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1 Einleitung  

1.1 Biokatalysatoren und natürliche katalytische Nukleinsäuren 

Bis in die frühen 1980er Jahre hinein wurde die Idee der Biokatalyse und der enzymatischen 

Aktivität ausschließlich mit der Beteiligung von Proteinen in Verbindung gebracht.  

Erst 1982 konnten Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Thomas Cech zeigen, dass auch eine 

andere Klasse von Biomolekülen, die Ribonukleinsäure zu einer Reaktionskatalyse in der 

Lage war [Kruger et al. 1982]. Sie entdeckten, dass ribosomale RNA von Tetrahymena 

thermophila Umesterungen an ihrem eigenen Phosphordiesterrückgrat ohne Beteiligung von 

Enzymen katalysierte. Dieses Ribozym (aus Ribonukleinsäure und Enzym) war ein Gruppe I 

Intron und katalysierte in Gegenwart eines notwendigen Cofaktors 5´-Guanosinmonophosphat 

in einem Spleißschritt seine eigene Entfernung aus dem RNA-Strang und die 

Zusammenfügung der entstandenen Exons. Diese RNA übernahm RNA-Ligase und 

Ribonukleasefunktionen und war damit das erste Beispiel einer katalytisch aktiven 

Ribonukleinsäure. 

Fast zeitgleich konnte Sid Altman zeigen, dass die RNase P Vorläufersequenzen vom 5’-Ende 

von prä-tRNAMolekülen abspaltet und somit an der Reifung von tRNAs beteiligt ist 

[Guerrier-Takada et al. 1983]. 

Schnell wurde der Begriff der Ribozyme für katalytische RNA gebräuchlich und es etablierte 

sich ein neues Forschungsgebiet, in dem die Identifizierung von selbstspaltenden oder 

bindungsknüpfenden RNA Sequenzen untersucht sowie die Suche nach weiteren natürlichen 

Ribozymen ausgeweitet wurde. Cech und Altman wurden 1989 für ihre Entdeckungen mit 

dem Nobelpreis geehrt. 

Seitdem sind eine Reihe weiterer natürlicher Ribozyme identifiziert worden. Dies sind unter 

anderem die Gruppe I und II Introns, das Hammerhead-Ribozym, das Hairpin-Ribozym, das 

Hepatitis Delta Virus und das Neurospora Varkud Satelite Virus. [Doudna & Cech 2002]  

Selbst das Ribosom, die Proteinmaschinerie in Zellen, ist ein Ribozym. Im Jahr 2000 konnte 

die Struktur des Ribosoms durch Röntgenbeugung bestimmt werden [Nissen et al. 2000; 

Moore & Steitz 2003]. Daraus wurde gefolgert, dass der Peptidyltransfer zwischen zwei 

tRNA Molekülen alleine vom RNA-Anteil im Ribosom katalysiert wird und keine 

Proteinstrukturen in der Nähe des aktiven Zentrums lokalisiert sind.  

Aktuell wird in der Literatur diskutiert, ob das Spleißosom, ebenfalls ein wichtiger 

makromolekularer RNA-Protein-Komplex, in der entscheidenden Reaktion durch RNA-
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Katalyse agiert [Collins & Guthrie 2000; Valadkhan & Manley 2001] und ob eine durch 

Glukosamin-6-phosphat (GlcN6P) aktivierte RNA [Winkler et al. 2004], die die mRNA eines 

GlcN6P-synthetisierenden Enzyms spaltet, ebenfalls zu den natürlichen Ribozymen gezählt 

werden kann. 

Die Reaktionen der natürlichen Ribozyme sind auf RNA prozessierende Reaktionen wie 

Hydrolyse oder Ligation an Phosphordiesterbindungen sowie auf die 

Peptidbindungsknüpfung im Ribosom beschränkt.  

 

1.2 RNA-Welt Hypothese 

Der grundlegendste Prozess in heute lebenden Organismen ist die Proteinbiosynthese, die 

fundamentalste Reaktion der Molekularbiologie, bei der eine Nukleotidsequenz als 

Informationsträger in eine Proteinsequenz als Funktionsträger translatiert wird.  

Man geht davon aus, dass die ersten sich evolvierenden Systeme aus Gründen der 

Wahrscheinlichkeit nur aus einer Verbindungsklasse aufgebaut waren. In einer präbiotischen 

Welt mit homomolekularem Leben ist vor allem RNA als vorherrschendes Biomakromolekül 

vorstellbar gewesen [Gesteland et al. 1999]. Proteine wären alleine nicht zu Replikations- und 

Mutationsreaktionen für eine natürliche Evolution befähigt gewesen. Nukleinsäuren hingegen 

konnten mittels eines plausiblen Mechanismus der Basenpaarung die Basis für eine 

wesentliche Selbstreplikationsreaktion liefern [Orgel 2004]. 

RNA sollte gleichzeitig als Informations- und Funktionsträger in einer so genannten 

hypothetischen RNA-Welt agieren können, die zeitlich weit vor der heutigen proteinkodierten 

Welt angesiedelt war und in der die wichtigsten biologischen Reaktionen ausschließlich durch 

RNA katalysiert waren [Yarus 1999].  

Mit den Entdeckungen katalytischer RNA konnte diese Hypothese immer weiter gefestigt 

werden, zuvor wurde die Beteiligung von tRNA und ribosomaler RNA bei der Translation 

und die Verwendung als genetischer Speicher in Retroviren als grundlegende Anzeichen für 

die Existenz einer RNA-Welt angesehen. 

Betrachtet man die heute in der Natur vorkommende Biochemie, so sind häufig in essentiellen 

Reaktionen Cofaktoren wie NAD+, FAD oder CoA, die alle eine Adenosineinheit tragen, 

beteiligt [Benner et al. 1989]. Diese Moleküle sowie die bisher entdeckten Ribozyme, 

insbesondere im Ribosom, könnten auch als Fossilien einer Zeit angesehen werden, in der 

RNA ohne die Hilfe von Proteinen agierte [Woese 1967; Orgel 1968]. 
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1.3 Struktur von Biopolymeren  

Die Katalyse einer Reaktion durch Biopolymere wird maßgeblich durch deren Struktur 

beeinflusst. Der Aufbau und die Möglichkeiten des Strukturaufbaus sollen hier kurz erläutert 

werden.  

Proteine sind durch Amidbindungen verknüpfte Polyaminosäuren und besitzen bis zu 20 

verschiedene natürliche Aminosäuren. Es treten häufig stabilisierende Sekundärstruktur-

motive von α-Helices und parallelen und antiparallelen β-Faltblättern auf. Die an der 

Außenseite positionierten Aminosäurereste weisen dabei unpolare, ungeladene polare und 

auch geladene Funktionalitäten auf und können mögliche Substrate mit einer Vielzahl von 

verschiedenen Wechselwirkungen binden. 

Nukleinsäuren bestehen aus einem 5´-3´- verbrückten Zucker-Phosphat-Rückgrat, bei denen 

vier verschiedenen Nukleobasen über eine glycosidische Bindung mit der C1-Position der   

D-Ribose verbunden sind. Bei den Nukleobasen unterscheidet man zwischen den auf einem 

Puringrundkörper aufbauenden Basen Adenin und Guanin sowie den Pyrimidinbasen Cytidin 

und Thymin, beziehungsweise Uracil im Falle einer Ribonukleinsäure.  

N

NN
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NH2
HN N

O

H
NH

NN

N

O

NH2

N N

H2N
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Abbildung 1-1: Spezifische H-Brückenbindungen zwischen den Basenpaaren  

   Adenin und Thymin sowie Guanin und Cytidin 
 

Die Struktur der Nukleinsäuren ist geprägt von der Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen jeweils einer Purin- und einer Pyrimidinbase. Für die 

Entschlüsselung der DNA-Struktur, bei der jeweils Cytidin mit Guanin über drei und Adenin 

mit Thymin über zwei Wasserstoffbrücken unter Ausbildung einer rechtgängigen Doppelhelix 

paaren, wurde James Watson und Francis Crick der Nobelpreis verliehen.  

Sie sahen aufgrund der spezifischen Bindungsfähigkeit auch die Aufgabe der Nukleinsäuren 

als Speicher für genetische Information voraus [Watson & Crick 1953], was schließlich im 
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zentralen Dogma der Molekularbiologie mündete. DNA ist darin der Träger der 

Erbinformation, die in RNA übersetzt wird, um letztendlich in die Proteine als 

Funktionsträger translatiert zu werden. Die Umschreibung der DNA in RNA ist durch RNA 

abhängige DNA-Polymerasen reversibel. Eine Übersetzung der Proteinsequenz in DNA oder 

RNA ist derzeit nicht bekannt. 

RNADNA Protein

Transkription

reverse Transkription

Translation

 
Abbildung 1-2: Zentrales Dogma der Molekularbiologie 

 

Nukleinsäuren, insbesondere Ribonukleinsäuren sind trotz der Limitierung ihrer funktionellen 

Gruppen gegenüber Proteinen zur Ausbildung unterschiedlichster Faltungsmuster in der Lage. 

Unter Einbeziehung der 2´-Hydroxylgruppe der Ribose können kurze doppelsträngige 

Bereiche (stems), Haarnadelschleifen (hairpins), einzelsträngige Blasen oder Ausstülpungen 

(bulges) oder auch Verbindungsstellen (junctions) und Pseudoknoten (pseudoknots) 

ausgebildet werden [Batey et al. 1999]. Des Weiteren können andere intermolekulare 

Paarungen, nicht klassische Watson-Crick-Basenpaarungen oder auch Wasserstoffbrücken 

zum Ribosemolekül in RNA auftreten und zu deren dreidimensionalen Struktur beitragen 

[Leontis et al. 2002]. Ein hoher Beitrag zur Stabilität der Strukturen wird durch hydrophobe 

Stapelwechselwirkungen (stacking) der planaren Ringe der Nukleobasen durch van-der-Waals 

Kräfte erzielt. 

1.4 Kombinatorische Chemie der Polynukleotide 

Da jedes Nukleinsäuremoleküle seinen Bauplan faktisch durch seine Sequenz mit sich führt, 

sollte dieser Dualismus zwischen Genotyp und Phänotyp auch den Einsatz zur Generierung 

von Nukleinsäurekatalysatoren nach einem Verfahren ähnlich dem der kombinatorische 

Chemie ermöglichen. 

Bis heute ist das Design von künstlichen Enzymen nicht möglich. Die hierzu notwendigen 

Kenntnisse über das Zusammenwirken von atomarem Aufbau, dreidimensionaler Struktur 

resultierender katalytischer Aktivität sind längst nicht ausreichend.  
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Der Ansatz kombinatorischer Chemie zielt in erster Linie auf die parallele Synthese zur 

Generierung einer Verbindungsbibliothek und das schnelle Testen dieser Bibliothek auf eine 

gewünschte Eigenschaft.  

Neben organisch chemischen Bibliotheken mit kleinen Molekülen gibt es klassische 

Proteinbibliotheken, Oligosaccharidbibliotheken oder Bibliotheken von Oligonukleotiden 

oder synthetischen Polymeren.  

Die Diversität der Verbindungsbibliothek erhöht sich zum Beispiel durch sukzessive 

kovalente Verknüpfung verschiedener Bausteine. Mit steigender Diversität der Bibliothek ist 

die Isolierung gesuchter Substanzen immer schwieriger, andererseits steigert eine größere 

Diversität aber auch die Chance auf Erfolg.  

Vorteilhaft bei Oligonukleotidbibliotheken ist bei einem geeigneten Aufbau der Bibliothek, 

dass man zum einen eine Amplifizierbarkeit der Bibliothek , aber auch eine Möglichkeit einer 

späteren Diversitätserhöhung durch fehlerhafte enzymatischen Vervielfältigungen [Cadwell & 

Joyce 1994] erhält.  

Durch geeignete Synthese an einer Festphase ist so der Aufbau einer Nukleinsäurebibliothek 

durch die Kopplung von Phosphoramiditen der einzelnen Nukleotide sehr leicht möglich 

[Caruthers et al. 1987].  

Trotz der geringen Anzahl von nur vier Bausteinen lassen sich große Komplexitäten von bis 

zu 1016 verschiedenen Molekülen realisieren [Wedel 1996]. Eine größere Diversität ist durch 

die Handhabbarkeit und die Kosten für die DNA-Synthese limitiert.  

Bei der Synthese einer Nukleinsäurebibliothek wird für den Aufbau der Sequenzbibliothek 

neben zwei terminalen konstanten Primerbereichen für den variablen Bereich ein Gemisch der 

Phosphoramidite eingesetzt.  

Primer Primer randomisierter Bereich N = dA, dT, dC, dG
5´ 3´

 
Abbildung 1-3: Aufbau einer Oligonukleotidbibliothek 

 

Bei einem randomisierten Bereich von 120 Nukleotiden können 4120 = 1072 verschiedene 

Sequenzen entstehen. Der praktisch darstellbare Bereich von 1016 Sequenzen ist damit nur ein 

kleiner Ausschnitt aus dem möglichen Sequenzraum. Die Diversität ist dennoch um einige 

Größenordnungen höher als bei anderen Substanzbibliotheken. Größere randomisierte 

Bereiche können durch enzymatische Ligation zweier Nukleinsäurebibliotheken erhalten 

werden [Bartel & Szostak 1993]. 
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Mit der Suche nach neuen RNA-Enzymen im Hinterkopf, sowie der Anwendbarkeit des 

Dualismus und der Amplifizierbarkeit von Oligonukleotidbibliotheken wurden Anfang der 

1990er Jahre Methoden zur Selektion von Nukleinsäuren mit gewünschten Eigenschaften 

entwickelt. 

 

1.5 In vitro Selektion 

Erste Experimente, Aptamere und Selektionen künstlicher Ribozyme 

Die Arbeitsgruppen von G. F. Joyce, J. W. Szostak und L. Gold veröffentlichten unabhängig 

voneinander eine Technik, die es erlaubt, hochaffine RNA- oder DNA-Binder gegen 

verschiedene Moleküle oder darauf aufbauend später auch künstliche 

Nukleinsäurekatalysatoren mit unterschiedlichen Funktionen herzustellen. Diese Technik 

wird als „in vitro Selektion“ [Ellington & Szostak 1990], „in vitro Evolution“ [Joyce 1989]  

oder auch als „Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment“ (SELEX) [Tuerk 

& Gold 1990] bezeichnet.  

Dieses Verfahren zur gerichteten molekularen Evolution besteht aus der Durchführung 

wiederholter Selektionen aktiver Sequenzen einer Nukleinsäurebibliothek durch Separierung 

von inaktiven Molekülen und deren enzymatische Amplifikation zu angereicherten 

Bibliotheken, die eine Subpopulation der Orginalbibliothek darstellen. Die zugrunde 

liegenden  Prinzipien der gerichteten Selektion sind dabei denen der natürlichen Selektion 

nach Darwin sehr ähnlich [Joyce 1992]. 

Bei jedem Selektionsschritt wird die Komplexität der Bibliothek um den Faktor 100 bis 1000 

verringert. Mehrere Wiederholungen von Zyklen der Selektion und Amplifikation resultieren 

in einer Bibliothek, bei der die spezifisch reagierenden Moleküle dominieren. Die Isolierung 

und Charakterisierung einzelner aktiver Sequenzen erfolgt durch konventionelle Methoden 

wie Klonieren und Sequenzieren [Osborne & Ellington 1997].  

Bei der Selektion von aktiven RNA Molekülen muss bei der Durchführung der Selektion der 

Umweg über die DNA gegangen werden. Durch reverse Transkription werden selektierte 

RNA Moleküle in cDNA überführt. Die Amplifikation mit einem um einen T7-Promotor 

verlängerten Primer ermöglicht die Generierung eines neuen DNA-Pools, welcher durch 

Transkription mit einer DNA-abhängigen RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 in einen 

RNA-Pool überführt werden kann. 

Durch geeignete enzymatische Umsetzungen können während des Amplifikationsschrittes 

Mutationen in die angereicherte Bibliothek eingeführt und somit auch ein evolutiver Aspekt 
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in das Selektionsexperiment eingebracht und dabei die Komplexität der Ausgangsbibliothek 

erweitert werden [Cadwell & Joyce 1994]. 

 

Die erste RNA mit einer künstlichen Bindungstasche wurde von Tuerk et al. selektiert [Tuerk 

& Gold 1990]. Das Experiment sollte der Aufklärung von Bindungseigenschaften einer 

mRNA gegenüber einer phageneigenen DNA Polymerase und der Detektion essentieller 

Nukleobasen dienen. Es wurde eine 110 nt lange DNA-Bibliothek, die in 8 Positionen einer 

Schleife einen randomisierten Bereich aufwies, eingesetzt und nach der Transkription in einen 

RNA-Pool mit einer auf einer Nitrocellulosemembran aufgebrachten DNA Polymerase 

inkubiert. RNA Moleküle, die mit der Polymerase einen stabilen Komplex ausbildeten 

wurden auf dem Filter zurückgehalten und von unspezifischen Sequenzen durch Waschen des 

Filters getrennt. Gewünschte Moleküle wurden unter denaturierenden Bedingungen eluiert, 

revers transkribiert, auf der DNA-Ebene amplifiziert und erneut in einen neuen RNA-Pool 

umgeschrieben. Nach 4 Runden des SELEX Verfahrens wurden die selektierten Sequenzen 

vereinzelt und sequenziert. Man erhielt zwei Sequenzen, wobei eine dem Wildtyp der mRNA 

entsprach und eine Sequenz, die in vier Positionen variierte. Gemäß der natürlichen 

Evolutionstheorie nach Darwin wurde also bereits der beste Binder für das gewünschte Target 

verwendet. 

Das erste Experiment mit einem völlig randomisierten 100 nt Pool wurde von Szostak und 

Ellington beschrieben [Ellington & Szostak 1990]. Sie selektierten bindende RNA Moleküle 

gegen verschiedene Farbstoffe, die die Strukturen des natürlichen NAD+ und anderen 

Cofaktoren nachahmen sollten und neben Wasserstoffbrückenbindungsstellen und geladenen 

Gruppen auch aromatische Ringe besaßen, mit denen die RNA wechselwirken sollte. Die 

RNA-Pools wurden über eine mit den jeweiligen Farbstoffen beladene Säule gegeben und 

entsprechend affinen Sequenzen retardiert. Durch Elution mit einem Überschuss an nicht 

gebundenem Farbstoff wurden die Binder von der Säule befreit und weiteren 

Selektionsrunden nach entsprechender Amplifikation zugeführt. Es konnten bindende RNA 

Moleküle selektiert werden, die mit den einzelnen Farbstoffen spezifisch interagieren 

konnten. 
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DNA-Pool

 randomisierte
RNA-Bibliothek

2.1.

 nicht bindende RNA

 Reverse Transkription

cDNA

 Transkription

 Affinitätschromatographie

 PCR Amplifikation

 bindende, selektierte RNA
 Elution mit hoher Salzkonzentration

 Elution mit freien Targetmolekülen

 
Abbildung 1-4: In vitro Selektion mittels Affinitätschromatographie  
     [Ellington & Szostak 1990]  
 
Die spezifisch Liganden bindenden Nukleinsäuren wurden als Aptamere (von lateinisch aptus 

= passend und dem griechischen Suffix mer) bezeichnet [Famulok & Szostak 1992]. 

Eine ähnliche Selektion wurde auch mit DNA erfolgreich durchgeführt [Ellington & Szostak 

1992]. Eine Sequenz der erhaltenen DNA-Aptamere wurde danach in RNA übersetzt und die 

Bindungseigenschaften gegenüber dem Farbstoff getestet. Das völlige Ausbleiben einer 

Bindung ließ darauf schließen, dass sich RNA- und DNA-Moleküle trotz gleicher Sequenz 

hinsichtlich ihrer Eigenschaften in der molekularen Erkennung des Substrates stark 

unterschieden. 

Bis heute wurden Aptamere gegen eine Vielzahl von Zielmolekülen selektiert, darunter 

Nukleotide, Farbstoffe, Antibiotika und Hormone sowie Peptide und Proteine [Famulok 

1999]. 

Das Beispiel des Theophyllinaptamers zeigt, dass auch bei kleinen organischen Molekülen 

eine hohe Substratgenauigkeit erzielt werden kann [Jenison et al. 1994]. Das Aptamer 

unterscheidet zwischen Theophyllin und dem um eine Methylgruppe veränderten 

Koffeinmolekül mit dem Faktor 10000. Möglich wurde diese hohe Selektivität durch eine 

Elution mit dem ungewünschten Analogon Koffein direkt nach dem eigentlichen 

Bindungsschritt. Ein solches Vorgehen wird auch als Gegenselektion bezeichnet und führte 

auch bei der Selektion nach L-Adenosin zu Aptameren, die hochselektiv zwischen der L- und 
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der D-Form unterscheiden konnten [Klussmann et al. 1996]. Ausgehend von dieser Spezifität 

wurden in diesem Fall spiegelbildliche L-RNA-Aptamere (so genannte Spiegelmere) 

konstruiert, die in der Lage waren, das entsprechende Enantiomer zu binden. Die Technik der 

Spiegelmere führte auch zu weiteren Aptameren, die sich neben der Inhibierung von 

pharmakologisch relevanten Zielmolekülen auch durch eine erhöhte Stabilität in Serum 

aufgrund der unnatürlichen Konfiguration der Nukleinsäure auszeichnen [Eulberg & 

Klussmann 2003]. 

Neben diesen stringenten Selektionsprozeduren durch verschiedene Gegenselektionen können 

auf der anderen Seite auch Selektionen gegen hoch komplexe Molekülmischungen wie zum 

Beispiel gegen ganze Zellen erfolgreich durchgeführt werden und dabei gleichzeitig 

Aptamere gegen verschiedene Zielmoleküle generiert werden [Morris et al. 1998; Daniels et 

al. 2003]. 

Eine gute Übersicht über selektierte Aptamere bietet die monatlich aktualisierte Online 

Aptamer Datenbank der Arbeitsgruppe A. D. Ellington (http://aptamer.icmb.utexas.edu/)  

[Lee et al. 2004].  

 

Ein weiteres Ziel, dass aus der Entwicklung der in vitro Selektionsverfahren resultiert, ist die 

Entdeckung katalytischer Nukleinsäuren und die Erforschung des Katalysespektrums, das 

über die Chemie der natürlichen Ribozyme hinaus geht. 

Per Definition sind Katalysatoren substrat- und wirkungsspezifische hochaktive 

Verbindungen, die durch ihren Einsatz ein Substrat regio-, stereo- und enantioselektiv 

umsetzen und dessen Reaktion beschleunigen. Sie werden durch die Beteiligung an der 

Reaktion weder verbraucht, noch erfahren sie eine permanente Veränderung.  

Nach den Theorien von Haldane [Haldane 1930] und Pauling [Pauling 1946] kann Katalyse 

als Spezialfall einer Bindung des Übergangszustands angesehen werden, der dadurch 

energetisch abgesenkt wird. Für diese Bindung sind bestimmte Arten der molekularen 

Erkennung nötig, wie sie auch schon bei den Wechselwirkungen der Aptamere mit ihren 

Zielmolekülen angedeutet wurden. 
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1.6 Selektionsmethoden 

1.6.1 Indirekte Selektion mittels Analoga des Übergangszustandes 

Das Konzept der Katalyse durch molekulare Erkennung führte zur Suche nach Molekülen, die 

Übergangszustandsanaloga (TSA, transition state analog) binden konnten und resultierte in 

der Entdeckung von katalytischen Antikörpern, die, auch als Abzyme bezeichnet, aus einem 

kombinatorischen Ansatz eines selbst optimierenden Immunsystems eines Säugetiers erhalten 

wurden [Lerner et al. 1991; Hilvert 2000; Xu et al. 2004].  

Dieses Prinzip der Katalysatorgenerierung wurde auch auf Nukleinsäuren übertragen und in 

vitro Aptamere gegen geeignete TSA entwickelt, die anschließend auf katalytische 

Eigenschaften getestet wurden. Der TSA-Ansatz lieferte jedoch bis heute nur wenige 

erfolgreiche Katalysatoren wie zum Beispiel Ribozyme für eine Biphenylisomerisierung 

[Prudent et al. 1994], eine Phorphyrinmetallierung [Conn et al. 1996; Li & Sen 1996; 

Kawazoe et al. 2001] und einer Cholesterolesterhydrolyse [Chun et al. 1999]. 

Interessanterweise scheiterte eine Antikörpergenerierung für die zuletzt genannte Reaktion, 

wahrscheinlich als ein Ergebnis einer zu schwachen Immunogenität des Haptens. Umgekehrt 

verblieben auch einige Selektionen nach katalytischer RNA auf der Ebene nicht katalytisch 

aktiver Aptamere, beispielsweise bei der Selektion gegen Übergangszustandsanaloga einer 

Diels-Alder Reaktion [Morris et al. 1994].  

Die erhaltenen Ribozyme zeigten nur mäßige Reaktionsbeschleunigungen bis zum ca.       

500-fachen der Hintergrundreaktion. Katalytische Antikörper beschleunigen eine Reaktion 

hingegen bis zu 105 [Hilvert 2000] und natürliche Enzyme sogar bis zu 1017-fach [Griffiths & 

Tawfik 2000]. 

War das Selektionskriterium bisher immer ein Bindungsereignis, so wurde in einer 

Weiterentwicklung der in vitro Selektion direkt die katalytische Aktivität als Kriterium 

verwendet und dadurch auch bessere Beschleunigungswerte erreicht.  

1.6.2 Direkte Selektion  

Bei einer Selektion sollten aktive von inaktiven Molekülen unterschieden werden. Die 

Beschleunigung einer Reaktion kann daher selber nicht als Selektionskriterium herangezogen 

werden, es sei denn, man koppelt die gewünschte Reaktion direkt an die 

Nukleinsäurebibliothek. Wenn RNA oder DNA gleichzeitig in einer intramolekularen 

Reaktion Katalysator und Substrateigenschaften aufweisen, kann die katalytische Aktivität 
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direkt selektiert werden, was man auch als Methode der direkten Selektion bezeichnet 

[Williams & Bartel 1996]. 

Bei Spaltungs- und Ligationsreaktion bei Nukleinsäuren können aktive Moleküle über 

veränderte elektrophoretische Mobilität detektiert und isoliert werden [Williams et al. 1995; 

Johnston et al. 2001]. 

Die Verwendung von anderen Reaktanden als RNA erlaubt zudem auch die Ausweitung des 

Reaktionsspektrums über das der Hydrolyse und Ligation hinaus.  

Der generelle Ansatz der direkten Selektion, bei der RNA durch Reaktion mit einem 

Reaktanden X eine selektierbare Funktion erwirbt, ist in Abbildung 5 wiedergegeben. 

 

Reaktion 

RNA + X RNA-X

RNA

DNA
RT-PCR

SelektionTranskription

X
RNA-X

RNA-X

Reaktion: 

 
Abbildung 1-5: Direkte Selektion 

 

Die transkribierte Nukleinsäurebibliothek wird dabei mir einem Substratmolekül inkubiert, 

das über eine Ankergruppe (zum Beispiel Biotin) verfügt. Moleküle, die sich selbständig 

durch Reaktion mit dem Substrat mit der Ankergruppe versehen, werden dadurch von anderen 

Molekülen unterscheidbar und können durch eine entsprechende Bindungsmatrix (für Biotin 

wird meist immobilisiertes Streptavidin verwendet) selektiert und anschließend revers 

transkribiert und amplifiziert werden.  

Es gibt auch Beispiele, bei denen das durch die Katalyse erzeugte Reaktionsprodukt selber als 

selektierbares Substrat dient, im Falle eines durch ribokatalytische Oxidation generiertes 

Aldehyd wurde das Produkt durch weitere Umsetzung mit einem Biotin-konjugierten 

Hydrazinderivat selektiv isolierbar [Tsukiji et al. 2003]. 
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Durch direkte Selektion konnten Ribozyme mit unterschiedlichen Aktivitäten identifiziert 

werden [Wilson & Szostak 1999] (siehe auch Kapitel 1.7). Bedingt durch die 

Selektionsmethode handelt es sich jedoch bei allen Reaktionen um 

Selbstmodifizierungsreaktionen, so genannte Katalyse in cis. Durch rationales Design ist es 

jedoch in einigen Fällen auch gelungen, die Ribozyme in einen Katalysator- und einen 

Substratteil zu zerlegen, um eine echte intermolekulare Katalyse in trans zu erreichen [Lorsch 

& Szostak 1994]. 

 

Eine weitere Strategie, die zum Erfolg einer Selektion beitragen kann, ist die Verwendung 

von RNA mit modifizierten Nukleobasen. Im Vergleich mit Proteinenzymen weisen die 

Purin- und Pyrimidinbasen der Nukleinsäuren nur einen eingeschränkten Bereich 

funktioneller Gruppen auf. Durch die Einführung entsprechend modifizierter Nukleotide im 

Transkriptionsschritt können diese Unzulänglichkeiten ausgeglichen werden. So konnte eine 

Pyridyl-Modifizierung über die 5´-Position von Uracil zur Katalyse einer Diels-Alder 

Reaktion durch RNA beitragen [Tarasow et al. 1997]. Die Verwendung von Uracilderivaten 

mit C5-Imidazol-Funktionalität zeigte sich als essentiell bei der Selektion für ein Ribozym, 

das Amidbindungen knüpft [Wiegand et al. 1997].  Neben weiteren Uracilderivaten [Vaught 

et al. 2004] gibt es auch eine Vielzahl von gebräuchlichen Modifizierungen für Purinbasen 

sowie für die 2´-Position der Ribose [Verma et al. 2003].  

Wie für alle anderen Schritte in einem in vitro Selektionsexperiment müssen auch die 

beschriebenen Modifikationen mit den enzymatischen Transformationen kompatibel sein. 

 

Neben einer großen Menge an Ribozymen konnten durch direkte Selektion analog auch 

Katalysatoren aus DNA generiert werden. Als Beispiele seien hier Desoxyribozyme für DNA- 

und RNA-Spaltung [Santoro & Joyce 1997; Carmi & Breaker 2001] und der 

Phosphorylierung von DNA [Li & Breaker 1999b] genannt. Eine Übersicht mit Ausblick auf 

mögliche Anwendungen von Desoxyribozymen in der Bioorganischen Chemie lieferte 

kürzlich Silverman [Silverman 2004]. Auch wenn durch in vitro Selektion Desoxyribozyme 

erhalten werden konnten, so ist derzeit jedoch kein einziges natürliches DNA-Enzym bekannt. 

Dies kann durch das Fehlen der 2´-Hydroxylgruppe der Riboseeinheit und damit der 

verminderten Fähigkeit zur Koordination von Substraten und der Ausbildung komplexer 

räumlicher Strukturen begründet sein [Li & Breaker 1999a]. 
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1.6.3 Direkte Selektion mit linkergekoppelten Reaktanden 

Ein Katalysator beschleunigt die Reaktion zweier Reaktanden A und B zu einem Produkt     

A-B. Diese Katalyse kann bei direkter Selektion nicht erzielt werden, da die RNA als 

Katalysator immer an der Reaktion beteiligt ist.  

In der Arbeitsgruppen Jäschke und Eaton wurde eine verfeinerte Variante der direkten 

Selektion entwickelt, die es erlaubt, die bestehenden Limitierungen der direkten Selektion zu 

umgehen. Die so genannte direkte Selektion mit linkergekoppelten Reaktanden sollte es 

ermöglichen, Ribozyme für eine beliebige bimolekulare Reaktion zu generieren [Jäschke 

1998]. Dazu wird die Reaktion zunächst wieder auf eine intramolekulare Katalyse 

zurückgeführt, indem der Reaktand A über einen langen flexiblen Linker an die RNA 

gekoppelt wird, der es erlaubt, den Reaktanden frei zu jeder Stelle des RNA-Moleküls zu 

positionieren. Somit kann auch räumlich zwischen einer Katalysatordomäne (RNA) und einer 

Substratdomäne (Reaktand A) unterschieden werden. Der Reaktand B ist für eine wiederum 

mit einer Ankergruppe versehen. Die Isolation und Amplifikation nach erfolgter Reaktion 

verläuft analog des Schemas der direkten Selektion, jedoch muss der Reaktand A mit dem 

Linker vor jeder Selektionsrunde erneut an die RNA angefügt werden. 

 

RNAkat

Reaktion 

A + B   A-B

RNA

DNA RT-PCR

Selektion
Transkription
       und
Konjugation

RNA

Reaktion: 

B
A

B A
RNA..Inkubation 

A-B

RNA A-B

 
Abbildung 1-6: Direkte Selektion mit linkergekoppelten Reaktanden 

 

Als Linker wird dazu sehr häufig Polyethylenglykol (PEG) eingesetzt, das sich durch seine 

gute Löslichkeit in wässrigem Medium, seine chemische Stabilität und Inertheit auszeichnet 

[Jäschke 1997]. 

