Metallkatalysierte Reaktionen am DNA-Templat 53

6.1.3 Cu(Il)-induzierte Hydrolyse der Ester-PNA 17 am DNA-Templat bei 45°C

Um den Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Geschwindigkeit der DNA-
templatgesteuerten Spaltreaktion zu untersuchen, wurden die Spaltexperimente auch bei
hoherer Temperatur, T = 45°C, durchgefiihrt. Es wurde die komplementire DNA 23

eingesetzt, ein Kontrollexperiment ohne DNA wurde durchgefiihrt.

Exp.-Nr.
5 6
Komp.
PNA 31
1 1
[MM]
PNA 17
1 1
[uM] 100% -
Cu(II) : { > 80% -
c
[uM] 2 60% - ——DNA 23
©
DNA 23 . ] (% 40% —eo— ohne DNA
[MM] X 209
79 % 2%
Spaltung 0% |
nach 20 | nach 60 0 20 40 60
Minuten | Minuten Zeit/ min
Tab. 9: Spaltung von PNA 17 mit Abb. 27: Spaltung der PNA 17 mit der Cu(ll)-
Cu(I)-PNA 31 und komplementirer PNA 31 und komplementdirer (23) oder keiner
(23) oder keiner DNA bei T = 45°C DNA bei T = 45°C
[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = [MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = 50mM;
50mM. [PNA 17], [PNA 31], [DNA 23-25] je I uM. Alle

Werte sind Nullpunkt korrigiert; A% =+ 15%".

Nach 20 Minuten betrug der Hydrolyseumsatz bei einer Reaktionstemperatur von 45°C und in
Anwesenheit komplementirer DNA 79 %. Dies bedeutet eine 1,3-fache Beschleunigung
gegeniiber dem selbem Experiment bei T = 40°C. Im Experiment ohne DNA wurde hingegen
lediglich eine Spaltung von 2 % nach einer Stunde beobachtet. Dieser Wert ist im Rahmen der

Fehlergrenze vergleichbar mit der entsprechenden Spaltung bei 40°C (Exp. 4).
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6.1.4 Cu(Il)-katalysierte Hydrolyse der Ester-PNA 17 am DNA-Templat

Nachdem gezeigt wurde, dass bei stochiometrischer Verwendung aller beteiligten
Reaktionspartner die templatgesteuerte Esterspaltung wesentlich schneller ablauft (Kap. 6.1.2,
6.1.3), wurde in diesen Experimenten die katalytische Umsetzung am DNA-Templat
untersucht. Dafiir wurde die estermodifizierte PNA 17 (10 puM) in einem 100-fachem
Uberschuss eingesetzt. Die Konzentrationen der weiteren Komponenten betrugen: PNA 31
(0,1 uM), Cudl) (0,1 pM), NaCl (50 mM) und MOPS-Puffer (10 mM). Die
Reaktionstemperatur betrug T = 40°C.

Die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion war in Anwesenheit komplementdrer DNA 23 (0,1
uM) immer noch 2,3-mal schneller als die der Hintergrundreaktion ohne DNA. Nach der
Bildung von 28 Aquivalenten des Produktes 9 bezogen auf die DNA 23 war nach 10 Stunden
jedoch kein weiterer katalytischer Umsatz mehr zu beobachten (Abb. 28). Die Inhibierung der
Katalyse kann einerseits auf die etwas hohere Affinitdt des Produktes 9 zum DNA-Templat
zuriickgefiihrt werden. Die Schmelzpunkte T,-Werte betragen 51,2°C fiir Edukt-PNA 17/
DNA 23 gegeniiber 54,2°C fiir Produkt-PNA 9/ DNA 23 (s. Kap. 4. 3).

—e—DNA 23
—e—ohne DNA

O% T T T 1
0 250 500 750 1000
Zeit/ min
Abb. 28: Katalytische Spaltung der PNA 17 mit der Cu(Il)-PNA 31 in Anwesenheit komplementdrer (23)

oder keiner DNA bei T = 40°C

[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = 50mM; [PNA 17] = 10 uM; [PNA 31] = 0,1 uM; [DNA 23] =
0,1 uM; [Cu(I)] = 0,1 uM. Alle Werte sind Nullpunkt korrigiert; A% = + 15%".

AuBerdem ist die Cu(II)-Bindungskonstante des Hydroxychinolinkomplexes K = 10'*' M >
wesentlich hoher als die von Pyridylpyrazol K = 4(x2) x 10° M **| der Modifikation der
Katalysator-PNA 31. Deshalb ist es bemerkenswert, dass {iberhaupt ein katalytischer Umsatz
beobachtet werden konnte, und das das Hydrolyseprodukt 9 die Spaltreaktion nicht viel
starker inhibierte durch Komplexierung des Cu(II) durch Hydroxychinolin.
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Abb. 29: MALDI-TOF MS des Spaltexperimentes
der PNA 17 (100 Ag.) mit der Cu(I)-PNA 31 und
DNA 23 bei T = 40°C (nach 0, 60 und 360 min)

[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl]= 50mM; [PNA
17] = 10 uM; [PNA 31], [DNA 23] und [Cu(I])] je 0, 1
uM. 17: [M + H'] = 3143,2; 9 [M + H'] = 2961,6; * =

Verunreinigung.
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Abb. 30: MALDI-TOF MS des Spaltexperimentes
der PNA 17 (100 Aq.) mit der Cu(Il)-PNA 31 ohne
DNA bei T = 40°C (nach 0, 60 und 360 min)
[MOPS-Puffer pH 7] = 10mM; [NaCl] = 50mM; [PNA
17] = 10 uM; [PNA 31] und [Cu(ID)] je 0, I uM.
17: [M + H'] = 3143,2; 9 [M + H'] = 2961,6; * =

