
ZUSCHRIFTEN 
[I] B. BUD, P. G. Jones, R. Mews, M. Noltemeyer, G. M. Sheldrick, Angew. Chem. 

[2] J. Hanich, P. Klingelhofer, U. Muller, K.  Dehnicke, Z. Anorg. Allg. Chem. 

[3] Ubersicht : Gmelin Handbook of Inorganic Chemistry, Sulfur-Nitrogen Com- 

[4] Ubersicht: K. Dehnicke, U. Muller, Comments Inorg. Chem. 1985, 4, 213. 
[5] Ubersichten: H. W Roesky, K. K. Pandey, Adv. Inorg. Chem. Radiochem. 

1983,26,337; Prog. Inarg. Chem. 1992,40,445; M. Herberhold, Nachr. Chem. 
Tech. Lab. 1981, 29, 365; T. Chivers, F. Edelmann, Polyhedron 1986, 5, 1661; 
P. F. Kelly, E D. Woollins, ibid. 1986, 5, 607. 

[6] B. BuO, W Clegg, G. Hartmann, P. G. Jones, R. Mews, M. Noltemeyer, G. M. 
Sheldrick, J .  Chem. Soc. Dalton Trans. 1981, 61 ; U. Behrens, R. Hoppenheit, 
W. Isenberg, E. Lork, J. Petersen, R. Mews, Z. Naturforsch. B 1994, 49, 238. 

1979, 91,253; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1979, 18, 231. 

1983,506, 68. 

pound.7, Part 5, Springer, Berlin, 1990. 

[7] J. Petersen, E. Lork, R. Mews, unveroffentlicht. 
[8] 0. Glemser, H. Meyer, A. Haas, Chem. Ber. 1965, 98, 2049. 
[9] 0. Glemser, J. Wegener, R. Hofer, Chem. Ber. 1972, 105, 474. 

[lo] 0. Glemser, W. Koch, Z. Naturforsch. B 1968, 23, 745. 
[ l l ]  D. B. Beach, W. L. Jolly, R. Mews, A. Waterfeld, Inorg. Chem. 1984, 23, 

[I21 R. Mews, J .  Chrm. Soc. Chem. Commun. 1979,278. 
[13] Rontgenstrukturandlyse von 7 (C,,H,,As,F,,N,,NiS,), M ,  = 1205.44; Kri- 

stallgroDe 0.8 x 0.4 x 0.3 mm3; orthorhombisch, Raumgruppe Pbca, u = 
1303.2(3), b =1263.5(3), c = 2499.3(5) pm, V = 4.115(2) nm3, Z = 4, pbcr. = 
1.946 Mgm-', p = 2.511 mm-'. Ein zur Rontgenstrukturanalyse geeigneter 
Einkristall wurde mit Kel-F-01 an einem Glasfaden fixiert und auf einem 
Siemens-P4-Vierkreisdiffraktometer bei - I00 "C vermessen. Mit graphitmo- 
nochromatisierter Mo,,-Strahlung wurden im w/2O-Scan 5876 Intensitaten ge- 
sammelt (2.39" < 0 < 27.5"). Nach Mittelung verblieben 4687 Reflexe. Die 
Struktur wurde mit Direkten Methoden gelost. Die Verfeinerungsrechnungen 
konvergierten bei wR2 = 0.1316 (Verfeinerung gegen F 2 )  fur alle 4687 Reflexe 
und 267 Variable (R1 = 0.0514 fur 2851 Reflexe mit I > 2 4 1 ) ) .  Schweratome 
bekamen individuelle anisotrope Auslenkungsparameter. Die Wasserstoff- 
atome wurden mit einem Reitermodell und einem gemeinsamen isotropen 
Temperaturfaktor verfeinert. Eine Differenz-Fourier-Synthese zeigte auBer- 
halb von +730 enm-' und - 929 enm-3 keine Restelektronendichte. Die 
Strukturlosung und Erstellung der Zeichnungen erfolgte rnit dem SHELXTL- 
Programmsystem[lS], die Verfeinerungsrechnungen wurden mit dem Pro- 
gramm SHELXL-93 [I91 durchgefiihrt [20]. 