Durch direkte Selektion mit einem über einen PEG-Linker gekoppelten Anthracen konnte von 

Seelig und Jäschke ein Ribozym selektiert werden, dass die Umsetzung mit einem 
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biotinylierten Maleimid in einer Diels-Alder Reaktion rund 20000-fach beschleunigte [Seelig 

& Jäschke 1999]. Durch rationales Design konnte ein Minimalmotiv für diese Diels-Alderase 

konstruiert werden, welches in der Lage war, die Reaktion zwischen den freien kleinen 

organischen Reaktanden enantioselektiv zu katalysieren [Seelig et al. 2000]. 

Im Falle dieser Diels-Alder Selektion erfolgte die Konjugation der RNA mit dem Reaktanden 

Anthracen während des Transkriptionsschrittes durch Einbau eines Initiatornukleotides  am 

der bereits erwähnte Kopplung am 5´-Terminus kann auch der           

.6.3.1 Selektionen mit Spaltstelle 

Abhängig von der Reaktivität des Reaktanden B gegenüber den funktionellen Gruppen der 

jugierten Reaktanden A kann eine Reaktion mehr oder 

              

5´-Terminus der RNA. 

Generell gibt es für die Einführung linkergekoppelter Reaktanden an RNA mehrere 

Möglichkeiten. Neben 

3´-Terminus der RNA durch enzymatische Ligation mit einem Reaktanden konjugiert 

werden. Für eine 5´-terminale Kopplung wird ausgenutzt, dass die T7 RNA-Polymerase 

derivatisiertes Guanosin bei der Initiation der Transkription als Substrat toleriert [Pitulle et al. 

1992]. Neben dem Anthracen-Initiatornukleotid [Seelig & Jäschke 1997] sind auch weitere 

Initiatornukleotide beschrieben worden, die zum Teil  posttranskriptional modifizierbar sind 

und in in vitro Selektionen eingesetzt werden können [Zhang et al. 2001; Schlatterer 2003; 

Fiammengo et al. 2005]. Für eine 3’-terminale Modifizierung können kurze 5´-

phosphorylierte Oligonukleotide oder Dinukleotide mittels T4 RNA Ligase an die RNA-

Bibliothek ligiert werden, deren freies 3´-Ende mit dem Reaktanden derivatisiert ist [England 

& Uhlenbeck 1978; Igloi 1996]. Durch diese Methode wurden z.B. schon Ribozyme 

selektiert, die einen Aminoacyltransfer auf ein externes Substratoligonukleotid katalysieren 

[Ruppert 2000]. 

 

1

unmodifizierten RNA und dem kon

weniger ortspezifisch stattfinden. Reaktivere Reaktanden B könnten sich daher mit RNA-

Konjugaten an anderen Positionen als an dem gewünschten Reaktanden A umsetzen, was 

jedoch auch die praktischen Voraussetzungen für eine anschließende Selektion und 

Amplifikation erfüllen würde. Diese internen Nebenreaktionen werden auch gelegentlich in 

der Literatur beschrieben. So isolierten Wilson und Szostak statt einer gesuchten    

5’-terminalen S-Alkyltranferase Ribozyme, die sich intern an einem Guanin modifizierten 

[Wilson & Szostak 1995]. 

 



Einleitung                                                                                                                                  15 

Eine Strategie, die diese unspezifischen Nebenreaktionen umgeht, beinhaltet die Einführung 

einer orthogonalen chemischen Spaltstelle zwischen der RNA-Bibliothek und dem 

   

ie 

ulfides als Spaltereignis verwendet [Sengle et al. 2000]. Von 

konjugierten Reaktanden A. Nach der Immobilisierung der Reaktionsprodukte kann man 

demnach zwei Arten von RNA-Sequenzen unterscheiden, nämlich solche, die direkt über B 

an die die Matrix binden und diejenigen, die über den Linker immobilisiert sind. Nach 

spezifischer Spaltung des Linkers werden nur letztere Sequenzen freigesetzt und die 

Sequenzen, die interne Modifizierungen an der RNA katalysieren werden aus dem 

Selektionsprozess eliminiert. Die Chemie des Spaltereignisses darf dabei nicht mit der 

konjugierten Bibliothek interagieren oder durch Reaktionen im Selektionszyklus vorzeitig 

hervorgerufen werden.  

 

 
 

Abbildung 1-7: Spezifische Selektion durch die Verwendung eines spaltbaren Linkers 

 

In der Literatur sind bisher zwei orthogonale Ansätze beschrieben worden. Bei einem wird d

reduktive Spaltung eines Dis

Hausch und Jäschke wurde ein Dinukleotidanalogon entwickelt, das neben einer 5´-pCC 

Ligationsseite für die Konjugation an eine RNA-Bibliothek, einem flexiblen PEG-Linker 

beinhaltet, in dem eine photospaltbare ortho-Nitrophenylgruppe eingebaut ist [Hausch & 

Jäschke 1997]. Weiterhin besitzt diese Dinukleotid einen funktionalisierbaren 3´-Terminus, 

über den gewünschte Substrate für die in vitro Selektion eingeführt werden können. Diese 

funktionalisierten spaltbaren Dinukleotide sind mit den in einem in vitro 

Selektionsexperiment vorkommenden Reaktionen kompatibel [Hausch & Jäschke 1998]. 

Insbesondere konnte die photochemisch ansteuerbare Spaltstelle bereits erfolgreich bei in 

vitro Selektionen eingesetzt werden. In der Gruppe von Famulok wurde sie in verschiedene 

B
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Initiatornukleotide eingebaut und für die Selektion von Ribozymen für eine Michaeladdition 

[Sengle et al. 2001] und eine Aldolreaktion [Fusz et al. 2005] verwendet. Von großem Vorteil 

ist auch, dass durch das zusätzliche Selektionsereignis durch Spaltung des Linkers die 

Regioselektivität zugunsten der gewünschten Selektionsreaktion gesteuert werden kann. 

 

1.7 Ribozyme als maßgeschneiderte Katalysatoren in der organischen Chemie 

Bei einigen der bereits erwähnten Ribozyme handelt es sich bei den katalysierten Reaktionen 

g um zum Teil wichtige Reaktionen, die auch in der organischen Chemie von großer Bedeutun

sind. Diese repräsentieren aber nur einen kleinen Teil des katalytischen Spektrums von 

Ribozymen. Einen Überblick über die Reaktionsvielfalt liefert die Tabelle 1-1, in der die 

Ribozyme nach der Art ihrer chemischen Umsetzungen inklusive einiger interessanter DNA-

Enzyme zusammengefasst sind.  
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Reaktionstyp spezielle Reaktion Referenz 

Diels-Alder-Reaktion 

[Tar 97] 
[Seelig 999] 

[S ] 

asow et al. 19
 & Jäschke 1

[Seelig et al. 2000] 
tuhlmann & Jäschke 2002

[  Tarasow et al. 2004]

C-C g 

Aldol-Reaktion 

 Bindungsknüpfun

[Fusz et al. 2005] 

Amidbindungsknüpfung 
[W ] 
[Z ] 

[B 2] 

iegand et al. 1997
hang & Cech 1997

askerville & Bartel 200
[Sun et al. 2002] 

N-glycosidische Bindungsknüpfung 
[C ] 

[Unra 8] u & Bartel 199
happle et al. 2003

N-Alkylierung [W ] ilson & Szostak 1995

C-N Bindungen 

DN g A-Depurinierun [Sheppard et al. 2000]* 

S-Alkylierung [Wecker et al. 1996] 

S-Acylierung [  Jadhav & Yarus 2002]

C-S Bindungen 

M n ichael-Reaktio [Sengle et al. 2001] 

Transesterfizierung 

[Ill 5] 

[Il a] 

angasekare et al. 199
[Lohse & Szostak 1996] 
[Jenne & Famulok 1998] 
langasekare & Yarus 1999

[Lee et al. 2000] 
[Murakami et al. 2003] 

C-O Bindungen 

Carbonsäureester-Hydrolyse [Chun et al. 1999] 

C-Metall Bindung 

[K * 
Porphyrinmetallierung 

[Conn et al. 1996] 
[Li & Sen 1996]* 
awazoe et al. 2001]

Pho  sphoranhydridbildung [Li et al. 2000]* 

Phosphorylierung [Lor 94] sch & Szostak 19

RNA-Ligation [Landwebe
[

[M ] 
 

[Ekland et al. 1995] 
r & Pokrovskaya 1999] 

Rogers & Joyce 1999] 
[Johnston et al. 2001] 
cGinness & Joyce 2002

[Kuhne & Joyce 2003] 

P-O Bindungen 

RNA/DNA-Spaltung [Landw 1999] 

[Carmi et al. 1996]* 
[Santoro & Joyce 1997] 

eber & Pokrovskaya 
[Santoro et al. 2000] 

[Feldman & Sen 2001]* 
[Lazarev et al. 2003] 

Oxidation [Tsukiji et al. 2003] Redox-Reaktion 

Oxidat uktion ion und Red [Tsukiji et al. 2004] 

 

abelle 1-1: Reaktionen katalytischer Nukleinsäuren , adaptiert nach [Weigand et al.]  
         (* = DNA-Enzym) 

T
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Neben den Selektionen, die vielfach von der Untermauerung der RNA-Welt Hypothese 

für eine 

oden der in vitro Selektion sollten Ribozyme als maßgeschneiderte 

ie industrielle oder pharmazeutische Anwendung von Ribozymkatalysatoren bleibt derzeitig 

motiviert waren, wurde in vielen Fällen das Ausloten des katalytischen Potenzials von 

Nukleinsäuren als Grund für die Durchführung von in vitro Selektionen angesehen.  

Die von Hager et al. [Hager et al. 1996] formulierten essentiellen Reaktionen 

Existenz einer RNA-Welt konnten bereits durch in vitro Selektion als RNA-katalysierbar 

bestätigt werden. Zu den Reaktionen zählten die Komplexierung von Aminosäuren [Famulok 

1994], die Aminoacylierung von RNA [Illangasekare et al. 1995], Acyltransferreaktionen 

[Lohse & Szostak 1996], Bildung von Amidbindungen [Wiegand et al. 1997], die 

Übertragung von Peptidylresten [Zhang & Cech 1997] und die Aktivierung von Aminosäuren 

[Kumar & Yarus 2001]. 

Mit den modernen Meth

Katalysatoren für eine beliebige organische Reaktion generiert werden können [Jäschke et al. 

1999]. Da Nukleinsäuren chirale Moleküle sind, könnte man auch Stereoselektivität für 

solche Ribozyme annehmen. Zu den Ribozymen, die aktuell als mögliche Katalysatoren in 

der organischen Chemie denkbar wären, können die Michaelase und Aldolase aus dem 

Famulok Labor, das Redox-Ribozym von Tsukiji et al. sowie die in unserer Arbeitsgruppe 

selektierte Diels-Alderase gezählt werden. Letztere zeigt auch als bisher einziges Ribozym die 

erstrebenswerte Enantio- und Diastereoselektivität [Seelig et al. 2000; Stuhlmann & Jäschke 

2002]. Einblicke in die Struktur dieses Ribozyms zeigen zudem, wie kleine organische 

Substrate von Nukleinsäuren gebunden, positioniert und zur Reaktion gebracht werden 

können und lassen mögliche Mechanismen der Ribozymkatalyse erahnen [Serganov et al. 

2005]. Einen Überblick über die Reaktionsmechanismen von natürlichen Ribozymen lieferte 

kürzlich Doudna et al. [Doudna & Lorsch 2005].  

 

D

noch eine verlockende und viel versprechende Vision. Es gibt jedoch bereits Bereiche, in 

denen Ribozyme und in vitro selektierte Aptamere als Wirkstoffe Verwendung finden, sie 

gelten als Kandidaten für Diagnostika in der Krebstherapie und für die Behandlung 

verschiedener Virusinfektionen. Für spezielle Anwendungen sei auf folgende aktuelle 

Übersichten verwiesen (Ribozyme [Bagheri & Kashani-Sabet 2004; Schubert & Kurreck 

2004], Aptamere [Rimmele 2003; Nimjee et al. 2005]). 

 

 

 



Einleitung                                                                                                                                  19 

1.8 Die 1,3-dipolare Cycloaddition 

y hören zu den gebräuchlichsten Umsetzungen, die 

dem organischen Chemiker zur Verfügung stehen. Jede dieser Reaktionen ist in der Lage, mit 

drigen Heterocyclen 

 

stellen wichtige Zwischenprodukte 

kennt eine Fülle von Verbindungen, die sich 

eist aus drei Atomen der 4., 5. und 6. Hauptgruppe zusammensetzen, N und O bilden meist 

 Struktur lediglich zwei neue 

Peric clische Cycloadditionsreaktionen ge

hoher Selektivität in konzertierten Reaktionen gleichzeitig mehrere Stereozentren zu 

generieren [Tremblay et al. 2001] [Houk et al. 1995]. 

Neben der Diels-Alder Reaktion zählt die 1,3-dipolare Cycloaddition dabei zu den 

wichtigsten Reaktionen, da sie zur einfachen Herstellung von fünfglie

eingesetzt werden kann [Torssell 1988; Padwa & Pearson 2002]. 

Die 1,3-dipolare Cycloaddition gehört daher meist zu den Schlüsselreaktion beim Aufbau von 

komplexen Ringsystemen und bei Totalsynthesen von Naturstoffen (Beispiel Epothilon [Bode

& Carreira 2001], Übersicht bei [Kotyatkina et al. 2001]).  

Die Reaktionsprodukte, die bei 1,3-dipolaren Cycloadditionen mit Nitriloxiden entstehen, so 

genannte Isoxazoline, gelten als latente Aldolprodukte und 

in der Synthese dar [Bode et al. 2001]. Diese β-Hydroxycarbonylverbindungen können leicht 

durch entsprechende Ringspaltung und unter Beibehaltung der Stereochemie erhalten werden 

[Kozikowski 1984]. 

 

Die Substanzklasse der dipolaren Moleküle 

m

das Zentralatom. Dipole werden in Gruppen vom Allylanion-Typ und Propagylanion-Typ 

unterteilt, die sich in ihrer Struktur und in ihren Resonanzstrukturen unterscheiden. Die 

gebräuchlichsten Dipole sind Nitrone und Nitriloxide, welche aufgrund ihrer Reaktivität in 

situ in Gegenwart des Dipolarophils hergestellt werden [Gothelf 2002]. 

Nitriloxide können aus primären Nitroalkanen und Isocyanaten [Mukaiyama & Hata 1960] 

oder aus Oximen [Huisgen & Mack 1961] generiert werden. 

Eine Reaktionsgleichung mit Nitriloxiden ist in Abbildung 8 wiedergegeben. Bei Dipolen 

vom Propgaylanion-Tpy können aufgrund ihrer linearen

Stereozentren generiert werden, somit ist die Anzahl der möglichen Produkte auf zwei 

Regioisomere beschränkt.  
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Abbildung 1-8: Eine 1,3-dipolare Cycloaddition mit Nitriloxiden 

 

Der Wunsch nach asymmetrischer Reaktionsführung zur Steuerung der Regioselektivität 

rotz vieler heterozyklischer Verbindungen im Metabolismus sind für die Generierung 

n Substanzen hinsichtlich einer 

führte ab 1993 zur Entwicklung der ersten Metall-Katalysatoren für 1,3-dipolare 

Cycloadditionen und stellt aktuell ein wichtiges Forschungsgebiet in der Organischen Chemie 

dar. Zuvor wurde lediglich versucht, durch sterische Hinderung einen Einfluss auf die 

Reaktionssteuerung auszuüben. Für Nitrone und deren Umsetzungen gibt es bereits eine 

Vielzahl von Metallkatalysatoren [Gothelf 2002], bei Nitriloxiden ist derzeit nur eine Zink-

Tartrat-Katalyse bekannt, die die Reaktion eines acyclischen Nitriloxides mit 96% ee 

katalysiert [Tsuji et al. 2002]. Das Nitriloxid wird dabei vom Zinkatom eines Diethylzink und 

einem chiralen R,R-Diisoproyltartrat vor der Reaktion komplexiert. 

 

T

metabolisch relevanter heterocyclischer Substanzen keine Reaktionswege bekannt, die über 

ein dipolare Cycloaddition verlaufen. Daher ist zu erwarten, dass auch keine natürlichen 

Katalysatoren für eine 1,3-dipolare Cycloaddition existieren. 

Erste Hinweise auf katalytische Fähigkeiten von biologische

dipolaren Cycloaddition konnten 1990 berichtet werden. Rao et al. entdeckten eine erhöhte 

Enantioselektivität für eine Reaktion zwischen Nitriloxiden und Alkenen bei der Verwendung 

von Bäckerhefe [Rao et al. 1990]. Das Alken bildete mit einem β-Cyclodextrin eine 

Einschlussverbindung, die anschließend in Gegenwart von Bäckerhefe und einem stabilen 

Nitriloxid in einer gepufferten Lösung bei 37°C umgesetzt wurde. Es konnte eine Ausbeute 

von 85% und eine optische Reinheit von 64% ee erzielt werden.  

C N O
O

N

C O

N

C

2
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Abbildung 1-9: Enantioselektive Synthese durch Bäckerhefe [Rao et al. 1990] 

 

Im Jahr 2000 konnte in der Arbeitsgruppe von Kim Janda ein Antikörper generiert werden, 

der eine 1,3-dipolare Cycloaddition mit einem Nitriloxid mit mehrfachem Turnover 

katalysierte [Toker et al. 2000].  

Zunächst wurde ein Antiköper gegen ein nicht chirales Hapten durch Immugenisierung 

erzeugt und die Katalyse für eine Reaktion eines relativ stabilen Nitriloxides mit 

Dimethylacrylamid untersucht. Das einzige Produkt wurde mit 98% ee erhalten. Es wurde 

vermutet, dass das Hapten innerhalb des Immunsystems eine chirale Umgebung induziert hat, 

die in der Lage war einen enantiomeren Übergangszustand für ein bevorzugtes Produkt zu 

stabilisieren. 
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Abbildung 1-10: Asymmetrische 1,3-dipolare Cycloaddition durch Antikörper 29G12 

 

Diese erste Beispiel einer Katalyse durch ein evolviertes Biomolekül und die bereits in der 

Vergangenheit erzielten Erfolge, dass für Katalyseeigenschaften von Antikörpern auch 

entsprechende aktive Nukleinsäuren gefunden werden können, lässt es somit als möglich 

erscheinen, dass auch katalytische Nukleinsäuren für die 1,3-dipolare Cycloaddition durch 

geeignete Methoden generiert werden könnten. Mit diesem Thema beschäftigt sich die 

vorliegende Arbeit. 
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2 Aufgabenstellung 
 
Wie bereits in der Einleitung ausführlich beschrieben, besitzen Nukleinsäuren ein 

katalytisches Potenzial. Durch die Bereitstellung einer prochiralen Umgebung und die 

Fähigkeit über hydrophobe Wechselwirkungen sowie über die Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen Substrate zu positionieren, können diese gezielt zur Reaktion 

gebracht werden.  

Zu den „chemischen“ Reaktionen die bisher durch RNA katalysiert werden konnten zählen 

die Diels-Alder Reaktion [Seelig & Jäschke 1999] und die Michael-Reaktion [Sengle et al. 

2001] sowie aktuell auch die Aldolreaktion [Fusz et al. 2005]. 

Eine sehr bedeutsame Reaktion in der organischen Chemie zur Ausbildung von fünfgliedrigen 

Heterocyclen ist die 1,3-dipolare Cycloaddition, bei der z.B. durch einen Angriff eines 

Nitriloxides auf eine aktivierte Doppelbindung ein Isoxazolinring entstehen kann.  

In dieser Arbeit sollen durch in vitro Selektion RNA-Katalysatoren für eine 1,3-dipolare 

Cycloaddition aus einer RNA-Bibliothek isoliert werden. Es sollen die entsprechenden 

Techniken für die Durchführung der Selektion erarbeitet und etabliert werden. Dazu zählen 

die Untersuchung der zugrunde gelegten Reaktion zwischen einem Nitriloxid und einer 

Acrylsäureverbindung, die Modifikation der Reaktionskomponenten für den Aufbau eines 

geeigneten Analysesystems, sowie die Untersuchung der Reaktion der reaktiven dipolaren 

Verbindung mit RNA. Als Selektionsstrategie soll die Methode der „direkten Selektion mit 

photospaltbaren linkergekoppelten Reaktanden“ verwendet werden, die es erlaubt, 

bimolekulare Reaktionen mit Nukleinsäuren durchzuführen, ohne dass diese dabei als 

Reaktionspartner in Erscheinung treten. Unter zur Hilfenahme eines an die kombinatorische 

RNA-Bibliothek ligierbaren flexiblen photospaltbaren Linkers, der ein Substrat für die zu 

untersuchende Reaktion trägt, soll die Reaktion zudem regiospezifisch durchgeführt werden 

können. Bei erfolgreicher Anreicherung von katalytischen RNA Sequenzen sollen diese 

kloniert und zur Analyse der Struktur sequenziert werden. 
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3 Methoden 
 

   Organische Synthese 

3.1 Nitriloxidvorstufe 9 

3.1.1 4-Carboxybenzaldoxim 7 

Zu einer Lösung von 450 mg (3 mmol) 4-Carboxybenzaldehyd 6 (Fa. Aldrich) in 20 ml 

Ethanol wurden eine äquimolare Menge an Hydroxylamin-Hydrochlorid (208 mg) (Aldrich) 

und die doppelte Menge Na2CO3 (638 mg) gegeben. Die Reaktionslösung wurde über Nacht 

bei Raumtemperatur gerührt und anschließend mit Wasser verdünnt. Der pH-Wert wurde mit 

HCl auf 1 gesenkt und die Lösung mit EtOAc zweimal ausgeschüttelt. Die vereinigte 

organische Phase wurde mit einer gesättigten NaCl Lösung gewaschen, mit MgSO4 

getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 88%  
1H-NMR (CDCl3): δ =  11.55 (s, 1H; COOH), 8.25 (s, 1H; CH=NOH),  

7.95 (d, 2H; Harom), 7.7 (d, 2H; Harom) 

3.1.2 4-NHS-carboxy-benzaldoxim 8 [Sengle et al. 2000] 

4-Carboxybenzaldoxim 7 (165 mg, 1 mmol) wurde in 10 ml abs. DMF in einer 

Argonschutzgas-Atmosphäre gelöst und N-Hydroxysuccinimid (122.5 mg, 1.06 mmol) 

(Aldrich) zugegeben. Die Lösung wurde in einem Eisbad gekühlt und DCC (230 mg, 1.11 

mmol) gelöst in DMF (730 µl) zugegeben. Die Reaktion wurde über Nacht bei 

Raumtemperatur gerührt und anschließend das DCU über eine Fritte abfiltriert. Die Reaktion 

wurde mit Wasser gequencht, die Lösung mit EtOAc ausgeschüttelt, mit 5 %-iger NaHCO3 

und gesättigter NaCl Lösung gewaschen und die organische Phase mit MgSO4 getrocknet. 

Das Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und 97 % des 4-NHS-ester-carboxy-

benzaldoxim in ausreichender Reinheit erhalten.   
1H-NMR (CDCl3): δ =  8.61 (s, 1H; CH=NOH), 8.09 (d, 2H; Harom), 7.67 (d, 2H; Harom),  

2.88 (s, 4H; NHS)  
13C-NMR (CDCl3):  δ = 169, 148, 131, 126, 25, 24 ppm 

MS (EI): berechnet für C12H10N2O5 =  262.22, gemessen m/z 262, 224 
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3.1.3 4-Biotin-LC-PEO-benzaldoxim 9 

EZ-Link-Biotin-PEO-LC-Amin ((+)-Biotinyl-3,6,9,-trioxaundecandiamin) (Fa. Pierce)       

(4.6 mg, 11 µmol) wurden in 250µl DMF gelöst und 4-NHS-carboxy-benzaldoxim 8 (13 mg, 

50 µmol) in einer Mischung aus 1 ml CH2Cl2 und 1 ml DMF zugegeben. Die Reaktionslösung 

wurde über mehrere Tage bei Raumtemperatur gerührt und der Verlauf der Reaktion mittels 

HPLC detektiert (Säule: LUNA 80 C18, Phenomenex, 4.6 x 250mm, Puffer A und B, Gradient 

A) und semipräparativ aufgereinigt. Die Produktpeaks (Retentionszeit 17 min) wurden 

gesammelt und das Laufmittel im Vakuum entfernt. Man erhielt 4.21 mg (67 %) des zum 

Nitriloxid aktivierbaren Substrates 9. 

MS (FAB): berechnet für C26H39N5O7S = 565.24, gemessen m/z 566.3 

 

3.2 BOC-geschütztes Nitriloxid 5 

3.2.1 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-benzylalkohol 2 [Rai & Katzenellenbogen 1992] 

Eine Lösung von 4-Aminobenzylalkohol 1 (0.5 g, 4.06 mmol) in Dioxan (2.6 ml), Wasser 

(2.6 ml) und 4ml 1M NaOH wurde hergestellt und im Eisbad gekühlt. 1.33 g des 

Pyrokohlensäure-di-tert-butylesters (6.1 mmol) wurde zugegeben und die Lösung für sechs 

Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Das Dioxan wurde im Vakuum entfernt, die 

Reaktionsmischung mit EtOAc extrahiert und mit MgSO4 getrocknet. Reinigung über 

Silikagel (EtOAc/Hexan 1:1, Rf = 0.41) lieferte 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-

benzylalkohol 2 als farbloses Öl in 88.3 %-iger Ausbeute.  
1H-NMR (CDCl3): δ =  7.3 (2d, 4H, Harom), 6.45 (br, 1H, NH), 4.6 (s, 2H, CH2OH),  

1.5 (s, 9H, (CH3)3) 

3.2.2 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-benzaldehyd 3 

Unter Rühren und Eisbadkühlung wurden 0.91 g Chromtrioxid in 10 ml Pyridin gelöst. Eine 

Lösung von 0.62 g des BOC-geschützten Alkohols 2 in 9 ml Pyridin wurde langsam 

zugetropft und anschließend 30 min bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktionslösung wurde 

in Wasser gegossen, mit EtOAc extrahiert und getrocknet. Nach Entfernen des 

Lösungsmittels erhielt man ein braunes Öl, welches über Silikagel (EtOAc/Hexan 2:1 Rf = 

0.77) aufgereinigt wurde. Man erhielt 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-benzaldehyd 3 als 

weißen Feststoff in 50 %-iger Ausbeute. 
1H-NMR (CDCl3): δ =  9.8 (s, 1H, CHO), 7.75 (d, 2H, Harom), 7.55 (d, 2H, Harom),  

6.7 (br, 1H, NH), 1.5 (s, 9H, (CH3)3); 
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13C-NMR (CDCl3):  δ = 190.9, 152, 144.2, 131.2, 117.8, 81.4, 28.2 

MS (EI): berechnet für C12H15NO3
 =  221.25, gemessen m/z 221 

3.2.3 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-benzaldoxim 4 [Xue et al. 1997] 

Zu einer Lösung von 111 mg (0.5 mmol) 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-benzaldehyd 3 in 

1.8 ml Ethanol wurden 53.6 mg Hydroxylamin-Hydrochlorid (0.77 mmol) und 115 mg 

Natriumcarbonat gegeben und über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktionslösung 

wurde mit Wasser gequencht, mit EtOAc extrahiert und getrocknet. Nach Entfernen des 

Lösungsmittels erhielt man 116 mg eines gelblichen Feststoffes (97% Ausbeute).  
1H-NMR (CDCl3): δ =  8.1 (s, 1H, CH=NOH), 7.48 (d, 2H, Harom), 7.35 (d, 2H, Harom),  

6.6 (br, 1H, NH), 1.55 (s, 9H, (CH3)3) 

MS (EI): berechnet für C12H16N2O3
 =  236.27, gemessen m/z 236  

 

3.2.4 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-benzonitriloxid 5 [Xue et al. 1997] 

70 mg 4-[(Tertbutoxycarbonyl)-amino]-benzaldoxim 4 (0.3 mmol) wurden in 5 ml DMF 

gelöst und unter Argon mit 64 mg N-Chlorsuccinimid (0.44 mmol) versetzt und über Nacht 

bei Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde mit Wasser gequencht, die Lösung mit 

EtOAc extrahiert und die organische Phase mit MgSO4 getrocknet. Das resultierende 

blassgelbe Öl wurde massenspektroskopisch untersucht und ohne weitere Aufreinigung für 

Inkubationsstudien mit RNA verwendet. 

MS (EI): berechnet für C12H14N2O3
 =  234.25, gemessen m/z 234  
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3.3 Oligonukleotide 
 

Für die Synthese der verwendeten DNA-Sequenzen wurde der Syntheseautomat Expedite der 

Firma Applied Biosystems verwendet. Die Synthesen wurden nach dem 

Phosphoramiditverfahren [Caruthers et al. 1987] durchgeführt. Es wurden Standard-

Synthesechemikalien der Firmen Churachem und Proligo sowie Acetonitril der Firma Roth 

verwendet. 

 

3.3.1 Synthese der randomisierten DNA-Bibliothek  

Die Synthese der DNA wurde in einem 0.2 µmol Maßstab durchgeführt. Um die Synthese 

einer 159 Nukleotide langen Sequenz zu gewährleisten, wurde CPG-Säulenmaterial 

(controlled pore glass) mit relativ großen Porengröße von 2000 Å eingesetzt (11.8 mg dC-

CPG, Glen Research). Die Phosphoramidite wurden als 0.1 M Lösungen in Acetonitril 

eingesetzt. Um die unterschiedlichen Kopplungseffizienzen der einzelnen Phosphoramidite 

auszugleichen, wurde für die Synthese des randomisierten Bereiches eine Mischung der 

Nukleotide dA:dC:dG:dT im Verhältnis 3:3:2:2 verwendet. Die Synthese erfolgte in drei 

Teilen, wobei die konstanten Bereiche im DNA 1 µmol Modus und der randomisierte Teil im 

DNA 0.2 µmol Modus unter Auslassung des Capping-Schrittes synthetisiert wurde. Bei 

Standardsynthesen sind die exocyclischen Aminogruppen der Nukleobasen unterschiedlich 

geschützt, für Adenin und Cytosin verwendete man Benzoyl, für Guanin die 

Isobutyrylschutzgruppe. Diese Schutzgruppen gehen auf Arbeiten von Khorana zurück 

[Khorana et al. 1961; Ralph & Khorana 1961].   

Die Abspaltung des Oligonukleotides vom Trägermaterial erfolgte mit 33 %-iger 

Ammoniaklösung bei 55°C über Nacht. Nach kurzzeitiger Kühlung wurde der Überstand 

abgenommen, das CPG Trägermaterial mehrmals mit Wasser gewaschen und die vereinigten 

Lösungen im Vakuum entfernt. Das erhaltene Pellet wurde erneut in Wasser aufgenommen 

und die Synthese anschließend durch denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

gereinigt. Die Detektion der Hauptbande erfolgte durch UV-Shadowing, nach Elution der 

Gelstücke in 0.3 M NaOAc (pH 5.5) und Ethanolfällung wurde die DNA über eine NAP5-

Säule entsalzt. 
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3.3.2 Synthese des funktionalisierten Dinukleotidanalogons 

Die Synthese des Dinukleotidlinkers (DN) erfolgte im 1 µmol Maßstab nach dem 

Phosphoramiditverfahren. Das 3´-Aminomodifier-C6-CPG Trägermaterial (1 µmol, 500 Å, 

40.1 µmol/g, ChemGenes) wurde in eine Kartusche gefüllt und mit inertem CPG (Sigma, G-

9139) aufgefüllt. Die Synthese im Final-DMT-ON Modus wurde im DNA 1 µmol Maßstab 

nach einer Dichtigkeitsüberprüfung der Kartusche gestartet. Für die Synthese 3´-CPG-pHeg-

pHeg-(X)-pHeg-pHeg-pHeg-rC-rC-Phosphat-5´ wurden folgende Amidite als 0.1 M 

Lösungen in Acetonitril eingesetzt: DMT-Hexaethylenglycol-CED-phosphoramidit (pHeg) 

und Bis-(cyanoethyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit (Phosphat) von ChemGenes sowie N4-

Benzoyl-5´-DMTr-2´-TBDMS-Cytidinphosphoramidit (rC) von Curachem. Der 

photospaltbare Baustein (X) (1-o-Nitrophenyl-1-O-(2-cyanoethyl-N,N-diisopropylphosphor-

amidyl)-3-O-DMTr-1,3-propan-diol) wurde von F. Hausch nach der Literaturvorschrift 

[Ordoukhanian & Taylor 1995] synthetisiert und für die Kopplung am Syntheseautomaten 

frisch in Acetonitril gelöst. Die Kopplungszeiten betrugen für die Heg-Amidite je 90 

Sekunden, für die rC-Amidite 720 Sekunden, das Phosphat-Amidit wurde dreimal für 90 

Sekunden gekoppelt.  

Nach Trocknung der Kartusche wurde zunächst die Synthese vom CPG getrennt und die 

Basenschutzgruppen entfernt, indem die Festphase in ein braunes Schraubdeckelgefäß 

überführt und für zehn Minuten mit 40 %-iger Methylaminlösung bei 65°C geschüttelt wurde. 

