ZUSCHRIFTEN

Die jeweils kiirzesten Fe-F-Abstdnde liegen fiir die iiberda-
chenden BF] -lonen zwischen 4.76 und 5.55 A fiir 1a und zwi-
schen 4.68 und 5.57 A fiir 1b. Sie sind deutlich groBer als die
Fe-F-Abstinde des im Tetraeder eingeschlossenen BF; -Ions!*®
(Abb. 1). Die schwiichere Koordination der dufleren BF,-
Tonen wird dadurch deutlich, daB sie
im Unterschied zu dem im Tetraeder
eingeschlossenen BF, -lIon in Lo-
sung rasch gegen die Gegenionen
ausgetauscht werden. Entsprechend
der vergleichsweise isometrischen
Gestalt der Assoziate 1a-[BF,[2*
und 1b-[BF,]2* 146t sich ihre Pak-
kung im Kristall in guter Ndherung
als kubisch flachenzentriert beschrei-
beni*! (Abb. 4).

Die verbleibenden drei BF; -lonen
je Assoziat besetzen die Tetraeder-
und Oktaederliicken dieser ideali-
siert dichtesten Packung. Dabei sind
sie in den groBeren Oktaederliicken
auf zwei Positionen zu je 50 % verteilt. Laut NMR-Daten ist die
im Kristall vorliegende Packung eine Folge der supramolekula-
ren Organisation der Bausteine.

Die Tatsache, daB die tetraedrischen Wirt-Gast-Komplexe 1
trotz der unterschiedlichen Struktur der bifunktionellen Briik-
kenliganden jeweils selektiv entstehen, 148t auf die Variations-
breite des vorgestellten Synthesekonzeptes schlieBen.

Abb. 4. Kalottendarstetlung
des Assoziats 1b[BF,]3"
(hell:  Wirt-Gast-Komplex
1b, dunkel: die Tetraederfld-
chen iiberdachende BF[-
{onen).

Experimentelles

Eine Losung von 624 mg 1,1,1-Tris(diphenylphosphinomethyl)ethan [7] (1 mmol}in
20 mL CH,Cl, wurde unter Rithren zu einer Losung von 338 mg (1 mmol)
Fe(BF,), ' 6 H,0O [12] in 10 mL EtOH getropft. Nach 20 min Riihren bei 20°C
wurden 117mg (1.5 mmol) Fumarsduredinitril (im Falle von 1a) oder 120 mg
(1.5 mmol) Bernsteinsduredinitril (im Falle von 1b) in fester Form auf einmal zuge-
geben, wobei zuniichst keine Farbinderung eintrat. Nach 15 h Riihren bei 20°C
bildete sich eine leicht triibe — im Falle von 1a tief orangefarbene, im Falle von 1b
rote — Losung, die bis zur Trockene eingeengt wurde. Der Riickstand wurde drei-
mal mit je 20 mL Et,0 gewaschen und anschlieBend im Olpumpenvakuum bei
10”2 mbar getrocknet. Geeignete Kristalle zur Rontgenstrukturanalyse wurden
durch Auflésen der mikrokristallinen Pulver in CH;NO,/CH,Cl, (4/1) mit anschlie-
Bender Gasphasendiffusion von Et,O bei Raumtemperatur erhalten.

1a: Ausbeute: 92%; '"H-NMR: é =7.5-7.3 (br., 120H, H,,), 7.1 (br., 12H, CN-
CH), 2.9 (br., 24H, CH,-PPh,}, 1.95 (br., 12H, CH,-C); 3'P-NMR: & = 28.5 (s);
BC-NMR: § =133.6 (d, 2JXCP,,,,) =10 Hz, P-C,,.,), 133.2 (m, C,,,;,), 131.9 {br,,
Crara)- 130.1 (m, C_..), 129.2 (m, C=N), 122.8 (s, CH-C=N), 37.3 (CH,-C), 36.5
(CH,~C), 31.0 (m, CH,-P); "'B-NMR: § = 0.25 (s); *F-NMR (T = — 30°C):
8 =—202.5 (s, 28F, BF -auBen), —197.0 (s, 4F, BF,-innen); MS (FAB): m/z
(%) = 699 (100, TripodFeF), 547 (66, Tripod-Ph), 1416 (6, Tripod,Fe,F;-2); IR
(Csl): ¥[em '] = 2254 (w, C=N), 1437 (m), 1062 (s, br., B-F), 833 (w, P-C-Alkyl),
742 (m), 696 (m), 520 (m); Elementaranalyse ber. fiir C,g5H ;P2 Ny, Fe,ByFay: C
58.12, H 4.36, P 9.57, N 4.33, B 2.23, F 15.65, Fe 5.75; gef.: C 56.38, H 4.34, P 6.37,
N 4.04, B 4.05, F 16.4, Fe 6.25.