[I41 Rontgenstrukturandlyse von 8 (C,,H,,As,F,,N,,Ni,S,), M ,  = 2026.43; Kri- 
stallgroRe 0.6 x 0.4 x 0.3 mm3; triklin, Raumgruppe PI, a = 1190.8(2), b = 
1375.3(3), c = 2313.7(5)pm, 1 =77.40(3), f i  =75.51(3), y = 64.50(3)", V = 
3.2847(11) nm3, 2 = 2, pbrr. = 2.049 Mgm-3,  p = 3.018 mm-I .  Ein zur Ront- 
genstrukturanalyse geeigneter Kristall wurde mit Kel-F-01 an einem Glasfaden 
fixiert und aufeinem Siemens-P4-Vierkreisdiffraktometer bei - 100 "C vermes- 
sen. Mit graphitmonochromatisierter Mo,,-Strahlung wurden im w/2O-Scan 
12076 Intensititen gesammelt (2.62" < 0 < 25"). Die Struktur wurde mit Di- 
rekten Methoden gelost. Da  der Kristall als Zwilling vorlag, bei dem gelegent- 
lich Reflexe annahernd zusammenfallen, die dann naturgemiD mit deutlich zu 
hoher Intensitit registriert werden, muOten vor der endgultigen Verfeinerung 
diese Reflexe aus dem Datensatz entfernt werden. Es wurden 912 von 12076 
Reflexen rnit folgenden Kriterien geloscht: FZ > 2 F: und F: > 3 u(F:). Nach 
Mittelung der restlichen 11 164 Intensitaten verblieben 10379 Reflexe. Die 
endgiiltigen Verfeinerungsrechnungen konvergierten bei wR2 = 0.2296 (Verfei- 
nerung gegen F 2 )  fur 10379 Reflexe und 905 Variable (RI = 0.0873). Schwer- 
atome bekdmen individuelle anisotrope Auslenknngsparameter. Die Wasser- 
stoffatome wurden rnit einem Reitermodell und einem gemeinsamen isotropen 
Temperaturfaktor verfeinert. Eine Differenz-Fourier-Synthese zeigte auDer- 
halb von + 1872 e n m - 3  und - 885 e n m - 3  keine Restelektronendichte. Die 
Strukturlosung und Erstellung der Zeichnungen erfolgte mit dem SHELXTL- 
Progrdmmsystem [IS], die Verfeinerungsrechnungen wurden rnit dem Pro- 
gramm SHELXL-93 [19] durchgefuhrt [20]. 

[I51 P. D. Beer, M. G. B. Drew, P. P. Leeson, K. Lyssenko, M. I. Ogden, J .  Chem. 
Sac. Chem. Commun. 1995,929. 

[I61 J. Ribas, M. Monfort, B. Kumdr Gosh, X. Solans, Angew. Chem. 1994, 106, 
2177; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1994,33,2087. 

[17] 7 (294K): ~ ~ = 3 . 9 9 3 x I O ~ ' c m ' m o l ~ ~ ;  p=3 .06pB.  8 (294K): z M =  
8 . 6 8 6 ~  lo-' cm'mol-'; p = 4.51 pB. Fur den bekannten Komplex [15] zeigt 
die Temperaturabhangigkeit von xM ferromagnetisches Verhalten. Bei tiefen 
Temperaturen wurden auch Hinweise auf schwach antiferromagnetische 
Kopplung gefunden, die fur einen Austausch zwischen den Dimeren sprechen. 

[l 81 Siemens SHELXTL-Plus: Release for Siemens R3 Crystallographic Research 
Systems, Siemens Analytical X-Ray Instruments Inc., Madison, WI, 1989. 