Verunreinigung.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Metallkomplex-Konjugate von
Peptidnucleinsdauren (PNAs) synthetisiert und in zwei Projekten angewendet: als “kiinstliche
Restriktionsenzyme* fiir die sequenzselektive Spaltung von Einzelstrang-DNA sowie als
Komponenten einer DNA-templatvermittelten Metallkatalyse. PNAs sind Oligonucleotid-
Analoga, in denen das Zuckerphosphat-Riickgrat durch ein neutrales Polyamid-Riickgrat
ersetzt ist. PNAs bilden stabilere Duplices mit komplementiren Nucleinsduren als DNA, so
dass relativ kurze, prdparativ gut zugdngliche Sequenzen (5-10mer) verwendet werden
konnen. Fiir das erste Projekt wurden Konjugate von PNAs mit Chelatliganden fiir die
Komplexierung von Zr(IV) dargestellt. Zr(IV) zdhlt zu den wenigen Metallionen, die die
Phosphodiesterbindung in Einzelstrang-DNA unter milden Bedingungen hydrolytisch spalten.
Dafiir wurden einerseits vorher entsprechend geschiitzte Iminodiessigsdure-Liganden oder die
kommerziell erhéltliche 8-Hydroxychinolin-2-carbonsdure direkt an den N'-Terminus der
PNA gekoppelt (7-9). Andererseits erfolgte die Ligandverkniipfung auch iiber eine als Linker
fungierende 4-Chloromethylbenzyl-Einheit (12-15). Diese Synthesestrategie erlaubte auch die
Verkniipfung mit den ungeschiitzten Aminoalkohol-Liganden Glucamin, 1,3,5-Triamino-
1,3,5-trideoxy-cis-inositol (TACI) und Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (13-15). Die
Aktivitdit der dargestellten Zr(IV)-Komplex-PNA-Konjugate (Zr(IV)/6-9, 12-15) fiir die
sequenzspezifische Spaltung linearer Einzelstrang-DNA wurde anschlieBend durch eine
Kombination aus MALDI-TOF MS und HPLC untersucht.

Als aktivste Spezies, die komplementére Ziel-DNAs unterschiedlicher Lange und Sequenz am
selektivsten spaltet, wurde der Zr(IV)-Komplex des TRIS-PNA Konjugats 15 identifiziert.
Die Spaltung der Ziel-DNA erfolgte sequenzselektiv in unmittelbarer Nachbarschaft des

Metallkomplexes.
0]
\
HN{Oer
PNA1S 2ot % “oH
DNA 19 STAGTTGTGA C*O*I%:éfCATCT:s
0 ‘y\
Abb. 31: Hydrolytische DNA-Spaltung (19) mit dem Zr(IV)-TRIS-PNA-Konjugat (Zr(IV)-15)

(Metallkoordination an 15 und Mechanismus sind spekulativ)

Als Hauptprodukte der Spaltung von DNA 19 entstehen zwei lidngerkettige Fragmente, deren
Ausbeute durch MALDI-TOF MS auf 76 + 19% (nach 164 Stunden) abgeschitzt wurde und
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anschlieBend durch HPLC mit 91% (nach 164 Stunden) bestimmt wurde. In
Markierungsexperimenten mit dem Enzym Terminale Transferase und **Phosphat-markiertem
Didesoxy-ATP ([a->’P] ddATP) konnte gezeigt werden, dass die DNA-Spaltprodukte des
Zr(IV)-TRIS-Konjugats von Enzymen erkannt und modifiziert werden konnen. Diese
Experimente wurden von der BASF AG im Rahmen einer Kooperation durchgefiihrt.

Die Untersuchungen zur gezielten DNA-Spaltung sind ein wichtiger Schritt zur Entwicklung
kiinstlicher Restriktionsenzyme auf PNA-Basis. Ein Vorteil der Verwendung von PNA
gegeniiber DNA ist die Resistenz der PNA-Metallkomplex-Konjugate gegeniiber einer
“Selbstverdauung® durch intramolekulare Spaltung. Einschrinkend wirken sich jedoch die
langsame Reaktionsgeschwindigkeit und eine signifikante nicht-spezifische Hintergrund-
Spaltung im einzelstringigen DNA-Bereich durch das bendtigte, iiberschiissige Zr(IV) aus. In
Hinblick auf potentielle Anwendungen der Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-Konjugate werden
Liganden bendtigt, die stabilere Komplexe mit Zr(IV) bilden, ohne jedoch ihre

Phosphodiesteraseaktivitit zu verlieren.

Im zweiten Projekt wurden die PNA-Konjugate eines Cu(ll)-Komplexes fiir DNA-
templatvermittelte Katalysen eingesetzt. Die erste Metallkomplex-Katalyse an DNA-
Templaten wurde erst vor kurzem von der Arbeitsgruppe Kramer beschrieben und erdffnet die
Moglichkeit einer chemischen Signalverstirkung, die unter anderem fiir die nicht-
enzymatische Detektion von Nucleinsidure-Sequenzen relevant ist. Ein Nachteil der
beschriebenen, Cu(Il)-katalysierten Esterhydrolyse war die Integration der fiir die Reaktion
essentiellen “Ankergruppe® (Pyridyl-Donor) in die abzuspaltende Carbonsidure-Komponente.
Dies schrinkt Strukturvariationen der Carbonsdure-Komponente, die in Hinblick auf
Anwendungen wiinschenswert sind, ein. Hier wurden deshalb die PNA-Ester-Konjugate 16
und 17 synthetisiert, in denen die Ankergruppe (Chinolin-N) in die Alkohol-PNA-
Komponente integriert ist, so dass im Grunde mit beliebigen Carbonsduren kombiniert
werden kann.

In den Benzoyl-PNAs 16, 17 ist die abzuspaltende Carbonsédure iiber einen durch Cu(Il)-Ionen
hydrolysierbaren 8-Hydroxychinol-2-yl-Linker mit der PNA verbunden. Die Spaltreaktionen
wurden mit der Cu(I)-Pyridylpyrazol-modifzierten PNA (Cu(Il)-31) durchgefiihrt und durch
eine Kombination aus MALDI-TOF MS- und HPLC-Analyse untersucht. Es konnte gezeigt
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werden, dass die Reaktion durch das DNA-Templat 106-fach beschleunigt wird. Des weiteren

wurden nach 10 Stunden 12 turnover bei einem 100-fachen Substratiiberschuss erzielt.

