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Die Technik der gerichteten molekularen Evolution['] hat 
sich zu einem leistungsfiihigen Werkzeug der evolutiven Bio- 
technologie entwickelt. Durch In-vitro-Selektionstechniken 
gelang es, RNA-Aptamere fur molekulare Zielstrukturen zu 
isolieren [21 sowie kunstliche Ribozyme mit erstaunlichen kataly- 
tischen Eigenschaften zu entwi~keln.[~]  Neuere Untersuchungen 
auf der Basis von D N A  ergaben, daI3 auch Desoxyribozyme mit 
interessanten katalytischen Eigenschaften durch In-vitro-Selek- 
tion zuganglich sind.14] Die Technik der gerichteten molekularen 
Evolution konnte sich bei der Suche nach einem exponentiell 
selbstreplizierenden System auf der Basis von Oligodesoxy- 
nucleotid-Analoga ebenfalls als nutzlich e r ~ e i s e n . ~ ~ ]  Ziel dieser 
Arbeit war die Selektion eines 5'-Aminooligodesoxynucleotides, 
das zur Katalyse der Carbodiimid-abhangigen Kondensation 
der Tridesoxynucleotide CCGp und pCGG unter Bildung des 
hexameren 3'-5'-Pyrophosphates CCGppCGG fahig ist.161 Ein 
solches Aminooligodesoxynucleotid konnte als nucleophiler 
Katalysator des Phosphoryltransferschrittes im Sinne einer Ab- 
gangsgruppe fungieren (Abb. 1). Ahnliche Transphosphorylie- 
rungen unter Beteiligung von Phosphoamidaten und Pyrophos- 
phaten treten bei Reaktionen auf, die von der T7-DNA-Ligase 
katalysiert werden.17] 
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Abb. I .  Schematische Darstellung der Templat-gesteuerten Transphosphorylie- 
rung (Av = Avidin, Bt = Biotin). 

Um die geplante Transphosphorylierung besser zu verstehen, 
haben wir zunachst die nichtkatalysierte Reaktion zwischen den 
Modellverbindungen N3-CCGpnT 1 und p-CGG-Dansyl 2 
durch HPL-Chromatographie unter Fluoreszenz- und UV-De- 
tektion untersucht.['] Selbst nach langen Reaktionszeiten (bis zu 
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zwei Monaten) konnte das durch Phosphoryltransfer entste- 
hende fluoreszierende Hexadesoxynucleotid N3-CCGppCGG- 
Dansyl nicht nachgewiesen werden. Es trat ausschliefilich Hy- 
drolyse der 3'-5'-Phosphoamidatbindung (pn-Bindung) ein, wo- 
bei der Logarithmus der Hydrolysegeschwindigkeit linear vom 
pH-Wert abhlngt. Zwischen p H  = 3 und 7 liegt folgende Ge- 
setzmahgkeit fur die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster 
Ordnung vor [Gl. 

Ig (k /h - ' )= I .2 -0 .97xpH (1) 