[19] G. M. Sheldrick, SHELXL-93, Universitit Gottingen, 1993. 
[20] Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Verof- 

fentlichung beschriebenen Strukturen wurden als ,,supplementary publication 
no. CCDC-100215" beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt. 
Kopien der Daten konnen kostenlos bei folgender Adresse in GroDbritannien 
angefordert werden: The Director, CCDC, 12 Union Road, Cambridge 
CB2 IEZ (Telefax: Int. + 12231336 033; E-mail: deposit@chemcrys.cam. 
ac.uk). 

4080. 

Synthese von enantiomerenreinen o-Methano- 
prolinen und o-Methanopipecolinsauren 
durch eine neuartige Cyclopropanierung : 
die ,,Einebnung" von Prolin** 
Stephen Hanessian," Ulrich Reinhold und 
Gabriella Gentile 

Prolin nimmt in der Reihe der natiirlichen Aminosauren, die 
als Bestandteile von Proteinen in Saugetieren vorkommen, eine 
bedeutende Position ein.['] Als Teil einer Peptidsequenz fuhrt 
die einzigartige Prolinstruktur zu sekundaren Amidbindungen, 
die entscheidende Auswirkungen auf Konformation und Funk- 
tion haben.['] So ist die bekannte cis-trans-Isomerie der Konfor- 
mation der Amidbindung in Prolylamiden rnit biologischen 
Phanomenen und Funktionen von lebenswichtiger Bedeutung 
verknupft, z. B. Pr~teinfaltung,[~] Hormonreg~lation,[~] biologi- 
sche Erkennung['] und transmembrane Signalubertragung.[61 
Die Wichtigkeit der cis-trans-Isomerisierung zeigt sich in der 
Rolle, die Peptidylprolyl-Isomerasen wie die Immunophiline bei 
der Immunregulation spielen.['] Prolin hat auch als Baustein 
von Therapeutika,['I im Wirkst~ffdesign[~] und bei Enzymakti- 
vitatsuntersuchungen['O1 herausragende Bedeutung. 

Konformativ eingeschrankte Prolinanaloga wurden bisher im 
Rahmen der Peptidmimetikaforschung untersucht." 'I Im Ge- 
gensatz zu 2,3- und 3,4-Methanoprolinen[''* l,] ist iiber 4,5-Me- 
thanoproline wenig bekannt.[l4I Strukturuntersuchungen, die 
sich rnit den Auswirkungen von Spannung in solchen Verbin- 
dungen und deren Effekte auf die Konformation und Stabilitat 
der Amidbindung beschaftigen, wurden noch nicht durchgefiihrt. 
Dabei ist besonders der Vergleich rnit Prolin von Interesse. 

Wir berichten hier iiber hochstereokontrollierte Synthesen 
von diastereomeren 4,5-Methano-~-prolinen und 5,6-Methano- 
L-pipecolinsauren durch eine neuartige intramolekulare Cyclo- 
propanierung von Iminiumionen und die Ubertragung dieser 
Methode auf Analogs.["* 16] 

mit Li- 
thiumhexamethyldisilazid (LiHMDS) und Me,SnCH,I fiihrt 
zu den a-alkylierten Produkten 2, [a], = - 15.3 (c = 0.43 in 
CHCI,), und 3, [a], = -16.0 (c =1.23 in CHCI,), in 63 bzw. 
23% Ausbeute (Schema 1). Das syn-Isomer 3 war leicht iiber 
das von 2 gebildete Enolat und anschliel3ende Umsetzung mit 
2,6-Di-tert-butylphenol als Protonenquelle erhaltlich.['*, l9] 

Generierung des Halbaminals ausgehend von 2 und Reaktion 
rnit Trifluoressigsaure (TFA) fiihrt zum (4R,SR)-Methanopyr- 
rolidin 4, [a], = - 69.3 (c  = 1.41 in CHCI,), das problemlos zu 
5 entschiitzt wird. Oxidation von 5 ergibt das kristalline 
(4R,SR)-Methano-N-Boc-~-prolin 6 in exzellenter Gesamtaus- 
beute. 