1b: Ausbeute: 85%; 'H-NMR: 6 =7.5—7.4 (m, 120H, H,,), 3.5 (br., 24H, CN-
CH,), 2.8 (br., 2dH, CH,-PPh,), 1.9 (br., 12H, CH,-C); >!P-NMR: § = 30.9 (s);
13C.NMR: § =134.1 (dd, 2J(CP) =13.1, *J(CP,,,) = 25.5 Hz, P-C,,,)), 133.4 (m,
Corno), 131.7 (b1, C,p,), 129.9 (m, C,,..), 36.9 (m, CH,-C), 36.5 (m, CH,-C), 31.6
(m, CH,-P), 17.1 (s, CH,-C=N}; 'B-NMR: § = 0.21 (s); *F-NMR (T = 23°C):
6= —198.3 (br.); **F-NMR (T = - 30°C): 6 = — 201.4 (s, BF,-auBen), —199.6
(s. BF,-innen); MS (FAB): m/z (%) = 699 (100, TripodFeF ), 547 (54, Tripod-Ph),
1417 (15, Tripod,Fe,F;-1); IR (CsI): 7 fem ™!} =1484 (m), 1436 (m), 1060 (s, br.,
B-F), 837 (m, P-C-Alkyl), 742 (m), 700 (m), 521 (m); Elementaranalyse ber. fiir
CousH,4oP,sN |, Fe,B,Fyy: C 57.94, H 4.66, P 9.54, N 4.31, B2.22, F 15.6, Fe 5.73;
gef.: C56.67, H4.75, P 727, N 5.04, B2.12, F 16.7, Fe 4.91.
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1a-[BF,];: 0.20x0.30x0.30 mm; orthorhombisch, Raumgruppe Aba2;

Z=4; a=2766(1), b=3007(1), ¢=2908(2) pm; V = 24190 x 10° pm®;

Poer =1.127 g cm ™ 3; MeBbereich 2.7 < 20 < 54.0°; 13481 gemessene Reflexe,

davon 13481 unabhingig; 5583 beobachtet (/= 20(/)); R=0.138, R, =

0.434, Restelektronendichte 1.23x 10 ®epm™3; 1b-[BF,],: 0.30x0.30 x

0.30 mm; orthorhombisch; Raumgruppe Aba2; Z=4; a=2743.2(6),

b =2975(2), ¢=2866.9(8) pm; ¥ = 23396 x 10° pm*; py,, =1.215gem™3;

MeBbereich 4.1 < 20 < 47.0°; 8751 gemessene Reflexe, davon 8751 unabhiin-

gig; 6932 beobachtet (I = 24 (1)); R = 0.094; R, = 0.278; Restelektronendich-

te 1.21 x 107% e pm™*. Fiir 1a und 1b: Siemens (Nicolet Syntex)-R3m/V-Dif-
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dir- und Tertidrstruktur. Fir die Bildung stabiler und aktiver
Strukturen spielen vor allem bei den Ribozymen neben der
Tonenstirke der Losung auch zweiwertige Metallionen eine Rol-
le™. Mg?*- oder Mn?*-Ionen werden von allen bisher bekann-
ten Ribozymen als Cofaktoren verwendet. Die Metallionen sind
durch die Aktivierung funktioneller Gruppen oder von Wasser
aktiv an den Reaktionen beteiligt und lassen sich nicht durch
andere Polykationen ersetzen. Somit sind Ribozyme Metallo-
enzyme; keines der bekannten Ribozyme ist ohne zweiwertige
Metallionen aktiv, so daB3 diesen eine Giberragende Bedeutung in
der Chemie der Ribozyme zukommt. Die RNA kann man sich
als Gerdist fiir eine ortsspezifische Reaktion des Metallions vor-
stellen.