Das Gefäß wurde vor dem Öffnen für wenige Minuten gekühlt und anschließend der 

Überstand abgenommen. Das Trägermaterial wurde dreimal mit je 1 ml eines Gemisches von 

Ethanol, Acetonitril und Wasser (3:1:1) gewaschen, die Lösungen vereinigt und evaporiert.  

Für die Desilylierung der 2´-Hydroxylgruppen der Ribonukleotide wurde ein Gemisch aus 

150 µl NMP, 75 µl TEA und 150 µl TEA⋅3HF hergestellt, das geschützte Dinukleotid mit 250 

µl dieser Lösung versetzt und für 1.5 Stunden bei 65°C inkubiert. Abweichend von der 

Literatur [Hausch & Jäschke 1997] wurde nach dem Abkühlen der Lösung 250 µl einer 

TEAAc Lösung (2 M, pH 8.0) zugesetzt, der gesamt Ansatz über eine NAP5-Säule (mit 2 M 

TEAAc pH 8.0 equilibriert) entsalzt und das entschützten Dinukleotidsynthese im Vakuum 

getrocknet. 

Die weitere Aufreinigung erfolgte über HPLC (LUNA 80 C18, Puffer A und B, Gradient B), 

der Produktpeak bei 14 min zeigte ein Absorptionsmaximum bei 270 nm. 

Die endgültige Ausbeutebestimmug konnte durch UV-Messung erfolgen. Für den 

Dinukleotidlinker wurde ein molarer Extinktionskoeffizient ε254 von 13082 [l⋅mol⋅mol-1]       
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(2 x ε254 (Cytidin)) angenommen, die Beiträge weiterer chromophorer Gruppen wurde 

vernachlässigt. Die Ausbeuten der einzelnen DN-Synthesen lagen bei bis zu 57% (570 nmol 

bei 1 µmol Maßstab). 

 

Weitere Sequenzen:  

 

DNA 

DNA-Bibliothek  

      5´-GG AGC TCA GCC TTC ACT GC—N120—GGC ACC ACG GTC GGA TCC AC-3´ 

Primer A    5´- TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC TCA GCC TTC ACT GC-3´ 

Primer B    5´-GTG GAT CCG ACC GTG GTG CC-3´ 

Primer B-4   5´-GTG GAT CCG ACC GTG G-3´ 

 

RNA 

23mer-RNA  5´-UAC UGG GAU CCU AAU GAC CCA GG-3´  

25mer-RNA    5´-GGA GCU CAG CCU UCA CUG CUC CAC C-3´ 
Transkriptions-Templat für 25mer RNA (DNA) 

44mer  5´-GGT GGA GCA GTG AAG GCT GAG CTC CTA TAG TGAGTC GTA TTA GA-3´ 

38mer  5´-TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC TCA GCC TTC ACT GC-3´ 

Y29 29mer 5´-GGG AGA GGG CAA CCU GAC CUG UUA UGA CG-3´ 

[Illangasekare & Yarus 1999b]  
Transkriptions-Templat für 29mer RNA (DNA) 

48mer  5´- TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GAG AGG GCA ACC TGA CCT GTT ATG ACG -3´ 

48mer  5´- CGT CAT AAC AGG TCA GGT TGC CCT CTC CCT ATA GTC AGT CGT ATT AGA -3´ 

 

3.4 Derivatisierung von Dinukleotidanaloga  

3.4.1 Acrylat-funktionalisiertes Dinukleotidanalogon DN-Acrylat 12 

300 nmol des Dinukleotidanalogon 11 wurden 123 µl Wasser gelöst, 450 µl 0.1 M KH2PO4–

Puffer (pH = 8.0) und 126 µl einer 0.1 M Lösung von Acrylsäure-NHS-Ester in DMF 

zugegeben. Die Reaktion wurde 48 h bei 37°C in einem braunen 1.5 ml Reaktionsgefäß 

geschüttelt, mit 300 µl Wasser verdünnt und durch HPLC über eine C18-Säule (LUNA 80 C18, 

Phenomenex) mit dem Gradienten C gereinigt. Der Produktpeak bei 12.7 min wurde separiert, 

lyophylisiert und die Ausbeute UV-spektrometrisch bestimmt (bis zu 82%). 

MS (MALDI-ToF): berechnet für C96H177N8O72P9
 =  2874.23, gemessen m/z 2875.43 
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DN-Photofragment C63H110N7O47P6 = 1903.42, gemessen m/z 1903.57 

Acrylat-Photofragment C33H67NO25P3 = 970.80, gemessen m/z 970.29 

 

3.4.2 Oxim-funktionalisiertes Dinukleotidanalogon DN-Oxim 13 

Zu 15 µl einer 1,33mM DN-Lösung wurden 27 µl KH2PO4–Puffer (pH = 8.0) und 8 µl einer 

0,1 M Lösung von 4-NHS-carboxy-benzaldoxim 8 zugegeben und in einem braunen 1,5 ml 

Reaktionsgefäß 48 h bei 37°C geschüttelt, anschließend mit 200 µl H2O verdünnt und über 

HPLC mit dem Gradienten C analysiert.  

Retentionszeit: 16.3 min  

MS (MALDI-ToF): berechnet für C101H180N9O73P9 =  2967.29, gemessen m/z 2969.11 

DN-Photofragment C63H110N7O47P6 = 1903.42, gemessen m/z 1903.15 

Oxim-Photofragment C38H70N2O26P3 = 1063.88, gemessen m/z 1063.12 

 

3.5 Aufarbeitung und Charakterisierung von Oligonukleotiden 

3.5.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

Oligonukleotide können mittels denaturierender PAGE aufgereinigt werden. Die 

elektrophoretischen Laufeigenschaften der polyanionischen Oligonukleotide können durch 

den Anteil an Acrylamid sowie dessen Verhältnis zu dem Quervernetzer N,N´-

Methylenbisacrylamid im Gel beeinflusst werden. Die Polymerisation der Acrylamidlösung 

wird durch die Zugabe des Stabilisators N,N,N´,N´-Tetraethylendiamin (TEMED) sowie des 

Radikalstarters Ammoniumperoxodisulfat (APS) eingeleitet. Zur Auftrennung der 

Nukleinsäuren unterschiedlicher Größen wurden Polyacrylamidgele in verschiedenen 

Konzentrationen unter Verwendung der Rotiphorese Stammlösungen (25%) der Firma Roth 

verwendet. Die Elektrophorese wurde in 1x TBE-Puffer durchgeführt.  

 

Acrylamidkonzentration  Acrylamid/Bisacrylamid (19:1) Verdünner 10x TBE 
6 % 12 ml 33 ml 5 ml 
12 % 24 ml 21 ml 5 ml 
15 % 30 ml 15 ml 5 ml 
18 % 36 ml   9 ml  5 ml 

22,5 % 45 ml   0 ml 5 ml 
 

Tabelle 3-1: Zusammensetzung der Acrylamid-Lösungen für PA-Gele 
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Die Gele enthielten weiterhin 8.3 M Harnstoff, welcher als denaturierendes Reagenz eine 

Auftrennung der Oligonukleotide nach ihrer Länge ermöglichte. 

Nach dem Zusammenmischen der Lösungen wurde die Polymerisation durch Zugaben von 40 

µl TEMED und 400 µl einer 10 %-igen APS-Lösung gestartet. Die Gellösung wurde 

blasenfrei zwischen zwei mit einem 1 mm dicken Spacer getrennte Glasplatten (16 x 30 cm 

bzw. 32 x 30 cm) gegossen. Nach einer Polymerisationszeit von 30 Minuten wurde das Gel in 

eine vertikale Gelapparatur eingespannt und die Elektrophorese bei 500 V für 30 min in TBE-

Puffer ohne Proben gestartet. Währenddessen wurden die Taschen mehrmals mit dem TBE-

Puffer gespült. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese im Verhältnis 1:1 mit Formamid 

versetzt und in mindestens einer Tasche Farbmarker (Bromphenolblau und Xylencyanol in 

Formamid) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in der Regel bei 500 V durchgeführt, im 

Falle größerer angelegter Spannungen wurden die Glasplatten zusätzlich durch Ventilatoren 

gekühlt. Der Fortschritt der Elektrophorese wurde durch die Migration der Farbmarker 

aufgrund folgender Tabelle abgeschätzt: 

 

% PAGE-Gel Xylenxyanol wie ein ~mer Bromphenolblau wie ein ~mer 
6 ~ 80 ~ 25-26 
12 ~ 40 ~ 14-16 
15 ~ 30 ~ 9-10 
18 ~ 25 ~ 7-8 
20 ~ 19 ~ 4-5 

 
Tabelle 3-2: Abschätzung der Nukleinsäuremigration in PA-Gelen durch Farbmarker 

 

3.5.2 Agarosegelelektrophorese 

Zur Analyse von PCR-Reaktionen am Ende einer Selektionsrunde wurden 

Nukleinsäureproben auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Dazu 

wurde ein zwei prozentiges (w/v) Agarosegel hergestellt, indem 1 g Agarose mit 50 ml 0,5x 

TBE-Puffer vermischt und in einer Mikrowelle zum Sieden erhitzt wurde. Durch 

Umschwenken des Gefäßes wird die Agarose vollständig gelöst bevor die auf etwa 50°C 

abgekühlte Flüssigkeit in eine vertikale Form (10 x 6,5 cm) mit einem Kamm für die 

Probenauftragung gegossen wurde. Nach dem Erstarren des Geles wurden die Proben mit 

einem nativen Probenpuffer aus 30 %-iger Succroselösung und den Farbstoffen 

Bromphenolblau und Xylencyanol versetzt und in die Taschen aufgetragen. In mindestens 
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einer Spur wurde eine DNA Basenpaarleiter (Gene Ruler 100 bp, 0.5 mg DNA/ml, MBI 

Fermentas) als Längenmarker aufgetragen, um eine spätere Zuordnung der Proben zu 

ermöglichen. Die Elektrophorese wurde bei 180 V für 30 min durchgeführt. Die Auswertung 

erfolgte mit einer Geldokumentationsanlage AlphaImager 2200 der Fa. AlphaInnotec. 

 

3.5.3 Qiagen RNA/DNA Kit 

Für die Aufreinigung von Transkriptionsansätzen der zweiten in vitro Selektion wurden für 

den Ansatz der ersten Runde das RNA/DNA maxi Kit von Qiagen und für weitere T7-Trans-

kriptionsansätze das mini Kit verwendet. Die Aufreinigung der Ansätze erfolgte nach 

Herstellerangaben (Protocol for RNA cleanup and Purification of In Vitro Transcripts). Dabei 

wurde die RNA als Pellet nach einer Isopropanolfällung erhalten und konnte direkt weiter 

umgesetzt werden.  

 

3.6 Nachweise von Oligonukleotiden 

3.6.1 Autoradiographie 

Beim Nachweis von radioaktiv markierten Oligonukleotiden handelt es sich um eine der 

empfindlichsten Detektionsverfahren für Nukleinsäuren überhaupt. Das Polyacrylamidgel mit 

den radioaktiv markierten RNA oder DNA Proben wird von mindestens einer Glasplatte 

befreit und in Plastikfolie eingeschlagen. Durch das Aufbringen von Phosphoreszenzmarkern 

konnten definierte Punkte auf dem Gel markiert werden. Durch das Auflegen eines 

Röntgenfilms auf das Gel und die Exposition in einer Röntgenfilmkassette für wenige 

Minuten bis zu mehreren Tagen bei -80°C wurde die radioaktiv markierte Probe nach 

Entwicklung des Röntgenfilms als Schwärzung erkennbar. Der Film wurde anschließend 

fixiert und getrocknet. 

Alternativ dazu wurde ein Phosphorimager-Screen auf das eingeschlagene Gel gelegt und 

anschließend auf einem Phosphorimager Storm 840 der Fa. Molecular Dynamics oder 

Typhoon 9400 der Fa. Amersham analysiert. Der Screen enthält Verbindungen aus dem 

Lanthanoid Europium, die durch die β-Strahlung in einen angeregten Zustand mit einer 

Halbwertszeit von drei Tagen versetzt werden. Durch Abtastung durch einen Laser werden 

diese unter Emittierung von Lichtimpulsen in den Grundzustand versetzt. Die Intensität und 

der Ort der Lichtimpulse werden mittels des Phosphorimagers analysiert und man erhält ein 

digitales zweidimensionales Abbild des gescannten Gels. 
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3.6.2 Färbung mit Ethidiumbromid 

Ab einer gewissen Mindestmenge von Nukleinsäuren (> 0.01 OD260) ist diese Methode zum 

schnellen Nachweis gut geeignet. Ethidiumbromid ist ein heterozyklischer 

Fluoreszenzfarbstoff, der mit Nukleinsäuren interkalieren kann. Ethidiumbromid wurde mit 

einer finalen Konzentration von 0.5 µg/ml 0.5x TBE vor dem Gießen des Gels in die 

Agaroselösung gegeben oder alternativ dazu das Gel nach der Elektrophorese in einer 

Ethidiumbromidlösung derselben Konzentration für 30 min in einem Wannenbad geschwenkt. 

Überschüssiges Ethidiumbromid wurde durch anschließendes Spülen des Gels in einem 

Wasserbad entfernt. Durch Transillumination bei λ = 306 nm konnte die Nukleinsäure durch 

orangefarbene Fluoreszenzbanden sichtbar gemacht werden. 

 

3.6.3 UV-Shadowing 

Aufgrund der starken Absorption der Nukleobasen lassen sich Nukleinsäuren auch ohne 

jegliches Anfärben durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar machen. Dazu wurde das 

Polyacrylamidgel beidseitig in Haushaltsfolie eingeschlagen und auf eine fluoreszierende 

Kieselgelplatte gelegt. Bei einer Bestrahlung mit λ = 254 nm wurde die Nukleinsäure durch 

Fluoreszenzlöschung detektiert. Wegen der geringen Empfindlichkeit dieser Methode wurde 

sie nur bei präparativen Gelen oder für den Fall einer nachträglichen Verwendung der 

Nukleinsäure für radioaktive Markierungsexperimente angewendet. Die entsprechenden 

Banden wurden direkt unter der UV-Lampe mit einem Skalpell markiert. Da Licht dieser 

Wellenlänge photoinduzierte Schäden in den Nukleinsäuren hervorrufen kann, wurde die 

Bestrahlung so kurz wie möglich gehalten und die Nukleinsäure nach der zügigen Markierung 

für die anschließende Elution ausgeschnitten. 

 

3.6.4 Gelelution 

Die durch PAGE gereinigten Oligonukleotide wurden anhand einer Röntgenfilmschablone 

oder des Phosphorimager-Abbildes im Gel lokalisiert und die entsprechende Gelbande mit 

einem Skalpell in 2 x 2 mm große Stücke zerteilt und in ein 1.5 ml Reaktionsgefäß überführt.  

Pro Bande wurden 550 µl Wasser bzw. 500 µl 0.3 M Natriumacetatlösung pH 5.5 (bei 

anschließender Ethanolfällung) zugegeben und je nach Empfindlichkeit der Probe bei bis zu 

80°C für 1 h oder bei Raumtemperatur über Nacht geschüttelt. Die Elutionslösungen wurden 

vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und für die Entsalzung durch Gelfiltration oder 
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Ethanolfällung aufbewahrt. Diese Prozedur wurde gegebenenfalls bis zu dreimal wiederholt, 

wodurch die Elutionsausbeute auf bis zu 95% gesteigert werden konnte. 

3.6.5 Ethanolfällung  

Um Nukleinsäuren zu konzentrieren und dabei lösliche niedermolekulare Bestandteile 

abzutrennen verwendet man eine Ethanolfällung. Zunächst wurde die Lösung mit 3 M 

Natriumacetatlösung (pH 5.5) auf 0.3 M NaOAc eingestellt, wenn dieses nicht schon durch 

Gelelution mit einem entsprechenden Puffer geschehen war. Bei Proben, die nur sehr wenig 

Nukleinsäure enthielten oder bei kurzen Oligonukleotiden (< 15 nt) wurde 1 µl Glycogen (20 

mg/ml) als Fällungshilfe zugegeben. Die Lösung wurde mit dem 2.5-fachen Volumen bei       

-80°C gekühlten Ethanol sorgfältig gemischt und sofort bei 10000 g und -3°C zentrifugiert. 

Bei schwer zu präzipitierenden Proben wurde das ethanolische Gemisch vor der 

Zentrifugation bei -80°C für mehrere Stunden gefällt. Der Überstand wurde vorsichtig vom 

Pellet entfernt und dieses anschließend mit 200 µl 80 %-igem Ethanol gewaschen und für 

zwei Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen und das Pellet an der Luft 

getrocknet. 

3.6.6 Gelfiltration 

Mit diesem Verfahren wurden Nukleinsäurelösungen von niedermolekularen Substanzen und 

Salzbestandteilen abgetrennt. Es beruht auf dem Prinzip der Permeationschromatographie, bei 

dem ein Gel mit einer bestimmten Porengröße verwendet wird. Ab einer gewissen Größe sind 

Moleküle nicht mehr in der Lage, in diese Poren einzudringen und werden zuerst eluiert. 

Kleinere Moleküle permeieren die stationäre Phase und werden deshalb entsprechend 

retardiert. 

In dieser Arbeit wurden NAP5 Säulen (Pharmacia) zum Entsalzen der Oligonukleotide 

verwendet, insbesondere bei der Aufarbeitung von Gelelutionlösungen der Dinukleotid-

enthaltenden Proben. Des Weiteren wurde durch DyeEx-Säulen bei einem Probenvolumen 

von bis zu 50µl eine Abtrennung des nicht eingebauten α-32P CTP bei Pool-RNA erreicht, so 

dass diese Säulen auch zur Aufarbeitung eines Transkriptionsansatzes während der in vitro 

Selektion verwendet werden konnten. 
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3.6.7 Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

Die HPLC ist eine Säulenchromatographie, bei der durch Verwendung von sehr kleinen 

Teilchen für die stationäre Phase (5 bis 10 µm) eine sehr geringe Trennstufenhöhe und damit 

verbunden eine große Trennleistung erreicht wird. Zur Trennung von Nukleinsäuren wird eine 

unpolare Umkehrphase (engl. reversed phase) als stationäre Phase eingesetzt. Hierbei sind die 

polaren Silanolgruppen des Kieselgels mit Alkylketten gekoppelt. Es wurden C18- Säulen mit 

entsprechend 18 Kohlenstoffatomen in der modifizierenden Alkylkette oder 

Gelfiltrationssäulen verwendet (LUNA 80 C18, 5 µm, 250 x 4.6 mm, Phenomenex oder 

TSKgel G 3000 SW(XL)-400, 5 µm, 300 x 7.8 mm, TOSOH). 

Als mobile Phase für die C18-Säulen wurde ein binärer Gradient aus Puffer A (0.1 M TEAAc, 

pH 7.0) und Puffer B (0.1 M TEAAc, pH 7.0, 80 % Acetonitril) verwendet. Die 

chromatographische Trennung wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min (semipräparativ:         

3 ml/min) bei einer Säulentemperatur von 45°C durchgeführt.  

Gadient A  
t [min] 0 6 20 23 26 29 

Puffer B (%) 1 24 27.5 100 100 1 
 

Gadient B  
t [min] 0 5 18 21 25 1 

Puffer B (%) 1 20 22.6 100 100 1 
 

Gadient C  
t [min] 0 2 16 18 20 22 

Puffer B (%) 1 20 27 100 100 1 
 

Gadient D  
t [min] 0  25 28 30 

% Puffer B 1  100 100 1 
 

Tabelle 3-3:  Gradienten für LUNA 80 C18 - HPLC-Läufe 

 

Für die Gelfiltration wurde ein 0.2 M NaOAc Puffer (pH 6.0) mit 1 % MeOH eingesetzt. Es 

wurde die Gerätekonfiguration ChemStation Serie 1100 der Fa. Agilent Technologies 

verwendet. 

Zur Abtrennung der überschüssigen Primer und dNTPs und zur Bestimmung des 159 nt Pool-

Anteils nach der PCR wurde in der Selektion ein isokratisches Elutionsprofil an einer 
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Gelfitrationssäule verwendet (0.6 ml/min, 25°C). Die Detektion erfolgte durch Messung der 

UV-Absorption bei einer (260nm) oder mehreren (Diode Array Detector) definierten 

Wellenlängen oder bei gering konzentrierten, jedoch radioaktiven Proben mit einem 

Radioflow Detector LB 509 der Fa. Berthold. 

 

3.6.8 2D-Dünnschichtchromatographie [Keith et al. 1990] 

Die Analyse einzelner Mononukleotide nach einem Nukleaseverdau wurde durch 

zweidimensionale Dünnschichtchromatographie ermöglicht. Die Auftrennung erfolgte auf 

einer mit Cellulose beschichteten DC-Platte der Größe 10 x 10 cm. Dazu wurden 2 µl einer 

verdauten radioaktiven RNA-Lösung mit einer Pipettenspitze vorsichtig aufgetragen 

(Startpunkt x,y-Richtung je 1.5 cm) und getrocknet. Anschließend wurde die Platte im DC-

Puffer I ca. 4 Stunden bis zum oberen Rand laufen gelassen, an der Luft getrocknet und die 

zweite Dimension im DC-Puffer II in y-Richtung chromatographiert. Das DC wurde 

getrocknet und mittels Phosphorimager analysiert. 

 

3.7 Konzentrations- und Mengenbestimmung von Nukleinsäuren 
 

3.7.1 Photometrische Messung 

Nukleobasen weisen ein Absorptionsmaximum nahe der Wellenlänge 260 nm auf. Daher lässt 

sich durch die Aufnahme eines UV-Spektrums die Menge an Nukleinsäure bestimmen.  

Die Konzentrationsbestimmung entschützter und unmodifizierter Oligonukleotide erfolgte im 

Falle kurzer Oligomere ( ≤ 30 nt) auf der Basis der Addition folgender molaren 

Extinktionskoeffizienten ε254 [l⋅mol⋅mol-1] bei 254nm und pH = 7.0 unter Anwendung des  

Lambert Beer´schen Gesetzes (E = ε ⋅ c ⋅ d, wobei E = Extinktion, d = Schichtdicke der 

Küvette in cm): 

Chromophor ε254 [l⋅mol⋅mol-1] 
TMP (Thymidinmonophosphat) 7250 
CMP (Cytidinmonophosphat) 6541 
AMP (Adenosinmonophosphat) 13200 
GMP (Guanosinmonophosphat) 13679 

 

Tabelle 3-4: Molare Extinktionskoeffizienten der Nukleosidmonophosphate [Ellington] 
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Die Konzentration der Dinukleotidanaloga berechnete sich demnach unter Vernachlässigung 

weiterer chromophorer Gruppen über die Summe der molaren Extinktionskoeffizienten beider 

Cytidine.  

Im Falle längerer Oligonukleotide, oder bei solchen, bei denen die Sequenz nicht genau 

bekannt war (randomisierte Pools), wurde ein Teil der Probe in 1 ml H2O gelöst und die UV-

Absorption bei λ= 260 bestimmt. Die optische Dichte OD260 entspricht der Menge des 

absorbierenden Stoffes, die in 1 ml Wasser gelöst, im Photometer mit der Küvettendicke 1 cm 

bei 260 nm eine Absorption mit dem Wert 1 erzeugt. 

1 OD260 entspricht 30 µg einer ssDNA, 50 µg einer dsDNA und 40 µg einer ssRNA. 

 

Stoffmenge der DNA in µmol = 
Oligo) imderBasen  Anzahl (10

ODGesamt 
⋅

 

 

Masse der DNA in µg =  
1000000

)325Basenzahl(pmol ⋅⋅  

 

Molmasse der DNA in g/mol = (#dA x 312.2) + (#dC x 288.2) + (#d x 328.2) + (#dT x 303.2) 

(#dA, #dC, #dG, #dT = Anzahl der entsprechenden Nukleotide). 

 

3.7.2 Radioaktivitätsmessung 

Für eine empfindliche und einfache Bestimmung von Nukleinsäuren wurden diese durch 

molekularbiologische Methoden mit 32P modifiziert. Die Messung der Radioaktivität erfolgte 

in einem Szintillationszähler nach der Cerenkov-Methode. Aufgrund des radioaktiven 

Verfalls von 32P mit einer Halbwertszeit von 14 Tagen wurden die Proben immer in 

Gegenwart eines Referenzaliquots vermessen, das zu Beginn des Experiments entnommen 

worden war. Die Gleichungen zur Berechnung der Nukleinsäuremenge sind im Kapitel 3.8.2 

angegeben. 
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3.8 Molekularbiologische Methoden 
 

3.8.1 Polymerse Kettenreaktion [Mullis & Faloona 1987] 

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur exponentiellen Vervielfältigung 

von Desoxyribonukleinsäuren. Grundlage hierfür ist die Hybridisierung zweier kurzer 

konstanter Oligonukleotidprimer, die an das konstante 3´-und 5´-Ende der zu 

vervielfältigenden Sequenz binden und während der enzymatischen Reaktion mittels einer 

DNA-abhängigen DNA-Polymerase jeweils in 5´→ 3´ Richtung verlängert werden. Die PCR 

besteht aus drei sich wiederholenden Schritten: 1.) Denaturierung: Das Erhitzen der PCR 

Lösung auf Temperaturen größer als 90°C führt zu einem Aufschmelzen des evtl. 

doppelsträngig vorliegenden DNA-Stranges. 2.) Annealing: Durch schnelles Abkühlen auf 

eine spezifische Hybridisierungstemperatur (abhängig von der Primerlänge, deren Sequenz 

und der Mg2+-Konzentration) wird bei einem Primerüberschuss die Bildung des zuvor 

vorliegenden Doppelstranges verhindert und die Hybridisierung der Primer an den DNA-

Strang erreicht. 3.) Polymerisation: Ausgehend vom Primer-DNA-Doppelstrang wird die 

DNA unter Verwendung der komplementären Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTP) 

von einer DNA-Polymerase synthetisiert. Es wurde die hitzebeständige Taq-Polymerase des 

thermophilen Bakteriums Thermophilus aquaticus verwendet. Als Matrize für die PCR kann 

doppelsträngige wie auch einzelsträngige DNA benutzt werden. Durch Verwendung terminal 

überhängender Primer kann die ursprüngliche DNA-Sequenz in der PCR um diesen Überhang 

verlängert werden. Wenige DNA-Moleküle können somit mittels der PCR-Reaktion vermehrt 

und nachgewiesen werden. Die Produkte der durchgeführten PCR-Reaktionen wurden 

anschließend durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 

 

Präparative PCR des Ausgangspools 

Bei der Erzeugung der Startbibliotheken für in vitro Selektionsexperimente wurde die PCR 

zur Generierung einiger Kopien der am Syntheseautomaten hergestellten und gereinigten, 

einzelsträngigen DNA angewendet. Mit der Einführung eines überhängenden Primers A 

konnte zudem der für die T7-Transkription benötigte Promotorbereich von 17 Basen an die 

DNA angefügt werden. Diese PCR wurde mit einer erhöhten Matrizenkonzentration 

durchgeführt, entsprechend wurden die Konzentrationen der Primer angepasst. Um eine 

möglichst vollständige Polymerisation aller vorliegenden Matrizen zu erreichen, wurden auch 

die Hybridisierungs- und Extensionzeiten verlängert. 
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Massen-PCR Ansatz 
427 µl ssDNA aus Synthese (722 µM) 
237 µl Primer A (100 µM) 
355 µl Primer B (100 µM) 
474 µl Taq Puffer 10x (ohne MgCl2) 
379 µl MgCl2 (50 mM) 
95 µl dNTP Mix (je 10 mM) 

22.5 µl Taq Polymerase Gene Therm 5 U/µl 
ad 4.74 ml H2O 

POOLPRAP 
Temperatur Zeit 
94 °C 3 min 
8 Zyklen 
94 °C 2 min 
50 °C 6 min 
72 °C 10 min 

 

PCR nach reverser Transkription 

Für den PCR-Ansatz zum Abschluss eines Selektionszyklusses wurde der gesamte Ansatz der 

reversen Transkription (RT) verwendet. Dieser enthielt je nach Selektionsrunde 

standardmäßig 240 µl einer Lösung oder einer Suspension mit Streptavidin-Agarose-

Partikeln. Die PCR wurde im 400 µl-Maßstab angesetzt und die Reaktionslösung vor der 

Durchführung auf fünf 200 µl PCR-Reaktionsgefäße verteilt. 

 

Standard-PCR Ansatz 
240 µl cDNA im RT-Ansatz 
32 µl Primer A 100 µM 
40 µl Taq Puffer 10x ohne MgCl2

32 µl MgCl2 (50 mM) 
10 µl dNTP Mix (je 10 mM) 
4 µl Taq Polymerase Gene Therm 5 U/µl 

ad 400µl H2O 

AZ SELEX 
Temperatur Zeit 
94 °C 5 min 
7-20 Zyklen 
94 °C 1 min 
50 °C 1.5 min 
72 °C 2 min 
Finale Elongation 72°C für 10 min 

 

3.8.2 T7-Transkription 

Mit Hilfe der DNA-abhängigen RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 lässt sich eine 

DNA-Sequenz in eine komplementäre RNA umschreiben, sofern sie an ihrem 3’-Ende einen 

doppelsträngigen Erkennungsbereich (T7-Promotor) besitzt. Die eingebauten Basen werden 

in Form von Nukleosidtriphosphaten (NTP) benötigt. Durch Einsatz von α-32P-markiertem 

NTP lässt sich die hergestellte RNA radioaktiv markieren.  

Im Falle einer späteren Analyse der RNA durch Nukleaseverdau durch die Nuklease P1 

wurden alle vier Nukleotide als radioaktive NTPs eingesetzt. Die RNA-Synthese beginnt stets 
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mit einem Guanosin, wobei sich die Ausbeuten der Transkription deutlich erhöhen, wenn die 

RNA mit mehreren Guanosinen startet. Die Transkriptionsreaktionen wurden prinzipiell 

durchgeführt, wie in der Literatur beschrieben [Milligan et al. 1987]. Als DNA-Matrizen 

wurden die durch PCR hergestellte dsDNA oder im Fall einer 25 nt oder 29 nt langen RNA 

hybridisierte synthetische Oligonukleotide eingesetzt. Die Hybridisierung eines Duplexes für 

diese T7-Transkriptionen wurde durch fünfminütiges Aufheizen des sense- und antisense-

Stranges auf 95°C und langsame Renaturierung auf Raumtemperatur über einen Zeitraum von 

einer Stunde erreicht.  

Wenn nicht anders vermerkt wurde in der in vitro Selektion für die T7-Transkription jeweils 

1/20 des PCR-Produktes aus der vorangegangenen Selektionsrunde als Matrize verwendet. 

 

Transkriptions-Standardansatz 
20 – 50 µl DNA Templat  

10 µl Transkriptionspuffer 10x 
10 µl DTT (0.1 M) 
2 µl BSA (20 mg/ml) 

16 µl NTP-Mix (25 mM je NTP) 
2 µl  32P-α-CTP (3000 µCi / ml)  
4 µl T7 RNA Polymerase (50 U/µl, Stratagene) 

ad 100 µl H2O 
 

Der Reaktionsansatz wurde im Wasserbad bei 37°C für mindestens drei Stunden oder über 

Nacht inkubiert und durch PAGE, anschließender Gelelution und Ethanolfällung oder die 

Verwendung des Qiagen DNA/RNA Kits aufgereinigt. Die 25mer RNA wurde auf einem 

15%-igen Polyacrylamidgel gereinigt und die untere der Doppelbanden eluiert und gefällt. 

Zuvor wurde den Ansätzen zum Zwecke der Ausbeuteberechnung ein Aliquot entnommen. 

Die erhaltene RNA und das Aliquot wurden am Cerenkov-Counter vermessen. Für die 

Quantifizierung der RNA wurden folgende Formeln benutzt: 

 

Einbaurate des α-32P-CTP (%) = 
[cpm] oaktivitätGesamtradi eeingesetzt

            [cpm]RNA der ität Radioaktiv           

RNA-Stoffmenge [nmol] = 
Transkript im Cytidinemenden der vorkom Anzahl

l][men Ansatzvolu *M][ CTPion Konzentrat * Einbaurate μμ  
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3.8.3 Ligation 

Ein 5´-phosphoryliertes Oligonukleotid kann mittels T4 RNA Ligase in Abhängigkeit von 

ATP an ein 3´-Hydroxylende einer RNA unter Bildung einer Phosphordiesterbindung ligiert 

werden. Bei längeren Fragmenten ist dabei eine über den Ligationsbereich hinaus 

komplementäre, hybridisierende Matrize essentiell, um die 3´- und 5´- Enden der 

Oligonukleotide in räumliche Nähe zu positionieren. 

Die Ligation eines phosphorylierten Dinukleotides ist hingegen ohne Matrize möglich 

[England & Uhlenbeck 1978]. Eine Ausbeutesteigerung der Reaktion konnte für die 

verwendeten randomisierten Bibliotheken durch die Hybridisierung eines zum 3´-Ende der 

RNA komplementären Primers (Primer B oder Primer B-4) erreicht werden. 