Eine ahnliche Umsetzung des syn-Isomers 3 uber das Methyl- 
aminal7 ergibt die diastereomere, kristalline Aminosaure 8. Die 
Struktur und Konformation von 6 und 8 im Kristall wurde 
durch Rontgenstrukturanalyse der Einkristalle bestimmt. In 
Tabelle 1 ist eine Ubersicht ausgewahlter Diederwinkel der Ver- 

Umsetzung des einfach zuganglichen Lactams 1" 
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LiHMDS, THF Me3Sn--\ C,,N,C,,C,-Ebene ergab sich im Falle des N-Boc-geschutzten 
Prolins mit 0.018 A fur die Atome C,  und C,, wahrend C, deut- 
lich oberhalb dieser Ebene liegt (0.521 A). Dies weicht erheblich 
von den Verhaltnissen in 6 und 8 ab, bei denen das carboxylsub- 

-78'C, dann 

1 2, 63% 3, 23% stituierte Kohlenstoffatom auRerhalb der Ebene liegt (0.082 8, 

Die Intermediate 2 und 3 konnten ebenso fur eine weitere 
stereokontrollierte Verzweigung eingesetzt werden. Diese fuhrte 
zum a-C-Allylderivat 9 und nach selektiver Reduktion und sau- 

1. LiEt3BH, THF ..s.* rekatalysierter Destannylierung zu der verzweigten 4,5-Metha- 
2. TFA, CH2CI2 xr% F$#3%%H20 ~ no-L-prolin-Vorstufe 10, [a],, = + 4.3 (c = 0.72 in CHC1,) 

(Schema 2). Umsetzung von 2 rnit Allylmagnesiumchlorid und 

R = TBDPS 1 74% 4 bzw. 0.235 A). 
1. LiHMDS, THF 
2. 2,6-Di-fert-butylphenol, -78°C 

*"**QCO2H 

BOc OR 75% * 66%, 4 * 
+ 14%, 5 

Bu,NF. THF, 90% (R = 
L5 (R = H) 

6 
Schmp. 133-1 34°C 

(c = 1 .O in CHCI,) 
[a], = -200.0 

2. 1. LiEt3BH, MeOH, CSA THF M e 3 s n b  1. TFA, (79%) CH2C12 

3- - 
3. Bu,NF/AcOH Meo 2. RuCI,, NalO,, 

Boc OH CC1dCH3CN/ 

7 A 
H20 (71%) 

THF 83% 

- 
Schrnp. 128-129°C 

(c = 1 .O in CHCIJ 
[a], = -9.7 

Schema 1. TBDPS = rBuPh,Si, TFA = Trifluoressigsaure, Boc = tert-Butoxycar- 
bony], CSA = Campher-10-sulfonsaure. 

Tabelle 1. Ausgewahlte Diederwinkel I I"] und mittlere Auslenkung [A] der die 
Pyrrolidin-Ringebene definierenden Atome und chemische Verschiebungen der 
"C-NMR-Signale (CDCI,). 

6 
0 

8 

1. LiEt3BH, THF 1. LiHMDS, THF *,,,, 
2. Allylbromid " KnMe3 2. TFA. CH2C12 A 

2, 3 P 
57% O 4 N 3  62% 

BOc OR Boc , '7 
QR 

..... - 1. AllylMgCI, THF. -78% 

2. TFA, CH2C12 
2 

50 % 

11 

Schema 2. 

anschlieBender Cyclopropanierung rnit Trifluoressigsaure fuhr- 
te zum (S)-5-(2-Propenyl)-4,5-methano-~-prolin-Derivat 11, 
[a],, = - 27.0 (c = 0.57 in CHCI,), unter Isomerisierung der ter- 
minalen Doppelbindung. Die Verbindungen 10 und 11 sind ein- 
zigartige funktionalisierte Vorstufen von konformativ starren 
w-Methanoprolinen. 