Fiir uns stellte sich die Frage: LaBt sich die In-vitro-Selektion
kombinatorischer Nucleinsdurebibliotheken zur Isolierung ei-
nes Desoxyribozyms einsetzen, das unabhingig von Metall-
ionen RNA spezifisch schneidet? Und welcher Cofaktor kdnnte
dabei das Metallion ersetzen? Eine interessante Méglichkeit bie-
tet sich mit Histidin, das eine zentrale Rolle bei der Hydrolyse
von RNA durch die Ribonuclease A spielt'!: Zwei Histidin-
reste im katalytischen Zentrum des Enzyms, His 12 und His 119,
bilden iiber ihre Imidazolringe ein Sdure-Base-Paar und sind
dadurch direkt an der hydrolytischen Spaltung der Phospho-
diesterbindung von RNA beteiligt. AuBBerdem ist bekannt, daBl
Imidazol auch in Losung als Sdure-Base-Paar RNA hydrolysie-
ren kann® und das aktive Zentrum der Ribonuclease A wurde
mit Modellverbindungen nachgeahmt*. Unserem Experiment
lag daher die Modellvorstellung zugrunde, daBl ein Molekiil
Histidin in unmittelbarer Nachbarschaft der Spaltstelle komple-
xiert wird und in Losung mit einem zweiten Histidin-Molekiil
ein Sdure-Base-Paar bildet. Die Nucleinsdure wiirde dann fiir
eine giinstige Positionierung der Imidazolreste sorgen und so die
RNA-Spaltung katalysieren.

Die Selektion wurde in Anlehnung an ein von Breaker und
Joyce!® beschriebenes Experiment konzipiert, in dem die Selek-
tion RN A-spaltender, Pb2*- und Mg?*-abhingiger DNA-En-
zyme durchgefiihrt wurde. Wir stellten eine Bibliothek aus etwa
5 x 10'* unterschiedlichen Einzelstrang-DNAs her. Das 5'-Ende
der DNA war mit einem Biotin-Rest verkniipft und bestand aus
einer konstanten Region mit einem einzelnen Ribonucleotid
(rA) als definierter Spaltstelle. Dieser Region folgte ein 74 Nu-
cleotide langer randomisierter Bereich, der am 3'-Ende von einer
zweiten konstanten Region abgeschlossen wurde. Die Biblio-
thek wurde aus synthetischer DNA hergestellt. Nach zwei suk-
zessiven Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs), in denen zu-
ndchst der Pool amplifiziert und anschlieBend die 5'-bio-
tinylierte Region mit der Ribonucleotid-Spaltstelle eingefiihrt
wurde, wurde die erhaltene doppelstringige DNA an eine Strep-
tavidin-Matrix gebunden. Durch Erhéhung des pH-Werts ent-
fernte man den nichtbiotinylierten Gegenstrang und inkubierte
die verbleibende immobilisierte einzelstrangige DNA in gepuf-
ferter Salziosung mit 20 mm Histidin bei pH 7.0 und 37 °C. Die
Magnesiumionenkonzentration war mit 0.5mM um den Faktor
40 kieiner als die des Histidins (Schema 1), wodurch eine Be-
vorzugung der Aminosdure gegeniiber dem Metallion als Co-
faktor erreicht werden sollte. Um die Wirkung von Schwer-
metallionen weitgehend auszuschlieBen, enthielt der Puffer zu-
satzlich 20pm EDTA. Sequenzen, die an rA gespalten worden
waren, wurden eluiert und nach erneuter Amplifizierung unter
den gleichen Bedingungen wie oben in den nachfolgenden Selek-
tionsschritten eingesetzt (Schema 1). Nach sieben Selektions-
und Amplifizierungscyclen war ein markanter Anstieg der
Hydrolysegeschwindigkeit zu verzeichnen. Ersetzte man das
Ribonucleotid rA durch das entsprechende Desoxyribonucleo-
tid, wurde unter den gleichen Bedingungen keine Hydrolyse-
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Schema 1. Selektionsschema; schwarz: randomisierte Region, grau oder gestreift:
konstante Regionen (Primer-Bindungsstellen), v in Primer 2: rA-Spalistelle. a) In
der ersten PCR wird die DNA-Bibliothek mit den Primern 1 und 3 amplifiziert,
wihrend der Selektion sind es die eluierten Hydrolyseprodukte (siche Experimentel-
les). b) In der zweiten PCR mit den Primern 2 und 3 wird mit [¢-**P]-dCTP mar-
kiert. ¢) Die erhaltene doppelstringige DNA wird in 1 M NaCl und 50 mm 2-{4-(Hy-
droxyethyl)piperazin-1-yljethansulfonsdure (HEPES) (pH =7.4) auf 50-100 uL
Streptavidin-Agarose gegeben und mit 5x 500 pL HEPES gewaschen. d) Mit
$ x 500 pL 200mM NaOH wird zum Einzelstrang denaturiert. e) Die einzelstrangige
DNA wird mit § x 500 pL 125mM NaCl, 125mM KCl, 0.5 mm MgCl,, 20um EDTA
und 50mM NaH,PO,/Na,HPO, (pH =7.0, T = 37°C) dquilibriert. f) Mit 50mm
Histidin wird im Phosphatpuffer (pH =7.0) bei 37 °C inkubiert. Inkubationszeiten
in den Selektionscyclen 1-8: 12 h, in den Selektionscyclen 9 und 10: 1 h. g) Die
cluierten Hydrolyseprodukte wurden im néchsten Selektions-/Amplifizierungs-
cyclus eingesetzt.

aktivitit erzielt. Laut Kontrollexperimenten ohne Histidin Gber-
nahm das Metallion trotz des Uberschusses an Aminosiure aber
auch hier die Rolle des Cofaktors!®!.