Abb. 32:
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DNA

— "L = Cu(ll)-labiler-Linker
A = Substrat

Katalysezyklus der DNA-templatgesteuerten Esterhydrolyse der Substrat-PNA 17 mit der

Cu(ll)-Komplex-PNA 31
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8 Experimenteller Teil

8.1 Verwendete Gerite und Chemikalien

Die fiir die Synthesen und die Aktivititsuntersuchungen verwendeten Chemikalien wurden
von Acros (Geel, Belgien), Aldrich /Sigma /Fluka (Deisenhofen, Deutschland), Advanced
Chemtech (Louisville, KY) und Novabiochem (Weidenmattweg, Schweiz) bezogen und ohne
weitere Reinigung verwendet. Die Reagenzien fiir die PNA-Synthesen wurden von PerSeptiv
Biosystems (Hamburg, Deutschland) bezogen und die PNA-Biokonjugate mit einem
Expedite™ 8909 System der selben Firma synthetisiert. Der Ligand TRIS wurde
freundlicherweise von Prof. Hegetschweiler von der Universitdt Saarbriicken zur Verfiigung
gestellt. Die verwendeten DNA-Oligonucleotide wurden von Metabion (Plannegg-
Martinsried, Deutschland) bezogen und waren HPLC gereinigt. Fiir alle Versuche wurde
Wasser mit HPLC-Reinheit verwendet. Mit Ausnahme der Cu(II)-Salz- und Puffer-Losungen
wurden alle anderen Losungen vor den Experimenten frisch angesetzt.

Die MALDI-TOF MS Untersuchungen wurden im Zeitraum vom 15.01.01-01.11.01 am
Organisch-Chemischen Institut der Universitit Heidelberg mit einem Bruker BIFLEX
Spektrometer und anschlieBend am Anorganisch-Chemischen Institut der Universitét
Heidelberg an einem Bruker BIFLEX III Spektrometer durchgefiihrt, wobei fiir Messungen
der DNAs der negative und fiir Messungen der PNA-Konjugate der positive Messmodus
verwendet wurde. Wenn nicht anders erwihnt, wurde fiir MALDI-TOF MS Analysen der
DNAs eine Matrix bestehend aus einer gesittigten ethanolischen Ldsung von
Azathiathymidin (ATTges (iony): Diammoniumcitrat (DAC, 0,1M, in Wasser) = 1:1 benutzt,
wohingegen fiir die PNA-Konjugate eine Losung von 27 mM Sinapinséure (3,5-Dimethoxy-
4-hydroxyzimtsdure) in Acetonnitril: Wasser:Methanol = 1:1:1 mit 0,1% TFA verwendet
wurde. Die zu untersuchende Probe (1 pl) wurde auf einen MALDI-Trager gegeben und mit
der Matrix vermischt. Fir die PNA-Proben wurden fir Wasser- und Wasser/CH;CN-
Losungen ein Probe zu Matrix-Verhéltnis von 1:3 verwendet, wohingegen fiir TFA/m-Cresol-
Losungen (4:1) ein Verhiltnis von 1:20 benutzt wurde. Bei den wissrigen DNA-Proben
wurde immer eine Probe zu Matrix-Verhiltnis von 1:1 verwendet. Die Proben trockneten an
der Luft und wurden innerhalb der néchsten drei Stunden untersucht, oder bis zur Messung in
einer Argonatmosphdre bei 4°C aufbewahrt. Die Genauigkeit der MALDI-TOF MS
Untersuchungen mit externer Kalibrierung betrug + 0,1 % der Molekiilionenmasse.

Die HPLC-Messungen wurden bei 22°C und 49°C an einem Shimadzu Flissigkeits-
Chromatographen durchgefiihrt, der mit einem UV-VIS-Detektor und seit dem 1.10.02 auch
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mit einem Sdulen-Ofen ausgeriistet ist. Als Saule wurde eine “Nucleosil C4 Sdule (250 x 4,6
mm) von Machery-Nagel eingesetzt. Fiir die HPLC-Reinigung der PNA-Biokonjugate wurde
eine 500 pl Injektionsschleife verwendet, wohingegen in allen anderen Untersuchungen eine
20 pl Injektionsschleife eingesetzt wurde. Als Losungsmittelgradient wurde fiir PNA-Proben
CH;CN (0,1 % TFA, Losungsmittel B) und Wasser (0,1 % TFA, Losungsmittel A) und fiir
die DNA-Proben CH3CN (Losungsmittel B) und Wasser (Ammoniumacetat 0,1 M, 0,1 %
EDTA, pH 7) eingesetzt. Der Reinheitsgrad der fiir die HPLC-Untersuchungen verwendeten
Losungsmittel betrug > 99,8%.

UV-VIS Experimente wurden auf einem Varian Cary 100 Bio UV-VIS Spektrophotometer
durchgefiihrt, wobei fiir Absorptionsmessungen (T = 22°C) eine Quarz-Makrokiivette (3,5 ml;
o = 1 cm) der Firma Helma und fiir DNA/PNA-Schmelzpunktbestimmungen (T = 10-70°C;
20-80°C) schwarzwandige Quarz-Semi-Mikrokiivetten (V = 0,9 ml; ¢ = 1 cm) der Firma
Varian benutzt wurden.

NMR-Messungen wurden am Anorganisch-Chemischen Institut der Universitdt Heidelberg
mit einem Bruker AVANCE DPX 200 NMR-Spektrometer durchgefiihrt. Deuterierte
Losungsmittel wurden von Deutero bezogen. Zur Standardisierung der chemischen
Verschiebungen wurden die Restwasserstoffsignale der deuterierten Losungsmittel als
interner Standard verwendet.

Um Reaktionslosungen zu zentrifugieren, wurde die Biofuge pico von Heraeus verwendet.
Fiir die Zentrifugation im Vakuum wurde hingegen ein Speed Vac-Konzentrate SPD 111V-
System eingesetzt.

Als Reaktionsgefdfe fiir die Spaltexperimente wurden low-retention Reaktionsgefifie (V =
0,6 und 1,7 ml) der Firma Kisker (Steinfurt) benutzt.

Um Losungen zu mischen, wurde ein Vortex-2 Genie von Scientific Industries verwendet.
Um Reaktionslosungen zu temperieren und zu durchmischen, wurde der Thermomixer
comfort fiir 1,5 ml Reaktionsgefifle der Firma Eppendorf verwendet.

Um PNA-L6sungen bis zur Trockene einzuengen, wurde ein Gefriertrockner VaCo 5 der
Firma Zirbus verwendet.