Die Vielseitigkeit und generelle Anwendbarkeit der intramo- 
lekularen Carbocyclisierung rnit Trimethylstannylalkylsubsti- 
tuenten uber Iminiumionen kann anhand der Synthese bicycli- 
scher Prolinanaloga demonstriert werden. Diese Verbindungen 
interessieren im Zusammenhang mit dem Blutdrucksenker Ra- 
miprilL2 (Schema 3). Eine hochdiastereoselektive Allylierung 

N-Boc-L-prolin [20] 6 8 

- 5.6 - 14.4 
+4.8 +15.3 
-2.6 -11.4 
-0.7 + 2.9 
+4.1 f1.6 

Me&H Me3Sn+%)3 
L 1. LiHMDS.THF % 

2. Allylbromid hv 

1- 87% 0% - 98% 

BOc OR 
R = TBDPS 12, trandcis >40:1 13 I(BocNC,CO,H) -72 -64.0 -67.1 

mittl. Ausl. der 0.018 0.003 0.013 
def. Atome C,, N, Ca, C, C,, C y ,  Ca, N C,, C,, Ca. N 

(:@, C%hS04 ( m , ~ ~ c o 2 H  

1. LiEt3BH, THF 
2. TFA, CH2C12 
3. Bu4NF, THF - - 6(ci.s/trans) b(cis/truns) b(cis/truns) 

Boc COOH 178.35/176.60 177.11175.5 179.1 11 76.1 72% 83% 

c, 

NC=O 153.9511 55.39 157.11154 155.1/154.1 BOc OH 
C. 58.8 60.8/60.1 59.5159.1 

30.75129.53 32.0 31.5129.1 14 15 
Schema 3. 

bindungen 6 und 8 wiedergegeben, die eine betrachtliche der enolisierten Verbindung 1 fuhrte zu 12, [a],, = - 45.0 
,,Einebnung" des Pyrrolidinringes verglichen rnit dem von N-  (c = 1 .O in CHCl,), das nach photoinduzierter Trimethylstanny- 
Boc-L-prolin,[201 insbesondere bei 6, aufweisen. lierung[221 13, [a], = - 23.6 (c = 0.92 in CHCl,), ergab. 

Die Einebnung des Pyrrolidinringes in 6 findet ihren Nieder- Die Bildung des Halbaminals, anschlieoende saurekatalysier- 
schlag in der Auslenkung von 0.003 A des C,- und N-Atoms von te Cyclisierung und Entfernung der Schutzgruppen fuhrte zum 
der durch C,, C,, C, und N definierten Ebene. Der entsprechen- bicyclischen Prolinolderivat 14, [a],, = - 97.3 (c = 1.38 in 
de Wert in 8 betragt 0.013 A. Die kleinste Auslenkung aus der CHCI,). AbschlieBend lieferte eine Oxidation unter Jones-Be- 
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dingungen die direkte Vorstufe (4R,5R)-15 eines Ramipril-Dia- 
stereomers, Schmp. 61 -63 "C, [.ID = - 126.7 (c = 0.46 in 
CHCI,). 

Weiterhin ist es von Interesse, die Verbindungen 6, 8, 10 und 
11, als Vorstufen fur gespannte Analoga oder L-Pipecolinsaure- 
vorlaufer anzusehen. Eine Ubertragung der Cyclopropanierung 
auf Pipecolinsaureanaloga wird in Schema 4 gezeigt. Trime- 

1. TBDPSCI 1. LIHMDS, THF. -78'C 

* 
O A N l  77% 

nu BOc AD 

17 
-. . 