Pool-RNA wurde mit einer äquimolaren bis doppelten Menge des Primers bei 80°C 

denaturiert und vor dem langsamen Abkühlen auf Raumtemperatur mit HEPES-Puffer (pH 

8.0) versetzt. Eine 8-fache Menge des Dinukleotidanalogon sowie ATP, DMSO, MgCl2 und 

DTT wurde zugegeben und die Reaktion durch die Zugabe der T4 RNA Ligase gestartet. Der 

Ansatz wurde bei 18°C für 4 h inkubiert. 

 

Ligations-Standardansatz 
10 µl RNA (100 µM) 
20 µl Primer B (oder Primer B-4) (100 µM) 
10 µl Ligasepuffer 10x (HEPES, MgCl2, DTT) 
2 µl ATP (10 mM) 
2 µl BSA (1 mg/ml) 

10 µl DMSO 
8 µl DN-Acrylat (1 mM) 

10 µl T4 RNA Ligase (20 U/µl) 
ad 100 µl H2O 

 

Während der zweiten durchgeführten in vitro Selektion wurde auf DTT im Ligationspuffer 

bei der Ligation von DN-Acrylat an RNA verzichtet. Die Aufreinigung erfolgte im Falle der 

159 nt Pool-RNA durch Auftrennung in einem 6 %-igen Polyacrylamidgel, anschließender 

Elution und Ethanolfällung des RNA-Ligates. 
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3.8.4 Reverse Transkription (RT) 

Für die abschließende PCR-Amplifikation zum Ende eines Selektionszyklus war es 

notwendig, die selektierte RNA in cDNA umzuschreiben. Dazu wurde eine RNA-abhängige 

DNA-Polymerase (SuperScript RNase H- Reverse Transkriptase, Invitrogen) verwendet. Als 

Templat für die Reaktion diente entweder eine wässrige Lösung der RNA oder die auf einer 

Streptavidin Festphase immobilisierte und in Wasser suspendierte RNA. Es wurde ein DNA-

Primer (Primer B) benötigt, der an die RNA hybridisierte, dessen freies 3’-Ende 

komplementär zu der RNA-Matrize war und durch die Reverse Transkriptase verlängert 

wurde. 
 

Reverse Transkription (Standardansatz 240 µl) 
80 µl Streptavidin-Agarose-Suspension mit immobilisierter RNA  

oder Elutionslösung nach einer Laserspaltung 
16 µl Primer B (100 µM) 

10 min bei 85°C, anschließend auf Eis 
48 µl First Strand Buffer 5x 
6 µl  DTT (0.1 M) 

12 µl  dNTP-Mix (10 mM je dNTP) 
64 µl H2O 

2 min bei 55°C 
4 µl SuperScript II RNase H- Reverse Transkriptase (200 U/µl) 

60 min bei 55°C 
  

3.8.5 Verdau von RNA durch Ribonukleasen P1 und T2   

Zur Untersuchung von Mononukleotiden in einem dünnschichtchromatographischen Assay 

(siehe Kapitel 3.6.8) wurde radioaktive RNA in saurem Puffer mit einer Endonuklease P1 

verdaut. Diese Endonuklease schneidet unspezifisch die Esterbindung zwischen der 

Phosphatgruppe und dem 5´-Kohlenstoffatom der folgenden Base. Es entstehen 5´-

Monophosphatnukleotide, die denen beim Einbau während der T7-Transkription entsprechen. 

Die Endonuklease T2 schneidet zwischen der Phosphatgruppe und C5 und erzeugt 3´-

monophosphatnukleotide. Bei randomisierten Sequenzen ist somit die Detektion aller vier 

Nukleotide durch den Verdau bereits bei einfach (mit α-32P-CTP) markierter RNA möglich, 

da statistisch alle Nukleotide als markierte 3´-Monophosphatnukleotide resultieren.  

10 µl radioaktive RNA Lösung wurden mit 2 µl tRNA (10 mg/ml) in 8 µl 

Ammoniumacetatpuffer (50 mM, pH 4.6) vermischt und 2 µl Nuklease P1 0.3 U/µl (oder 
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Nuklease T2) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Jeweils 2 µl des 

Ansatzes wurden für die zweidimensionale Dünnschichtchromatographie eingesetzt. 

3.8.6 Radioaktive 5´-Phosphorylierung von Nukleinsäuren  

Der freie 5’-Terminus von Oligonukleotiden lässt sich mit dem Enzym Polynukleotid-Kinase 

(PNK) aus dem Phagen T4 phosphorylieren. Dabei wird das γ-Phosphat eines ATP auf die  

5’-Hydroxylgruppe des Oligonukleotides übertragen. Benutzt man γ-32P-ATP, wird somit 

eine 5´-terminale radioaktive Markierung des Oligonukleotides ermöglicht.  

 

Kinasierungsansatz 
10 µl RNA Lösung oder  

Ansatz der Dephosphorylierung 
2 µl PNK Puffer A (Vorwärtsreaktion )  
2 µl γ-32P-ATP 
2 µl T4-Polynukleotidkinase (10 U/µl) 

ad 20 µl H2O  
 

Nach der Inkubation bei 37°C für 1.5 Stunden wurde der Ansatz durch PAGE aufgereinigt, 

das Oligonukleotid eluiert und gefällt.  

 

Dephosphorylierung durch Shrimp Alkalische Phosphatase 

Zur radioaktiven Markierung von Dinukleotidanaloga wurden diese zuvor für eine Stunde bei 

37°C durch Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) (USB/Amersham) dephosphoryliert und 

das SAP-Enzym vor der Zugabe des PNK Enzyms bei 80°C für 10 min erhitzt und dadurch 

inaktiviert. 

Dephosphorylierung durch SAP 
8 µl Dinukleotidanalogon 
1 µl SAP Puffer 10x 
1 µl Shrimp Alkalische Phosphatase 

 

3.9 Durchführung einer 1,3-dipolaren Cycloadditionsreaktion  

Die Reaktivität eines biotinylierten Nitriloxides wurde durch mehrere Abfangreaktionen 

untersucht. Die Reaktionen wurden in wässrigem Milieu mit 2-10 % DMF durchgeführt. Als 

dipolare Verbindung wurde ein in situ hergestelltes biotinyliertes Nitriloxid 10 verwendet, das 
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durch die Umsetzung eines Nitriloxidvorläufermoleküls 9 mit dem zwei- bis zehnfachen 

Überschuss an NCS aktiviert wurde.  

Die Umsetzung mit Acrylamid wurde über HPLC verfolgt, der Produktpeak des Acrylamid-

Cycloadduktes bei 10.4 min (Gradient C) anschließend massenspektroskopisch analysiert.  

Eine Umsetzung des Nitriloxidvorläufers 9 mit DN-Acrylat wurde mit Hilfe eines 22.5 %  

PA-Gels verfolgt, die Produktbande wurde isoliert und durch MALDI-ToF 

Massenspektrometrie die Identität des Cycloadduktes (CyDN) gesichert. Alternativ konnte 

das Produkt auch über HPLC detektiert werden (Gradient C, Retentionszeit 20.6 min). 

 

MS (MALDI-ToF) Acrylamid-Cycloaddukt berechnet für C29H42N6O8S = 634.74,  

 gemessen m/z 651.23, 635.42  

MS (MALDI-ToF) CyDN berechnet für C122H214N13O79P9S = 3437.87,  

           gemessen m/z 3453.19, 3436.95 

DN-Photofragment         C63H110N7O47P6   = 1903.42, gemessen m/z 1901.89 

Isoxazolin-Photofragment C59H104N6O32P3S = 1534.46, gemessen m/z 1550.56 

 

Während der Selektionsrunden wurde die mit DN-Acrylat ligierten RNA-Konjugate in einer 

Tris-HCl gepufferten Mischung mit ein- bis dreiwertigen Metallionen gelöst und der 

Nitriloxidvorläufer 9 zugegeben. Die Reaktion wurde jeweils durch die Zugabe von NCS 

(gelöst in DMF) gestartet. 

 

3.10 Spaltungsexperimente mit UV-Licht 
 

Spaltung in Lösung 

Je 25 µl einer Lösung des 32P-markierten Dinukleotidanalogons wurden in einem offenen 1.5 

ml Reaktionsgefäß mit einem MiniQ Laser der Firma Spectron Laser (10 Hz Pulsfrequenz) 

bei einer Wellenlänge von 355 nm aus vertikaler Richtung bestrahlt. Die Strahlungsenergie 

sowie die Anzahl der Pulse wurden variiert. Die Strahlungsenergie war über eine prozentuale 

Skala regelbar, bei 80% betrug die Energie 5 mJ/Puls bei 7 ns/Puls. Die bestrahlten Proben 

wurden mit Formamid versetzt, auf einem 22.5 % PA-Gel aufgetragen und das Gel 

anschließend mit einem Phosphorimager analysiert. 
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Spaltung von einer Festphase  

Für einen Test der Laserspaltungseffizienz von einer Festphase wurden Biotin-tragende 

Cycloadditionsprodukte CyDN 14 aus einem Gelassay isoliert und auf einer Streptavidin-

Agarose Festphase immobilisiert. Nach drei Spülungen der Festphase in einem CENTREX 

MF Zentrifugenfilter (0.45 µm CA) mit Waschpuffer wurde eine konstante, auf der Festphase 

verbleibende Menge des Cycloadditionsproduktes CyDN erhalten, die mit 100 µl H2O 

aufgeschlämmt und anschließend mit 150 Pulsen bestrahlt wurde. Nach der Zentrifugation 

wurde die Festphase erneut in Wasser aufgenommen, mit 150 Pulsen bestrahlt und 

zentrifugiert. Die Festphase sowie die Waschfraktionen wurden im Cerenkov-Counter 

vermessen und die Spaltungseffizienz bestimmt. 

 

Spaltung von immobilisierter Pool-RNA 

Während der Selektion wurden die RNA-Konjugate, die über eine Biotin-Ankergruppe an die 

Streptavidin-Agarose gebunden hatten, in 150 µl Wasser im einem CENTREX MF 

Zentrifugenfilter (0.45 µm CA) suspendiert und viermal mit 100 Pulsen bei 355 nm bestrahlt. 

Zwischendurch wurde die Festphase mit einem Pipettenspitze vorsichtig aufgeschlämmt. 

Anschließend wurde der Spinfilter 1 min bei 6000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert 

und das Eluat von der Festphase getrennt im Cerenkov-Counter vermessen. 

 

3.11 Durchführung eines Neutravidin-Shift Assay 

RNA-Konjugate (29mer-DN-Acrylat-Ligat, Pool-RNA-Konjugate) wurden nach der 

Durchführung einer Selektionsreaktion mit Ethanol präzipitiert, die erhaltenen Pellets wurden 

in 20 µl H2O gelöst, mit 10 µl Neutravidin-Lösung (10 µg/µl) für 30 min bei Raumtemperatur 

inkubiert und anschließend auf ein 6 % Polyacrylamidgel aufgetragen. Die PAGE wurde bei 

4°C und mit 200 V durchgeführt und das Gel anschließend mit einem Phosphorimager 

analysiert. 
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3.12 Durchführung der in vitro Selektion 

3.12.1    Selektion I  

Runde 1 

Transkription 

In der Transkription der ersten Runde wurden zwei Komplexitäten zweier synthetisch 

hergestellter, gereinigter und amplifizierter DNA-Bibliotheken mit 3.4 x 1014 verschiedenen 

Sequenzen eingesetzt. Das Gesamtvolumen betrug 3.5 ml und die Reaktionszeit 6 h bei 37°C. 

Nach drei Stunden wurden 40 µl NTP-Mix sowie 80 µl T7-RNA Polymerase nachgelegt. Die 

Aufreinigung erfolgte über 6 %-ige PA-Gele, anschließender wiederholter Elution und 

Ethanolfällung. Die Quantifizierung am Cerenkov-Counter lieferte eine Ausbeute von 63 

nmol RNA, das 56-fache der eingesetzten DNA-Menge.  

Ligation 

Zwei Ligationsreaktionen mit DN-Acrylat mit je 10 nmol RNA wurden durchgeführt und 

über PAGE gereinigt. Die Ausbeuten nach dreimaliger Elution und Ethanolfällung betrugen 

22%.  

Reaktion 

Für die Durchführung der Selektionsreaktion wurden die RNA-Konjugate zunächst in Wasser 

bei 80°C gelöst, der Selektionspuffer zugegeben und die RNA-Konjugate auf 

Raumtemperatur abgekühlt. Nach der Zugabe des Nitriloxidvorläufers 9 und des NCS wurde 

die Reaktionslösung für 20 h bei 25°C und 1000 rpm inkubiert. Die Konzentrationen betrugen 

in der ersten Runde 10 µM RNA-Ligat, 1 mM Nitriloxidvorläufer 9, 10 mM NCS bei 10 % 

DMF im Selektionspuffer. Die Reaktionslösung wurde mit 3 M NaOAc (pH 5.5) versetzt 

(final 0.3 M) und zweimal mit Ethanol gefällt. 

Immobilisierung 

Zur Immobilisierung auf einer Streptavidin-Agarose-Festphase (Pierce) wurden die RNA-

Konjugate in 400 µl Immobilisierungspuffer gelöst. Gleichzeitig wurde die Streptavidin-

Agarose für die Inkubation mit der RNA vorbereitet, indem 150 µl dieser Agarose in einen 

CENTREX MF Zentrifugenfilter überführt wurden, bei 6000 rpm in einer Tischzentrifuge 

zentrifugiert und mit 250 µl Immobilisierungspuffer mit tRNA (2mg/ml) zur Absättigung 

eventueller Bindungsstellen für RNA für 15 min inkubiert wurde. Anschließend wurde die 

Festphase zentrifugiert und zweimal mit Immobilisierungspuffer gewaschen. Die RNA-

Konjugate wurden auf die im Spinfilter befindliche Festphase gegeben und für 45 min bei 

25°C und 1300 rpm inkubiert.  
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Waschung und Selektion 

Zur Abtrennung nicht bindender RNA wurde der Spinfilter zentrifugiert und die Streptavidin-

Agarose zwölfmal mit denaturierendem Waschpuffer, dreimal mit Wasser, erneut fünfmal mit 

Waschpuffer und dreimal mit Wasser gewaschen. 

Laserspaltung 

Die Streptavidin-Agarose wurde mit 150 µl Wasser aufgeschlämmt und im Spinfilter zweimal 

mit 100 Pulsen (5 mJ/Puls, 7 ns/Puls, 10 Hz) bei 355 nm mit einem Laser bestrahlt und das 

Eluat durch Zentrifugation erhalten. 

RT / PCR 

Die eluierte RNA wurde in einem fünffachen RT-Standardansatz in cDNA umgeschrieben, in 

einem 3 ml PCR Ansatz in 13 Zyklen amplifiziert und anschließend mit Ethanol präzipitiert. 

 

Runde 2-15 

In den folgenden Runden wurden 5 bis 12.5 % des PCR-Ansatzes für die Transkription 

verwendet, in Runde 2 waren es aufgrund der hohen Ausbeute an amplifizierter DNA 

lediglich 3 %. Für die Ligationen wurden zwischen 400 pmol und 3 nmol RNA eingesetzt. Ab 

Runde 6 wurde aufgrund reproduzierbarer Ligationsausbeuten und der zu erwartenden 

Substanzverluste durch PAGE auf das Aufreinigen des Ansatzes verzichtet. Der 

Ligationsansatz wurde stattdessen mit Ethanol präzipitiert und eine Ligationsausbeute von   

60 % angenommen. Die Selektionsreaktion wurde einheitlich 1 h bei 25°C und 1000 rpm 

durchgeführt, wobei folgende Konzentrationen eingestellt waren: 1 µM RNA-Konjugat,     

100 µM Nitriloxidvorläufer 9, 1 mM NCS, 10 % DMF sowie 1x Selektionspuffer. Die Anzahl 

der Waschungen der immobilisierten RNA variierte und wurde meist beendet, wenn die 

Waschfraktionen unter 100 cpm an Radioaktivität aufwiesen.  Nach der Laserspaltung wurde 

die eluierte RNA revers transkribiert und durch PCR amplifiziert. Für die Transkription der 

nächsten Runde wurde die PCR-Lösung direkt als Templat verwendet. 

 

3.12.2    Selektion II  

Runde 1 

Es wurden von drei synthetisierten und zwei bei der Firma Noxxon hergestellten und 

gereinigten DNA-Pools jeweils zwei Komplexitäten (2.2 x 1014 verschiedene, amplifizierbare 

Sequenzen), insgesamt 730 pmol, für die T7-Transkription eingesetzt. Die Reaktion (Vges 2.25 

ml; 25 µl NTP-Mix und 50 µl T7 RNA Polymerase wurden nach 3 h nachgelegt) wurde für 6 
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h bei 37°C durchgeführt. Nach dem Verdau der Templat-DNA durch die Zugabe von 50 µl 

Desoxyribonuklease I (RNase-frei) (Boehringer) und erneuter Inkubation für 30 min bei 37°C 

wurde der Ansatz über Säulen eines RNA/DNA maxi Kits (Qiagen) aufgereinigt. Es wurden 

41.5 nmol RNA erhalten. Die Ligation wurde mit 19.2 nmol RNA in einem Ligasepuffer ohne 

DTT durchgeführt und über PAGE aufgereinigt 

Die Reaktionslösung wurde mit 10 µM RNA-Ligat, 1 mM Nitriloxidvorläufer 9, 2 mM NCS 

und 2 % DMF im Selektionspuffer für 4 h bei 25°C und 1000 rpm geschüttelt, anschließend 

zweimal gefällt und die RNA immobilisiert. Nach den Waschungen wurde die Festphase mit 

den gebundenen RNA-Konjugaten für die reverse Transkription zur cDNA (fünffacher 

Standardansatz) verwendet und diese in 7 Zyklen amplifiziert. Der Überstand wurde 

abgenommen und mit Ethanol präzipitiert. 

 

Runde 2: 

Es wurden 4 % des gefällten PCR-Ansatzes für die Transkription verwendet. Nach der mit 60 

% Ligationsprodukt erfolgreichen Ligation mit DN-Acrylat wurden 2.3 nmol RNA-Ligat mit 

den zuvor verwendeten Reaktionsbedingungen für 1 h bei 25°C und 1000 rpm umgesetzt. Die 

immobilisierte RNA wurde in 150µl H2O aufgenommen, bei 355 nm mit viermal 100 Pulsen 

des Laserlichtes bestrahlt und anschließend zentrifugiert. Das Eluat und die im Spinfilter 

verbliebene, an Streptavidin-Agarose gebundene RNA wurden getrennt voneinander revers 

transkribiert und die Selektionsrunde nach der Amplifikation durch PCR beendet. 

 

Runde 3-15: 

Ab der dritten Selektionsrunde wurden zu optimalen Ausnutzung der Selektionsmethode zwei 

Selektionen parallel durchgeführt. Die erste Selektion fokussierte die potentielle Ribozymen, 

die ausschließlich durch Laserspaltung generiert wurden (UV-Selektion). Die zweite in vitro 

Selektion konzentrierte sich auf die Erfassung von allen an der Festphase retardierten RNA 

Moleküle (direkte Amplifizierung, dA-Selektion). Der Selektionsdruck wurde im Fall der   

dA-Selektion durch das Verringern der Substrat-Konzentration erhöht. 

Es wurden folgende Bedingungen festgesetzt: 10 µM RNA, 0.2 mM Nitriloxidvorläufer 9, 0.4 

mM NCS, 2 % DMF sowie 1x Selektionspuffer für 1 h bei 25°C und 1000 rpm. 

In Runde 8 wurde eine Gegenselektion gegen Streptavidin- und Agarosebinder durchgeführt, 

indem die ligierten RNA-Konjugate mit der Streptavidin-Festphase inkubiert wurden. Nach 

Zentrifugation wurde das Eluat der nicht immobilisierten RNA-Konjugate gefällt und für die 

nachfolgende Selektionsreaktion verwendet. 
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Berechnung der Selektionsausbeute 

Als Anhaltspunkt für den Selektionserfolg der jeweiligen Selektionsrunden wurde das 

Verhältnis zweier Cerenkov-Messungen herangezogen. Es wurden die Counts der RNA vor 

und nach den Waschschritten verglichen. Als Referenzwert wurde die RNA-Lösung bei der 

Inkubation mit der Streptavidin-Festphase im Spinfilter gecountet. Als Endwerte wurde das 

Eluat nach der Laserspaltung oder im Falle der dA-Selektion der Spinfilter mit der darin 

befindlichen Festphasen-gebundenen RNA vermessen.  
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4 Ergebnisse 
 

Das Ziel dieser Arbeit war das Erstellen und die Durchführung einer neuartigen in vitro 

Selektion zur Generierung von RNA Katalysatoren, welche kurzlebige Substrate innerhalb 

einer 1,3-dipolaren Cycloaddition umsetzen. Als spezielle zu katalysierende Reaktion wurde 

die Umsetzung zwischen einem Nitriloxid als Dipol sowie einer Acrylatgruppe als 

Dipolarophil gewählt. Eine wichtige methodische Erweiterung gegenüber bisherigen 

Selektionsstrategien bestand in der Verwendung von hochreaktiven Substraten, den 

Nitriloxiden, die in situ, d.h. in Gegenwart der weiteren Reaktionskomponenten hergestellt 

werden sollten. Die Reaktion wurde hinreichend auf die Verwendung im einem 

Selektionsexperiment untersucht, eine Verknüpfung einer Reaktionskomponente mit der RNA 

verwirklicht und vor der Durchführung der Selektion die Verträglichkeit der einzelnen 

Komponenten mit den Schritten eines Selektionszyklusses getestet. Die 

Reaktionskomponenten konnten durch organisch-chemische Synthese und 

Festphasensynthese erhalten werden, während bei der Durchführung der Selektionszyklen 

auch molekularbiologische Methoden Anwendung fanden. 

 

4.1 Konzept und Selektionsstrategie  

Katalytisch aktive Nukleinsäuren können nach dem SELEX Prinzip generiert werden, indem 

mehrere Zyklen von Selektion und Amplifikation unter Beachtung eines gleich bleibenden 

Selektionskriteriums durchlaufen werden. Für eine Selektion auf Ribozyme besteht das 

Kriterium in der Befähigung der Katalyse einer vorgegebenen Reaktion. Chemische 

Reaktionen im bimolekularen Sinne können dabei durch die Anwendung geeigneter 

Modifizierungen im Selektionszyklus durchgeführt werden, die letztlich dazu führen, dass 

RNA als echter Katalysator wirken kann. Eine Selektionsmethode, die eine derartige 

Umsetzung erlaubt, ist die direkte Selektion mit photospaltbaren linkergekoppelten 

Reaktanden.  

Im Falle einer auf die Katalyse einer 1,3-dipolaren Cycloaddition gerichteten Selektion wurde 

jedes RNA-Molekül der Bibliothek durch Ligation mit einem Substrat-tragenden 

Dinukleotidanalogon verknüpft, an dessen 3´-Ende zuvor ein Substrat für die bimolekulare 

Reaktion in Form eines Acrylatrestes synthetisiert wurde. Dieses funktionalisierte 
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Dinukleotidanalogon wies als reaktive Funktion eine endständige, elektronenarme 

Doppelbindung auf.   

Durch diesen Ligationsschritt ist das dipolarophile Substrat über einen Linker im 

Dinukleotidanalogon mit jeder Sequenz der RNA-Bibliothek verbunden. Eine Umsetzung des 

Acrylates mit einem entsprechend modifizierten, dipolaren Reaktionspartner ermöglicht in der 

Selektion eine Abtrennung der an RNA gebundenen Reaktionprodukte. Eine Photospaltstelle 

innerhalb des Linkers gestattet einen zweiten Selektionsschritt und die Trennung von Acrylat-

spezifische Produkten von jenen, die in über andere Reaktionswege mit der RNA reagiert 

haben könnten. 

Das freie, als Dipol in einer 1,3-dipolare Cycloaddition agierende Substrat weist eine 

Besonderheit im Bezug auf seine Verwendung in in vitro Selektionen auf. Es besitzt auf der 

einen Seite als Ankergruppe einen für Selektionsexperimente gebräuchlichen Biotinrest, 

jedoch auf der anderen Seite als funktionelle Gruppe ein Oxim, das erst durch seine 

Aktivierung in die für die Selektionsreaktion benötigte hochreaktive dipolare Nitriloxid-

Funktionalität überführt werden kann.  

Nach erfolgter Reaktion sind die katalytisch aktiven RNA-Konjugate mit dem Biotinanker 

kovalent verbunden und können über Wechselwirkung mit einer Streptavidin-Matrix isoliert 

werden (siehe Abbildung 4-1). 

Die Substrate werden im folgenden Kapitel detailliert beschrieben. 
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Abbildung 4-1:  
In vitro Selektion mit in situ aktivierten Substraten für eine 1,3-dipolare Cycloaddition 
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4.2 Die Substrate 

4.2.1 Auswahl des dipolaren Substrates 

Bei der Auswahl eines für ein Selektionsexperiment geeigneten dipolaren Reaktanden für eine 

1,3-dipolare Cycloaddition bietet die organische Chemie eine große Auswahl an Substraten. 

Die funktionelle Gruppe eines Dipols besteht meist aus einer Kombination der drei Atome N, 

C und O (Ausnahmen bilden z.B. Azide (–N3)). Die in der Literatur beschriebenen 

Reaktionen sind jedoch selten mit den Bedingungen für ein Selektionsexperiment mit 

Nukleinsäuren kompatibel. Vielfach werden die Reaktionen in organischen Lösungsmitteln 

bei tiefen Temperaturen, andernfalls aber auch durch Kochen unter Rückfluss durchgeführt. 

Die gewünschte Reaktion im Selektionsexperiment sollte aber bei gemäßigten Temperaturen 

in einem wässrigen, gepufferten System durchführbar sein. 

Im Jahr 2000 wurde erstmals ein monoklonaler Antikörper beschrieben, der eine 1,3-dipolare 

Cycloaddition mit einem Nitril-N-Oxid im wässrigen Medium mit nur geringem Anteil an 

organischem Lösungsmittel katalysierte [Toker et al. 2000]. 

Das dort verwendete Komponentensystem aus Benzonitril-N-Oxid und N,N´-

dimetylacrylamid sollte zunächst als Basis für die Substrate der durchzuführenden 

Selektionsexperimente dienen. 

Um den Anforderungen der Selektion von Nukleinsäuren zu genügen, musste das Benzonitril-

N-Oxid entsprechend modifiziert werden.  

Die erste Synthesestrategie, die während dieser Arbeit verfolgt wurde, ging von einem 

biotinylierten Benzonitriloxid aus, das über eine Aminogruppe in para-Postion mit einem 

Biotinrest verbunden war. 

C
N
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H
N O

S

NHHN
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Abbildung 4-2: Nitriloxid der Synthesestrategie 1 
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Synthesetrategie 1 

Für die Synthese dieses Nitriloxides wurde von p-Aminobenzylalkohols 1 ausgegangen. 

Dessen Aminfunktion wurde zunächst durch eine Butoxycarbonylgruppe (BOC) geschützt (2) 

und der Alkohol anschließend durch Chromtrioxyd zu BOC-p-Aminobenzaldehyd 3 oxidiert. 

Das Oxim 4, das später als Vorstufe zum Nitriloxid verwendet werden sollte, wurde durch die 

Umsetzung des Aldehydes mit Hydroxylamin-Hydrochlorid erhalten und konnte durch 

Einwirkung von N-Chlorsuccinimid in das Nitriloxid 5 überführt werden. 

Die Anknüpfung der Biotinankergruppe sollte über einen aktivierten Ester des Biotins an das 

entschützte Amin erfolgen. Aufgrund der geringeren Reaktivität des aromatischen Amins 

sollte dazu Pentafluorophenyl-Biotin eingesetzt werden, das ähnliche Eigenschaften wie 

Biotin-NHS-Ester, aber eine erhöhte Reaktivität gegenüber dem sekundären Amin zeigen 

sollte. 

Die Biotinylierung wurde mit der Ausgangsverbindung p-Aminobenzylalkohol 1 getestet. Die 

Bildung neuer Produkte wurde mittels HPLC verfolgt. Es konnte jedoch das gewünschte 

Produkt des biotinylierten p-Aminobenzylalkohols nicht identifiziert werden, so dass die 

Synthese des Nitriloxides gemäß dieser ersten Synthesestrategie mit der Stufe des BOC-

geschützten Benzaldoxims 4 gestoppt wurde. Lediglich das aus dieser Verbindung generierte 

Nitriloxid 5 wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit zu Inkubationsstudien mit 

Ribonukleinsäuren herangezogen. Alle Zwischenprodukte wurden durch 1H-NMR und 

massenspektroskopische Untersuchungen charakterisiert. Das BOC-geschützte Nitriloxid 5 

wurde anhand seiner Masse eindeutig nachgewiesen. 

 

1                                  2                                    3                                    4                                         5
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Abbildung 4-3: Synthese des BOC-geschützten Nitriloxides 5  
a) (BOC)2O, Dioxan, b) CrO3, Pyridin, c) Hydroxylamin-Hydrochlorid, EtOH, d) NCS, DMF 
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Selektionsstrategie 2 - Synthese der Nitriloxidvorstufe für die Selektionsreaktion 

Eine zweite, kürzere Synthese, die auch eine spätere, einfache Biotinylierung über eine 

Carboxylgruppe ermöglichte, führte in drei Stufen ausgehend von 4-Carboxybenzaldehyd 6 

zu einer biotinylierten Oximverbindung 9, die letztendlich für die in vitro Selektion als 

Vorläufermolekül für einen Nitriloxid-Dipol 10 eingesetzt wurde.  

Im ersten Schritt wurde die Oximgruppe durch Umsetzung von 4-Carboxybenzaldehyd 6 mit 

Hydroxylamin-Hydrochlorid in Ethanol erhalten. Zur Biotinylierung wurde das 4-

Carboxybenzaldoxim 7 zunächst mit N-Hydroxysuccinimid aktiviert und der NHS-Ester (8) 

mit Biotin-LC-PEO-Amin umgesetzt. Dieses Biotinylierungsreagenz besitzt einen Linker aus 

Ethylenglycoleinheiten, der eine weite räumliche Trennung des Biotinmoleküls von der 

Benzonitriloxid-Funktionaliät gestattet. Die biotinylierte Nitriloxidvorstufe 9 wurde durch 

semipräparative HPLC-Aufreinigung erhalten und konnte massenspektroskopisch eindeutig 

identifiziert werden. Eine 10 mM wässrige Lösung dieses Nitriloxidvorläufers war auch nach 

mehrfachem Auftauen und Einfrieren stabil, was durch ein Single-Peak-Elutionsprofil einer 

HPLC-Analyse bestätigt werden konnte. 

Die Zwischenprodukte wurden zudem durch 1H-NMR und Massenspektren charakterisiert. 

bbildung 4-4:  
inylierten Nitriloxidvorstufe 9
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4.2.2 Synthese des Dinukleotidanalogons  

lekularen Reaktion an die RNA wurde auf 

universell einsetzbare Dinukleotidanaloga [Hausch & Jäschke 1997] zurückgegriffen, die 

 an die RNA zu ermöglichen, welcher unabhängig 

der RNA erlaubt [Igloi 1996] 

öglicht.  

 käuflich erworbener Phosphoramidite, einer 3´-

Zur Kopplung des zweiten Reaktanden der bimo

bereits in mehreren direkten Selektionen mit linkergekoppelten Reaktanden [Frauendorf 

2000; Hausch 2000] eingesetzt wurden. 

Die Aufgabe des Dinukleotidanalogons bestand darin, die Konjugation des in der Selektion 

verwendeten Reaktanden durch Ligation

von der RNA reagieren sollte. Die von Hausch und Jäschke entwickelten Dinukleotidanaloga 

weisen in einem einzigen Baustein verschiedene Bereiche mit folgenden in 5´- in 3´-Richtung 

angegebenen Eigenschaften auf: 

- das eigentliche Dinukleotid mit einer 5´-Phosphatgruppe (pCC), das zur Substraterkennung 

für die T4 RNA Ligase dient und die Ligation an das 3´-Ende 

- fünf Hexaethylenglykoleinheiten (Heg) als flexible Spacer, um eine freie Positionierung der 

ligierten RNA zu dem Reaktanden zu gewährleisten 

- ein photochemisch spaltbarer o-Nitrobenzyl-Ester [Ordoukhanian & Taylor 1995] inmitten 

des flexiblen Spacers 

- eine 3´-terminale primäre Aminogruppe, die die Einführung der Reaktanden im einem 

postsynthetischen Schritt erm

Die Synthese gelang an einem DNA-Synthesizer nach dem Phosphoramiditverfahren mit 

guter Ausbeute unter Verwendung

aminomodifizierten Festphase und des von F. Hausch synthetisierten Photospaltbausteins (X). 