Die nach drei weiteren Selektions-/Amplifizierungscyclen
analysierten Sequenzen von 44 Klonen konnen hinsichtlich
Punktmutationen und Deletionen in acht Klassen unterteilt
werden (Tabelle 1). Vier Klassen weisen einen homologen Ab-
schnitt von 23 Nucleotiden Linge auf, dessen Lage innerhalb
der Sequenzen von Klasse zu Klasse stark unterschiedlich ist.
Ob diese homologe Region zwischen helicalen Bereichen legt,
also z. B. von Watson-Crick-Helices oder anderen Strukturele-
menten flankiert ist, konnte nicht festgestellt werden. Daher
kann fiir diesen Abschnitt keine allgemeine Sekundérstruktur
gefunden werden. Des weiteren wurden keine Ubereinstimmun-
gen mit einem kiirzlich selektierten, Mg? *-abhiingigen DNA-
Enzym gefunden!>®!.

Ausgewdhite Einzelklone aus den unterschiedlichen Klassen
wurden auf katalytische Selbstspaltung in Losung— unter Selek-
tionsbedingungen, aber ohne Histidin - sowie auf Abhingigkeit
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Tabelle 1. Sequenzklassen der selektierten Klone; dargestellt ist die randomisierte Region ohne die konstanten Primer-Bindungsstellen; die in
vier Klassen auftretende homologe Region ist grau unterlegt; der Klon Mg5 gehort zur Klasse 2.

Klassen Sequenzen

Anzahl
1 ARG A R G A A AN T ASEAGT TAGCAGCACGAGGTTACACTTTTATCCTC TCCCAAAGTAGGGAC 19
2 AGCACGCATGACTTTGATGCCACGTAAAGTGAAAGAGCTGT TGALHGNE ABRPERNREEARAHGETEATGCCCT 12
3 GGCATGTACCCARGAAGGGGTGGAGCCGGCAGTGACCCCTGCGAGTAGGGARGCCCAAGARCGAAGAGTTAAGC 5
4 ATGCTGT TG TG I AGE GEAC AL A AR T AGTGGGTCGCGATGCTGAATAATCACGGCGAAAGTGGTTGCCTA 3
5 CAGATGTGAAGTTAGAGCTTTGCCAGCnTCGTTAGTAGAGTCAGCGCACAGGGGAAGATTGTATGTCTATAG 2
6 TAGGAAGTAGGGACCTACAAGTTGTCATTGTAACTGAGTICTEL \GTC. 1
7 CGTCATGCGAAAAGAATGGTGAGATTTGCCAGCsGTCGAGTAGTAGTCCAGGGAACATTGCCCGGGGGATT 1
8 AGAACGGTAGAGTGCNGGGGGTGCAGTTGAGCTTTGTCAGCSACACGAATAAGAGTCTCGTAGGATTCACCAAG 1

Tabelle 2. Selbstspaltung von Klon Mg5 in Abhéngigkeit von zweiwertigen Metallionen M?* (0.5 mu). Ausbeute an Spaltprodukt und pK,-Werte [1 b, 8] der hydratisierten

Metallionen.

M2+ Spaltprodukt[%] [a] PK,(IM(H;0),)* ") [b] M2 Spaltprodukt [%] [a] pK.(M(H,0),)**) [b]
Pb2* 91.3+12 7.7 Mg?* 243+29 11.4

Zn?* 89.0+0.5 9.0 Ca?* 62.9410.1 12.9

Cd2t 81.14+0.2 9.6 St 8.8+0.1 133

Mn?* 762442 10.6 Ba2* 44+1.2 13.5

- 17402 -

[a] Der 5-endmarkierte, einzelstringige Klon Mg5 wurde in 125mum NaCl, 125mM KCI, 20 um EDTA und 50mm MOPS (pH =7.0 bei 37°C) in Gegenwart von M2* 4 h
bei 37°C inkubiert. Die Produkte wurden an 10%-PAGE getrennt und die Produktbanden am Phosphorimager quantifiziert. Es wurden zwei Messungen unabhéngig

voneinander durchgefiihrt, deren absolute Fehler ebenfalls angegeben sind. [b] K, bezogen auf die Gleichung: [M(H,0),1**=