Ausgehend von diesen Modellstudien planten wir, mit In- 
vitro-Selektionsmethoden Nucleinsauresequenzen aufzufinden, 
die zur Katalyse der pn-Bindungsspaltung und moglicherweise 
auch zur Beschleunigung der Pyrophosphatligation befahigt 
sind. Hierzu synthetisierten wir einen modifizierten Primer, der 
5'-terminal eine Biotinmodifikation und eine der Anfangsse- 
quenz CCG folgende pn-Bindung enthielt sowie einen unmodi- 
fizierten Primer fur die zweite Bindungsstelle.['ol Mit diesen Pri- 
mern wurde ein DNA-Pool, bei dem eine 72mere Randomse- 
quenz von zwei konstanten Primerbindungsstellen flankiert 
wird (Abb. 2), durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ampli- 
fiziert. Durch Immobilisierung des Doppelstrang-DNA-Pools 
an rnit Streptavidin beschichteten pardmagnetischen Partikeln 
(Promega) und nachfolgendes Entfernen des nichtbiotinylierten 
Stranges unter denaturierenden Bedingungen erhielt man einen 
Einzelstrang-DNA-Pool. Die In-vitro-Selektion wurde an der 
Festphase durchgefuhrt, indem man den Pool nach Immobili- 
sierung mit dem Trimer 2 (im UberschuB, 5 mM) sowie dem 
hexameren Templat CCGCGG (im UberschuI3, 5 mM) in einem 
Magnesium-haltigen Puffer mit hoher Salzkonzentration inku- 
bierte. Vor Beginn der eigentlichen Selektion erwarmte man das 
Gemisch 5 min auf 50 "C, um eine kurze Auf- und Riickfaltung 
der Einzelstrange unter Einschlul3 von Trimer und Templat zu 
ermoglichen. 
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Abb. 2. Der Selektionscyclus. Der N72-Pool hatte die folgende Sequenz: 5'-GGAACAC- 
TATCCGACTGGCACC-N72-CCTTGGTCATTAGGATCCCG-Y. Primer fur die PCR- 
Amplifikation: 5'-Bt-CCGpnTGGATCCTAATGACCAAGG-3' (Primer A) und 5'-AACAC- 
TATCCGACTGGCACC-3' (Primer B). Die PCR wurde in 30 Reaktionen unter folgenden Bedin- 
gungen durchgefuhrt : 80 pmol Primer A, 80 pmol Primer B, 300 nmol MgCI,, 40 nmol dNTPs, 
100 ng Templat, 20 pL (10 x )  PCR-Puffer (Promega). 0.05 U p L - '  Taq-DNA-Polymerase in 
200 pL Gesamtvolumen. Temperaturgradient : 45 s bei T = 94 "C, 1 rnin bei T = 52 "C, 2 min bei 
T = 72 ' C  und 5 min bei T = 72 "C nach sechs Cyclen. Zur Immobilisierung wurde der lyophilisierte 
Pool 20 min in Phoshate buffered saline (PBS; pH = 8, 0.690 M NaCI, 0.010 M KCI. 0.045 M 

Na,HPO,, 0.008 M KH,PO,) iiber ca. 2 mg mit Streptavidin beschichteten pdrdmagnetischen Par- 
tikeln (Promega) inkubiert. Die Dendturierung erfolgte durch Inkubation der Festphase (15 min) 
in 0.2 M NaOH. Zur Durchfuhrung der Selektion inkubierte man die paramagnetischen Partikel in 
2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure(MES)-Puffer (0.1 M MES, Natriumsalz (pH = 6.1), 0.05 M 

MgCI,, 0.50 M NaCI, 0.50 M KCI) in Gegenwart von pCGG-Dansyl (5 p ~ )  und CCGCGG (5 p ~ )  
bei T = 23 ' C  nach anfanglichem Erwlrmen auf T = 50 "C (5 rnin). Man fallte die freigesetzten 
Aminooligomere rnit Ethanol und amplifizierte durch PCR rnit Primer B und 5'- 
CGGGATCCTAATGACCAAGG-3'(Primer C )  unter den beschriebenen Bedingungen (n  Cyclen). 

ziert und bildeten den Ausgangspool fur die nachste 
Selektionsrunde. Ab der siebten Runde erhohten 
wir die Stringenz der Selektion durch sukzessive 
Verkurzung der Inkubationszeit ; in der zehnten 
Runde betrug diese noch 1 h. Geichzeitig fuhrten 
wir einen Negativselektionsschritt ein, so daR die 
DNA-Sequenzen entfernt werden konnten, die sich 
durch Hydrolyse der pn-Bindung ohne Trimer 2 und 
Templat von der Festphase abgelost hatten." Der 
Verlauf der In-vitro-Selektion wurde durch Restrik- 
t i o n s v e r d a ~ [ ~ ~ ]  und Summensequenzierung"2' ver- 
folgt. Im Restriktionsmuster der zweiten Selektions- 
runde sind erste Veranderungen im Sequenzraum 
erkennbar, die Nega- 
tivselektion fuhrte zu 
einer weiteren drasti- 
schen Verminderung 
der Pooldiversitat 
(Abb. 3). Nach unse- 
ren Erfahrungen ist ein 
automatisierter DNA- 
Sequenzer bei Sum- 
mensequenzierungen 
und Restriktionsanaly- 
sen sehr hilfreich, da er 
die schnelle Analyse 
des Selektionsverlaufes 
ermoglicht und dar- 
iiber hinaus zur Quan- 
tifizierung der Pooldi- 
versitat geeignet sein 
kann.[13] Die nach den 