Die Aufarbeitung der Synthese der Dinukleotidanaloga erfolgte nach Literaturvorschrift 

[Hausch & Jäschke 1997]. Durch den Einsatz eines anderen Elutionspuffers konnte diese 

jedoch leicht vereinfacht werden.  
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ligierbar            flexibel          spaltbar         funktionalisierbar über Aminogruppe 
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Phosphat-rC-rC-pHEG3-(X)-pHEG2-NH2 

Abbildung 4-5: Aminomodifiziertes Dinukleotidanalogon DN 11 

 

Derivatisierung des Dinukleotidanalogons mit Substraten für die in vitro Selektion  

Über die am 3´-Ende des Dinukleotidanalogons vorhandene primäre Aminogruppe ist die 

Derivatisierung mit aktivierten Carbonsäuren sehr leicht möglich. Durch die Reaktion mit 

NHS-aktivierten Estern wurde die Kopplung der Substrate für die Selektionsreaktion durch 

ein sehr schonendes Verfahren erreicht. Für die Selektionsreaktion wurde das Acrylsäure-

derivatisierte Dinukleotidanalogon 12 `DN-Acrylat´ durch eine Umsetzung mit Acrylsäure-

NHS-Ester hergestellt. 
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Abbildung 4-6: Synthese von DN-Acrylat 12 aus DN und Acrylsäure-NHS-Ester  
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Die leichte Funktionalisierbarkeit des 3´-aminomodifizierten Dinukleotidanalogons und 

dessen Ligierbarkeit an RNA würde es in einer in vitro Selektion sogar möglich machen,   

einen Substratwechsel vorzunehmen, bei dem die an der Reaktion beteiligten Substrate ihre 

Position im Verlauf eines Selektionsexperimentes wechseln können. Würde eine RNA mit 

einer konjugierten dipolaren Funktionalität hergestellt, so sollte diese analog mit einer 

Acrylatgruppe, die mit einem Biotinanker verbunden wäre, nach einer erfolgten Reaktion 

selektiert werden.  

Zur Vorbereitung dieses Selektionsweges wurde in dieser Arbeit eine entsprechende Vorstufe 

zu einer dipolaren Verbindung auf der Basis eines Dinukleotidanalogons synthetisiert. 

Die Umsetzung des Dinukleotidanalogons 11 mit dem NHS-Ester des p-Carboxy-

benzaldoxims 8 führte zu einem Oxim-funktionalisierten Dinukleotidanalogon 13, welches an 

eine RNA ligierbar war und in Gegenwart eines Aktivators direkt als in situ generiertes 

Nitriloxid in einer 1,3-dipolare Cycloaddition einsetzbar ist.  
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Abbildung 4-7:  
Synthese von DN-Oxim 13 aus DN und dem NHS-Ester des p-Carboxybenzaldoxims 8
 

Bei der Aufreinigung der derivatisierten Dinukleotidanaloga durch HPLC konnte bei 

Basislinientrennung der Produkte eine vollständige Umsetzung des DN bei einem 42-fachen 

Überschuss des jeweiligen NHS-Esters erzielt werden. Die Charakterisierung der 

funktionalisierten Dinukleotide erfolgte durch MALDI-ToF Massenspektrometrie. Die 

Molekülspektren wiesen die für Dinukleotidanaloga typischen Spaltfragmente auf, aus denen 

sich schließen ließ, dass die Kopplungsreaktion selektiv an der primären Aminogruppe 

stattfand. Nebenreaktionen an den exocyclischen Aminogruppen der Cytidine konnten bei der 

Synthese nicht beobachtet werden. 
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Abbildung 4-8: MALDI-ToF Massenspektren von a) DN-Acrylat 12 und b) DN-Oxim 13 

4.2.3 Darstellung der randomisierten Nukleinsäure-Bibliothek 

Zur Durchführung des in vitro Selektionsexperimentes wurde eine randomisierte ssDNA-

Bibliothek hergestellt, die später durch PCR amplifiziert wurde und bei der Transkription als 

Templat für die Synthese der RNA-Bibliothek diente. Dazu wurde ein einzelsträngiger DNA-

Pool, mit einem 120 Nukleotide langem zufälligen, randomisierten Bereich, welcher von zwei 

konstanten Primerbindungsstellen (20 bzw. 19 Nukleotide) flankiert wurde, durch chemische 

Festphasensynthese synthetisiert. Für die Synthese des randomisierten Bereiches wurde eine 

nicht äquimolare Mischung der DNA-Phosphoramidite aller Nukleobasen eingesetzt. Mit dem 
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Verhältnis 3:3:2:2 für die Nukleobasen A, C, G und T wurde der unterschiedlichen 

Reaktivität der Phosphoramidite Rechnung getragen, so dass man einen statistisch 

gleichverteilten Einbau aller Nukleotide annehmen konnte.  

Die Synthese wurde im 0.2 µmol Maßstab durchgeführt, wobei für die Primerbereiche ein      

1 µmol-Syntheseprotokoll verwendet wurde. Bei der Synthese des randomisierten Bereiches 

wurde auf den Capping-Schritt verzichtet, was zwar zur weiteren Verlängerung bereits 

abgebrochener Synthesen und dadurch zu Produkten unterschiedlicher Länge führte, jedoch 

auch zu einer generellen Ausbeutesteigerung beitrug. Anschließende Entschützung und 

Aufreinigung der Synthese über PAGE lieferte das 159nt lange ssDNA Hauptprodukt. 

Da bei einer Synthese nicht alle erzeugten Sequenzen in einer nachfolgenden PCR  

amplifizierbar sind, wurde der Anteil der zum Volllängenprodukt amplifizierbaren Sequenzen 

bestimmt. In zwei verschiedenen Elongationsexperimenten wurde dieser Anteil bestimmt. 

Zum einen wurde durch Verlängerung eines radioaktiv markierten Primers und zum anderen 

durch den Einbau von 32P-dCTP in den verlängerten Strang der Anteil nach Durchlaufen eines 

einzelnen PCR-Zyklusses bestimmt und mit in die Berechungen zur Komplexität der 

amplifizierten DNA-Bibliothek eingebracht. In der Abbildung 4-9 sind die einzelnen Schritte 

zum Aufbau der kombinatorischen RNA-Bibliothek für die in vitro Selektion aufgeführt.  

 

5´-GGAGCTCAGCCTTCACTGC- N120 -GGCACCACGGTCGGATCCAC-3´

5´-TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCCTTCACTGC-3´

ssDNA-Pool
3´-CCGTGGTGCCAGCCTAGGTG-5´

 

 

Primer A

Primer B

 
präparative PCR

5´-TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCCTTCACTGC- N120 -GGCACCACGGTCGGATCCAC-3´

3´-AGATTATGCTGAGTGATATCCTCGAGTCGGAAGTGACG CCGTGGTGCCAGCCTAGGTG-5´- N120 -

 
präparative T7-Transkription

5´- GGAGCUCAGCCUUCACUGC- N120 -GGCACCACGGUCGGAUCCAC-3

 

Abbildung 4-9: Konstruktion der kombinatorischen RNA-Bibliothek 
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4.3 Voruntersuchungen zur in vitro Selektion  
 

Vor der Durchführung einer in vitro Selektion musste die 1,3-dipolare Cycloaddition der 

Substrate zunächst eingehend untersucht werden. Dazu wurden zwei Modellreaktionen 

durchgeführt. Eine Reaktion wurde für die Bedingungen, in denen RNA-Katalyse stattfinden 

kann, optimiert und daraus die Reaktionsbedingungen für die Selektionsreaktion hergeleitet.  

Des Weiteren wurde die Kompatibilität der in der Selektionsreaktion verwendeten Chemie 

mit der RNA untersucht, die Reaktion anhand kurzer RNA-Konjugate nachgeprüft und dabei 

auch die Isolierbarkeit der Reaktionsprodukte durch Verfahren der Immobilisierung und 

anschließender spezifischer Spaltung bestätigt. 

 

4.3.1 Evaluierung der dipolaren Cycloadditionsreaktion 

Zur Gewährleistung des gewünschten Reaktionsverlaufs während eines Selektions-

experimentes wurde die 1,3-dipolare Cycloaddition in zwei Testreaktionen untersucht, um die 

Produktbildung des heterocyclischen Isoxazolinringes durch massenspektroskopische Daten 

zu sichern. 
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Abbildung 4-10: Schema für die Reaktion von Nitriloxid 10 mit Acrylamid bzw. DN-

Acrylat zu den entsprechenden 5-Isoxazolin-Cycloadditionsprodukten 

 

Dazu wurde die Reaktion des biotinylierten Oxims 9 (Nitriloxidvorstufe) in Gegenwart von 

NCS untersucht und Acrylamid als Abfangreagenz für den erzeugten Dipol zugegeben.  Über 

HPLC wurde die Bildung eines neuen Produktpeaks verfolgt. Es konnte ein Produkt detektiert 

und isoliert werden, dessen Masse zuerst nicht mit der des erwarteten Cycloadduktes im 

Einklang stand, der Hauptpeak bestand aus einem um 17 Masseneinheiten erhöhten Signal.  
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Abbildung 4-11: MALDI-ToF Spektrum der Reaktionsmischung von 10 und Acrylamid 

 

Neben der Umsetzung des Oxims 9 zum Nitriloxid und der anschließenden Reaktion mit 

Acrylamid wurde durch NCS vermutlich auch das Schwefelatom im Biotinrest des Oxims 

oxidiert, was die erwähnte Massendifferenz zum gewünschten Produkt erklären würde.  

Die Detektion einer um 16 Einheiten erhöhten Masse erhielt man auch bei der Untersuchung 

eines Gemisches aus Oxim 9 und NCS. Die Masse von 582 gegenüber 566 für die engesetzte 

Verbindung 9 deutete ebenfalls auf die Addition eines Sauerstoffatoms hin, ähnlich 

verschobene Massenspektren wurden auch für Biotinhydrazin nach NCS-Inkubation 

beobachtet. Demzufolge musste die Isoxazolinringbildung von der Oxidation am Biotin 

unbeeinflusst verlaufen. 

 

Zur Simulation der 1,3-dipolare Cycloaddition während der in vitro Selektion wurde die 

Umsetzung des mit Acrylsäure derivatisierten Dinukleotidanalogon `DN-Acrylat´ 12 (siehe 

Abbildung 4-6) untersucht. Die Möglichkeit der radioaktiven Markierung am 5´-Terminus des 

Dinukleotides gestattete eine einfache Detektion des Produktes der Cycloaddition an DN-

Acrylat durch ein verändertes Laufverhalten in Polyacrylamidgelen. Die Isoxazolinbildung 

konnte als stärker retardierende Bande nachgewiesen werden (`CyDN´ 14). Die MALDI-ToF 

massenspektroskopische Untersuchung des Produktes 14 untermauerte auch die Addition des 

Nitriloxides 10 an das dipolarophile Acrlyat-funktionalisierte Dinukleotidanalogon 12. Das 

Massenspektrum wies ähnlich wie bei der zuvor beschriebenen Umsetzung eine 

Massendifferenz von 16 Masseneinheiten auf. Die Bildung eines Cycloadditionsproduktes 
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konnte somit als bewiesen angesehen werden. Die für die Selektion zugrunde gelegte 

Reaktion funktioniert demnach mit den synthetisierten Substraten.  

 

 
Abbildung 4-12:  
MALDI-ToF Massenspektrum von CyDN 14 aus einem Reaktionsansatz mit 12  
CyDN-Fragmente (gemessen m/z 1550.56, 3453.19) DN-Acrylat (m/z = 2874.61) 
 

4.3.2 Einstellung der Hintergrundreaktion 

Da das gewählte System aus Dipol und Dipolarophil nicht über chromphore Zentren oder 

fluoreszenzspektroskopische Eigenschaften verfügt, die sich während der Umsetzung 

veränderten, wurde zur Bestimmung der Hintergrundreaktion der beiden Komponenten der 

zuvor erwähnte Gelassay verwendet. 

Radioaktiv markiertes DN-Acrylat 12 wurde als Marker in Polyacrylamidgelen verwendet. 

Die Reaktion wurde sowohl in Wasser als auch in Anwesenheit verschiedener Metallionen 

untersucht, die später als mögliche Cofaktoren bei der Katalyse durch RNA dienen sollten. 

Ebenfalls wurde die Reaktion in Gegenwart verschiedener Puffer durchgeführt und die 

optimale Kombination des Puffers mit den Metallionen für den Selektionspuffer verwendet. 

Für die in vitro Selektion wurde ein Tris-HCl gepufferte Reaktionslösung mit einem pH-Wert 

von 7.4 verwendet. 

Abhängig von der Reaktionszeit konnte mit diesen Gelshift-Assays die 

Reaktionsgeschwindigkeit für die Umsetzung von DN-Acrylat bei verschiedenen 

Konzentrationen bestimmt werden. Bei einer dieser Reaktionen, bei der erhöhte 

Substratkonzentrationen verwendet wurden, konnte durch Gelanalyse eine fast vollständige 

96 %-ige Umsetzung des DN-Acrylat zum Cycloadditionsprodukt CyDN detektiert werden. 

Abbildung 4-13 zeigt beispielhaft eine Kinetik eines HEPES-gepufferten Reaktionsansatzes 

über eine Stunde.  
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Abbildung 4-13:  
Gelshift-Assay mit DN-Acrylat (10 µM DN-Acrylat, 1 mM 9, 10 mM NCS)  
a) Gelbild einer Kinetik über 60 min, b) Tabelle mit der Probeneinteilung für Gel a),             
c) Auftragung der CyDN-Produktausbeute gegen die Zeit 
 

Für diese in Abbildung 4-13 dargestellte Reaktion konnte eine Geschwindigkeitskonstante für 

die unkatalysierte Hintergrundreaktion von k = 7.4 · 10-2 M-1s-1 berechnet werden. 

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch der Zeitpunkt der Zugabe des Aktivators       

N-Chlorsuccinimid von entscheidender Bedeutung für den Verlauf der Reaktion und der 

Produktbildung war. Reaktionen bei denen NCS als letzte Komponente zugegeben wurde, bei 

denen also das Nitriloxid 10 in situ in Gegenwart des dipolarophilen DN-Acrylat entstand, 

reagierten mit deutlich besseren Ausbeuten.  

Die aus diesen Gelshift-Assays erhaltenen Daten lieferten die Grundlage für die Festsetzung 

der Selektionsbedingungen. Bei in vitro Selektionsexperimenten für Ribozyme sollte ein 

geringer, aber detektierbarer Umsatz als Ausgangswert angesetzt werden. Die 

Konzentrationen im Gelshift-Assay wurden daher so gewählt, dass eine Produktbildung von 

CyDN 14 von etwa 0.1 % in einer Stunde erwartet werden konnte. Tabelle 4-1 führt die 

daraus resultierende Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die in vitro Selektion auf: 
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Selektionsbedingungen  
RNA-DN-Acrylat 1 µM 
Nitriloxidvorstufe 9 100 µM 
NCS 1 mM 
DMF  10 % 
Selektionspuffer  1 x 

 
Selektionspuffer 1x 
NaCl 200 mM 
KCl 100 mM 
MgCl2, CaCl2     5 mM 
MnCl2, CuCl2, CoCl2, AlCl3, ZnCl2      5 µM 
Tris-HCl pH 7.4   30 mM 

 
Tabelle 4-1: Selektionsbedingungen und Zusammensetzung des Reaktionsmediums 

4.3.3 Immobilisierung und Laserspaltung 

Von entscheidender Bedeutung für eine stringente Selektion mit photospaltbaren Linkern ist 

die Spaltungseffizienz bei der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (355nm). Es war zu 

klären, welche Strahlungsleistung für einen Laser festgelegt werden musste, um den 

photolabilen Baustein der o-Nitrophenylgruppe im Dinukleotidanalogon zu spalten. Weiterhin 

wurde untersucht, ob sich die Spaltungseffizienz an einer Festphase von der in Lösung 

unterschied. 

Um die Laserspaltung der Dinukleotidanaloga in Lösung zu beurteilen, wurden 

unterschiedliche Bestrahlungszeiten und Intensitäten untersucht und die Spaltungseffizienz in 

einem Gelassay mit radioaktiv markierten Dinukleotidanaloga beobachtet. Eine vollständige 

Spaltung wurde bereits nach 100 Pulsen bei einer Energieleistung von 80% erzielt.  

DN 11  
Abbildung 4-14: 
  
DN-Acrylat – Spaltung 
in Abhängigkeit von der 
Strahlungsenergie *pC und *pCC - 

Photofragmente  
(Doppelbanden aufgrund 
ungenügender Reinigung nach  
einer Kinasierung von DN) 

% 
Energie 50 80 

# Pulse 10 10 20 100 300 
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Immobilisierung auf Streptavidin und Laserspaltung 

Um den Bedingungen während der in vitro Selektion weitestgehend zu entsprechen, wurden 

die nach der Selektionsreaktion biotinylierten Dinukleotidanaloga `CyDN´ 14 auf einer 

Streptavidin-Agarose Festphase immobilisiert. Diese Produkte konnten zu 88 % auf der 

Festphase gebunden werden. Durch Aufschlämmen dieser Suspension und anschließende 

Bestrahlung konnten nach 150 Pulsen 55 % der Dinukleotidanaloga gespalten und von der 

Festphase separiert werden. Erneutes Aufschlämmen der Festphase und weitere Bestrahlung 

mit 150 Pulsen lieferte wiederum 45 % an gespaltenen Dinukleotidanaloga.  

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Spaltungseffizienz in Lösung nicht auf 

festphasengebundene Produkte übertragbar war und eine weitaus längere Bestrahlung für 

gleiche Spaltungsausbeute erforderlich war. 

Während der in vitro Selektion sollten alle selektiv am Dinukleotidlinker biotinylierten RNA-

Sequenzen von der Festphase gespalten werden können, daher wurde die Bestrahlungszeit auf 

200 bzw. 400 Pulse angepasst und zusätzlich durch zwischenzeitliches Aufschlämmen der 

Agarose eine effiziente Spaltung gewährleistet. 

 

Neutravidin-Shift –Nachweis einer erfolgreichen Biotinylierung  

Es wurden bereits mehrere Nachweise für eine Biotinylierung nach der erfolgten 1,3-

dipolaren Cycloaddition erbracht  (MALDI-ToF, Bindung an Streptavidin-Agarose 

Festphase). Um die Immobilisierungsrate auch in einem Gelassay zu bestätigen, wurde das 

Cycloadditionsprodukt der Umsetzung von DN-Acrylat `CyDN´ aus einem Polyacrylamidgel 

isoliert und mit einer Lösung des Biotin-bindenden Proteins Neutravidin (NAv) inkubiert. 

Nach der Auftrennung über PAGE konnte ein signifikanter Shift (Supershift) registriert 

werden, bei dem der gebildete Neutravidin-Biotin-Komplex am unteren Rand der Tasche im 

Gel verblieb. Die Bindung lag im dokumentierten Gel (Abb. 4-15) bei etwa 60%, es konnten 

jedoch in anderen Experimenten auch die bei Streptavidin-Agarose erzielten Immobili-

sierungsraten bestätigt werden. Die Laserspaltung der Neutravidin enthaltenden Reaktions-

lösung unter den für die in vitro Selektion angepassten Bedingungen (200 bis 400 Pulse) 

lieferte eine vollständige Spaltung des Dinukleotides. 
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 Laufrichtung des PA-Gels 

 

IV 
III 
II 
I 

       a)          b)       c)  d)     d´) 

Abbildung 4-15: Neutravidin gebundenes Reaktionsprodukt CyDN 
I CyDN, II CyDN+NAv III wie II + Laserspaltung IV DN-Acrylat; a) NAv-Biotin-Komplex, 
b) CyDN, c) DN-Acrylat, d)+d´) Photofragmente von CyDN (pCC und pC) 
 

Die hier dargestellten Ergebnisse zur Immobilisierung verdeutlichen zudem, dass eine 

anscheinende Oxidierung des Sulfides im Biotinrest (durch NCS - Beteiligung) keinen 

Einfluss auf die Bindung an einer Selektionsmatrix wie Neutravidin hatte und somit dieser 

wichtige Schritt im Selektionszyklus wie geplant durchgeführt werden konnte.  

 

4.3.4 Einflüsse der Reaktionskomponenten auf RNA-Sequenzen 

Die Selektionsreaktion auf der Basis des ligierbaren Acrylat-funktionalisierten 

Dinukleotidanalogons führte zu einem Produkt, dessen Biotinylierung durch Retardation auf 

einer Immobilisierungsmatrix nachgewiesen werden konnte und welches eine Freisetzung des 

Dinukleotid-Fragmentes durch Laserbestrahlung erlaubte. Für die Absicherung der 

Durchführbarkeit eines Selektionsexperimentes bestand zudem die Notwendigkeit die 

Reaktionskomponenten untereinander zu testen und deren Verträglichkeit mit weiteren 

Reaktionen des Selektionszyklusses zu untersuchen, insbesondere im Hinblick auf die 

enzymatischen Umsetzungen nach der Selektionsreaktion. Daher wurden folgende drei 

Inkubationsstudien durchgeführt: 

 

• RNA mit NCS  

(direkt und indirekt über Messung der Effektivität der Reversen Transkription)  

• RNA mit BOC-geschütztem Nitriloxid 5 

 

4.3.4.1 RNA-NCS Inkubationsstudien 

Die Inkubation von in DMF gelöstem N-Chlorsuccinimid mit einer 25 nt langen RNA, die 

über alle vier Nukleobasen verfügte, ließ keinen störenden Einfluss des NCS bei dem für die 
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Selektion vorgesehenen Überschuss erkennen. Lediglich für das Verhältnis 105:1 konnte eine 

Beeinträchtigung des Laufverhaltens beobachtet werden. 

 
Abbildung 4-16:  

  
RNA-Inkubation (25mer) mit NCS  
      I 105-facher Überschuss, II 104x,  

 

 

 

 

 

 

 

       

Eine weitere RNA-NCS-Inkubationsstudie sicherte die Verträglichkeit der 

Reaktionsbedingungen ab. Es wurde der Einfluss des NCS auf die Ablesbarkeit der 159 nt 

Pool-RNA bei der der Selektionsreaktion folgenden reversen Transkription geprüft und die 

Verlängerung der synthetisierten cDNA mittel eines radioaktiven Hybridisierungsprimers 

betrachtet. Die Beobachtungen entsprachen den Ergebnissen, die bereits für die 25mer RNA 

erhalten wurden. Eine zuvor durchgeführte Inkubation mit dem 105-fachen Überschuss an 

NCS führte bei der reversen Transkription zu einer verringerten Synthese der cDNA und zu 

einer Unterbindung der Volllängensynthese. Ein 1000-facher Überschuss beeinflusste die 

cDNA-Synthese nicht.  

      III 102x, IV DMF ohne NCS  
      (75 min in DA-Puffer, 18% PAGE) 

   I   II  III  IV

Abbildung 4-17:  
 
Reverse Transkription  
mit Pool-RNA  

cDNA 
Voll-
längen-
produkt 

markierter 
Primer B 

  I     II    III   IV    V     I    II    III   IV    V 

 
(nach 70 min Inkubation mit NCS  in 
DA-Puffer, RNA 10 µM)  
I 1M NCS II 10 mM NCS III 100 
µM NCS IV DMF V Kontroll-RT 
ohne vorherige Inkubation 
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4.3.4.2 Nitriloxid-RNA Inkubationsstudien  

Während in der Selektionsreaktion wurde das dipolare Nitriloxid in situ in Gegenwart des 

dipolarophilen Acrylatrestes hergestellt. Mögliche Veränderungen an der RNA durch eine 

Reaktion mit einem Nitriloxid konnten in dieser Reaktion jedoch nicht unabhängig vom 

Aktivator NCS analysiert werden. Daher wurde vor den in vitro Selektionsexperimenten eine 

23mer RNA, die über alle 4 Nukleotide verfügte direkt mit einem synthetisierten Nitriloxid, 

dem p-BOC-Aminobenzonitriloxid 5 inkubiert.  

 

        I       II       III      IV      V      VI     VII 

I 250000 x 5 ggü. RNA  
II 2500 x  5
III Kontrolle, nur RNA  
IV  250 x  5 

 

 
V  25 x  

 VI  2.5 x 
VII DMSO (LM für  5)  

 

 

 

Abbildung 4-18: RNA-Inkubation mit Nitriloxid 5 (3h, 20°C, MES-Puffer, 18% PAGE) 

 

Wie in Abbildung 4-18 gezeigt, führte ein sehr hoher Überschuss dieses Nitriloxides zu 

detektierbaren Nebenprodukten an einer 23mer RNA. In der Selektionsreaktion sollte ein 100-

facher Überschuss des Nitriloxides für eine Stunde mit der RNA umgesetzt werden. Für 

diesen Konzentrationsbereich konnte keine Modifizierung von RNA bestimmt werden. Um 

welche Art der Modifizierung an der RNA es sich bei hohen Überschüssen des Nitriloxides 

handelte, wurde daher nicht weiter untersucht.  

 

Die durch Gelshift-Assays festgelegten Bedingungen der Selektionsreaktion (4.3.2) konnten 

daher nach diesen Voruntersuchungen ohne weitere Änderung für die in vitro Selektions-

experimente übernommen werden. 

4.3.5 Ligation an RNA 

Für die Anknüpfung der derivatisierten Dinukleotidanaloga an RNA konnte auf die etablierte 

Methode mittels enzymatischer Ligation durch T4 RNA Ligase zurückgegriffen werden.  

Die Ligation des Dinukleotidanalogons DN-Acrylat 12 konnte erstmals an einer 29 nt langen 

RNA (Y29) [Illangasekare & Yarus 1999b] demonstriert und nachfolgend entsprechend 
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optimiert werden. Ein achtfacher Überschuss des Dinukleotidanalogons in Gegenwart von    

10 % DMSO führte zu ausreichend guten (> 70 %) Ligationsausbeuten.  

 

 

 

 

 

 

 

Ligationsprodukt 2 

Ligationsprodukt 29mer-RNA-DN-Acrylat 

29mer-RNA 

I      II     III 
 

 

Abbildung 4-19: Ligation von DN-Acrylat an 29mer-RNA   
I, II Ligation in Gegenwart von 12, III Ligationsreaktion ohne DN-Acrylat 
 

Die Bedingungen konnten entsprechend für 159 nt lange Pool-RNA übertragen werden, 

wobei die Reaktionszeit aufgrund fortschreitender Degradierung des RNA-Pools auf vier 

Stunden begrenzt wurde. 

Auffällig bei der Ligationsreaktion mit dieser 29mer-RNA war die Beobachtung einer 

Eigenligation (Ligationsprodukt 2), die in Abwesenheit des Dinukleotidanalogons zu einem 

entsprechenden Produkt führte. Durch Laserbestrahlung der verschiedenen Ligationsprodukte 

konnte die Spaltbarkeit des an die RNA konjugierten Dinukleotidanalogons demonstriert und 

gleichzeitig die Eigenligation der 29mer RNA aufgrund eines fehlenden Spaltmusters 

untermauert werden.   

 

 

 

I      II      III       IV    V 

Ligationsprodukt 2 

29mer-RNA-DN-Acrylat 

29mer-RNA-pCC-(X) 

29mer-RNA 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Abbildung 4-20: Verifizierung des RNA-DN-Acrylat-Ligates durch Laserspaltung 
I 29mer-RNA Kontrolle, II laserbestrahltes 29mer-RNA-Ligat, III 29mer-RNA-Ligat, IV 
Ligationsprodukt 2 (Eigenligation Y29), V laserbestrahltes Ligationsprodukt 2 
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4.3.6 Reaktion von RNA-Konjugaten in einer Selektionsreaktion 

Die Untersuchung der Selektionsreaktion mit einem an RNA ligierten DN-Acrylat konnte 

ebenfalls erstmalig mit dem Ligat der 29mer-RNA demonstriert werden. Die Umsetzung des 

RNA-Konjugates mit der Nitriloxidvorstufe 9 und dem Aktivator NCS konnte in ähnlicher 

Weise wie für die Reaktion des DN-Acrylat durch einen Gelshift-Assay erfolgreich gezeigt 

werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

29mer-RNA-DN-Acrylat + 9                          29mer-RNA-CyDNNCS
HEPES, M+

O

 

O

O

N

Ar Biotin

 

Vgl.      10´  30´  65´  16h  

Abbildung 4-21: Selektionsreaktion mit  RNA-Konjugaten  

(0.5 µM 29mer-RNA-DN-Acrylat, 10 µM 9 (10, 30 und 65 min), 100 µM 9 (16h), 10mM 

NCS, HEPES-Puffer), 18% PAGE  

 

Der durch die Umsetzung eines kurzen RNA-Konjugates in einer dipolaren Cycloaddition 

hervorgerufene Gelshift konnte auch durch nachträgliche Ligation von Cycloadditions-

produkten des DN-Acrylates simuliert und verdeutlicht werden. Dazu wurde zunächst eine 

Selektionsreaktion mit DN-Acrylat durchgeführt und über PAGE analysiert. Die Produkte 

wurden isoliert und als Substrat für eine Ligation an eine 25mer-RNA verwendet. Die 

Ligation des DN-Acrylat 12 führt wie gezeigt zu einer ersten Retardation, eine Ligation von 

CyDN 14 (siehe Abb. 4-22) verstärkte diesen Shift erneut, so dass eine dipolare 

Cycloaddition auch mit kurzen RNA-Konjugaten über PAGE verfolgt werden kann.  
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    I      II      III     IV 
 

Abbildung 4-22: Ligationen an 25mer RNA mit I DN-Acrylat, II PAGE-gereinigtem DN-
Acrylat aus CyDN-Gelshift-Assay, III einem zuvor isolierten Gemisches aus DN-Acrylat und 
CyDN, IV PAGE-gereinigtem CyDN; 18% PAGE 
 

Die Analyse der biotinylierten Reaktionsprodukte der RNA-Konjugat-Umsetzung (Abbildung 

4-21) durch Neutravidin und die Spaltung des Produktes lieferten den letztlich notwendigen 

Nachweis für die gewünschte Durchführung der in vitro Selektion.  
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Abbildung 4-23: Produktanalyse der Selektionsreaktion mit 29mer-RNA-Konjugaten 
I Ligat, II Ligat + Neutravidin, III Reaktionsprodukt, IV laserbestrahltes, gespaltenes 
Reaktionsprodukt, V Reaktionsprodukt + Neutravidin; 22,5% PAGE 
 

Die Durchführung der Selektionsreaktion mit RNA-Konjugaten konnte anhand einer 29mer 

RNA demonstriert und die spezifische Wechselwirkung der Produkte mit dem Biotin-

bindenden Protein Neutravidin vorgeführt werden.  

O
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Die Verfolgung der Produktbildung durch die Selektionsreaktion war im Fall der 159 nt Pool-

RNA jedoch aufgrund des geringeren Massenunterschiedes und der ungenügenden 

Auftrennung mit einem Gelshift-Assay nicht möglich.  

  

4.4 Durchführung der ersten in vitro Selektion 
 

Für die in vitro Selektion wurde eine randomisierte DNA-Bibliothek verwendet, die eine 

Komplexität von 3.4 x 1014 verschiedenen Sequenzen aufwies. In der ersten Runde wurden 20 

nmol der nach der Transkription der Startbibliothek gewonnenen RNA (17 Kopien) mit dem 

Acrylat funktionalisierten Dinukleotidanalogon ligiert und nach der Aufreinigung durch 

denaturierende PAGE das RNA-Konjugat in 22 %-iger Ausbeute erhalten. Diese RNA-

Konjugate wurden für die Selektionsreaktion in Selektionspuffer gelöst, in der Hitze 

denaturiert, durch langsames Abkühlen im Puffer renaturiert und die Reaktion durch Zugabe 

der Nitriloxidvorstufe 9 und des Aktivators NCS gestartet. In der ersten Runde entsprachen 

die Konzentrationen der Komponenten dem zehnfachen der zuvor festgelegten 

Selektionsbedingungen (vgl. 4.3.2), ebenso war die Reaktionszeit auf 20 Stunden erhöht 

worden, um eine höhere Ausbeute an selektierter RNA zu erhalten. Nach der Immobilisierung 

der umgesetzten und nun biotinylierten RNA-Konjugate auf einer Streptavidin-Agarose 

Festphase und der Selektion durch denaturierende Waschung mit einem Harnstoff-haltigen 

Puffer wurden die spezifisch an der Acrylatfunktion umgesetzten RNAs durch photolytische 

Spaltung des Linkers von denjenigen getrennt, die durch mögliche Nebenreaktionen die 

Biotinankergruppe erhalten hatten und auch durch eine Laserbestrahlung nicht von der 

Festphase getrennt werden konnten. Der Ansatz der umgesetzten RNA-Konjugate der ersten 

Runde wurde vor der Immobilisierung geteilt und die Selektion parallel durchgeführt. Es 

konnten 0.81 % und 1.1 %, also durchschnittlich 0.95 % der nach der Reaktion zur 

Immobilisierung eingesetzten RNA nach der Photospaltung in Lösung erhalten werden, 18 % 

bzw. 20.2 % verblieben anschließend noch auf der Festphase. Durch reverse Transkription 

wurden die selektierten, gespaltenen RNA-Konjugate in cDNA umgeschrieben. Nach 

erfolgreicher Amplifikation des neuen, angereicherten DNA-Pools durch PCR wurde die in 

vitro Selektion weitere 14 Runden mit den festgelegten Selektionsbedingungen für die 

Reaktion (vgl. 4.3.2) fortgeführt.  