[M(H,0),_,(CH)]* + H". Der pK,-Wert ist

somit ein MaB fiir die Aciditdt eines metallkoordinierten Wassermolekiils (und filr die Basizitit eines metallkoordinierten Hydroxidions, die mit steigendem pK,-Wert

abnimmt), weshalb wir statt M2* hier [M(H,0),]** angeben.

der Selbstspaltung von anderen zweiwertigen Metallionen
(Mg2*, Ca?* Ba?*, Sr?*, Pb2*, Mn?*, Zn%* Cd2*) unter-
sucht. Fiir Klon Mg$5 (Abb. 1) ist der Grad der Hydrolyse mit
500 um Ca2* (63 %) deutlich héher als der mit Mg?* (25%).
Dies ist insofern bemerkenswert, als die Selektion ohne Ca?*
durchgefithrt wurde und der pK,-Wert von Mg2 ™ niedriger ist
als der von Ca?* (Tabelle 2), und spriiche zunichst gegen eine
direkte Beteiligung der Metallhydroxide, wie es z. B. fiir das
Hammerhead-Ribozym beschrieben wurde!”. Wie aber Tabel-
le 2 entnommen werden kann, folgen die Hydrolysegeschwin-
digkeiten in Gegenwart der iibrigen Metallionen dem Trend, der
durch die pK,-Werte vorgegeben und der bei direkter Beteili-
gung der Metallhydroxide an der Reaktion zu erwarten ist. Ana-
lysen chemischer Modifikationen haben allerdings ergeben, dafl
keine Mg?*- oder Ca?*-abhingigen Unterschiede in der Se-
kundérstruktur des DNA-Enzyms vorliegen.

Die Katalyseeffizienz von Klon Mg35 ist stark von den Mg?*
und Ca?*-Konzentrationen abhiingig; in beiden Fillen streben
die Geschwindigkeitskonstanten mit steigender Metallionen-
konzentration einem Siattigungswert entgegen. Aus Abbil-
dung 2a wird nicht nur deutlich, daB weit unterhalb einer opti-
malen Metallionenkonzentration selektiert worden war, son-
dern auch, daBl Ca%*-Ionen die Strukturbildung dieses Kataly-
sators eher begiinstigt als Mg®*-Ionen, da der Sittigungswert
bei einer niedrigeren Ca?*-Konzentration erreicht wird.

Basierend auf der Sekundirstruktur des selektierten Mg35
(siche Abb. 1) wurde der unimolekulare in einen bimolekularen
Katalysator tberfithrt: Die 47 Nucleotide lange, definierte 5'-
Region mit der rA-Spaltstelle bildet bei diesem Katalysator das
Substrat; dieses wird mit dem Enzym inkubiert, das die 94 Nu-
cleotide des Restmolekiils umfaBt und aus dem randomisierten
Bereich und der definierten 3'-Region besteht. Wie der intramo-
lekulare weist auch der intermolekulare Katalysator eine stark
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von der Mg?*- und Ca®*-Konzentration abhingige Katalyse-
effizienz auf (Abb. 2b). Analog wie bei anderen derartigen Ka-
talysatoren!®! liegt hier das Optimum bei weitaus héheren Me-
tallionenkonzentrationen als bei der intramolekularen Reak-
tion. Auffallig ist, daB im untersuchten Konzentrationsbereich
die Werte der Geschwindigkeitskonstanten der Mg? *-abhingi-
gen Substratspaltung stets deutlich unter denen der Ca®*-ab-
hidngigen liegen. Ein steigender pH-Wert des Reaktions-
mediums fithrt bei sonst gleichen Bedingungen (10mm Mg?*
bzw. Ca?™) zu einem Anstieg der Geschwindigkeitskonstanten
der katalysierten Hydrolyse (Abb. 3). Daraus laBt sich eindeutig
eine Beteiligung der Metallhydroxide an der Reaktion ableiten,
zumal eine Zunahme der Geschwindigkeit bei unkatalysierter
Hydrolyse unter den gleichen Bedingungen nicht festgestellt
werden konnte. Es wird angenommen, daB die Katalyse in Ge-
genwart von Ca2*-Tonen durch eine giinstigere Positionierung
des Metallions an der Spaltstelle effizienter wird, wie dies auch
fiir das Gruppe-I-Intron aus Tetrahymena der Fall ist!*?), Somit
bestand das Selektionskriterium lediglich darin, eine giinstige
Positionierung der Abgangsgruppe und des angreifenden Nu-
cleophils am zu spaltenden Phosphodiester herbeizufiihren!'],
ohne daB dabei das zweiwertige Metallion zunédchst eine Rolle
spielte. Das Metallion kann dann als Lewis-Sdure oder Metall-
hydroxid die Spaltung beschleunigen. Man weiB, dafl Ca?*-
Ionen direkt an die Hydroxygruppen der Ribose koordinie-
ren!? und so zur Aktivierung der 2-Hydroxygruppe beitragen
koénnten.