16 
R = TBDPS 

1. LiEt,BH, THF 
2.p-TolS03H "f\ CH,CI$MeOH 

SnMes 
I 

18, trandcis =14:1 

21, Schmp. 138-140°C 
[aIo=-105.2 (c =1.18inCHC13) 

1. LIHMDS, THF, -78% 
2. 2.6-Di-tefl-butylphenol 

-100°C 
18 * 

92% 

* 
Boc 65% 

OR 

1. LiEt,BH, THF 
2. MeOH, CSA 
3. Bu4NF/AcOH, THF 

* 
O A N l  Boc 83% 

OR 
19, trans/cis=19:1 

1. p-TolSO,H, MeOH/ 

2. RuCI,. Na10,,CC14/ 
Me0 % CH,CN/H,O (60%) 

SnMe3 
CH,C12 (42%) 

OH 
22 23, Schrnp. 79-81°C 

[ale = +126.7 (c = 0.4 in CHCI,) 

Schema 4. 

thylstannylmethylierung des Lithiumenolates des leicht zugang- 
lichen Lactams 17[231 lieferte das anti-Isomer 18. Reduktion 
zum Halbaminal und saurekatalysierte Cyclisierung fiihrte zu 
20, [a], = - 56.0 (c = 1.02 in CHCI,). Entfernen der Schutz- 
gruppe und Oxidation ergab die kristalline (5R,6S)-Methano- 
N-Boc-L-pipecolinsaure 21, Schmp. 138-140 "C, [aID = - 105.2 
(c = 1.17 in CHCI,). Epimerisierung von 18 zum syn-Isomer 19 
durch diastereoselektive Protonierung und anschlieBende 
Transformation der funktionellen Gruppen wie oben beschrie- 
ben fuhrte zur kristallinen diastereomeren (5S,6S)-Methano-N- 
Boc-pipecolinsaure 23; Schmp. 79-81 "C, [uID = - 126.7' 
(c = 0.40 in CHCl,). Die Struktur der kristallinen geschiitzten 
Aminosaure 21 wurde zweifelsfrei durch Rontgenstrukturana- 
lyse bestimmt. Die Prolinderivate 6 und 8 nehmen im festen 
Zustand eine cis-N-Boc-Prolin-Orientierung ein (Tabelle I), die 
entsprechende 4,5-Methanopipecolinsaure 21 zeigt dagegen eine 
trans-Orientierung (Schema 4). Das Auftreten der cisltrans-Iso- 
merie von 6 und 8 in CDCI, wurde, wie im Falle des N-BOC-L- 
prolins, durch die entsprechenden chemischen Verschiebungen 
der ,C-NMR-Signale nachgewiesen. 

Pipecolinsaure ist ein wichtiger Bestandteil der Immunsup- 
pressiva FK-506r241 und Rapamycin,[' 51 deren a-Ketoamidein- 

heit maBgeblich an den aktiven Enzym-Substrat-Komplexen be- 
teiligt ist.[261 Sie ist ebenso in den Metabolismus von L-Lysin, 
einer essentiellen Aminosaure fur Saugetierwachstum und -ent- 
wicklung, eingeb~nden.[~'] Funktionalisierte Pipecolinsauren 
werden auch als konformativ eingeschrankte Analoga von Ly- 
sin angesehen. Diese werden in der Wirkstoffentwicklung, in der 
Untersuchung von Peptidmimetikar281 sowie zur Inhibierung 
der L-Pipecolat-Oxidase eingesetzt.I2'1 

Der Ersatz von L-Prolin und L-Pipecolinsaure durch Derivate 
mit konformativ veranderten Ringen, reprasentiert durch die in 
dieser Arbeit beschriebenen Methano-Analoga, konnte wichtige 
Auswirkungen in der biologischen Erkennung, in der cis-trans- 
Konformationsanderung, in der Stabilitat der sekundaren 
Amidbindung gegenuber enzymatischer Spaltung und in ver- 
wandten Prozessen und Phanomenen haben. Uber diesbezugli- 
che Untersuchungen wird zu gegebener Zeit berichtet werden. 
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Eine Methode zur In-vitro-Selektion ohne 
eingeschobene Amplifikationsschritte ** 
Joseph Smith und Eric  V. Anslyn * 