Für die Ligationsausbeute konnte in den ersten Runden eine Steigerung der auf ein Niveau 

von ca. 60% detektiert werden. Da durch die Aufeinigung der Ligation durch denaturierende 
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PAGE mit Verlusten der eingesetzten RNA zu rechnen war, wurde auf den Trennungsschritt 

ab Runde 6 verzichtet. Durch diese Änderung des Selektionsablaufes wurde zunächst keine 

Beeinflussung auf das System beobachtet, die Reaktionsansätze wurden entsprechend der 

eingesetzten RNA-Menge angepasst. 

Eine signifikante Anreicherung an spezifisch reagierenden RNA Sequenzen konnte bis zum 

Ende dieser Selektion nach 15 Runden nicht beobachtet werden. 

Die Ausbeuten von gespaltener und demnach zuvor über die Acrylatfunktion biotinylierte 

RNA lagen bei den verwendeten Bedingungen wesentlich unter denen der angenommenen 

Hintergrundrate von 0.1 %. Die prozentualen Werte lagen zwischen 0.0039 und 0.0323. Die 

nach dem Selektionsschritt der Laserspaltung auf der Streptavidin-Agarose verbleibenden 

RNA-Konjugate entsprachen zwischen 0.11 % und 1.24 % der zur Immobilisierung 

eingesetzten RNA. Durch die Laserspaltung konnte nur ein Anteil von durchschnittlich 4% 

der immobilisierten RNA als spezifisch gespaltenes Eluat abgetrennt werden. In Abbildung  

4-24 sind die Ergebnisse der ersten Selektion für die einzelnen Runden zusammengefasst. 

Eine Anreicherung an unspezifischen Streptavidin-Bindern konnte nicht beobachtet werden. 

Dies wurde jedoch auch nicht erwartet, da lediglich die spezifisch gebundene und damit die 

im Sinne des Selektionskriteriums spaltbaren RNA-Konjugate in der folgenden Runde als 

Templat eingesetzt wurden. 
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Abbildung 4-24: Ergebnis der ersten in vitro Selektion  
Menge der selektierten RNA-Konjugate bezogen auf die zur Immobilisierung eingesetzte 
RNA. Balken: Durch Laserspaltung selektiert; Linie: Nach der Laserspaltung verbliebene 
RNA-Konjugate. 
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Runde  

100% 
[cpm] 

laser- 
gespaltene 

RNA 
[cpm] 

%  
laser-

gespaltene 
RNA 

%  
noch  

immobilisierte 
RNA 

% 
(gespaltene 
/ immob. 

RNA) 
2 2244264 194 0,0086 0,167 5,15 

3 5533998 288 0,0052 0,523 0,99 

4 2456366 120 0,0049 1,24 0,39 

5 1996610 86 0,0043 0,239 1,79 

    6 ∅   0,0105 0,212  

7 5721707 224 0,0039 0,137 2,84 

    8 ∅   0,0051 0,11  

    9 ∅   0,0055 0,192  

10 7220276 373 0,0052 0,267 1,94 

    11 ∅   0,0213 0,45  

12 6074580 437 0,0072 0,286 2,51 

13 5068880 1637 0,0323 0,665 4,85 

14 3024493 132 0,0046 0,746 0,61 

15 4055448 153 0,0038 0,365 1,04 
 
Tabelle 4-2: Daten der ersten Selektion  

 

4.5 Ergebnisse der ersten Selektion 

Aus der Analyse der ersten Selektion konnte mehrere Aspekte gefolgert werden, die in eine 

zweite optimierte Selektionsstrategie einfließen sollten. 

4.5.1 Ablauf der Selektionsreaktion und Größenordnung isolierter RNA 

Es konnte in dieser Selektion nicht eindeutig gezeigt werden, dass die selektierten RNAs 

ausschließlich durch spezifische photolytische Spaltung erhalten wurden. Die Größenordnung 

der real gemessenen Cerenkov-Strahlung für die gespaltenen, radioaktiven RNA-Konjugate 

lag zum Teil nur geringfügig über dem Detektionshintergrund. Eine Erhöhung der 

eingesetzten Radioaktivität während des Transkriptionsschrittes sollte einer verbesserten 

Verfolgung der Selektionsrunde dienen. Auch sollten gesteigerte Produktausbeuten durch die 

Erhöhung der Konzentrationen der Reaktionskomponenten eine bessere Detektion der zu 

selektierenden RNA-Konjugate ermöglichen. 

Durch Verfolgung der Reaktion über einen längeren Zeitraum konnte eine Zunahme an 

spezifisch spaltbaren RNA detektiert werden. Die Untersuchung der Selektionsrunde mit dem 

Pool der 5. Runde über einen Zeitraum bis zu 70 Stunden zeigte die Zunahme an selektierter 
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RNA und deutete somit auf ein kontinuierliches Fortschreiten der untersuchten 1,3-dipolaren 

Cycloaddition hin.  

 

Zeit [h] % laserge-
spaltene RNA 

% noch immo-
bilisierte RNA 

% (gespaltene / 
immob. RNA) 

1 0,0041 0,207 1,98 
2 0,0096 0,806 1,19 
4 0,0197 0,424 4,65 

70 0,0745 1,214 6,14 
 
Tabelle 4-3: Selektionskinetik mit RNA-Konjugaten der 5. Runde 

 

In einer folgenden, zweiten in vitro Selektion wurde die Selektionsreaktion mit gesteigerten 

Konzentrationen der Reaktionskomponenten durchgeführt. Weiterhin konnte in einem DN-

Acrylat basierten Gelshift-Assay (vgl. 4.3.2) gezeigt werden, dass ein zweifacher NCS-

Überschuss für eine Aktivierung der Nitriloxidvorstufe 9 ausreichte und noch 70 % des 

Umsatzes erzielt werden konnten. Somit wurde bei einer Verzehnfachung der 

Konzentrationen für die RNA-Konjugate und der Nitriloxidvorstufe gleichzeitig die 

Konzentration des organischen Lösungsmittels DMF von 10 % auf 2 % gesenkt, was folglich 

die Faltung der RNA zu einer aktiven Struktur begünstigen sollte. 

 

4.5.2 Modifizierungen der Selektionsrunden 

In Selektionsexperimenten sollten die einzelnen Schritte einer Runden jeweils unter gleichen 

Bedingungen durchgeführt werden. Die Erhöhung des Selektionsdruckes geschieht lediglich 

durch Veränderung der Reaktionsbedingungen der Selektionsreaktion, z.B. durch die 

Verringerung der Konzentration der Substrate, der Verkürzung der Reaktionszeit oder zur 

Spezifizierung der selektierten RNA durch die Einführung entsprechender Gegenselektionen, 

z. B. gegen die verwendeten Materialien. 

Der Verzicht auf die denaturierende Aufreinigung des Ligationsansatzes nach Runde 5 und 

die Rückgewinnung der RNA und RNA-Ligate durch Präzipitation hatte somit weit reichende 

Folgen für die eventuell bis dahin bereits angereicherten RNA-Sequenzen. Die Renaturierung 

der ligierten RNA erfolgte vor dem Selektionsschritt in Gegenwart des nicht durch 

Präzipitation abtrennbaren Hybridisierungsprimers. Der Aufbau der für die Katalyse der 

Reaktion wichtigen Tertiärstruktur könnte durch eine erneute Hybridisierung des Primers am 

3´-Terminus der RNA beeinträchtigten worden sein. 
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Abbildung 4-25:  

Schematische Darstellung der Primerhybridisierung bei einer Ligationreaktion 

 

Eine linearisierte Doppelhelix über zwanzig Nukleotide in direkter Nähe des derivatisierten 

und ligierten Linkers stellt eine erhebliche Änderung der räumlichen Struktur der RNA dar 

und könnte mitverantwortlich  für das Ausbleiben eines Anstieges in dieser Selektion sein. Da 

in Runde 6 bereits von einer eingeschränkten Nukleinsäurebibliothek ausgegangen werden 

musste, könnte die verbliebene Komplexität nicht mehr ausreichend gewesen sein, um unter 

den veränderten Bedingungen eine neue katalytisch aktive Struktur zu selektieren.  

 

4.5.3 Einfluss von Dithiothreitol 

Die Reaktionsbedingungen für die Selektionsreaktion sind durch Beobachtung der 

Produktentwicklung in einem Dinukleotid-basierenden Gelassay (4.3.2) festgelegt und für die 

in vitro Selektion auf RNA-Konjugaten übertragen worden. Dabei konnte die Kompatibilität 

mit den in der Selektionsreaktion vorkommenden Substanzen demonstriert werden.  

Nach Abschluss der ersten Selektion wurde die grundlegende Selektionsreaktion erneut 

untersucht, nun jedoch unter Berücksichtigung der für die Substratankopplung während der 

Ligationsreaktion verwendeten Komponenten. Es  wurden Hinweise auf eine Reaktion des 

DN-Acrylat mit dem im Ligationspuffer enthaltenen Reduktionsmittel Dithiothreitol gefunden 

werden. Im Falle des in der Selektionsreaktion eingesetzten Dipolarophils addierte sich die 

Thiolgruppe des DTT in einer Michaelreaktion an die olefine Bindung des Acrylates und 

verhinderte damit den gewünschten Einsatz des Acrylates als Dipolarophil in einer             

1,3-dipolaren Cycloaddition. Umsetzungen von DN-Acrylat in Gegenwart von DTT führten 

zu erheblichen Produkteinbußen für das erwartete Cycloadditionsprodukt CyDN. Ein 

ähnliches Verhalten zeigte auch BSA in den Reaktionsansätzen.  
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Massenspektroskopisch konnte das Additionsprodukt für DN-Acrylat nachgewiesen werden 

(m/z = 3029.89, 1124.93). Die bei Dinukleotidanaloga typischen Fragmente wiesen am 

Dinukleotidbaustein keine Veränderung auf (m/z = 1904.28). Die Additionsreaktion konnte 

auch nur bei dem Acrylsäure-derivatisierten Dinukleotidanalogon beobachtet werden, das als 

Edukt für die DN-Acrylat-Synthese verwendete 3´-Aminomodifizierte Dinukleotid zeigte 

keine Reaktion mit DTT. 
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Abbildung 4-26:   
MALDI-ToF Massenspektrum des Reaktionsgemisches aus DN-Acrylat und DTT 
(200x DTT, 20h bei 25°C) 
 

In der weiteren, neuen in vitro Selektion wurde daher ein DTT-freier Ligationspuffer 

verwendet. Die Ligation konnte ohne Ausbeuteverluste durchgeführt werden. Eine finale 

DTT-Konzentration in den Ligationsansätzen von 100 µM konnte aufgrund des Lagerpuffers 

für das Enzym T4 RNA Ligase nicht vermieden werden. So wurden die Ligationen mit einer 

um den Faktor 100 verringerten DTT-Konzentration angesetzt. 

 

4.5.4 Hybridisierungsabhängige Steigerung der Ligationsausbeute  

Als Vergleichssubstanz während der ersten in vitro Selektion wurde eine Selektionsrunde mit 

tRNAPhe als unselektierte Sequenz durchgeführt. Es zeigte sich anhand der 

Selektionsausbeute, dass diese tRNA sowohl als aktives RNA-Konjugat (Ligat mit DN-

Acrylat), als auch als tRNAPhe-Einzelsequenz eingesetzt, im Vergleich zu den verwendeten 

Bibliotheken der Selektion I keine messbaren Reaktionsprodukte lieferte. Es konnten weder 
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ein signifikanter Anteil an tRNA-Sequenzen auf der Immobilisierungsmatrix isoliert, noch 

durch spezifische Spaltung freigesetzt werden. 

Ausgangspunkt für einen weiteren Optimierungsschritt für die Durchführung einer zweiten in 

vitro Selektion war die Beobachtung der fast vollständigen Ligation des DN-Acrylates an 

diese tRNAPhe.  

Diese erhöhte Ligationsausbeute im Gegensatz zu randomisierter Pool-RNA kann durch zwei 

Vermutungen gedeutet werden. Die Ligation verläuft besser, da es sich um eine definierte 

Einzelsequenz handelt und diese der T4 RNA Ligase jeweils identische Bedingungen liefert. 

Ein anderer Hinweis könnte in der stabilen Kleeblattstruktur der tRNA begründet sein, die 

diese nach der Renaturierung im Ligationspuffer ausbildet. Dabei befindet sich der 

Ligationsort am freien, nicht hybridisierten 3´-terminalen CCA-Ende der tRNA, das widerum 

durch einen doppelhelikalen Bereich gestützt ist. 

Der vermutete ligationsverbessernde Effekt dieses Stukturmotives konnte auf die verwendete 

RNA-Bibliothek übertragen werden. Durch die Hybridisierung eines zum 3´-Terminus der 

RNA um vier Nukleotide verkürzten Primers konnte das Dinukleotidanalogon mit 

verbesserter Ausbeute an das freie 3´-Ende der RNA ligiert werden. Als vergleichende 

Ansätze wurde das Dinukleotidanalogon zum einen ohne die Verwendung eines 

Hybridisierungsprimers und zum anderen wie in der Selektion I mit Hilfe eines vollständig an 

den 3´-Terminus der RNA-Bibliothek hybridisierenden Primers ligiert. 

 

 

 

 

 

    Vgl.  0    Primer B     Primer B-4 
           56%        69%             82% 
 

 

 

 

Abbildung 4-27: Ligationsreaktion von DN-Acrylat an 159 nt Pool-RNA  
(Kontroll-RNA, Ligation ohne Primer, mit Primer B und mit Primer B-4) 
 

Die Ligationen der Substrat-tragenden Dinukleotidlinker wurden für die Selektion II durch 

Verringerung der DTT Konzentration und dem Einsatz eines verkürzten 

Hybridisierungsprimers optimiert. 

 

    5´                  DN-Acrylat 
RNA-Pool 

         Primer 
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4.6 In vitro Selektion II 

Für die zweite Selektion wurde ein DNA-Pool mit einer Gesamtkomplexität von 2.2 x 1014 

amplifizierbaren Sequenzen eingesetzt. Die Transkription von zwei Komplexitäten lieferte 55 

Kopien der eingesetzten DNA. Die RNA wurde nach der Transkription mit einem RNA/DNA 

Purification Kit gereinigt. Die erste Ligation mit modifizierten Bedingungen wurde über 

denaturierende PAGE gereinigt und 5.3 nmol des gefällten RNA-Konjugates erhalten (27% 

Gesamtausbeute). Mit den angepassten Reaktionsbedingungen für die 1,3-dipolare 

Cycloadditionsreaktion mit den RNA-Konjugaten sollten höhere Werte der gemessenen 

Radioaktivität erzielt werden können. 

 

Selektion II  

RNA-DN-Acrylat 10 µM 
Nitriloxidvorstufe 9 1 mM 
NCS 2 mM 
DMF 2 % 
Selektionspuffer 1 x 
Reaktionszeit 1h  bei 25°C 

 
Tabelle 4-4: Bedingungen für die Selektionsreaktion in Selektion II 

 

Die erste Runde wurden diese Selektionsbedingungen durch die verlängerte Reaktionszeit von 

vier Stunden modifiziert, in alle weiteren Runden wurden die Bedingungen gemäß Tabelle   

4-4 eingehalten. In dieser ersten Runde wurden 5% der umgesetzten RNA auf der 

Streptavidin-Agarose Festphase zurückgehalten. 

 

In einer in vitro Selektion auf eine Michael-Reaktion [Sengle et al. 2001] wurde gezeigt, dass 

ein Photospaltungsschritt für diese Selektion nicht essentiell war. Daher wurde bei der hier 

durchgeführten Selektion in der ersten Runde auf die photolytische Spaltung verzichtet und 

nach der zweiten Runde diese in vitro Selektion in zwei unterschiedliche Selektionspfade 

aufgeteilt, um parallel verschiedenen Selektionsprozesse zu verfolgen. Nach einer 

Laserspaltung der retardierten RNA-Konjugate der zweiten Runde wurden die freigesetzten 

RNA-Konjugate weiter verwendet und jeweils die photolytisch gespaltenen Sequenzen für 

eine weitere Selektionsrunde eingesetzt (dies entspricht der Durchführung in Selektion I). 

Zusätzlich wurden in der zweiten Runde die nicht gespaltenen, retardierten RNA-Konjugate 
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direkt als Templat für eine weitere, separate Selektionsrunde eingesetzt. Dabei wurde 

nachfolgend jeweils auf eine Laserspaltung als zweites Selektionskriterium verzichtet. 

Die jeweiligen RNA-Sequenzen wurden in cDNA revers transkribiert. Die Selektionen 

wurden parallel weitergeführt. Für die Selektion, die sich auf die Erfassung aller auf der 

Festphase retardierten Sequenzen konzentrierte, von nun an als direkte 

Amplifizierungsselektion oder dA-Selektion bezeichnet, wurden aufgrund der als recht hoch 

betrachteten Immobilisierungswerte die Reaktionsbedingungen für die dritte und die 

nachfolgenden Runden erneut verändert. Die Bedingungen der dA-Selektion wurden wie folgt 

festgesetzt: 

dA-Selektionspfad in Selektion II 

RNA-DN-Acrylat 10 µM 
Nitriloxidvorläufer 9 200 µM 
NCS 400 µM 
DMF 2 % 
Selektionspuffer  1 x 

 
Tabelle 4-5: Bedingungen für den Pfad der dA-Selektion ab Runde 3 

 

Die Selektionen wurden bis zu 15 Runden durchgeführt. Auf eine genauere Untersuchung 

durch Vereinzelung der Sequenzen durch Klonierung in einem Vektor und Charakterisierung 

durch Sequenzierung wurde aufgrund der erneut ausgebliebenen nachweisbaren Anreicherung 

katalytisch aktiver RNA verzichtet. Dennoch sollen die Selektionen im Einzelnen genauer 

betrachtet werden. 

 

4.6.1 Direkte Amplifizierungsselektion (dA-Selektion) 

Ohne Beachtung der Spaltstelle im ligierten und funktionalisierten Teil der RNA wurden in 

der Selektion der direkten Amplifikation die retardierten RNAs direkt an der 

Immobilisierungsmatrix revers transkribiert und in der nächsten Runde eingesetzt. Abbildung 

4-28 beschreibt den Verlauf dieses Selektionszweiges anhand von 15 aufeinander folgenden 

Selektionsrunden. Der scheinbare Anstieg, der von Runde 7 bis Runde 14 zu beobachten ist 

und zuletzt sogar zu einer Immobilisierungsrate von über 10% führte, konnte in der 

abschließenden Runde 15 nicht bestätigt werden.  
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 Abbildung 4-28: Selektionsverlauf der dA-Selektion 

Runde # 100% 
[cpm] 

%  
immobilisierte  

RNA 
Runde # 100% 

[cpm] 

%  
immobilisierte  

RNA 
    1 ∅   5,08    

    2 ∅   1,89 9 2903704   2,52 

3 4675456 0,79 10 2046939   3,28 

4 3364247 0,46 11 1519488   3,73 

5 1505848 1,34 12 3022778   4,85 

6 2624706 1,92 13 1190596   5,60 

7 2637490 0,91 14 394223 10,32 

8 1962321 1,42 15 2303640   1,67 
 

Tabelle 4-6: Zusammenfassung der Ergebnisse der dA-Selektion 

 

Durch die verwendete Selektionsmethode und den Verzicht auf ein zweites Selektionsereignis 

durch Photospaltung des Linkers konnte letztlich nicht geklärt werden, ob der Anstieg im 

Verlauf der Selektion ausschließlich durch die gewünschte Reaktionskatalyse erzielt wurde 

oder ob Nebenreaktionen in der RNA selbst zu dieser Anreicherung führten. Für die 

Unterbindung von unspezifischen Bindungen der RNA mit der Bindungsmatrix wurde 

lediglich in Runde 8 eine Gegenselektion mit RNA-Konjugaten durchgeführt, die ohne eine 

vorher durchgeführte Selektionsreaktion auf der Festphase immobilisiert wurden. Die nach 
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einer Gegenselektion typische Verringerung der Selektionsausbeute konnte in der dA-

Selektion nicht beobachtet werden. 

 

4.6.2 UV-Spaltungsselektion (UV-Selektion) 

In Abbildung 4-29 ist der Verlauf der UV-Selektion veranschaulicht, die sich ausschließlich 

auf die freigesetzten Produkte nach einer Laserspaltung fokussierte. Dieser Selektionszweig 

wurde bereits nach elf Runden beendet, da kein kontinuierlicher Anstieg selektierter RNA 

erkennbar war. Die Balken beschreiben den für die Beurteilung der Selektionsausbeute 

maßgeblichen Wert der durch Laserspaltung (und somit nach spezifischer Reaktion am 

Acrylatrest) freigesetzten RNA. Die Linie verdeutlicht den Anteil der nach der Laserspaltung 

verbleibenden RNA auf der Festphase. Es ist hier deutlich zu erkennen, dass wie zuvor in 

Selektion I lediglich ein geringer Teil von zwei bis acht Prozent durch Laserspaltung 

freigesetzt werden konnte. Diesen Ergebnissen zur Folge lässt sich der Anteil unspezifischer 

Nebenreaktionen, die zu einer Immobilisierung durch Biotinylierung des Produktes führen, 

demnach zu über 90 % berechnen, was einer späteren ausführlichen Betrachtung bedurfte. 
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Abbildung 4-29: Selektionsverlauf der UV-Selektion  

 

 

 



Ergebnisse                                                                                                                                 84 

Runde 
# 

100% 
[cpm] 

laser- 
gespaltene 

RNA 
[cpm] 

%  
laser-

gespaltene 
RNA 

%  
noch  

immobilisierte 
RNA 

% 
(gespaltene 
/ immob. 

RNA) 
     2 ∅   0,1579 1,88  

3 6672896 5684 0,0852 3,69 2,31 

4 1725301 1880 0,1090 3,01 3,62 

5 4132764 3304 0,0799 3,26 2,45 

     6 ∅   0,2738 4,42  

7 1375207 1675 0,1218 3,82 3,19 

8 1391188 2293 0,1648 3,40 4,84 

9  975492 2679 0,2746          10,51            2,61 

10 2823938 3382 0,1198 3,52 3,40 

 11 4680270 572 0,0122 2,25 0,54 
 
Tabelle 4-7: Zusammenfassung der Ergebnisse der UV-Selektion 
 

4.6.3 Weitere Selektionspfade 

Die bisher dargestellten Selektionsverläufe der Selektion II umfassen nicht alle 

durchgeführten Runden. Einzelne Selektionsrunden wurden wiederholt durchgeführt, um die 

Reproduzierbarkeit der erhaltenen Ergebnisse zu überprüfen, andere Selektionspfade wurden 

nach wiederholt abfallenden Selektionswerten in ihrem Verlauf abgebrochen und die 

Selektion mit einem Pool einer früheren Runde erneut eingesetzt. In Tabelle 4-8 sind die 

Ergebnisse dieser Wiederholungen aufgeführt. 

 

dA-Selektion UV-Selektion 

Runde 10 Runde 11 Runde 12 Runde 13 Runde 6 Runde 7  Runde 9 

0.77 % 3.72 % 4.84 % 5.60 % 0.33 % 0.12 % 0.27 %

3.27 % 1.62 % 1.63 % 2.80 % 0.19 % 0.35 % 0.20 % 

    0.05 %   

 

Tabelle 4-8: Ergebnisse wiederholter Selektionsrunden  
          (unterstrichen = in dA- und UV-Selektion weitergeführt) 

 

Mit großem Interesse wurde ein Selektionspfad der UV-Spaltungsselektion verfolgt, der nach 

einer Wiederholung der 9. Runde beginnend nach zwei Selektionsrunden zu einem deutlichen 

Anstieg von sowohl spaltbaren als aus retardierten RNA-Konjugaten führte.  
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„Runde E11“ 

Nach einer Selektionsreaktion mit 670 pmol RNA-Konjugat (UV-Selektionsbedingungen 

gemäß Tabelle 4-4) wurden durch Laserspaltung 1.21 % (≈ 52000 cpm) der zur 

Immobilisierung nach der Reaktion eingesetzten RNA gespalten, 26 % der RNA-Konjugate 

verblieben danach auf der Festphase immobilisiert. Dies entsprach einem Anstieg um einen 

Faktor 6 gegenüber der Vorrunde. Das Eluat der Laserspaltung enthielt 160-fach mehr RNA, 

als durch den vorherigen Waschschritt freigesetzt wurde, was eindeutig darauf schließen ließ, 

dass es sich um spezifisch reagierte und nun freigesetzte RNA-Konjugate handeln musste. 

Die weitere Aufarbeitung dieses Eluates erfolgte parallel mit der noch immobilisierten RNA 

durch reverse Transkription und PCR. 

Für die cDNA der ungespaltenen RNA-Konjugate konnte nach zehn PCR Zyklen das 

entsprechende Produkt detektiert werden, die korrekte Amplifikation der potentiell katalytisch 

aktiven Sequenzen der Laserspaltung konnte nicht erzielt werden. Lediglich unspezifische 

PCR-Produkte, die einer DNA von etwa 45 Nukleotiden Länge, also in etwa dem bei der 

PCR-Reaktion eingesetzten Primers A entsprachen, konnte nach 15 PCR-Zyklen beobachtet 

werden. Weitere Versuche der Amplifikation lieferten erst nach insgesamt 20 Zyklen einen 

schwachen Anteil an Voll-Längen-Produkt neben einer starken, zuvor beschriebenen 

Artefaktbande. 

         I      II   IIIa IIIb IV 

300bp 
 
200bp 
 
 
 
100bp 
50 bp 

180bp DNA-Pool 

 
Abbildung 4-30 : Agarosegel nach einer PCR-Reaktion für „Runde E11“ 
I Basenpaarleiter, II Positivkontrolle mit dsDNA-Pool, IIIa,b PCR-Produkte des 
lasergespaltenen Eluates der „Runde E11“ nach 0 und 20 Zyklen, IV PCR-Produkt der SAv-
gebundenen Fraktion von „Runde E11“ nach 10 Zyklen 
 

Das erhaltene PCR Produkt mit den potentiell aktiven Sequenzen wurde versuchsweise für die 

Fortführung der Selektion eingesetzt, eine brauchbare Transkriptionsausbeute konnte damit 

 



Ergebnisse                                                                                                                                 86 

auch bei erhöhter Templatmenge nicht erzielt werden, so dass das vermeintlich aktive 

lasergespaltene Produkt nicht weiter eingesetzt werden konnte. Eine mögliche Erklärung für 

die fehlerhafte Amplifikation kann auch im Schritt der reversen Transkription gesucht 

werden. Eine ausgebildete stabile Tertiärstruktur der im Sinne der Selektionsreaktion aktiven 

Sequenzen könnte das Enzym der Reversen Transkription bei der korrekten Ausführung der 

cDNA-Generierung behindert haben. 

Der Selektionspfad, der über diese „Runde E11“ verlief wurde an dieser Stelle mit dem 

korrekt amplifizierten PCR Produkt der immobilisierten Sequenzen (26%) dieser 

Selektionsrunde fortgeführt, da in dieser Population weitere aktive Sequenzen vermutet 

wurden. Der erhoffte Anstieg blieb leider auch hier in den weiteren vier Runden aus. so dass 

man vermuten muss, dass es sich bei den beachtlichen Immobilisierungs- und 

Spaltungsausbeuten der „Runde E11“ wohl um Selektionsartefakte gehandelt haben musste.  

Diese Annahme unterstrichen auch die mehrfachen Wiederholungen dieser Runde, die nicht 

erneut zu diesem vermeintlichen Anstieg geführt hatten (0.128 %, 0.132 %, 0.046 %, 0.126 % 

und 0.214 %). Im Mittel wurden 0.13 % der RNA-Konjugate in den sechs 

Wiederholungsexperimenten durch Laserbestrahlung spezifisch gespalten und 

durchschnittlich nur drei Prozent auf der Immobilisierungsmatrix zurückgehalten. 

 

4.7 Analyse der Selektionen 

Auch wenn die bisher durchgeführten Selektionen nicht zu einer Anreicherung von 

potentiellen Katalysatoren aus einer RNA-Bibliothek geführt haben, so ergeben sich aus den 

Ergebnissen doch einige Fragen, die nachfolgend durch geeignete Experimente beantwortet 

werden sollten. Dazu gehören eine erste Analyse der Pools in Hinblick auf eine erfolgte 

Anreicherung während des Selektionsprozesses, Experimente, die durch eine 

Reaktionsführung in trans katalysierende Eigenschaften einzelner RNA-Pools aufzeigen 

sollen und letztlich die Untersuchung und Aufklärung der möglichen Nebenreaktionen an 

RNA-Molekülen, die zu dem zwischenzeitlichen kontinuierlichen Ansteigen der 

Selektionsausbeute in der dA-Selektion geführt haben könnten.  

 

4.7.1 Parallele Selektionsrunde 

Ein Ansatzpunkt, um festzustellen, ob es zu einer Anreicherung während eines 

Selektionsprozesses gekommen ist, ist die Durchführung einer parallelen Selektionsrunde, bei 
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der unterschiedlich fortgeschrittene Pools einer Selektion gleichen Reaktionsbedingungen 

ausgesetzt werden. Mit den RNA-Konjugaten der Runden 1, 5, 9 und 10 der UV-

Spaltungsselektion (9 und 10 aus dem Pfad zur „Runde E11“) wurde eine einstündige 

Reaktion durchgeführt und anschließend die Immobilisierungs- und Spaltungsrate durch 

Laserbestrahlung verglichen. 

Die Ergebnisse, die für die erste Elutionsfraktion nach einer Laserspaltung erhalten wurden, 

lieferten zunächst keine Tendenz eines Anstieges, berücksichtigt man in dieser 

Selektionsrunde jedoch die Fraktion, die anschließend durch Waschen der bestrahlten 

Festphase erhalten wurde, so ergibt sich in der Summe eine schwache, aber messbare 

Anreicherung bei fortschreitendem Selektionsverlauf.  
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Abbildung 4-31: Parallelselektion mit verschiedenen RNA-Pools der UV-Selektion  
    (2 µM RNA-Konjugat, 500 µM 9 und 2 mM NCS in Selektionspuffer) 

 

4.7.2 In trans Reaktion  

Die nachträgliche Ligation eines in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition bereits umgesetzten 

DN-Acrylates an RNA ist möglich. Am Beispiel eines kurzen RNA-Oligonukleotides wurde 

demonstriert, dass ein Produktshift mittels PAGE beobachtet werden kann. (vgl. 4.3.5) 

Es sollte daher möglich sein, die Produktbildung an RNA-Konjugaten zu bestimmen. Da 

jedoch ein Gelshift bereits bei einem 25mer sehr gering ausfällt, ist dieser bei einer 

inhomogenen randomisierten 159mer Pool-RNA nicht als deutlich abgegrenzte Bande zu 
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erwarten. Diesen Shift kann jedoch zu einem Supershift verstärkt werden, wenn man die 

Biotinylierung des RNA-Konjugates nach der Reaktion durch die Umsetzung mit Neutravidin 

ausnutzt. Da die Ausbeuten an RNA-Konjugat Produkten weit unter den erwarteten Werten 

lagen und auch nicht spezifisch umgesetzte RNA-Konjugate diesen Supershift hervorrufen 

würde, wurde für die Analytik ein RNA-Pools und für die Beobachtung der Katalyse der 1,3-

dipolaren Cycloaddition durch RNA ein Assay herangezogen, in dem die Pool-RNA in 

trans mit der äquimolaren Menge des DN-Acrylat gemäß der Selektionsreaktion umgesetzt 

wurde. Wie am Beispiel für das Diels-Alderase Ribozym gezeigt werden konnte, kann eine 

nachträgliche Trennung von Katalysator und Substratdomäne eines Ribozyms zu einem 

System mit echter Katalyse und mehrfachen Turnover für die Substratumsetzung führen 

[Seelig et al. 2000]. Diese Annahme wurde bei der Durchführung der in trans-Assays 

zugrunde gelegt. 
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Abbildung 4-32: Reaktionsführung bei einer in trans Katalyse der Selektionsreaktion 

 

Radioaktiv markierte RNA wurde in Standardansätzen gemäß Selektion II mit DN-Acrylat in 

einer Selektionsreaktion umgesetzt und anschließend über PAGE analysiert. Abbildung 4-33 

zeigt ein typisches Ergebnis dieser  in trans-Assays mit Pool-RNA aus der Runde 5 des UV-

Selektionspfades sowie Runde 9 des „Runde E11“-Pfades. Bei der Analyse dieser Reaktion 

über PAGE und Phosphorimaging war zwar die Produktbande des CyDN durch die 

Transkriptbande der verschiedenen RNA-Pools überlagert, es konnte aber deutlich eine 

Verringerung der CyDN-Produktbande beobachtet werden. Die Ausbeute sankt in Gegenwart 

von RNA bei ansonsten gleichen Bedingungen auf etwa 20 % des Vergleichswertes ohne 

RNA-Beteiligung. 
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Abbildung 4-33: Gelshift-Assay  zur in trans Reaktion mit DN-Acrylat und Pool-RNA 

  

Der Einsatz nicht radioaktiv transkribierten Pools erlaubte durch die Vermeidung der lokalen 

Interferenz in der PAGE-Analyse am Ort der CyDN-Bande eine genauere Messung der 

CyDN-Produktmenge durch Phosphorimaging. Es wurden dazu in trans-Assays mit RNA-

Pools der dA-Selektion durchgeführt. Tabelle 4-9 zeigt das Ergebnis nach 20 Stunden 

Reaktionszeit. Vergleichend wurde unselektierte tRNA auf ihre Auswirkungen auf die CyDN-

Produktbildung getestet. Die geringen Unterschiede zwischen den einzelnen Pools des 

Experimentes fügten sich zu einer Reihe ansteigender CyDN-Produktbildung, was zunächst 

auf ein fortgeschrittenes Selektionsstadium und gleichzeitiger in trans-Assay-Aktivität der 

selektierten Pools schließen ließ. Unselektierte tRNA als Reaktionskomponente in diesen 

Umsetzungen lieferte jedoch Produktbildungsraten auf einem ähnlichen Niveau. Vergleichend 

durchgeführte Assays ohne RNA-Inkubation lieferten erneut signifikant höhere Ausbeuten. 