Die DNA-Markierungsexperimente mit der Terminalen Transferase und >°Phosphat-
markiertem Didesoxy-ATP ([a->’P] ddATP) wurden in der BASF AG Ludwigshafen
durchgefiihrt.
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8.2 Synthese der t-Butyl geschiitzten Iminodiessigsiure-Derivate 3a und

3b

8.2.1 Synthese von Bis-(N-zer-Butyloxycarbonylmethyl)-aminoessigsiureethyl-

ester 2a

Das Glycinethylesterhydrochlorid 1a (279,2 mg; 2 mmol) wird in DMF (10 ml) und
Diisopropylethylamin (2 ml; 12 mmol) geldst. AnschlieBend wird Bromessigsdure t-
Butylester (3.22 ml; 20 mmol) hinzugefiigt und die Losung fiir 60 Stunden bei 25°C geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wird mit 50 ml Ethylacetat vereinigt und anschlieBend mit
destilliertem Wasser (3x15 ml), NaHCO; (10% v/v) (2x10 ml) und einer geséttigten
Kochsalzlésung

(3x5 ml) gewaschen. Anschlieend wird die wissrige Phase mit CH,Cl, gewaschen (4x15 ml)
und die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO4 getrocknet.

Die Reaktionslosung wird im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Anschliefend wird
siulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel; 2% EtOH/ CH,Cl,) und 2a als gelbes Ol
gewonnen.

Ausbeute: 439 mg (1,32 mmol; 66%)

DC (Kieselgel; 2% EtOH/ CH,Cl,): R¢ = 0,3.

"H-NMR (CDCl;.200MHz): & 4,14 (q; °J = 7,18; 2H); 3,58 (s; 2H); 3.50 (s; 4H); 1,42 (s;
18H); 1, 23 (t; °J = 7,18; 3H).

BC-NMR (CDCls, 50MHz): & 171,29; 170,40; 81,43; 60,84; 56,13; 55,22; 28,41; 14,49.

MS (CT"): m/z 332.5 (M+H)"; theor. 332.41.

C,H,N-Analyse: C;cH,9NOg, Berechnet: C, 57,99; H, 8,82; N, 4,23. Gefunden: C, 57,85; H,
8,73; N, 4,43.

8.2.2 Synthese von 4-Bis-(N-fert-Butyloxycarbonylmethyl)-aminobuttersiure-
ethylester 2b

Die Synthese wird mit 4-Aminobuttersdureethylesterhydrochlorid 1b (328,4 mg; 2 mmol),
Diisopropylethylamin (2 ml; 12 mmol) und Bromessigsdure t-Butylester (3.22 ml; 20 mmol)
analog zu der in 8.2.1 beschriebenen Synthese von 2a durchgefiihrt. Es wird
siulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel; 10% Aceton/n-Hexan) und 2b als farbloses Ol
gewonnen.

Ausbeute: 536,7 mg (1,49 mmol; 74 %)
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DC (Kieselgel; 10% Aceton/ n-Hexan): Ry = 0,35.

"H-NMR (CDCls, 200MHz): & 4,09 (q; *J = 7,14; 2H); 3,42 (s; 4H); 2,73 (t; °J = 7,00; 2H);
2,35 (t;°T=17,37; 2H); 1,77 (m; T = 7,21; 2H); 1,43 (s; 18H); 1, 22 (t; °T = 7,18; 3H).
BC-NMR (CDCls. 50MHz): & 173,85; 170,72; 81,30; 60,49; 56,00; 53,57; 32,00; 28.80;
23,40; 14,51.

MS (CT"): m/z 360,3 (M+H)"; theor. 360,2.

C, H, N-Analyse: C;3H33NOg, Berechnet: C, 60,14; H, 9,25; N, 3,90. Gefunden: C, 59,98; H,
9,26; N, 4,20.

8.2.3 Synthese von Bis-(N-fert-Butyloxycarbonylmethyl)-aminoessigsiure 3a

2a (21 mg; 63 pmol) wird in MeOH (4 ml) geldst. AnschlieBend wird NaOH (2N; 2ml)
hinzugefiigt und die Reaktionslosung fiir 4 Stunden bei 25°C geriihrt. Die Reaktionsldsung
wird mit der Pyridiniumform von Dowex"-Kationenaustauscher neutralisiert, filtriert und im
Vakuum eingeengt. Es wird in Toluol (2x25 ml) gelost, im Vakuum bis zur Trockene
eingeengt und 3a als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 17,2 mg (57 umol; 91%)

DC (Kieselgel; 2% EtOH/ CH,Cl,): Ry =0

"H-NMR (d°-DMSO.200MHz): & 3,33 (s; 4H); 3,24 (s; 2H); 1,29 (s; 18H).

BC-NMR (d°-DMSO. 50MHz): & 172,99; 170,67; 81,01; 78,8; 55,93; 28,90.

MS (CT"): m/z 304,3 (M+H)"; theor. 304,2.

8.2.4 Synthese von 4-Bis-(N-fert-Butyloxycarbonylmethyl)-aminobuttersaure 3b

Die Darstellung von 3b erfolgt analog zu der von 3a (Kap.8.2.3). Sie wird ausgehend von 2b
(20 mg; 56 umol) mit NaOH (2N; 2 ml) in MeOH (4 ml) durchgefiihrt und 3b anschlielend
als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 17,Img (52 pmol; 92%)

DC (Kieselgel; 10% Aceton/ n-Hexan): Ry =0

"H-NMR (d°-DMSO.200MHz): & 3,21 (s; 4H); 2,47 (t; °T = 7,68; 2H); 2,10 (t; °J = 7,34; 2H);
1,53 (m, *J = 7,08); 1,39 (s, 18H)

BC-NMR (d°-DMSO. 50MHz): § 175,73; 171,30; 80,74; 56,30; 53,63; 39,82; 32,18; 23,64
MS (CI'): m/z 332,3 (M+H)"; theor. 332,4.
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8.3 Synthese der PNA-Biokonjugate

8.3.1 Synthese der festphasengebundenen PNA 5

Die Synthese der unmodifizierten, festphasengebundenen PNA S5 erfolgt nach dem vom

Hersteller empfohlenem Standardprotokoll fiir 2 pmolare PNA-Ansétze.