Unter Substratsittigung sind die Eigenschaften dhnlich denen
eines echten Enzym-Substrat-Komplexes (Tabelle 3). Die Werte
fiir die Michaelis-Menten-Konstante K, liegen mit 5.7 uM fiir die
Mg?* -abhingige und 6.4 um fiir die Ca®* -abhéngige Reaktion
bei einer Metallionenkonzentration von jeweils 10 nM in dhnli-
cher GroBenordnung. Die katalytischen Konstanten k_,, fiir die
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Abb. 1. Sekundirstruktur von Klon Mg5; die Struktur konnte durch Analysen
chemischer Modifikationen bestatigt werden (Daten nicht abgebildet). Die kon-
stante Region (in kleinen Buchstaben) des 5'-Endes entspricht dem Substrat. Die
definierte rA-Spaltstelie (rA: Ribonucleotid) in dieser Region ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Der randomisierte Bereich (groBe Buchstaben in Fettdruck), der
zusammen mit der konstanten Region (in kleinen Buchstaben) des 3'-Endes das
Enzym bildet, ist grau unterlegt.

Tabelle 3. Michaelis-Menten-Parameter des Enzym-Substrat-Komplexes aus Klon
Mg$5 (gleiche Versuchsbedingungen unter [a] und [b)).

M2 ke fmin '] Ky feM] ko /Ky MTimin e ke /Ky M min ) {b)
Mg?*  0.01 5.7 1.8x10° 44x10°
Caz* 01 6.4 1.6 x 10 34x10*

[a] Bei Substratséttigung. [b] Bei SubstratunterschuB; £.,,/Ky entspricht bei Sub-
stratunterschufl einer Geschwindigkeitskonstanten 2. Ordnung, die sich aus der
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung durch Teilen
durch die jeweilige Enzymkonzentration und Mittelwertbildung der Einzelergebnis-
se ergibt. Substratkonzentration: 1 nM, Enzymkonzentrationen: 10, 20, 50, 100, 200,
500 und 1000 nm.

Mg? *-abhiingige und fiir die Ca®*-abhingige Spaltung unter-
scheiden sich bemerkenswerterweise um eine Zehnerpotenz
(0.01 min~ ! bzw. 0.1 min~'); allerdings ist k_,, in der Michaelis-
Menten-Gleichung nicht nur Ausdruck der Geschwindigkeit des
chemischen Schrittes, sondern es gehen auch GréBen wie die

Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 23/24

120

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996

0.030

0.025

40 60
[M**)/mM ———

0 20

b) 0.016
0.014

0.012

0.010

0.008
kgef/min_l 0.006

0.004

0.002 |

I !