 

RNA-Pool 
dA-Selektion # 1 # 4 # 7 # 11 tRNA tRNA — 

c (RNA) 2.5 µM 0.1 mg/ml 1 mg/ml — 

DN-Acrylat 12 2.5 µM 2.5µM 2.5µM 2.5µM 

Selektionspuffer 1x + + + — 

% CyDN 6.0 7.3 9.2 9.6 8.4 7.6 40.6 

 

Tabelle 4-9:  
in trans Reaktion mit nicht radioaktiv markierten RNA-Pools der dA-Selektion 
% CyDN-Werte wurde durch die Analyse eines PA-Gels über Phosphorimaging erhalten 
(2.5 µM RNA und 12, 0.5 mM 9, 2 mM NCS, 1x Selektionspuffer, 20h) 
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Diese Ergebnisse ließen wiederum darauf schließen, dass nicht nur DN-Acrylat sondern auch 

RNA selbst ein mögliches Substrat für die 1,3-dipolare Cycloaddition mit Nitriloxiden 

darstellt und dabei um die dipolare Komponente konkurriert.  

Letztere Annahme stützt auch die Beobachtung, dass in den einzelnen Selektionsrunden 

lediglich ein geringer Anteil immobilisierter RNA-Konjugate durch Laserbestrahlung 

spezifisch spaltbar war.  

 

4.7.3 Untersuchungen zu Nebenreaktionen an RNA-internen Positionen 

Die Auswirkungen der einzelnen Reaktionskomponenten der Selektionsreaktion auf RNA 

wurden vor der Durchführung der in vitro Selektionen hinreichend unter Beachtung der 

Selektionsbedingungen untersucht. 

Mit den Ergebnissen aus den Selektionsverläufen und den nachfolgenden in trans-Assays 

wurde nun ein neues Augenmerk auf die vier Nukleobasen der RNA als mögliche Substrate 

für die 1,3-dipolare Cycloaddition gerichtet. Zur Betrachtung der erwarteten Nebenreaktionen 

an RNA-internen Positionen durch die Selektionsreaktion wurde eine Untersuchung der 

einzelnen Nukleotide durch enzymatischen Verdau des RNA-Stranges vorgenommen.  

Bei dem Verdau einer RNA mit der Ribonuklease P1 wird der RNA-Strang zwischen 3´-

Sauerstoff und der Phosphatgruppe gespalten. Es entstehen 5´-Phosphat-Nukleoside. 

Verwendet man bei der Transkription der RNA alle vier Nukleosidtriphosphate als radioaktiv 

markierte NTPs, so sind nach dem Verdau alle Nukleotide nachweisbar. 

Da tRNA als Vergleichs-RNA bei den in trans-Assays einen ähnlichen Einfluss auf den 

Verlauf der Selektionsreaktion hatte wie zuvor selektierte Pool-RNA, konnte quasi jede 

beliebige RNA-Sequenz mit den Reaktionskomponenten wechselwirken. Inkubationsstudien 

mit den Reaktionskomponenten 9 und NCS wurden daher für den anschließenden 

Ribonuklease P1-Verdau mit einer 25mer RNA durchgeführt.  

 

rA 

rC 

rU 
rG 

Start 

Kontrolle, nur RNA Inkubation mit 9 Inkubation mit NCS Ink. mit 9 und NCS 
  

Abbildung 4-34: 2D-DC-Chromatogramm mit inkubierter und P1-verdauter RNA 
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Verschmierte Banden bei der Inkubation mit NCS und bei einer Inkubation der 

Nitriloxidvorstufe mit diesem Aktivator (entsprechend der Selektionsreaktion) deuteten auf 

einen starken Angriff des oxidierenden Reagenzes auf die Nukleotide der RNA hin. Eine 

genaue Zuordnung dieser verschmierten Spots zu einzelnen Ribonukleotiden erfolgte nicht. 

Die Nitriloxidvorstufe allein hatte keinen Einfluss auf die RNA.   

Ribonuklease T2 erzeugt 2´-3´-Cyclophosphat-Nukleoside und ermöglichte die Analyse aller 

Nukleotide einer einfach 32P-CTP-markierten Pool-RNA, da im randomisierten Bereich 

statistisch alle NC-Dimere (mit N = A, C, G, U) auftreten und beim Verdau das radioaktive α-

Phosphat übertragen wird. Der RNA-Pool aus Runde 14 der dA-Selektion wurde nach einer 

einstündigen Selektionsreaktion gefällt, mit Ribonuklease T2 verdaut und über 2-

dimensionale DC analysiert.  

  
 

Kontrolle, nur RNA Inkubation mit 9 Selektionsreaktion  
mit 2,5x NCS (5mM) Ink. mit NCS (50mM) 

 
Abbildung 4-35: RNA (dA-Selektion # 14) nach Inkubation und T2 –Verdau  

 

Abbildung 4-35 zeigt die Einflüsse der einzelnen Komponenten auf die Mononukleotide. Wie 

bei der 25mer RNA sind auch hier deutliche Veränderungen in Gegenwart von NCS zu 

erkennen, welcher Art diese Modifikationen sind, konnte jedoch aus der DC-Analyse nicht 

geschlossen werden. Die Nitriloxidvorstufe 9 zeigt auch hier keine Reaktion mit den RNA-

Sequenzen der Runde 14 der dA-Selektion. 

 

4.7.4 Reaktionsstudien mit Nukleosidtriphosphaten 

Durch die DC-Analyse des Nukleaseverdaus konnte lediglich eine Angreifbarkeit der RNA-

Bausteine durch NCS aufgezeigt werden, eine genauere Untersuchung auf etwaige 

Nebenreaktionen wurde mit Nukleosidtriphosphaten durchgeführt.  
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Grundlage für diese Untersuchungen war die auffallend strukturelle Ähnlichkeit zwischen 

dem verlinkten Acrylatrest und den Pyrimidinbasen. Beide Molekülteile eines RNA-

Konjugates sind zur Ausbildung von Wasserstoffbrücken befähigt und könnten an ähnlichen 

Orten für den Angriff des Nitriloxides positioniert sein, um dort als Substrat für eine dipolare 

Cycloaddition zu dienen.  
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Abbildung 4-36: Strukturelle Ähnlichkeit zwischen Pyrimidinnukleosiden und der 
verlinkten Acrylatgruppe in DN-Acrylat. R = diverse Reste, fett dargestellt sind Atome mit 
ähnlicher H-Donor- und H-Akzeptorfunktion 
 

Die Pyrimidinbasen Cytosin und Uracil wurden als Triphosphate 15 Stunden einer 

Selektionsreaktion unterzogen und anschließend über PAGE analysiert. In geringem Maße 

wurden neue, definierte Produktbanden detektiert, die auf eine Additionsreaktion des 

Nitriloxides an die 5-6 Doppelbindung der Pyrimidinbasen schließen ließ. Die Produktbildung 

(~1% `CyNTP´) war von der Aktivierung durch NCS sowie von der Anwesenheit der 

Nitriloxidvorstufe abhängig, eine Reaktion des Produktes mit Neutravidin lieferte einen 

signifikanten Supershift, was eine Biotinylierung des Nukleosidtriphosphates durch die 

vorherige Reaktion untermauerte.  
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Abbildung 4-37:  
Umsetzung von Nukleosidtriphosphaten in einer Selektionsreaktion am Beispiel von 
CTP. CyCTP = Reaktionsprodukt des Nukleosidtriphosphates mit Nitriloxid 10

  I II III IV V VI VII VIII 
CTP 10mM 10µM 

9 + + – – + + + + 

NCS + + + + – – + + 

NAv – + – + – + – + 

 
Tabelle 4-10: Reaktionsansätze für die Cycloadditionsreaktion von CTP (s. Abb. 4-37) 

 

Das Cycloadditionsprodukt konnte aus den Gelen isoliert und aufgereinigt werden. Die 

Umsetzung dieses Produktes mit Neutravidin zeigte in einem PA-Gel im Vergleich zu 

unumgesetztem CTP wiederum einen deutlichen Supershift, der die Biotinylierung des neuen 

Produktes verdeutlichte. Gleichzeitig lieferte das Reaktionsverhalten der hier untersuchten 

Purinbasen mögliche Anhaltspunkte dafür, dass auch RNA-interne Nebenreaktionen zu einer 

Immobilisierung von Pool-RNA-Konjugaten geführt haben können. Während des 

Selektionsexperimentes könnten sich, insbesondere bei der Selektion über eine direkte 

Amplifizierung von immobilisierter RNA, solche Sequenzen angereichert haben, die eine 

Reaktion dieser Art katalysieren. 
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5 Diskussion und Ausblick 

In in vitro Selektionsexperimenten ist die Anzahl von nicht erfolgreichen Selektionen bei 

weitem größer, als die Anzahl der erfolgreichen. Die Gründe hierfür können sehr 

unterschiedlich sein. Wie bei der Evolution von Organismen gibt es eine Vielzahl von 

Variablen, die bei der Entwicklung einer neuen Spezies eine Rolle spielen können.  

Um das katalytische Potenzial von Ribonukleinsäuren weiter zu erforschen, wurde in dieser 

Arbeit eine Selektionsstrategie entwickelt, die es ermöglichen sollte, künstliche Ribozyme zu 

isolieren, die eine 1,3-dipolare Cycloaddition katalysieren. Dabei stand aus in situ 

methodischer Sicht besonderes Interesse an der Verwendung von hoch reaktiven, kurzlebigen 

Spezies, die für eine RNA-Katalyse direkt in Gegenwart der Reaktionskomponenten 

hergestellt werden sollten. Weiterhin zählte zu den Zielen, die bekannten Selektionsmethoden 

derart zu modifizieren, dass eine Verwendung dieser Molekülart möglich gemacht werden 

konnte.  

Es konnte während dieser Arbeit in mehreren durchgeführten Selektionsexperimenten 

abschließend keine katalytisch aktiven RNA-Sequenzen für die gewünschte Reaktion erhalten 

werden. Nachfolgend werden die Ergebnisse der Selektionsexperimente mit denen der 

Voruntersuchungen in Relation gesetzt und interpretiert. Mögliche Faktoren für das 

Ausbleiben des Selektionserfolges werden aufgeführt und deren Einfluss darauf beurteilt. Des 

Weiteren werden auch mögliche alternative Wege zur Verfolgung des Ziels aufgezeigt. 

 

Die Selektionsstrategien zur Generierung von Ribozymen sind in der Vergangenheit immer 

weiter verfeinert worden, um möglichst auf direktem Wege Katalysatoren für gewünschte 

Reaktionen zu erhalten. Die Methode der direkten Selektion mit linkergekoppelten 

Reaktanden erlaubt dabei während der Selektionsreaktion eine Separierung des Substrates von 

der RNA-Komponente durch den Gebrauch eines flexiblen und inerten Linkers. Die 

gekoppelten RNA-Sequenzen können somit ausschließlich nach der Qualität ihrer 

Katalysatoreigenschaften isoliert werden.   

Die Verwendung von funktionalisierten Dinukleotiden zur 3´-terminalen Modifizierung 

gestattete durch Ligation eine einfache und schnelle Einführung des dipolarophilen Substrates 

an die RNA. Dabei war im Gegensatz zur Konjugation mit Initiatornukleotiden an den 5´-

Terminus vorteilhaft, dass für die Synthese eines Acrylat-funktionalisierten Linkers ein 3´-

Amino-funktionalisiertes Dinukleotid schnell durch Kopplung einzelner Bausteine über 

Festphasensynthese erhältlich war, welches postsynthetisch leicht mit dem gewünschten 
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Substrat einer dipolarophilen Acrylatgruppe modifiziert werden konnte. Somit konnte auf 

eine aufwändige chemische Synthese eines entsprechenden Initiatornukleotides verzichtet 

werden. Ein weiterer Vorteil war auch, dass für die Kopplung an die RNA durch Ligation nur 

ein geringer Überschuss des verwendeten DN-Acrylat eingesetzt werden musste. Bei 5´-

Modifizierungen müssen die Initiatornukleotide in millimolaren Konzentrationen zugesetzt 

werden, im Falle der Konjugation der RNA über Ligation war ein achtfacher Überschuss mit 

80 µM Konzentration ausreichend. 

 

Die 1,3-dipolare Cycloaddition zählt zu den wichtigsten Reaktionen in der organischen 

Chemie und wird dort häufig zur Generierung von fünfgliedrigen Heterocyclen eingesetzt. 

Die Umsetzung mit Nitriloxiden als dipolares Agens führt bei diesen Reaktionen zur Bildung 

eines Isoxazolinringes durch konzertierte Ausbildung von zwei neuen Bindungen. 

Für Reaktionen dieses Typs gibt es bisher nur wenige Beispiele für eine Katalyse. Neben 

einem Zink-Tartrat-Katalysator [Tsuji et al. 2002] ist auch die asymmetrische Katalyse durch 

einen katalytischen Antikörper berichtet worden [Toker et al. 2000], das erste Beispiel einer 

Katalyse dieser Reaktion durch ein evolviertes Biomolekül.  

Die Möglichkeit der Katalyse durch RNA als weiteres aktives Biomolekül sollte in dieser 

Arbeit demonstriert werden. 

Diese Aufgabe mündete in der Entwicklung einer neuen Art von in vitro Selektionen, der in 

vitro Selektion mit in situ aktivierten Substraten. 

Die Reaktionsabfolge während der Selektionsreaktion beinhaltet darin einen ersten 

chemischen Schritt, den die Nitriloxiderzeugung durch ein Aktivatormolekül darstellt. Schon 

aus diesem Grunde ist diese Reaktion anspruchsvoller, als die meisten, für die RNA-

Katalysatoren bisher beschrieben wurden. Diesem folgt anschließend eine RNA-katalysierte 

Umsetzung des in situ hergestellten Intermediates mit einer RNA-verlinkten Acrylatgruppe. 

Der letzte Schritt würde die spezifische Bindung beider Reaktanden in einem katalytischen 

Zentrum der gefalteten RNA-Struktur erfordern.  

Dieser Zwei-Schritt-Mechanismus eröffnet weitere Möglichkeiten für Nebenreaktionen durch 

das aktive Nitriloxid. Weiterhin ist das verwendete Aktivatorreagenz N-Chlorsuccinimid als 

starkes Oxidationsmittel bekannt und könnte daher auch ungewollte Nebenreaktion an der 

Nukleinsäure verursachen.  

Durch die Verwendung eines zweiten Selektionsereignisses mittels Photospaltung konnte bei 

den bereits durch Immobilisierung selektierten RNA-Sequenzen zudem zwischen 

regiospezifisch und unspezifisch reagierten RNA-Konjugaten unterschieden werden. 
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Voraussetzung für die Durchführung der späteren Selektion war, dass die Reaktion mit einer 

messbaren Geschwindigkeit ablief und während dieser Zeit keine messbaren Nebenreaktionen 

an der RNA selbst abliefen. Dies konnte durch entsprechende Voruntersuchungen abgesichert 

werden. 

Generell sind die meisten Nitriloxide instabil. Sie dimerisieren leicht zu Furoxanen und  

werden dadurch inaktiviert. Für die Synthese von Nitriloxiden wurden mehrere Synthesen 

beschrieben. Neben einem Syntheseweg durch eine Mukaiyama Reaktion ausgehend von 

primären Nitroverbindungen und Phenylisocyanaten ist die Aktivierung von Oximen durch 

Hypochlorid, Chloramin T, N-Bromsuccinimid oder NCS die gebräuchlichste Methode [Jäger 

& Colinas 2002]. Für unser System haben wir die Aktivierung einer Oximverbindung durch 

NCS in Wasser gewählt. In organischen Lösungsmitteln wird die Reaktion durch Zugabe 

einer organischen Base wie Triethylamin zur Umsetzung der intermediären 

Hydroxamsäurechloride unterstützt. Im Jahr 1978 konnten Dignam et al. erstmalig zeigen, 

dass Wasser gleichzeitig als Base für die Herstellung des Dipols aus Hydroxamsäurechloriden 

dienen kann und als Medium für die fortlaufende 1,3-dipolare Cycloaddition geeignet ist 

[Dignam et al. 1978]. 

Diese Vorteile des wässrigen Mediums konnten zweifellos auch für eine Reaktion während 

einer in vitro Selektion mit Nukleinsäuren angewandt werden. Eine gepufferte 

metallionenhaltige Lösung sollte zudem der RNA zur Stabilisierung von ausgebildeten 

aktiven Strukturen dienen. Die 1,3-dipolare Cycloaddition konnte erfolgreich in diesem 

Medium etabliert werden. 

Bei der massenspektroskopischen Analyse der auf diese Weise erhaltenen Reaktionsprodukte 

wurden Abweichungen beobachtet (vgl. Abb. 4-11 und 4-12). In beiden Fällen wurde eine 

Massendifferenz von 16 verzeichnet. Dieser Wert lässt eine zusätzliche Anlagerung von 

Sauerstoff am Reaktionsprodukt vermuten. Ein oxidationslabiles Molekülfragment stellt die 

Biotingruppe dar, die als Ankergruppe am Nitriloxid fungierte. Die Oxidation des 

Schwefelatoms zum Biotinsulfoxid durch die Nitriloxidaktivierung stellt dabei eine mögliche 

Nebenreaktion dar. 

In der Literatur wird eine Oxidierung eines Biotin-Sulfides zum Biotinsulfoxid mit dem 

schwächer oxidierend wirkenden N-Bromsuccinimid bereits nach kurzer Reaktionszeit 

beschrieben [Liu & Leonard 1979]. 

Auch wenn gelegentlich angeführt wird, dass Biotinsulfoxid keine weitere Bindung zu 

Streptavidin erlaubt [Lichstein & Birnbaum 1965], so konnte bei den nach der 
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Selektionsreaktion biotinylierten Produkten der RNA-Konjugate oder der funktionalisierten 

Dinukleotide kein negativer Einflüsse auf die Immobilisierungseffizienz beobachtet werden.  

 

Die Selektionen 

Während dieser Arbeit wurden drei in vitro Selektionen durchgeführt, deren Ergebnisse hier 

im Einzelnen diskutiert werden sollen. 

 

Selektion I  

Die Bedingungen der Selektionsreaktion wurden durch die Produktbildung einer Reaktion 

zwischen dem Substrat DN-Acrylat und dem in situ generierten Nitriloxid 10 festgelegt und 

auf die Reaktion der Acrylat-funktionalisierten RNA-Konjugate für die in vitro Selektion 

übertragen. Die prozentualen Anteile der durch Immobilisierung und nachfolgender 

Photospaltung selektierten RNA-Sequenzen lagen wesentlich unter den erwarteten Werten 

von 0.1 %, welche für die Hintergrundreaktion im DN-Acrylat-Assay gemessen wurden. Die 

prozentualen Werte lagen zwischen 0.004 % und 0.032 %, lediglich der Anteil der 

immobilisierten RNA reichte jeweils über 0.1 % hinaus, erreichte aber schon mit 1.2 % einen 

maximalen Wert. Die Selektion wurde nach der 15. Runde abgebrochen, da keine 

Anreicherung beobachtet werden konnte.  

Die Diskrepanz zwischen den erwarteten und den beobachteten Werten der selektierten RNA-

Pools ist im Nachhinein auf die falsche Einstellung der Hintergrundreaktion zurückzuführen. 

Die Bestimmung der Produktbildung über das ligierbare DN-Acrylat kann nicht auf die in der 

Selektion eingesetzten RNA-Konjugate übertragen werden, da beide Substanzen scheinbar 

unterschiedliche Reaktivitäten aufweisen. Es wäre daher eine direkte Bestimmung über eine 

Kinetik mit unselektierten RNA-Konjugaten des Ursprungspools als sinnvoller zu betrachten.  

Abgesehen von den Änderung des Selektionsablaufes nach der 5. Runde durch den Verzicht 

der PAGE-Aufreinigung der jeweiligen Ligationsansätze (vgl. 4.5.2), die wahrscheinlich auch 

den Selektionsverlauf dieser ersten Selektion gravierend beeinflusst haben, kann aus den 

Werten der jeweils selektierten Fraktionen entnommen werden, das lediglich zwischen zwei 

und fünf Prozent der immobilisierten Sequenzen durch Laserspaltung freigesetzt werden 

konnten und damit nur bei diesen RNA-Konjuaten die 1,3-dipolare Cycloaddition spezifisch 

unter Umsetzung der Acrylatfunktion stattgefunden hatte, alle anderen Sequenzen konnten 

wahrscheinlich über RNA-interne Reaktionen, insbesondere durch unerwünschte 

Nebenreaktionen immobilisiert werden.  

Der Aspekt der Nebenreaktionen wird im Verlauf dieses Kapitels noch genauer betrachtet. 
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Als Ergebnisse der ersten Selektion wurden folgende konstruktive Veränderungen für eine 

weitere Selektion festgelegt: 

1. die Reaktivität der Acrylatgruppe verlangte eine Veränderung der Ligationsreaktion 

zur Vermeindung einer frühzeitigen Inaktivierung durch Dithiothreitol  

2. durch die Verwendung eines verkürzten Hybridisierungsprimers konnte die Ausbeute 

von RNA-Konjugaten in Ligationsreaktionen erhöht werden 

3. die Reaktionsbedingungen mussten aufgrund der geringen Produktausbeute angepasst 

werden. 

 

Selektion II 

Die Verbesserungen, die aus der Analyse der ersten Selektion erhalten wurden, führten in der 

zweiten Selektion zu höheren Anteilen an selektierbaren RNA-Sequenzen. Die Erhöhung der 

Konzentrationen der Substrate verbesserte die Detektion um mindestens eine Größenordnung.  

Die Aufspaltung in einen hochstringenten Selektionspfad, der wie bei der Selektion I die 

Photospaltung als zweites Selektionsereignis vorsah und die präzise Kontrolle über den 

Reaktionsort erlaubte (UV-Selektion) und in einen Pfad, bei dem direkt die Bindung 

biotinylierter RNA über Streptavidin (dA-Selektion) verfolgt wurde, lieferte zwei Selektionen 

mit verschiedenen Ergebnisse, die aber beide bis zum Abbruch der jeweiligen Selektionen 

keine Katalysatoren für die gewünschte Reaktion zu isolieren vermochten. 

Bei der UV-Selektion wurde immer eine geringe Menge an RNA an der Streptavidin 

Festphase gebunden. Lediglich ein geringer Anteil derer konnte, ähnlich wie bereits in 

Selektion I beschrieben, durch Photospaltung freigesetzt und selektiert werden. Weiterhin 

konnte keine Abhängigkeit des Anteils der Photo-Fraktion vom Selektionsfortschritt 

beobachtet werden. Bei der Betrachtung des Selektionsverlaufes scheint die Verwendung des 

photospaltbaren Linkers die Anreicherung von unerwünschten Nebenprodukten erfolgreich 

unterdrückt zu haben, da RNA-intern modifizierte Sequenzen nicht durch diese 

Selektionsmethode isoliert und in eine weitere Selektionsrunde verschleppt werden konnten. 

Die Verwendung eines zweiten Selektionsereignisses hat sich auch hier als sehr wirkungsvoll 

erwiesen. 

Bei der Selektion über direkte Amplifikation (dA-Selektion) nahm die Menge an selektierter 

RNA stetig zu, jedoch nicht so sehr, wie es nach einer erfolgreichen in vitro Selektion 

vermutet wurde. Diese RNAs katalysierten weder die dipolare Cycloaddition, für die sie 

selektiert wurden, noch waren diese RNAs Streptavidin-Binder. Die Analyse dieser Pools ließ 

darauf schließen, dass die Sequenzen aufgrund von Reaktionen mit dem Nitriloxid an internen 
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RNA-Positionen selektiert wurden und dass eine vorherige Aktivierung durch NCS 

erforderlich war.  

Vergleichende Untersuchungen der Selektionsreaktion ohne Aktivierung der 

Nitriloxidvorstufe lieferten keine bzw. nur geringe Immobilisierung auf einem Niveau, das 

auch nicht umgesetzte, unmodifizierte RNA zeigte.  

 

Weitere selektionsbeeinflussende Faktoren 

Im Rahmen der UV-Selektion ist in einer Runde eines Nebenpfades einmalig eine erhöhte 

Aktivität von 1.2 % für eine durch Laserspaltung erhaltene Selektionsfraktion gemessen 

worden („Runde E11“). Die selektierte Fraktion entsprach der 26-fachen Menge einer 

vorherigen Waschfraktion, es konnten 52000 cpm von gespaltenen RNA-Konjugaten erhalten 

werden. In übrigen Runden dieser UV-Selektion betrugen die realen cpm-Werte zwischen 560 

und 5600 cpm.  

Diese absoluten Werte der gemessenen Radioaktivität können nur schwer miteinander 

verglichen werden, weil sie von vielen Faktoren abhängig sind, angefangen von der 

Transkriptionseffizienz eines RNA-Pools für den Einbau radioaktiv markierten 

Nukleosidtriphosphaten bis zum Anteil der zur Immobilisierung eingesetzten umgesetzten 

RNA-Konjugate. Trotzdem konnte in dieser Runde die höchste gemessene Aktivität bei den 

durch in vitro Selektion analysierten Selektionsrektionen verzeichnet werden. 

Leider war diese, dem Ergebnis der Selektion nach, hochpotente Fraktion an RNA-

Konjugaten anschließend weder durch RT-PCR korrekt amplifizierbar, noch konnte durch 

Wiederholungen der Selektionsrunde jemals wieder eine ähnliche Aktivität beobachtet 

werden. 

Die Ergebnisse der „Runde E11“ scheinen gut geeignet, um an dieser Stelle die Aspekte der 

selektierend wirkenden Faktoren und die Reproduzierbarkeit von in vitro 

Selektionsexperimenten genauer zu betrachten. 

Während eines Selektionszyklus ist die Nukleinsäurebibliothek vielen enzymatischen 

Reaktionen unterworfen. Die hierbei eingesetzten Enzyme (T7-Polymerase, Reverse 

Transkriptase und Taq-Polymerase) amplifizieren nicht alle Sequenzen mit gleicher 

Effektivität [Cha & Thilly 1993] und es kann daher zur Anreicherung bestimmter, von den 

Polymerase bevorzugten Sequenzen kommen. Weiterhin ist auch zu berücksichtigen, dass es 

im Verlauf eines Selektionsexperimentes auch Sequenzen isoliert werden können, die stabile 

intramolekulare Strukturen aufweisen und die nicht oder nur schwer von den Polymerasen 

überwunden werden können. Dies könnte auf auch für diese Sequenzen gelten, die trotz 
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gezeigter erhöhter Aktivität nicht durch RT-PCR korrekt amplifiziert werden konnten. Ein 

Ansatz zur Überwindung dieser Problematik läge sicherlich in der Verwendung von 

thermostabilen Reversen Transkriptasen, die auch unter hitzedenaturierenden Bedingungen 

cDNA generieren können. 

In den Selektionspfaden der zweiten Selektion wurden vereinzelt Selektionsrunden wiederholt 

und teilweise mit jenem Pool, der eine erhöhte Aktivität aufwies, weitere Selektionsrunden 

durchgeführt. Die Diskrepanz zwischen den einzeln gemessenen Aktivitäten war aber 

beträchtlich.  

Die großen Schwankungen der einzelnen Ergebnisse können ansatzweise dadurch begründet 

werden, dass die Wiederholungen nie unter gleichen Bedingungen stattgefunden haben, d.h. 

dass bis zum finalen Selektionsschritt durch Immobilisierung und Laserspaltung viele 

Parameter während einer Selektionsrunde die RNA-Konjugate unterschiedlich beeinflusst 

haben. 

Dabei spielen die Effizienzen der Transkriptions- und Ligationsreaktionen, deren 

Aufreinigung sowie die unterschiedlich gewählten Ansatzvolumen der Selektionsreaktion 

eine Rolle, weiterhin kann die aufwendige Aufreinigung des Ansatzes auch zu Verlusten von 

RNA-Konjugaten führen, die später selektiert hätten werden sollen. 

Bei den Wiederholungen zur „Runde E11“ konnte zwar der anfänglich beobachtete Wert 

nicht erreicht werden, die Streuung der Selektionsergebnisse um 0.13 % war aber viel 

geringer als bei weniger häufig wiederholten Selektionsrunden. Nur in diesem Falle kann man 

von reproduzierbaren Ergebnissen sprechen, eine echte Fehlerbetrachtung ist aber bei in vitro 

Selektionen durch die große Anzahl an beeinflussenden Parametern weiterhin sehr schwierig. 

Geringere Schwankungen sind sicherlich bei Aptamer-Selektionen zu erwarten, da dort die 

RNA direkt von einem Targetmolekül isoliert und weiterverarbeitet werden kann. Es gibt aber 

auch Beispiele von Ribozym-Selektionen, bei denen der Verlauf und die Beobachtung von 

Anstiegen reproduzierbar war, dies ist bei der Reselektion einer Diels-Alderase für den 

Übergang von der 5. zur 6. Runde, der Runde des ersten großen Anstieges der Fall 

[Schlatterer 2003]. 

Der Erfolg eines Selektionsexperimentes wird meist über den Anstieg einer apparenten 

Geschwindigkeitskonstante kapp wiedergegeben, die sich aus prozentualen Werten isolierter 

RNA-Fraktionen, den Substratkonzentrationen und der Reaktionszeit berechnet. Im Verlauf 

der hier durchgeführten Selektionen wurden die Reaktionszeit und die Konzentrationen der 

Substrate nicht verändert, so dass direkt die berechneten Prozentwerte in den Diagrammen 

angegeben wurden. Dennoch können durch die prozentuale Angabe der Ergebnisse die 
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Unterschiede in der Reaktionsführung der einzelnen Runden nicht ausreichend dargestellt 

werden. In den jeweiligen Selektionsrunden wurden unterschiedlich große Ansätze der 

Selektionsreaktion in Abhängigkeit von der jeweils vorhandenen Menge von RNA-

Konjugaten bei gleich bleibenden Konzentrationsverhältnissen angesetzt. Bei geringeren 

Volumina der Selektionsreaktion im Bereich von wenigen µl bestehen für die Re- und 

Denaturierung von RNA-Konjugaten andere Bedingungen als bei größeren, besser 

handhabbaren Volumen. Ebenso ist ein größerer Fehler bei Verwendung von geringer 

Radioaktivität zu erwarten, da die gemessenen cpm-Werte selektierter Fraktionen 

zwangsläufig auch näher am Detektionshintergrund des Cerenkov-Counters liegen. Beide 

Aspekte gelten insbesondere für Runde 14 der dA-Selektion, bei der die anscheinend höchste 

Aktivität mit 10.3 % gemessen wurde.     

 

Die Evolution von neuen Katalysatoren erfordert eine feinfühlige Balance zwischen 

Reaktivität und Selektivität. Im Falle dieser in vitro Selektionen waren scheinbar einige 

Positionen innerhalb der RNA-Moleküle reaktiver gegenüber dem eingesetzten Nitriloxid als 

die RNA-verlinkte Acrylatgruppe, dem eigentlichen Reaktionspartner für die dipolare 

Cycloaddition. Der hohe Überschuss an möglichen Reaktionspartnern könnte durch starke 

Konkurrenz die Anreicherung von Ribozymen, die eine aktive Struktur ausbilden, in der das 

Nitriloxid-Substrat erkannt und gebunden werden kann, unterbunden haben.  

Ergebnisse, die diese Annahme untermauern, wurden in den in trans-Assays gewonnen. Diese 

Versuche, die eigentlich der Abschätzung der katalytischen Aktivität unterschiedlich weit 

fortgeschrittener RNA-Bibliotheken galten und dabei eine nicht zwangläufig gegebene 

Fähigkeit zur intermolekularen Katalyse voraussetzten, lieferten nicht die gewünschte 

Aktivitätssteigerung bei der Umsetzung von DN-Acrylat zur entsprechenden 

Isoxazolinverbindung, die durch externe Zugabe einer als Ribozym wirkenden RNA erhofft 

wurde. Es wurde hingegen ein merklicher Rückgang der Isoxazolinproduktbildung am 

Dinukleotidanalogon bei Anwesenheit einer beliebigen RNA wahrgenommen, welcher direkt 

auf eine Verknappung des notwendigen dipolaren Substrates durch eine Interaktion mit der 

RNA schließen ließ. 