8.3.2 Synthese der PNAs 7, 8

Die Iminodiacetatderivate 3a bzw. 3b (15 umol), HBTU (5,4 mg; 13,5 umol) und HOBT (2
mg; 15 umol) werden in DMF (500 pl) und DIEA (4,2 pl; 33 umol) geldst und umgehend zur
unmodifizierten, festphasengebundenen PNA 5 (2,4 mg; 0,3 pmol Beladung mit
festphasengebundenem primdrem Amin) gegeben. Die Reaktionsmischung wird bei 25°C fiir
1 Stunde geschiittelt und anschlieBend die iiberschiissige Reaktionslosung entfernt. Das
festphasengebundene Produkt wird mit DMF, CH3CN und Aceton (je 2x1 ml) gewaschen und
im Vakuum (107 mbar) getrocknet.

8.3.3 Synthese der PNAs 9, 10 und 11

Die Synthese erfolgt analog zu der in 8.3.2 beschriebenen Darstellung der PNAs 7, 8. Fiir die
Synthese von 9 wird 8-Hydroxychinolin-2-carbonsdure (1,9 mg; 10 pmol), fiir 10 2,3-
dihydroxybenzoesdure (1,5 mg; 10 umol) und fiir 11 4-Chloromethylbenzoeséure (1, 7 mg; 10
umol) eingesetzt. Des weiteren wird HBTU (3,6 mg; 9 umol), HOBT (1,35 mg; 10 pumol),
DIEA (2,84 pl; 22 pmol), DMF (500 pl) und die unmodifizierte, festphasengebundene PNA 5

(0,8 mg; 0,1 pumol Beladung mit festphasengebundenem primarem Amin) verwendet.

8.3.4 Synthese der PNA 12

Di-tert-Butyliminodiacetat (3,6 mg; 15 pmol), Nal (2,2mg; 15 pmol) und die
festphasengebundene PNA 11 (2,4 mg; 0,3 pumol Beladung mit festphasengebundenem
primidrem Amin) werden in DMSO (500 pl) suspendiert. Die Reaktionsmischung wird fiir 12
Stunden bei 55°C geschiittelt. Die iiberschiissige Reaktionslosung wird entfernt und das
festphasengebundene Produkt mit DMF, CH3;CN und Aceton (je 2x1 ml) gewaschen.

AnschlieBend wird es im Vakuum (107 mbar) getrocknet.
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8.3.5 Synthese der PNAs 13-15

Die Synthese ist analog zu der in 8.3.4 beschriebenen Darstellung der PNA 12, nur dass fiir 13
Glucamin (2,8 mg; 15 pumol), 14 TACI (2,7 mg; 15 umol) und 15 TRIS (1,8 mg; 15 pmol)

anstelle des Di-tert-Butyliminodiacetats eingesetzt wird.

8.3.6 Synthese der 8-(Benzoyloxy)-2-chinolyl-PNAs 16 und 17

Benzoesdure (24,4 mg; 189 umol) bzw. p-Sulfobenzoesiure (40,4 mg; 200 umol) und HOBT
(27 mg; 200 pmol), sowie DIMAP (24,43 mg; 200 umol) und DIC (25,24 mg; 31, 3 pumol)
werden in DMF (e 400 pl) suspendiert, vereinigt und umgehend zu der
festphasengebundenen PNA 9 (16 mg; 2 pmol Beladung mit festphasengebundenem
primdrem Amin) gegeben. Die Reaktionsmischung wird bei 25°C fiir 12 Stunden geschiittelt
und dann die liberschiissige Reaktionslosung entfernt. Das festphasengebundene Produkt wird
mit DMF, CHsCN und Aceton (je 2x1 ml) gewaschen und anschlieBend im Vakuum (107

mbar) getrocknet.

8.3.7 Reaktionskontrolle der Festphasensynthesen

Ein bis fiinf Korner des Harzes mit der festphasengebundenen PNA (5-17) werden mit einer
Losung aus TFA/m-Cresol = 4:1 (30 ul) versetzt. Nach 60 Minuten wird der Losung eine
Probe (1 pl) entnommen, mit der Sinapinsdure-Matrix (30 pl) verdiinnt und anschlieBend

durch MALDI-TOF MS untersucht.

8.3.8 Abspaltung der PNA von der Festphase und Aufarbeitung

Dem festphasengebundene PNA-Konjugat (6-9, 12-17; 0,8-2mg; 0,1-2 pmol Beladung mit
festphasengebundenem primirem Amin) wird eine Losung aus TFA/m-Cresol = 4:1 (500 pl)
hinzugefiigt. Nach 90 Minuten wird die Mischung filtriert, die Festphase mit TFA (200 pl)
gewaschen und nochmals filtriert. Das vereinigte Filtrat wird mit Diethylether (1 ml) versetzt.
Der gebildete weiie Niederschlag wird abfiltriert, bei RT (20 min) und dann im Vakuum (107
mbar) getrocknet. AnschlieBend wird das Produkt mit HPLC gereinigt.
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8.3.9 HPLC-Reinigung der PNA-Biokonjugate

Zur Reinigung werden die PNA-Biokonjugate (6-9, 12-17) iiber HPLC von entstandenen

Nebenprodukten getrennt, und die erhaltenen Fraktionen iiber MALDI-TOF MS

charakterisiert. Fraktionen die mehr als 90% des gewlinschten Produktes enthalten, werden

vereinigt, gefriergetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

Dafiir werden folgende Laufmittelgradienten von 0,1 % TFA in CH3CN (Ldsungsmittel B)

und 0,1 % TFA in Wassser (Losungsmittel A) verwendet:

1) Gradient A, 22°C: in 5 min von 0-2 % B, in 23 min von 2-20 % B, in 7 min von 20-95 %
B, 10 min bei 95 % B.

2) Gradient B, 49°C: 5 min bei 0 % B, in 30 min von 0-35 % B, in 10 min von 35-90 % B, 10
min bei 90 % B.

Charakterisierung der PNAs 6-9, 12-17:

6: Ausbeute 85,8%; HPLC Rt=22,6 min (Gradient A), MALDI-TOF MS fiir C114H159N58028

[M+H]": theor. 2789,8; gef. 2789,2.

7: Ausbeute 49%; HPLC R=29,1 min (Gradient A); MALDI-TOF MS fiir C;20H;66N59033
+H] : theor. ,0; get. Pl

M+H]": theor. 2962,6; gef. 2960,4

8: Ausbeute 79,9%; HPLC Rt=27,8 min (Gradient A), MALDI-TOF MS fur C122H170N59033

[M+H]": theor. 2991,0; gef. 2989,4.