In den Runden 1-6 wurde die Selektion jeweils 30 h bei 
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die wahrend dieser Zeitspanne 
abgespaltenen 5'-Aminooligomere wurden durch PCR amplifi- 

letzten Selektionsrunden erhalte- 
nen PCR-Produkte wurden klo- 
niert und individuelle Klone se- 
quenziert. In zehn von elf 
sequenzierten Klonen fand man ei- 
ne Seq~enz , [ '~]  deren Sekundar- 
struktur rnit dem Computerpro- 
gramm DNA mfold von Zuker 
et al.[15] berechnet wurde (Abb. 4). 
Man erkennt, daB eine Faltung der 
eingangs randomisierten Region 
um die konstant gehaltenen Pri- 
mersequenzen erfolgt. Zur Aufkla- 
rung der Wirkungweise der selek- 
tierten Pools wurden sowohl an der 
Festphase, als auch in Losung 
Funktionsanalysen auf der Basis 
von Radioassays durchgefiihrt. 
Fur den Festphasenassay fuhrte 
man das isotopenmarkierte Nu- 
cleotid ~-U-~ 'P-ATP wahrend der 
PCR-Amplifikation selektierter 
Pools ein. Die Isotopenmarkierung 

T ~ T  

A-CG 

G-C 
C-G 
G-c T 

T-A 
G-C T 

C-GT 
I c  

AC-G 

C-G 
G-C 

3' G-C 

GT-A I 

GG 
TT G T GATA-TG G A 

A 

GT 
5' 

-------C C-GAC A 
+G-C 

T-A 
GG-C 

A-T 
T-A 

G-C 
A-T 
C-G 
C-G 
A-T 

G G ~ - ~ T ~  

C 
T T T A G  

Abb. 4. Vorschlag zur Sekundar- 
struktur des dominierenden 
Klons, berechnet mit DNA 
mfold[l5] fur T = 23 "C. Die Pri- 
mersequenzen sind fett darge- 
stellt, der Pfeil markiert die 
Position der pn-Bindung. Die 
Klonierung erfolgte mit dem 
TA-Cloning-Kit (Invitrogen), die 
Sequenzierreaktionen wurden 
auf einem ALFexpress-Sequen- 
zer (Pharmacia) analysiert. 
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Abb. 3 .  Analyse der Pooldiversitit. DNA jeder Selektionsrunde wurde durch PCR rnit dem 
CYS-modifizierten Primer 5'-CYS-CGGGATCCTAATGACCAAGG-3' (Primer D, Synthe- 
se durch die Firma Pharmacia) sowie dem nichtmodifizierten Primer B amplifiziert (siehe 
Legende zu Abb. 2). Die PCR-Produkte (je 4 pg) wurden rnit einer Kombination der Re- 
striktionsendonucleasen Alul, TaqI und Tru91 (je 1 0 U  Enzym in 10mw Tris-HCI 
(pH =7.9), 1 0 m ~  MgCI,, 50 mM NaCl und 1 mM 1,4-Dimercapto-2,3-butandiol, DTT) 
verdaut. Die Fragmentanalyse erfolgte auf dem automatisierten Sequenzer ALFexpress 
(Pbarmacia). Der Peak bei 130 min ist aufdas Poolfragment mit voller Lange zuriickzufiih- 
ren, der Primer wird bei 58 min detektiert. Der dominierende Klon enthalt keine Restrik- 
tionsstelle, der Peak bei 70 rnin kommt wahrscheinlich durch Schnitt an  der Tru91-Stelle im 
zweiten isolierten Klon zustande, Rd = Runde. 
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ermoglichte die empfindliche Detektion aller Sauleneluate 
durch Gelelektrophorese und Autoradiographie (Tabelle 1). 

Die Analysen ergaben, da13 1) bei der Inkubation selektierter 
Pools in Gegenwart des Trimers 2 5‘-Aminooligomere eluiert 

Tabelle 1. Ergebnisse des Festphasenassays. Man amplifizierte die selektierten 
Pools durch PCR rnit 8 pmol Primer A, 8 pmol Primer B, 16 nmol MgCI,, 0.4 nmol 
dNTPs, 25 pCi d-a3’P-ATP, 10 ng Templat, 0.05 U pL- Taq-DNA-Polymerase, 
2 pL (10 x )  PCR-Puffer (Promega) in 20 pL GeSdmtVOhImen. Immobilisierung, 
Denaturierung und Selektion wurden unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt 
wie fur die In-vitro-Selektion beschrieben (siehe Legende zur Abb. 2). Die erhalte- 
nen Sauleneluate wurden vereinigt und durch Gelelektrophorese auf 10% Polyacry- 
lamid-/7 M Harnstoff-Gelen analysiert. 