Einige dieser Interaktions- bzw. Reaktionsprodukte, zum Beispiel jene, bei denen das 

Nitriloxid and die Doppelbindung von Pyrimidinbasen addiert wurde, könnten für den 

Kopierschritt der Reversen Transkriptase ein akzeptables Substrat sein und wurden daher 

später im Selektionszyklus durch PCR amplifiziert.  
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Einen Hinweis auf eine Additionsreaktion an Pyrimidinbasen als mögliche Nebenreaktion an 

RNA-internen Positionen lieferten auch die durchgeführten Untersuchungen der 

Cycloaddition mit CTP, ähnlich Beispiele für diesen Reaktionsweg finden sich auch in der 

Literatur. Kim et al. berichten über die Umsetzung von Uracilderivaten mit Nitriloxiden unter 

milden Bedingungen und beobachteten durch Ringöffnung des Isoxazolinrings ausschließlich 

Additionsprodukte an das Nukleosid [Kim & Ryu 1992]. Huisgen und Mack beschrieben 

sogar 1,3-dipolare Cycloadditionen von Nitriloxiden mit verschiedenen 

Carbonylverbindungen unter Bildung von 1,3,4-Dioxazolen [Huisgen & Mack 1961]. Beide 

funktionellen Gruppen befinden sich auch in RNA Molekülen. Unabhängig welche dieser 

oder anderer Reaktionen an der RNA stattgefunden haben, so führen jedoch alle durch die 

kovalente Verknüpfung über das biotinylierte Nitriloxid zu einer Selektierbarkeit der 

entsprechenden RNA-Sequenzen und somit zu einer Anreicherung im Verlauf eines 

Selektionsexperimentes. 

Inwiefern eine 1,3-dipolare Cycloaddition durch die An- oder Abwesenheit von Metallionen 

beeinflusst wird, kann nicht grundlegend beantwortet werden. In den bisher beschriebenen 

Katalysen für die Reaktion mit Nitriloxiden spielte Zink eine Rolle bei der Chelatierung der 

Reaktionskomponenten. Zink war im Selektionspuffer in micromolaren Mengen vorhanden, 

stand also für eine metallionenabhängige Katalyse, wenn auch in geringer Menge, zur 

Verfügung. Die Konzentration und Auswahl der Metallionen im Selektionspuffer hat aber 

auch entscheidenden Einfluss auf die Faltung der RNA. Die für eine Katalyse notwendige 

Konzentration bestimmter, vielleicht auch ungewöhnlicher Metalle kann sich aber auch 

negativ auf die Strukturausbildung oder auch zersetzend auf das gesamte RNA-Molekül 

auswirken. Parallele Selektionen, die jeweils ein oder nur wenige Metallionen im 

Selektionsmedium verwenden, sind aufgrund der vielfältigen Kombinationsmöglichkeiten 

nicht praktikabel, mit dem gewählten Mix wurde lediglich die gebräuchlichsten Metallionen 

der RNA und den Reaktionskomponenten bereitgestellt. 

Für die jeweiligen Selektionen wurden mit verschiedenen RNA-Pools mit 120 randomisierten 

Positionen und einer Komplexität von 1014 verschiedenen Sequenzen begonnen. Diese 

enorme Diversität deckt jedoch nur einen verschwindend kleinen Bereich aus dem theoretisch 

vorhandenen Sequenzraum ab und es erscheint durchaus denkbar, dass die für eine komplexe 

Selektionsreaktion mit in situ aktivierten Substraten notwendige Kombination der 

Nukleobasen nicht im einer der Startbibliotheken vorhanden war. Eine Diversitätserhöhung in 

einem Selektionsexperiment kann durch mutagene PCR erzielt werden, in dem eine 

angereicherte Bibliothek durch fehlerhafte Amplifikation mit Polymerasen ohne proof-
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reading Aktivität verwendet werden. Die Mutationsrate ist dabei vom Enzym und der 

Zyklenzahl abhängig. Die Verwendung dieser Methode hätte den Verlauf der Selektion durch 

die Generierung neuer, potenziell aktiver Sequenzen positiv beeinflussen können. 

Darüber hinaus könnte das Ausbleiben des Selektionserfolges auch durch den Verzicht auf 

eine gesteigerte Stringenz während des Verlaufes der Selektionen begründet werden. Bis auf 

den Beginn der einzelnen Selektionen wurde jede Selektionsreaktion mit einer konstanten 

Reaktionszeit von einer Stunde durchgeführt. Eine Erhöhung des Selektionsdruckes durch 

Verringerung der Substratkonzentrationen oder der Reaktionszeit könnte jedoch in einem 

beschleunigten Selektionsprozess resultieren. 

Schlosser und Li [Schlosser & Li 2004] haben während einer in vitro Selektion für RNA-

spaltende DNA-Enzyme detailliert untersucht, wie die Sequenzdiversität durch die veränderte 

Stringenz, die durch die Verkürzung der Reaktionszeit vermittelt wurde, beeinflusst wird. Sie 

beobachteten eine mit der Verringerung der Reaktionszeit sogar eine logarithmische 

Verringerung der Sequenzdiversität. Sollten diese Beobachtungen auch für RNA-

Bibliotheken sowie auch auf die hier durchgeführten in vitro Selektionen verallgemeinerbar 

sein, könnten sie als Erklärung für die schwache Anreicherung während der im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführten Selektionen sein. 

 

Basierend auf diesen Ergebnissen kann man nicht generell darauf schließen, ob in situ 

generierte aktive Substrate in einem in vitro Selektionsexperiment integriert werden können 

oder nicht. In dem beschriebenen System ist die Reaktivität des Dipols scheinbar zu hoch und 

im Allgemeinen sind die Bedingungen der Reaktionsdurchführung für die RNA eher als 

ungünstig zu betrachten. Ebenso wenig kann das bisherige Ausbleiben einer Anreicherung 

von aktiven Molekülen beweisen, dass RNA unfähig ist, eine 1,3-dipolare Cycloaddition zu 

katalysieren. Es ist durchaus denkbar, dass mit Substraten, die eher mit der Chemie von 

Nukleinsäuren kompatibel sind, eine Selektion ein anderes Ergebnis geliefert hätte. 

 

Zunächst schien das Reaktionssystem mit einem Nitriloxid, das an einem aromatischen Ring 

positioniert ist, unter den gewählten Bedingungen als geeignet. Ein endständiges 

elektronenarmes Olefin sollte als dipolarophiles Substrat bevorzugt reagieren [Gothelf & 

Jorgensen 1998]. RNA sollte in der Lage sein, z.B. durch Stacking-Wechselwirkungen das 

Substrat des Dipols zu stabilisieren.  

Es könnte möglich sein, die Reaktionsbedingungen derart zu verändern, dass 

Nebenreaktionen unterbunden werden oder durch die Verlinkung eines reaktiveren 
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Dipolarophils an die RNA spezifische und gewünschte Reaktionen stark bevorzugt werden. 

Denkbar wäre als dipolarophiles Substrat ein Alkin, das über einen Linker an die RNA 

angefügt wird und welches zudem nicht in RNA Molekülen vorkommt.  

Ein alternativer Ansatz besteht natürlich in der völligen Vermeidung einer in situ Generierung 

und der Verwendung von stabileren dipolaren Verbindungen, um die Katalyse wieder auf eine 

bimolekulare Reaktion zu beschränken. Zum Beispiel gelten azyklische Nitrone als stabile 

Verbindungen, die unter gemäßigten Bedingungen gelagert werden können [Gothelf 2002].  

Auch Azid-Verbindungen könnten als stabile Dipole eingesetzt werden, wobei die durch eine 

Reaktion gebildeten Triazolin-Heterozyklen unter Umständen leicht unter Eliminierung von 

Stickstoff gespalten werden könnten. Allerdings bliebe auch danach noch eine kovalente 

Bindung zur Selektion der RNA bestehen. 

Kürzlich wurde von der Arbeitsgruppe von David Liu eine DNA-geleitete Reaktion zwischen 

einem Alkin und einem Azid in Abhängigkeit von Cu(I)-Ionen beschrieben [Kanan et al. 

2004]. Sie nutzten dabei die Fähigkeit der DNA-Duplexbildung von komplementären 

Strängen aus, um die jeweils an einem Ende der DNA-Sequenzen gekoppelten Reaktanden in 

räumliche Nähe zu bringen, um somit die effektive Molarität der Substrate für eine Reaktion 

zu erhöhen. Es konnten durch ein geeignetes Selektionsverfahren aus einem Pool von 

Substraten auch andere DNA-geleitete cofaktorabhängige Reaktionen selektiert werden. Die 

ersten Erfolge dieser Nukleinsäure-unterstützten dipolaren Cycloadditionsreaktion sind 

jedoch noch von der hohen Instabilität der DNA in Gegenwart des verwendeten Cu(I) 

Katalysators getrübt. 

Eine weitere viel versprechende Selektionsstrategie würde man auch durch eine Vertauschung 

der Substrate entwickeln können, und zwar in der Art, dass das Dipolarophil als freies, mit 

einer Ankergruppe versehenes Substrat eingesetzt würde und der Dipol direkt mit der RNA 

verlinkt wäre. Das freie Substrat könnte auch mit einer weiteren Funktion, z.B. einem 

Fluoreszenzmarker versehen werden, um den Verlauf einer spezifischen dipolaren 

Cycloaddition zu verfolgen. Die in dieser Arbeit bereits beschriebene Substanz des DN-Oxim 

(vgl. Kapitel 4.2.2) ist eine an RNA ligierbare Nitriloxidvorstufe, die an der RNA zu einem 

dipolaren Substrat aktiviert werden könnte. Diese Methode hätte gegenüber der verwendeten 

Variante folgende Vorteile: Das freie Substrat sollte, als einfaches Olefin konstruiert, 

ausschließlich mit dem verlinkten Dipol reagieren können. Bei einer erhöhten Aktivität des 

Dipols mit der RNA, wie sie auch in dieser Arbeit bei der Umsetzung von CTP gezeigt 

wurde, würde eine Reaktion mit einer RNA-internen Funktionalität zu einem 

intramolekularen Crosslink und zu einer Zyklisierung der RNA-Sequenzen führen und somit 
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zu einer Inaktivierung für eine Biotin-abhängige Isolierung. Andererseits sollten diese 

Zyklisierungen durch verändertes Laufverhalten über PAGE detektierbar sein und ein 

Crosslink durch eine Strukturanalyse mittels enzymatischer und chemischer Sonden 

lokalisierbar sein [Giege et al. 1999]. Dies würde auch weiteren Aufschluss über die Präferenz 

einzelner Basen gegenüber dipolaren Additionsreaktionen liefern. 

 

Ausblick 

In der Diskussion wurden bereits einige Vorschläge erörtert, die eine erfolgreiche Selektion 

zur Generierung von Ribozymen für 1,3-dipolare Cycloadditionen ermöglichen könnten. In 

diesem Abschnitt sollen kurz einige weitere Untersuchungen angedacht werden, die mit den 

vorhandenen RNA-Bibliotheken der einzelnen Selektionen durchführbar sind, ohne eine 

vollständig neue in vitro Selektion durchzuführen. 

Die genaue Untersuchung der angereicherten RNA Bibliotheken ist trotz der möglichen 

Nebenreaktionen sinnvoll. Dadurch wird ermöglicht, das Katalysepotential der einzelnen 

Nukleinsäuren bezüglich der dipolaren Cycloaddition oder gar anderer Reaktion zu 

evaluieren. 

Eine einfache Methode, die zur Bestimmung einer Anreicherung innerhalb von 

Nukleinsäurebibliotheken eingesetzt werden kann, behilft sich einem Verdau der einzelnen 

Pools mit Hilfe von mehreren Restriktionsendonukleasen auf der Ebene der DNA und der 

anschließenden Fragmentanalyse in einer Sequenzierapparatur [Azzawi 2001]. Dazu müssen 

zunächst durch PCR terminal fluoreszenzmarkierte Primer in die Pools eingeführt werden. 

Bei total randomisierten Pools sind die Schnittstellen für die Endonukleasen gleichmäßig 

verteilt, angereicherte Pools sollten hingegen über eine Häufung von Strukturmotiven 

verfügen, die letztendlich in einem mehrfaches Auftreten von Fragmenten einer bestimmten 

Länge resultieren, welches einer erhöhten Fluoreszenz der Bande beim Passieren des 

Detektionsfensters entsprechen würde. Im Falle einer starken Ausprägung eines 

Fragmentierungsmusters könnten die RNA-Moleküle der jeweiligen Bibliothek nachträglich 

durch Klonierung vereinzelt und die erhaltenen Sequenzen jeweils auf Aktivität durch 

Gelshift-Assays analysiert werden. Dabei sollte beachtet werden, dass aufgrund der bisher 

beobachteten geringen Aktivität für die Reaktion mit RNA-Konjugaten die Reaktionszeiten 

wesentlich über die der bisher durchgeführten Kinetiken hinaus gehen, um eine ausreichende 

Menge an umgesetzten RNA-Konjugaten zu erhalten. Diese Sequenzen könnten auch als 

Supershift durch Biotin-bindende Proteine über PAGE detektierbar sein.   
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Um eine Anreicherung durch die Katalyse der dipolaren Cycloaddition zu bestätigen, ist es 

ebenfalls als sinnvoll zu betrachten, in einer ähnlichen parallelen Selektionsrunde wie sie 

auch in dieser Arbeit durchgeführt wurde, noch einmal die Pools aus den höheren 

Selektionsrunden der dA-Selektion miteinander zu vergleichen. Hierbei sollte eine Isolierung 

auch erst nach einer längeren Inkubationszeit durchgeführt werden, um hinreichend große 

Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Pool erkennen zu können.  

Wenn auch die bisher durchgeführten Selektionsrunden nicht zu einer signifikanten 

Anreicherung geführt haben und die Analyse der Selektionen nach deren Abbruch nach 11 

bzw. 15 Runden deutliche Nebenreaktionen an den RNA-Bausteinen vermuten lassen, so 

könnte eine Wiederaufnahme und ein verfeinerter Ablauf der in vitro Selektionen, unter 

Umständen mit einer früheren Runde beginnend, weiteren Aufschluss über die 

Katalysierbarkeit einer dipolaren Cycloaddition liefern. Dabei können auch Erkenntnisse für 

die Reproduzierbarkeit der bisher erhaltenen Ergebnisse erhalten werden. Auch wäre eine 

Fortführung unter stringenteren Bedingungen denkbar, um letztendlich bei geringeren 

Reaktionszeiten und niedrigeren RNA-Konjugat-Konzentrationen schneller das gewünschte 

Ziel einer RNA-katalysierten 1,3-dipolare Cycloaddition zu erreichen. 

 

Im Jahr 1999 berichtete Chun et al. von einem Ribozym, das Cholesterolesterase Aktivität 

zeigte. Für diese Reaktion konnten bisher jedoch keine katalytischer Antikörper generiert 

werden. Bis zum Abschluss dieser Arbeit stellt sich für den Fall der Katalyse einer 1,3-

dipolaren Cycloaddition die Situation noch umgekehrt dar, so dass der Nachweis einer RNA-

katalysierten Reaktion weiterhin aussteht.  

Man kann erwarten, dass die Probleme, die bei den ersten in vitro Selektionen auf eine 

heterozyklische Ringschlussreaktion aufgetreten sind, wie zum Beispiel die Schwierigkeit des 

Zustandekommens eines ternären Komplexes für die Katalyse sowie die Anwendung von 

unkonventionellen Substraten, durch Variation der Reaktionsbedingungen und durch die 

Einbringung der vorgeschlagenen Änderungen in der Selektionsprozedur sowie durch die 

weiterführende Analyse der bereits selektierten Pools konstruktiv angegangen werden 

können.  

Mit diesen Arbeiten zur Selektionsführung mit hochreaktiven Substraten konnte die Basis für 

eine neue Art von in vitro Selektionen gelegt werden. Durch die Entwicklung einer in vitro 

Selektion mit in situ generierten Substraten konnte erstmals ein Selektionsexperiment für eine 

komplexe dipolare Cycloadditionsreaktion durchgeführt werden. Der Reaktionsfortschritt 

konnte mit RNA-Konjugaten über eine lange Reaktionszeit beobachtet werden und sicherte 
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damit die Anwendbarkeit der Methode ab. Wie bei jeder Neuentwicklung, so traten auch hier 

unerwartete Probleme auf. Diese Probleme wurden analytisch angegangen und 

Lösungsvorschläge unterbreitet. Auch wenn diese Methode noch in den Anfängen ihrer 

Entwicklung steckt, so wird sie sicherlich zusammen mit den analytischen Ergebnissen diese 

Arbeit und den zu beachtenden Voraussetzungen ein Wegbereiter für weitere organisch 

chemisch ausgelegte Selektionsvorhaben mit Nukleinsäuren sein, um letztlich dem Ziel 

ökologisch unbedenklicher und einfach herzustellender Katalysatoren auf Nukleinsäurebasis 

wieder ein Stück näher zu kommen. 
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6 Zusammenfassung  

Ribonukleinsäuren sind Moleküle, die ein derart breites Reaktionsspektrum besitzen, dass 

man die Existenz einer früheren „RNA Welt“ annehmen kann, in der alle biologischen 

Prozesse unter Beteiligung diesen Biomolekülen abgelaufen sind. Wichtige experimentell 

bewiesene Fähigkeiten von RNA beinhalten die Bindung einer Vielzahl von unterschiedlichen 

Substraten, ihren ribosomal katalytischen Beitrag zur Proteinsynthese in vivo und natürlich 

auch ihre Katalysefähigkeit bei chemischen Umsetzungen in vitro. 

Die Anwendung der letzten Eigenschaft resultiert in der Wirkstoffforschung und der 

Diagnostik in der Entwicklung von maßgeschneiderten RNA-basierten Enzymen (Ribozyme), 

die durch entsprechende Techniken erhalten werden können. Einen Beitrag zur Erweiterung 

dieser Techniken leistet diese Arbeit. Sie beschreibt den Aufbau, die Etablierung und die 

Analyse einer neuen Variante eines Selektionssystems zur Generierung von Ribozymen unter 

Verwendung von kurzlebigen, hoch reaktiven in situ generierten Substraten.  

Für die Etablierung der Methode wurde als Zielreaktion eine in der organischen Chemie zum 

Aufbau von Heterocyclen essentielle Reaktion gewählt - die 1,3-dipolare Cycloaddition. 

Kombinatorische RNA-Bibliotheken wurden nach aktiven Molekülen durchsucht, die eine 

Reaktion zwischen einem Acrylat- funktionalisierten RNA-Konjugat und einem biotinylierten 

Nitriloxid katalysierten. Dabei wurde die Methode der direkten Selektion mit spaltbaren 

linkergekoppelten Reaktanden verwendet. Der dipolare Acrylat-Reaktant wurde über einen 

flexiblen Dinukleotidlinker an die RNA durch enzymatische Ligation gekoppelt. Eine 

innerhalb diese Linkers positionierte photospaltbare o-Nitrophenylgruppe sollte zum einen die 

Regioselektivität der Selektionsreaktion gewährleisten, zum anderen sollte sie möglichen 

Nebenreaktionen verhindern. Nach der Reaktion konnten aktive RNA-Moleküle von nicht 

umgesetzten Sequenzen durch Biotin-Streptavidin-Wechelwirkung isoliert werden. Durch 

Amplifikation der angereicherten Sequenzen und deren erneute Umsetzung wurden bis zu 15 

Selektionszyklen durchgeführt.  

Die Spezifität der zu katalysierenden Reaktion konnte am Reaktionsort des Linkers gezeigt 

werden und auf der Ebene des RNA-Pools indirekt durch Retardation des Produktes auf 

Polyacrylamidgelen demonstriert werden. Es wurden drei Selektionen durchgeführt. Die erste 

Selektion lieferte wichtige Ergebnisse für die Optimierung des Selektionsprozesses. In 

weiteren Selektionen wurden zum einen in einem Selektionspfad auf alle direkt durch 

Immobilisierung selektierten Sequenzen fokussiert, während in einem hoch stringenten 

Selektionspfad auch die Laserspaltung als zweites Selektionskriterium beachtet wurde.  
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Die Anreicherung potenzieller Katalysatoren konnte gelegentlich beobachtet werden, jedoch 

wurde keine Anreicherung im ausreichenden Maße festgestellt. Deutliche Anzeichen einer 

erhöhten Aktivität konnten nicht reproduziert werden. Anstatt die selektierten Bibliotheken 

nach 15 Runden zu klonieren und zu sequenzieren, wurden die Selektionsbedingungen weiter 

analysiert, um die experimentellen Beobachtungen zu erklären. Diese Untersuchungen 

deuteten auf eine erhöhte Reaktivität der kurzlebigen Substrate gegenüber RNA-internen 

Positionen hin. Möglicherweise sind Selbstmodifizierungsreaktionen eine Erklärung für die 

Anreicherung während der ersten Selektion mit in situ aktivierten Reaktanden; entsprechende 

Experimente bekräftigen diese Annahme. Die Ergebnisse aus den Selektionsexperimenten 

und die nachfolgende Analyse beinhalten wertvolle Hinweise für ein zukünftiges Design von 

Selektionssystemen, die das Ziel verfolgen, ökologische Katalysatoren aus RNA für 

komplexe chemische Umsetzungen zu generieren. 
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7 Summary 

Ribonucleic acid (RNA) is a type of molecule with so many talents that it has been suggested 

that there might have been an “RNA world” in which all biologic processes were performed 

by these biomolecules. Important experimentally proven capabilities of RNA include the 

binding of a large diversity of substrates, its catalytic ribosomal contribution to protein 

synthesis in vivo, as well as its catalysis of chemical transformations in vitro. The exploitation 

of the latter feature in drug and diagnostic research has resulted in the development of tailor-

made RNA-based enzymes (ribozymes) by a number of techniques. Broadening this 

repertoire of techniques, this thesis reports the construction, establishment, and analysis of a 

novel variety of selection system for the generation of ribozymes using short-living and 

highly reactive substrates generated in situ. An organic reaction widely used for building 

heterocyclic structures – the 1,3-dipolar cycloaddition – was chosen to establish the method. 

Combinatorial RNA libraries were screened for active molecules catalyzing the reaction 

between an acrylate RNA conjugate and a biotinylated nitrile oxide by using the direct 

selection with cleavable, linker-coupled reactants. The dipolarophile acrylate reactant was 

attached via a flexible dinucleotide linker to the 3´-terminus of the RNA by enzymatic 

ligation. A photocleavable o-nitrobenzyl moiety was positioned within this linker with a dual 

purpose: controlling the regioselectivity of the reaction and prevention of possible side 

reactions. The nitrile oxide activation occurred in situ. After reaction, the active RNA 

molecules could be separated from unreacted sequences by a biotin-streptavidin interaction.  

Up to 15 cycles of amplification of the enriched sequences and their subsequent turnover were 

performed. 

The specificity of the desired catalytic reaction could be demonstrated, both directly at the 

acrylate group of the linker, and indirectly on the level of the RNA pool by product 

retardation on polyacrylamide gels. Three selections were done. The results of the first 

selection were used to optimize the selection process. Further selections were separated into a 

low stringent path gathering all directly isolated sequences, and a high stringent path that 

includes the laser cleavage step as an additional selection criterion. 

The enrichment of potential catalysts could be observed occasionally, however no sufficient 

increase of reactivity was noticed. While indications of higher activity during selection were 

observed, these were not reproducible. Rather than cloning and sequencing the enriched pool 

after the 15th round of selection, the selection conditions were analyzed to explain the 

experimental observations. This revealed the potential of short-living and highly reactive 
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species for RNA-internal side reactions. In consequence, self-modification reaction is a likely 

explanation for the enrichment during the first in vitro selections with reactants in situ 

activated; this has been corroborated by additional experiments. The results of the selections 

and their further analysis include also helpful hints for future designing of new selection 

systems aiming at identifying ecological RNA catalysts for complex organic reactions. 
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8 Anhang 

8.1 Materialien 
 
A Geräte 

DNA/RNA Synthesizer Expedite 8909, Applied Biosystems 
Elektrophoresekammern MINI SUB DNA CELL, Bio-Rad 

Eigenbau für PAGE 
Entwicklungsmaschine Curix 60, Agfa, 
Expositionskassetten X-Omatic, Kodak; EC 60406, Kisker 
Geldokumentationsanlage AlphaImager 2200, Alphainnotec 
HPLC-Anlage 
- Radioaktivitätsdetektor 

Serie 1100, Agilent Technologies 
- Radioflow Detector LB509, Berthold  

HPLC-Säulen 
- Luna 80 C18, 5µm, 250 x 4.6 mm,  
- TSKgel G3000 SWXL, 5 µm, 300 x 7.8 mm  

 
Phenomenex 
Tosohaas 

Laser, 355nm MiniQ, Spectron Laser 
Ölpumpe DS1, Heraeus,  
PCR-Geräte PTC 100 und 200,  MJ Research 
pH-Meter Calimatic 761, Knick 
Phosphorimager  Storm 840, Typhoon 9600,  

Molecular Dynamics 
Pipetten Pipetman P2, P20, P200, P1000, Gilson 
Reaktionsgefäße, silikonisiert Biozym,  
Reinstwasseranlage Synthesis A10, Millipore 
Röntgenfilme Super RX, Fuji 
Rotationsverdampfer Rotavapor R, Büchi 
Schüttler Vortex, Bender & Hobein, Eppendorf  
Spannungsgeber ECPS 3000/150 und 500/400, Pharmacia 
Sterilfiltrationsanlage Schleicher & Schuell 
Szintillationszähler LS 6000 SC, Beckman 
Thermoschüttler Thermomixer 5436, Eppendorf 
UV-Küvetten Quarzglas SUPRASIL, HELLMA 
UV-Spektrometer UV-160A, Shimadzu 
Vakuumzentrifuge Speed Vac Concentrator, Savant 
Waagen Mettler AE 163 und AC 88; Sartorius 
Wasserbäder Julabo U3; Heidolph HBR 2 
Zentrifugen Hettich Mikro 120, Eppendorf 5804R 
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B Chemikalien 

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in der höchstmöglichen 
Reinheitsstufe verwendet (in der Regel p.a.). 
 
Aceton VWR 
Acetonitril J. T. Baker 
[γ-32P]-Adenosin-5’-triphosphat Amersham Biosciences 
Aluminiumchlorid VWR 
Ammoniak-Lösung 33 % Riedel de Haën 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) VWR 
Argon Messer 
Bromphenolblau VWR 
Calciumchlorid VWR 
Chromtrioxid VWR 
Cobalt-(II)-chlorid VWR 
Desoxynucleotidtriphosphate (dNTPs) MBI Fermentas 
Dichlormethan J. T. Baker 
Diethylether VWR 
Dimethylformamid Fluka 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka 
Dioxan Roth 
Dithiothreitol (DTT) Sigma 
Essigsäure J. T. Baker 
Ethanol Roth 
Ethidiumbromid Fluka 
Ethylacetat Roth 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) J. T. Baker 
Formamid VWR 
Glycerol VWR 
Glycogen Boehringer Mannheim 
Harnstoff VWR 
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-ethansulfonsäure (HEPE S) GERBU 
Hexan Roth 
Hydroxylamin-Hydrochlorid Aldrich 
Kaliumchlorid Riedel de Haën 
Kupfer-(II)-chlorid VWR 
Magnesiumchlorid-6-Hydrat Riedel de Haën 
Magnesiumsulfat Roth 
Mangan-(II)-chlorid VWR 
2-Morpholinoethansulfonsäure (MES) VWR 
Methanol Aldrich 
Methylamin 40% Aldrich 
Natriumacetat Riedel de Haën 
Natriumcarbonat Roth 
Natriumchlorid VWR 
Natriumhydrogencarbonat VWR 
Natriumhydroxid VWR 
Natriumsulfat VWR 
N-Chlorsuccinimid Aldrich 
N-Hydroxysuccinimid Aldrich 
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N-Methylpyrrolidinon Aldrich 
[α-32P]-Nukleosid-5’-triphosphate Amersham Biosciences 
Nukleosidtriphosphate (NTPs) Boehringer Mannheim 
Pyridin Aldrich 
Rinderserumalbumin (BSA) Boehringer Mannheim 
Röntgenentwickler AGFA-Gevaert G150 
Röntgenfixierer AGFA-Gevaert G334 
Rothiphorese DNA Sequenziersystem Roth 
Salzsäure 37% Riedel de Haën 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Fluka 
Triethylamin Fluka 
Triethylamin-Trihydrofluorid Aldrich 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), enzyme grade AppliChem 
tRNA aus Hefe Boehringer Mannheim 
Xylencyanol FF Eastman Kodak & Co 
Zink-(II)-chlorid VWR 
 

 

C Reagenzien für Oligonukleotidsynthese 

Acetonitril (Wasser < 10 ppm) Roth 
Controlled Pore Glass (500/2000 Angström) Glen Research, Sigma, ChemGenes 
Reagenzien für die DNA-Synthese Proligo Glen Research, Roth 
DNA-Amidite Proligo, Roth 
RNA-Amidite Curachem 
 

 

D Enzyme 

Desoxyribonuclease I (RNase-frei) Boehringer Mannheim 
Shrimp alkalische Phosphatase USB 
SuperScript II RNase H- RT GIBCO BRL 
Taq-Polymerase GIBCO BRL, Rapidozym 
T4-RNA-Ligase MBI Fermentas 
T4-Polynukleotidkinase MBI Fermentas 
T7-RNA-Polymerase Stratagene 
 
 
E Sonstige Materialien 

100 bp DNA-Leiter MBI Fermentas 
DC-Alufolien Cellulose VWR 
DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 VWR 
DC-Alufolien RP-18 F254S VWR 
DyeEx 2.0 Qiagen 
Kieselgel (0.063-0.200 mm) J.T. Baker 
Mikrospinzentrifungenfilter, 0.45 µm, CA Centrex, Roth 
NAP5-Säulen Pharmacia 
RNA/DNA Kit Qiagen 
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F Puffer und Lösungen 
 
Transkriptionspuffer (10x) 
800 mM HEPES, pH 7.5 
220 mM MgCl2
  10 mM Spermidin 
 
Ligase-Puffer (10x) 
500 mM HEPES-NaOH pH 8.3 
100 mM MgCl2 
100 mM DTT 
    1 mM ATP 
 
Kinasierungspuffer (10x) 
500 mM Tris-HCl, pH 7.6 
100 mM MgCl2
  50 mM DTT 
    1 mM Spermidin 
    1 mM EDTA 
 
Selektionspuffer 
30 mM Tris-HCl pH 7.4 
200 mM NaCl  
100 mM KCl  
je 5 mM MgCl2, CaCl2      
je 5 µM MnCl2, CuCl2, CoCl2, AlCl3, ZnCl2  
 
DA-Puffer 
  30 mM Tris-HCl pH 7.4 
300 mM NaCl 
  80 mM MgCl2
 
MES-Puffer  
50 mM MES pH 6.5 
50 mM NaCl 
  5 mM MgCl2 
 
Immobilisierungspuffer 
10 mM HEPES pH 7.2 
     1 M NaCl 
  5 mM EDTA 
 
Waschpuffer 
0.1 M Tris-HCl pH 7.4 

 
First Strand Buffer (5x) 
250 mM Tris-HCl pH 8.3 
375 mM KCl 
  15 mM MgCl2
 
Taq-Puffer (10x) 
200 mM Tris-HCl pH 8.4 
500 mM KCl 
 
HPLC-Puffer A 
0.1 M TEAAc pH 7.0 
 
HPLC-Puffer B 
0.1 M TEAAc pH 7.0 
80 % Acetonitril 
 
DC-Puffer I 
330 ml Isobuttersäure 
5 ml Ammoniak 25 %  
165 ml Wasser 
 
DC-Puffer II 
1000 ml 0,1 M NaxHyPO4 pH 6,8 
600 g Ammoniumsulfat  
1.5 ml 1-Propanol pro 100ml 
 
Probenpuffer, nativ (Agarosegel) 
0.25 % Xylencyanol FF 
0.25 % Bromphenolblau 
   30 % Glycerol 
 
Probenpuffer (PAGE) 
  0.5 % Xylencyanol FF 
0.05 % Bromphenolblau 
   50 % Formamid  
 
TBE-Puffer 
89 mM Tris-HCl, pH 7.5 
89 mM Borsäure 
  2 mM EDTA 
 

   8 M Harnstoff 
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8.2 Eigene Publikationen 
 

Zerressen, Andreas; Jäschke, Andres : Toward the selection of ribozymes for 1,3-dipolar 

cycloaddition reactions. Journal of Molecular Evolution 2005 (61) S. 236-244 

 

Weigand, Barbara-Sylvia; Zerressen, Andreas; Schlatterer, Jörg Christian; Helm, Mark, 

Jäschke, Andres : Catalytically active RNA molecules: tools in organic chemistry.                

In: The Aptamer Handbook, Ed.: S. Klussmann, Wiley-VCH, Weinheim, im Druck 
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