1 PR
100 150 250

M**)/mM ——

200

Abb. 2. Abhdngigkeit der Katalyseeffizienz von den Mg? *- und Ca?*-Konzentra-
tionen: a) Intramolekulare Reaktion: In einer PCR wurde Klon Mg5 mit den
Primern 2a und 3a (siche Experimentelles) amplifiziert. 10 pmol des gereinigten
PCR-Produktes wurden mit [y-**P]-ATP (30 uCi) in 70mm Tris-HCI (pH =7.6},
10mM MgCl, und 5mum Dithiothreit (DTT) mit T4-Polynucleotid-Kinase (NEB) am
§'-Ende markiert und anschlieBend an Streptavidin-Agarose immobilisiert. Anf die
Elution des markierten Einzelstrangs mit 300 pL 200mm NaOH folgte Féllung mit
Ethanol aus 0.3 M NaOAc. Das Prézipitat wurde abzentrifugiert, gewaschen und in
H,0 aufgenommen. Der markierte Einzelstrang mit der Aktivitdt 150—200 cps
wurden in 250 mum NaCl, 250mM KCl, 1 mm EDTA, 50 pgmL.~! Rinderserum-Al-
bumin (BSA) und 50mM 2-(N-Morpholino)propansulfonsiure(MOPS)/KOH
(pH = 7.0 bei 37°C) mit 0.5, 1, 2, 5, 10, 25, 50 und 100 mm MgCl, (o) bzw. CaCl,
(e) bei 37 °C inkubiert. Nach 0, 30, 60, 120 und 240 min wurden Proben genommen.
Die Reaktion wurde durch Fillung mit Ethanol abgebrochen. Die Hydrolysepro-
dukte wurden an einem 10%-Polyacrylamidgel (PAGE) analysiert und an einem
STORM-860-Phosphorimager (Molecular Dynamics) quantifiziert. Die Geschwin-
digkeitskonstanten &, ergaben sich aus der Steigung der Geraden aus der Auftra-
gung des Logarithmus der Substratabnahme gegen die Zeit. &, ist im Diagramm
gegen die Metallionenkonzentration [M2*] aufgetragen. b) Intermolekulare Reak-
tion: 1nm mit [*?P]-5-endmarkiertes Substrat (analog zu) a) wurde mit 100nMm
Enzym unter gleichen Pufferbedingungen wie unter) a) beschrieben mit 0.5, 1, 2, 5,
10, 25, 50, 100, 250 mm MgCl, (o) bzw. CaCl, (e) bei 37 °C inkubiert. Probennahme
erfolgte nach 0, 30, 60, 120 und 240 min. Die Reaktion wurde durch Fillung mit
Ethanol abgebrochen. Zur Analyse und Quantifizierung der Hydrolysebanden sieche
Tabelle 2. Die Geschwindigkeitskonstanten k. ergaben sich aus den Anfangsstei-
gungen der Geraden aus der Auftragung der Substratabnahme gegen die Metall-
ionenkonzentration. k. ist im Diagramm gegen die Metallionenkonzentration aut-
getragen.

Geschwindigkeit des Zerfalls des Enzym-Produkt-Komplexes in
diese Konstante ein. Inwieweit k_,, durch die Geschwindigkeit

cat

. des chemischen Schrittes (der Hydrolyse der Phosphodiesterbin-

dung) beeinfluf3t wird, bleibt somit dahingestellt. Durch Experi-
mente mit dem Substrat im Unterschull wurden die Werte
fir k., /Ky (4400M 'min~! fiir die Mg?*-abhiingige und
34000M~'min~! fiir die Ca?*-abhingige Reaktion) bestiitigt
(Tabelle 3). Ein reines RNA-Substrat mit analoger Sequenz
wird unter diesen Bedingungen nicht gespalten.
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Abb. 3. Abhingigkeit der Katalyseeffizienz der intermolekularen Reaktion vom
pH-Wert: 1 nM 5'-endmarkiertes Substrat (siche Abb. 2a) wurde mit 100 nM Enzym
in 250mM NaCl, 250mm KCI, 1mM EDTA, 50 ugmL ™' BSA und 50mm Puffer
des jeweiligen pH-Wertes bei 37°C inkubiert: 2-{N-Morpholinojethansulfon-
siure(MES))/KOH (pH = 6.4, 6.6 bei 37 °C), MOPS/KOH (pH = 6.8,7.0,7.2,74,
7.6, 7.8 bei 37°C), 3-[Tris(hydroxymethyl)methylamino]-2-hydroxypropansulfon-
sdure(TAPS)/KOH (pH = 8.0, 8.2, 8.4, 8.6, 8.8, 9.0 bei 37°C). Der Gehalt an
zweiwertigen Metallionen war 10mm MgCl, (o) bzw. CaCl, (e). Probennahme
erfolgte nach 0, 30, 60, 120 und 240 min. Die Reaktion wurde durch Fillung mit
Ethanol abgebrochen (zur Analyse und Quantifizierung der Hydrolysebanden siehe
Abb. 2a). Die Geschwindigkeitskonstanten k,,, ergaben sich aus den Anfangsstei-
gungen der Geraden aus der Auftragung der Substratabnahme gegen den pH-Wert.
Ig(ky) ist im Diagramm gegen den pH-Wert der Reaktionsmedien aufgetragen.