Runde Mg2+ (50 mM) Cofaktoren ( 5  p ~ )  Aktivitat [a] 

O/l + pCGG und CCGCGG - 

8 + pCGG und CCGCGG + +  
8 pCGG und CCGCGG + 
8 + pCGG + +  
8 + CCGCGG - 
O/S + - 

8 + pCGT - 
8 + pATT - 
8 + HOCGG - 
Oi8 + 1 mM Phosphat (pH = 6) - 

- 

- 

[a] Bezogen auf die nach einer 16stundigen Inkubation erhaltene Eluatmenge be- 
zuglich der Gesamtmenge an denaturiertem Gegenstrang: + + : etwa 50% Eluat; 
+ :  etwa 20% Eluat: -: < 5 %  Eluat. 

werden, die bei der Inkubation des Ausgangspools unter den 
gleichen Bedingungen nicht detektierbar sind, 2) der Elutions- 
prozelj unabhangig vom Hexadesoxynucleotid CCGCGG ver- 
Iauft, aber von der Sequenz des Trimers abhangt, 3) die 5’-Phos- 
phatgruppe im Trimer essentiell ist, 4) rnit Phosphat allein keine 
Spaltung erfolgt und 5 )  die Spaltung ohne Magnesium deutlich 
langsamer verlauft. 

Zur Klarung der Frage, ob die Abspaltung von der Festphase 
auf einer Hydrolyse der pn-Bindung oder auf einem Phospho- 
ryltransfer beruht, entwickelten wir einen Fliissigphasenassay. 
Um das Produkt der Hydrolyse von dem des Phosphoryltrans- 
fers durch Elektrophorese eindeutig unterscheiden zu konnen, 
war eine Verlangerung der Bibliothek an der 5’-Seite erforder- 
lich. Hierzu synthetisierten wir einen modifizierten Primer rnit 
der Anfangssequenz ATGCTGCCGpnT statt CCGpnT. Ge- 
ma13 der Sekundarstruktur des dominierenden Klons (Abb. 3) 
sollte die Verlangerung um sechs Basen zu keiner signifikanten 
Storung des Systems fiihren. Die selektierten Pools wurden rnit 
dem modifizierten Primer sowie einem zweiten Primer, der eine 
5’-terminale Lengthener-terminator-Sequenz enthielt,[l6’ durch 
PCR amplifiziert. Die einzelstrangige DNA wurde gelelektro- 
phoretisch gereinigt und anschlieljend unter Verwendung von 
T4-Polynucleotidkinase mit Y - ~ ~ P - A T P  radioaktiv markiert. Bei 
Inkubation der selektierten Pools in Gegenwart von 2 konnte 
sowohl mit als auch ohne Hexamer die Bildung eines kurzen 
Oligonucleotides nachgewiesen werden, dessen Lange mit der 
des erwarteten Hydrolyseprodukts iibereinstimmte. Das durch 
Ligation entstehende dodekamere Produkt war hingegen nicht 
nachweisbar. 

Aus diesen Ergebnissen folgern wir, dalj die In-vitro-Selek- 
tion ein neuartiges Oligodesoxynucleotid lieferte, das die Hy- 
drolyse einer internen 3‘-5‘-Phosphoamidatbindung in Gegen- 
wart des Nucleotid-Cofaktors pCGG-Dansyl 2 katalysiert. Die 
Cofaktor-abhangige Hydrolyse ist um mindestens drei Groljen- 
ordnungen schneller als die nichtkatalysierte Hydrolyse, wenn 
man die grob abschatzbare Geschwindigkeitskonstante pseudo- 
erster Ordnung mit der der Modellverbindung 1 ~ergleicht.[”~ 

Unsere bisherigen Ergebnisse unterstreichen das katalytische 
Potential der DNA und geben gleichzeitig das erste Beispiel fur 
ein Cofaktor-abhangiges Desoxyribozym. 