9: Ausbeute 74%; HPLC R=30,4 min (Gradient A); MALDI-TOF MS fiir C;24H;64N59030
+H] : theor. ,25 gel. 50.

M+H]": theor. 2961,2; gef. 2961,6

12: Ausbeute 65%; HPLC R=28,2 min (Gradient A); MALDI-TOF MS fiir C;26H;70N590O33

[M+H]": theor. 3039,7; gef. 3037,7.

13: Ausbeute 79,3%; HPLC R=25,1 min (Gradient A); MALDI-TOF MS fiir C,3H;78N59034
+H]| : theor. ,1; gef. L1

M+H]": theor.3087,1; gef. 3085,1

14: Ausbeute 42,7%; HPLC R=23,5 min (Gradient A); MALDI-TOF MS fiir C,3H;7sN103,

[M+H]": theor. 3083,2; gef. 3081,4.

15: Ausbeute 75,3%; HPLC R=26,4 min (Gradient A); MALDI-TOF MS fiir C;26H74N59O3,
+H]| : theor. ,1; gel. ,0.

M+H]": theor. 3027,1; gef. 3028,0

16: Ausbeute: 31,3%; HPLC Rt=34,1 min (Gradient B), MALDI-TOF MS fir C131H167N59031

[M+H]": theor. 3065,3; gef. 3064,3.

17: Ausbeute: 29,5%; HPLC R=29,2 min (Gradient B); MALDI-TOF MS fir

C131H1(,7N59034S [M+H]+I theor. 3144,2, gef 3143,2
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8.4 Durchfithrung der PNA/DNA-Hybridisierungsexperimente

8.4.1 Durchfiihrung der Schmelzpunktuntersuchungen

Fiir die Schmelzpunktexperimente werden Losungen (V = 700 pl) bestehend aus DNA (2
uM), PNA (2 uM), MOPS-Puffer (10 mM) und NaCl (50 mM) untersucht.

A=¢gcd
Zunéchst wird die Absorption (A; dimensionslos) der wéssrigen PNA- und DNA-LGsungen
photometrisch bei A = 260 nm bestimmt, so dass anschliefend die Konzentrationen (c; mol ™M
bei bekannter Kiivettendicke (d; cm) und molarem Extinktionskoeffizienten (g; I mol™ cm™)

uber das Lambert-Beersche Gesetz bestimmt werden konnen.

Der molare Extinktionskoeffizient & der PNAs und DNAs wird folgendermaBen berechnet: >

e=négA)+megC)+1&(G)+meg(T)

n= Anzahl der Adeninbasen in der PNA bzw. DNA; &(A)=13700 I mol”' cm™
m = Anzahl der Cytosinbasen in der PNA bzw. DNA; &(A) = 6600 1 mol™ cm™
1= Anzahl der Guaninbasen in der PNA bzw. DNA; &(A)=11700 1 mol™ cm
k= Anzahl der Thyminbasen in der PNA bzw. DNA; &(A) = 8600 1 mol” cm’™

Dann werden nacheinander die MOPS-, NaCl-, PNA- und DNA-Ldsungen sowie Wasser in
eine Kiivette gegeben, so dass das gewlinschte Endvolumen (V = 700 ul) mit den anfangs
angegebenen Konzentrationen erreicht wird. Die Losung wird durchmischt (3x10 sec) und mit
Argon gesplilt (5 min). AnschlieBend wird auf 90°C erwdrmt (10 min) und dann auf die
gewlinschte Starttemperatur abgekiihlt. Bei der Messung wird die Abhingigkeit der
Absorption von der Temperatur bestimmt, indem in Schritten von 0,5°C erwidrmt bzw.
abgekiihlt wird. Jeder Messvorgang wird mindestens zweimal wiederholt. Ist der Messbereich
so gewdhlt, dass die Temperatur von 20°C unterschritten wird, wird die Kiivette von auflen

mit Stickstoff umspiilt, um ein Beschlagen des Kiivettenglases zu vermeiden.
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8.4.2 Durchfithrung der T,-Wertbestimmungen in Abhangigkeit von Zr(IV)
bzw. Cu(Il)

Zu den Losungen (V = 700 ul) bestehend aus DNA (2 uM), PNA (2 uM), MOPS-Pufter (10
mM) und NaCl (50mM), fiir welche in Schmelzpunktexperimenten die DNA/PNA-
Duplexstabilitét bereits bestimmt wurde (Kap. 8.4.1), werden schrittweise folgende wéssrige

ZrCly- oder CuCl,-Losungen hinzugefiigt:

ZrCly-Losung: 0,7 ul (2 x 10° M), zweimal 0,56 ul (5 x 10°M) und 2,16 ul (102 M).
CuCl-Lésung: 0,46 ul (3 x 10° M), 0,5, 0,56 und 1,68 pl (25 x 10~ M).

Nach jeder Metallsalzzugabe wird durchmischt (3x10 sec), mit Argon gespiilt (5 min) und der

Tm-Wert, analog zu der in 8.4.1 beschriebenen Durchfiihrung, bestimmt.

8.4.3 Durchfithrung des PNA/DNA-Titrationsexperiments

Fiir die PNA/DNA-Titrationsexperimente wurden folgende Stammlosungen verwendet:
2 mM ZrCly in Wasser, 234,2 uM PNA 6 in Wasser und 117,7 uM DNA 19 in Wasser.
Die ZrCly-Losung, sowie das verwendete Wasser wird mit NaOH (2 N) auf pH 4 eingestellt.

Zu 10 pl der ZrCls-Losung werden 8,5 pl der PNA 6-Losung hinzugefiigt und mit Wasser auf
ein Gesamtvolumen von 1000 pl aufgefiillt. Dieser Losung werden schrittweise 1,7 pl der
DNA 19-Losung zugegeben, bis eine Konzentration der DNA 19 von 3 uM bei einem
konstanten Volumen von 1 ml erreicht worden wére. Darauthin werden der Mischung noch
3,4, 5,1 und zweimal 8,5 pl der DNA 19-Losung hinzugefiigt, so dass die Endkonzentration
der DNA 19 bei einem konstanten Volumen von 1 ml 6 uM betriige. Nach jeder DNA-Zugabe
wird die Losung durchmischt (3x10 sec) und photometrisch bei A = 260 nm untersucht, wobei
fiir die Auswertung das Volumen auf 1 ml korrigiert wird. Ein Kontrollexperiment wird
analog, nur ohne PNA 6 durchgefiihrt.