Das Ergebnis der beschriebenen Selektion ist vollig unerwar-
tet: Obwohl die Sequenzen der Bibliothek widhrend der Selek-
tion nicht mit Ca?*-Ionen Kontakt hatten, ist dieser Cofaktor
gilinstiger als Mg?™*, das wihrend der Selektion (wenn auch in
einer niedrigeren Konzentration, als es der optimalen ent-
spricht) vorhanden war und zudem einen niedrigeren pK,-Wert
aufweist (siche Tabelle 2). DaB trotz des groBen Uberschusses
an Aminosiure keine Histidin-abhingige Spaltung stattfand, ist
wohl darauf zuriickzufiihren, daB Nucleinsduren ein viel gréBe-
res Potential zur Komplexierung von Metallionen aufweisen als
zur Komplexierung nicht-metallischer Cofaktoren. Selektionen
fiir Spaltungen, die von nicht-metallabhingigen Cofaktoren in-
duziert werden, konnten daher besser verlaufen, wenn Bindungs-
taschen fiir den Cofaktor vorhanden sind, um erfolgreich mit
den zahlreichen Bindungsstellen fiir Metallionen konkurrieren
zu konnen. Auch bleibt die Frage, inwieweit eine Aminosiure in
Anbetracht elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen der
negativen Ladung der Carboxylatgruppe und dem Phosphat-
riickgrat der Nucleinsdure geeignet ist, als Cofaktor fiir einen
derartigen Katalysator zu dienen. Allerdings ergaben zahlreiche
In-vitro-Selektionen fiir die Bindung von RNA und Einzel-
strang-DNA an so unterschiedliche Aminosduren wie Arginin,
Citrullin, Tryptophan und sogar an das unpolare Valin, da3
Nucleinsduren Aminosduren mit hoher Affinitdt und Spezifitdt
erkennen kdnnen!3!. Es wire interessant, die beschriebenen Er-
gebnisse mit denen einer Selektion zu vergleichen, bei der das
neutrale Imidazol oder das positiv geladene Histamin statt des
zwitterionischen Histidins als Cofaktor verwendet wird.

Experimentelles

DNA-Bibliothek und Oligonucleotide: Die DNA-Bibliothek mit der Se-
quenz  GGAGCTCAGCCTTCACTGC-(N),,—~GGCACCACGGTCGGATCC
(N = Nucleotid) und die Oligonucleotide GGGACGAATTCTAATAC-
GACTCACTATAGGAGCTCAGCCTTCACTGC 1, Biotin-GGGACGAATTC-
TAATACGACTCACTATYA 2, GTGGATCCGACCGTGGTGCC 3 und Biotin-3
(3a) wurden durch Standard-Oligonucleotidchemie mit einem Millipore-Expedite-
Oligonucleotid-Syntheseapparat hergestellt, ebenso das DNA-Enzym AGCACG-
CATGACTTTGATGCCACGTAAGTGAAAGAGCTGTTGATCTGTCA GCG-
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ACACGAATGGTGATCCCTGGCACCACGGTCGGATCCAC. Das 47 Basen
lange Substrat GGGACGAATTCTAATACGACTCACTATrAGGAGCTCA-
GCCTTCACTGC wurde von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen,
das Oligonucleotid 2a (wie 2, jedoch ohne Biotin) von der Firma MWG Biotech
(Ebersberg). Das RNA-Substrat GGGACGAAUUCUAAUACGACUCACU-
AUAGGAGCUCAGCCUUCACUGC wurde durch In-vitro-Transkription mit
T7-RNA-Polymerase aus den Oligonucleotiden GCAGTGAAGGCTGAGCTCC-
TATAGTGAGTCGTATTAGAATTCGTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGAG-
CGC und GCGCTCTAATACGACTCACTATAGGGACGAATTC hergestellt.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Die Ausgangsbibliothek wurde in einer PCR
(2 mL) mit 800 pmol einzelstringigem Templat und 2um der Primer 1 und 3 sowie
10mm  Tris(thydroxymethyl)aminomethan(Tris)/HCl (pH = 8.3), 50mm KCI,
1.5mm MgCl,, 0.03% Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween-20), 0.001%
Gelatine, 200 uM von jedem dNTP und 0.02 U pL "' Tag-DNA-Polymerase in fiinf
Cyclen mit 94°C (1 min), 55°C (1 min) und 72°C (2 min) amplifiziert. Danach
folgte eine PCR (20 mL) unter denselben Bedingungen mit je 0.4um 2 und 3 als
Primer in drei Cyclen mit 94 °C (4 min), 55 °C (7 min) und 72 °C (7 min). Im Verlauf
der Selektion wurde die eluierte DNA in einer PCR (100 pL) mit 0.2pM 1 und 3 in
7-12 Cyclen mit 94°C (1 min), 55°C (1 min) und 72°C (2 min) amplifiziert. An-
schlieBend entnahm man 10 uL des Reaktionsansatzes; in einer PCR (200 uL) mit
je TuM 2 und 3 als Primern markierte man mit [¢-32P]-dCTP (10 pCi) in 7-10
Cyclen.
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