Eingegangen am 12. Dezember 1996 [Z9896] 

Stichworte: DNA-Spaltung - Kombinatorische Chemie - Ribo- 
zyme 
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Breaker, Chem. Bid .  1996, 3, 1039-1046. 
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lar Biology of the Gene, 4. Aufl., Benjamin/Cummings, New York, 1987. 
[8] N3-CCGpnT 1 und pCGG-Dansyl2 wurden nach dem Phosphotriesterverfah- 

ren in flussiger Phase synthetisiert. 
[9] Die Reaktionen ( T  = 23 “C, 1 mM N3-CCGpnT 1, 50 mM Magnesiumchlorid) 

wurden in einer 0.1 M Losung der folgenden Puffer verfolgt: Natriumcitrat 
(pH = 3, 4 und 5 ) ,  2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure, Natriumsalz 
(pH = 6), N-(2-Hydroxyethyl)piperazinyl-N’-2-ethansulfonsaure, Natrium- 
salz (pH = 7). 

[lo] a) Die Synthese des modifizierten Primers B erfolgte an einem Applied-Bio- 
systems-391-DNA-Syntheziser rnit dem Phosphoamidit Biotin TEG (Glen 
Research) sowie dem Phosphoamidit von 5‘-N-(4-Monomethoxytrityl)amino- 
2’,5‘-didesoxythymidin; b) M. Mag, J. W. Engels, Nucl. Acids Res. 1989, 17, 
5973 - 5977. 

[l 11 Die Negativselektion erfolgte durch Inkubation des Pools aus immobilisierter 
einzelstrangiger DNA im Selektionspuffer, 2.5 h in Runde 7 und jeweils 1 h in 
den Runden 8- 10. Nach Ablauf der Inkubationszeit spulte man die Festphase 
mehrmals rnit bidestilliertem Wasser, um abgespaltene Aminooligomere zu 
entfernen und fuhrte die Positivselektion wie beschrieben durch (siehe Legende 
zu Abb. 2). 

[I21 T. Fitzwater, B. Polisky, Methods Enzymol. 1996, 267, 275-301. 
[13] Die Pooldiversitat D ergibt sich als statistisches SchatzmaB aus dem Produkt 

der Positionsdiversitaten d, fur N Positionen gemaD D = n d,. Die Positions- 

diversitat d, laBt sich aus dem Verhaltnis der Fragment-P&%tegrale ai:ci:  tL:g,  
in den normalisierten Spuren abschatzen, indem man die einzelnen Integrale xi, 
(J = 1-4) durch das groBte der vier einzelnen Integrale ximsX dividiert und die 

Quotienten aufsummiert: di = Betragt das Verhaltnis a,:c,:t,:g, 

z. B. 100:0:0:0, so ist ximai =I00 und d, = I .  Fur ai:ci:t i:gt  = 50:50:0:0 gilt 
ximai = 50 und d, = 2. Allgemein ist die Positionsdiversitit d, eine rationale 
Zahl zwischen 1 und 4 und die durch das Verfahren errechnete Pooldiversitat 
D eine rationale Zahl zwischen 1 und 4N. 

5’-CCGpnTGGATCCTAATGACCAAGGCATAGCCTTT- 
TAATGGATCCTCAGAAGGGGCTTGGTCCCGCCTGCGTCTAAA- 
CAACACGCTACGGCTATTTCGGTGCCAGTCGGATAGTGTT-3’ 

[15] Das Programm wurde wurde uber das World Wide Web aufgerufen unter: 
http: //www.ibc.wustl.edu/ - zuker/dna/forml .cgi. 

[16] K.  P. Williams, D. P. Bartel, Nucl. Acids Res. 1995, 23, 4420-4221. 
[I71 Bei pH = 6 betragt die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung fur 

die Hydrolyse der Modellverbindung 1 k = 2 x h-’. Bei Inkubation se- 
lektierter Pools in Gegenwart von 2 und Templat wurde nach 16 h uber 50% 
Hydrolyseprodukt nachgewiesen. Unter der Annahme, daB die Gesamtmenge 
des Pools hydrolysierbar ist, schlicaen wir, daB die katalysierte Reaktion um 
drei GroBenordnungen schneller verlauft als die nichtkatalysierte Hydrolyse. 

N 

4 

j =  1 

[I41 Der zweite Klon hat die folgende Sequenz: 
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