Der pH-Wert (pH 4) der Losungen wird vor, wéihrend und nach den Experimenten

kontrolliert.
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8.5 Durchfithrung der DNA-Spaltexperimente

8.5.1 Durchfiithrung der Voruntersuchungen zur qualitativen MALDI-TOF MS
Analyse

Fiir diese Voruntersuchungen werden folgende Stammlosungen verwendet:

15,1 uM PNA 6 in Wasser, 30 uM DNA 18 in Wasser, 17,9 uM DNA 26 in Wasser, 15,7 uM
DNA 27 in Wasser, 10 uM ZrCls in Wasser, 10 mM MOPS (pH 7) in Wasser und 1 M NH4Cl
in Wasser.

Es werden vier verschiedene Mischungen (Nr. 42-45) vorbereitet. Zu je 4 pl der MOPS-
Loésung werden 0,5 pl der NH4Cl-, 0,33 pl der DNA 18-, 0,56 pl der DNA 26- und 0,64 pl der
DNA 27-Lésungen hinzugefiigt. Zu den Mischungen Nr. 43 und 45 werden aullerdem 4 pl der
ZrCly-Losung und zu den Mischungen 44 und 45 noch 0,66 pl der PNA 6-Losung
hinzugegeben. Anschliefend werden alle Mischungen mit Wasser auf ein Gesamtvolumen

von 20 pl aufgefiillt und durch MALDI-TOF MS untersucht.

8.5.2 Untersuchungen zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA

Konjugaten ohne Puffer

Fiir diese Spaltexperimente werden Losungen (V = 10 ul) verwendet, die die DNA-
Oligonucleotide 18, 19, 22 (10 uM; in Wasser), die PNA-Biokonjugate 6-9, 12-15 (10 uM; in
Wasser) und ZrCly (10, 50 oder 100 uM; in Wasser) enthalten. Als Kontrollen werden
dieselben Losungen untersucht, nur ohne PNA sowie ohne PNA und ZrCl,.

Vor der Durchfiihrung des Experimentes werden die ZrCly-Losungen frisch angesetzt und mit
NaOH (2 N) auf pH 3, 4 oder 5 eingestellt. Auerdem werden die Konzentrationen der PNA-
und DNA-Losungen photometrisch bei A =260 nm (Vgl. Kap. 8.4.1) bestimmt.

Dann werden nacheinander Wasser, die PNA- und DNA-Losungen in das Reaktionsgefdl3
gegeben, so dass bei dem gewiinschten Endvolumen (V = 10 pl) die anfangs angegebenen
Konzentrationen erreicht werden. Die Losung wird geschiittelt (3x15 sec) und nach 1-2
Stunden mit ZrCly (1 mM; pH 3, 4 oder 5) auf das Endvolumen aufgefiillt, so dal3 die Zr(IV)-
Konzentration in der Reaktionslosung 10, 50 oder 100 uM betragt. Durch die ZrCls-Zugabe
wird das Experiment gestartet. Die Reaktionstemperatur betrdagt 22 + 2°C. Fiir die MALDI-
TOF MS Untersuchungen werden den Reaktionsldsungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
Proben (1 pl) entnommen, auf einen MALDI-Trédger gegeben und dort mit der Matrix (1 pl)

vermischt. Die Matrix besteht aus einer Mischung gleicher Volumina einer gesittigten
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ethanolischen Losung von Azathiathymidin (ATT ges (giom)) und wassrigem Diammoniumcitrat
(DAC; 0,1M). Die Matrix enthilt aulerdem die DNA 30 als internen DNA-Standard (1,35
uM). Die Proben trocknen an der Luft und werden anschlieBend massenspektrometrisch
untersucht.

Die Reaktionslosung mit der PNA 6 besitzt anstelle eines Endvolumens von 10 pl ein
Volumen von 200 pl. In dieser Losung werden pH-Wert-Kontrollen vor (t = 0 min), wihrend

(t=92 h) und nach dem Experiment (t = 164 h) durchgefiihrt.

8.5.3 Untersuchungen zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-

Konjugaten in Pyridinium bzw. Acetatpuffer

Diese Untersuchungen werden analog zu den Experimenten zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-
Metallkomplex-PNA-Konjugaten ohne Puffer (Kap. 8.5.2) durchgefiihrt, nur dass die
Reaktionslosungen Pyridinium- (10 mM; pH 5,27) oder Acetatpuffer (10 mM; pH 4,67)
enthalten . Die frisch angesetzte ZrCly-Losung wird mit NaOH (2 N) auf pH 4,6 eingestellt.
Die Konzentrationen in den Reaktionslosungen betragen 10 uM DNA-Oligonucleotid, 10 uM
PNA-Biokonjugat, 10 mM Puffer und 100 uM ZrCly bei 24 & 2°C und pH 4,67 bzw. 5,27.

Als DNAs werden 18, 19, 22 und als PNA-Biokonjugate 6, 12 und 15 eingesetzt. Das
Spaltexperiment wird durch die Metallsalzzugabe gestartet und zu bestimmten Zeitpunkten

(t=0, 140 und 240 Stunden) durch MALDI-TOF MS analysiert.

8.5.4 Untersuchungen zur DNA-Spaltung mit Zr(IV)-Metallkomplex-PNA-
Konjugaten in MOPS-Puffer

Diese DNA-Spaltexperimente werden analog zu den in 8.5.2 beschriebenen Untersuchungen
durchgefiihrt, nur dass die Reaktionslésungen zusdtzlich MOPS-Puffer (5 mM; pH 7)
enthalten. Somit betragen die Konzentrationen in den Reaktionslosungen 10 uM DNA-
Oligonucleotid, 10 uM PNA-Biokonjugat, 5 mM Puffer und 10, 50 oder 100 uM ZrCl, bei 22
+2°C bzw. 45 +£2°C und pH 7.

Als Substrat-DNAs werden 19-22 eingesetzt. Die Experimente der DNA 19 werden mit den
PNA-Biokonjugate 6-7, 12-15, sowie PNA 6 mit den externen, ungebundenen Liganden IDA
(Ls-H), TACI (Ls-H) und TRIS (Ls-H) (je 10 puM) durchgefiihrt, wohingegen in den
Experimenten mit den DNAs 20-22 die PNAs 13-15 eingesetzt werden. Das Spaltexperiment
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wird durch die Metallsalzzugabe gestartet und zu bestimmten Zeitpunkten (t = 0, 92, 120 und
164 Stunden) durch MALDI-TOF MS analysiert.

8.5.5 Beschreibung der HPLC-Analyse des DNA-Spaltexperimentes

Dem Spaltexperiment (VIIc) der DNA 19 (10 uM) mit der PNA 15 (10 uM) und ZrCly (100
uM) in MOPS-Puffer (5 mM; pH 7) werden zwei Proben (je 1 pl) entnommen: nach 0 min
und nach 164 Stunden. Die Spaltreaktion in diesen Proben wird mit EDTA (10 mM in
Wasser, 1 ul) gestoppt, die Probe mit Wasser verdiinnt (10 pl) und durch HPLC analysiert.
Das Injektionsvolumen betrdgt 10 pl und es wird ein Laufmittelgradient von CH3;CN
(Losungsmittel B) und 0,1 M Triethylammoniumacetat in Wasser (pH 7; 0,1% EDTA)
(Losungsmittel A) verwendet: 5 min bei 0 % B, in 30 min von 0-25 % B, in 10 min von 25-90
% B, 9 min bei 90 % B.
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8.6 Metallkatalysierte Reaktionen am DNA-Templat

8.6.1 Stammlosungen

Fiir die Cu(Il)-induzierten Esterhydrolysen der 8-(Benzoyloxy)-2-chinolyl-PNAs (16, 17)
werden Stammlosungen von NaCl, CuSO4 und MOPS-Puffer hergestellt. Die Konzentration
an CuSOy betrigt dabei 10 pM_ die von NaCl 1 M und die des MOPS-Puffers 50 mM. Der
MOPS-Puffer wird in Wasser geldst und mit NaOH (2N) auf pH 7 eingestellt. Vor den
eigentlichen Spaltexperimenten werden die Konzentrationen der wissrigen PNA-, und DNA-
Losungen durch Messung der Absorption bei A = 260 nm bestimmt, und die Reinheit durch
MALDI-TOF MS {iberpriift. Sie muss iiber 90% betragen.

8.6.2 Durchfithrung der Cu(II)-induzierten Hydrolyse der PNA 16

Die Reaktionslosung (V = 20 ul) des Spaltexperimentes der PNA 16 enthilt PNA 16 (1 uM),
PNA 31 (1 uM), DNA 23 (1 uM), CuSOq4 (1 uM), MOPS-Puffer (10 mM; pH 7), NaCl (50
mM) und CH3CN (20% v/v) bei 40°C und pH 7. Aullerdem wird ein analoges Experiment,
nur ohne DNA durchgefiihrt.

Es werden Wasser, die CH3;CN-, MOPS-, NaCl-, PNA 31- und CuSO4-Losungen in das
Reaktionsgefall gegeben und die Losung geschiittelt (3x15 sec). Nach 15 Minuten wird die
PNA 16 und DNA 23 (Wasser im Kontrollexperiment) zugegeben, so dass das gewliinschte
Endvolumen (V = 20 pl) mit den anfangs angegebenen Konzentrationen erreicht wird. Durch
die DNA-Zugabe wird die Reaktion gestartet. Fiir die MALDI-TOF MS Untersuchungen
werden den Reaktionsldsungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben (1 pl) entnommen,
auf einen MALDI-Trager gegeben und dort mit der Sinapinsdure-Matrix (3 pl) vermischt. Die

Proben trocknen an der Luft und werden anschlieBend massenspektrometrisch untersucht.

8.6.3 Durchfithrung der Cu(Il)-induzierten Hydrolyse der PNA 17

Diese Untersuchungen werden analog zu den Spaltexperimenten der PNA 16 (Kap. 8.6.2)
durchgefiihrt, nur das anstelle von 16 die PNA 17 als Substrat-PNA eingesetzt und auf die
Verwendung von CH3;CN verzichtet wird.

Somit setzt sich die Reaktionslosung (V = 10 oder 50 pl) wie folgt zusammen: PNA 17

(1 uM), PNA 31 (1 puM), DNA 23-25 (1 uM), CuSO4 (1 uM), MOPS-Puffer (10 mM; pH 7)
und NaCl (50 mM). Die Reaktion wird durch die DNA-Zugabe gestartet. Den
Reaktionslosungen werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben fiir die MALDI-TOF MS
Untersuchung (1 pl) oder HPLC-Analyse (15 pl) entnommen und anschlieBend untersucht.
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Die Reaktionstemperatur fiir die Experimente mit den DNAs 23-25 betrdagt 40°C. Die
Reaktion mit der DNA 23 wird auch bei 45°C durchgefiihrt.

8.6.4 Durchfiihrung der Cu(Il)-katalysierten Hydrolyse der PNA 17

Diese Reaktion wird analog zu dem Spaltexperiment der PNA 17 (Kap. 8.6.3) bei T= 40°C
durchgefiihrt, nur dass die an der Esterhydrolyse beteiligten Komponenten folgende
Konzentrationen besitzen: PNA 17 (10 uM), PNA 31 (0,1 uM), DNA 23 (0,1 uM) (Wasser im
Kontrollexperiment) und CuSOy4 (0,1 pM). Diese Spaltreaktion werden durch MALDI-TOF
MS untersucht.

8.6.5 Beschreibung der HPLC-Analyse der Esterspaltreaktion der PNA 17

Der Reaktionslosung mit PNA 17 (1 uM), PNA 31 (1 uM), CuSOq4 (1 pM), MOPS-Puffer (10
mM; pH 7), NaCl (50 mM) und DNA 23 (1 uM) bzw. keiner DNA bei 40°C und pH 7 (Kap.
8.6.3) werden nach 0 min und nach 120 Stunden Proben (15 pl) entnommen und durch HPLC
analysiert. Das Injektionsvolumen betrégt 10 pl. Es wird folgender Laufmittelgradient von 0,1
% TFA in CH;CN (Losungsmittel B) und 0,1 % TFA in Wasser (Losungsmittel A) verwendet
(Gradient B, 49°C): 5 min bei 0 % B, in 30 min von 0-35 % B, in 10 min von 35-90 % B, 10
min bei 90 % B.
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