Aptamere fur medizinisch wichtige Targets sind potentielle 
Leitstrukturen fur Wirkstoffe.['' Bislang sind die Verfahren zur 
Selektion solcher Aptamere meist auf unmodifizierte D N A  und 
RNA beschrankt, weil Polymerasen die meisten chemisch modi- 
fizierten Mononucleotide nicht tolerieren und daher das Selek- 
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tionsverfahren beim Einbau solcher Nucleotide bereits nach ei- 
ner Amplifikationsrunde abbricht.[21 Wenn die modifizierten 
Nucleotide allerdings nicht Teil der Zufallsregion sind, die nach 
jeder Selektion durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ver- 
vielfaltigt wird, storen sie die Amplikation nicht. Jedoch miiBten 
bei einer solchen Methode die modifizierten Oligomere nach 
jeden Selektionscyclus erneut in die Bibliothek eingefuhrt wer- 
den, wodurch das Verfahren sehr muhsam wurde. Diese Ein- 
schrankung lieBe sich umgehen, wenn nicht jedem Selektions- 
cyclus eine Amplifikation folgen wiirde, sondern statt dessen die 
Zufallsregion nur einmal nach der letzten Selektionsrunde am- 
plifiziert wurde. Wenn die Region rnit den modifizierten Nucleo- 
tiden von der Zufallsregion durch einen PCR-Primer getrennt 
ware (Schema I) ,  konnte das erfolgreiche Aptamer in ahnlicher 

mcdifizierte(s) Primer- Primer- 
Nucleotid(e) bereich Z"fdlssequenz bereich 

J 

Schema 1, Aufbau der verwendeten DNA-Aptdmere (schematisch). 

Weise resynthetisiert werden wie die urspriingliche Bibliothek. 
Kame man bei solch einer wiederholten Selektion ohne zwi- 
schengeschaltete Amplifikation aus, konnte man hochaffine 
Aptamere in einem Bruchteil der Zeit gewinnen, die man norma- 
lerweise fur eine In-vitro-Selektion benotigt. Auch wenn wir hier 
nicht auf die Verwendung modifizierter Nucleotide eingehen, 
werden wir doch drei notwendige Voraussetzungen fur die In- 
vitro-Selektion ohne zwischengeschaltete Amplifikation disku- 
tieren und ihre Tauglichkeit nachweisen. 

Drei Minimalbedingungen mussen erfullt sein, um ein In- 
vitro-Screening von Oligonucleotid-Bibliotheken ohne Amplifi- 
kation durchfuhren zu konnen. Erstens mu13 die Zahl der Ko- 
pien der ligandenbindenden Sequenzen groB genug sein, um 
wiederholte kleine Verluste wahrend des gesamten Prozesses 
verkraften zu konnen. Zweitens mulj das Signal/Rausch-Ver- 
haltnis (also das Verhaltnis ligandenbindender zu unspezifisch 
bindenden Sequenzen) mit jedem Selektionscyclus zunehmen, 
bis das Rauschen vollstandig unterdriickt ist. D a  das Signal 
nicht verstarkt wird, muB es gelingen, das Rauschen schrittweise 
zu verringern, bis das Signal starker ist als das Rauschen. Und 
drittens mu8 die Amplifikation nach dem letzten Selektionscy- 
clus so effektiv sein, daB durch die Polymerasen geniigend Ko- 
pien von den wenigen verbleibenden Molekulen hergestellt wer- 
den, um die Sequenzen zu identifizieren. Als ersten Test dieses 
Konzeptes haben wir ein schrittweises Screening nach ATP-bin- 
denden Aptameren ohne Amplifikation durchgefiihrt. Wir ver- 
wendeten ATP, weil es schon als Zielmolekul verwendet worden 
war[31 und wir so das Ergebnis unserer neuen Methode zur 
In-vitro-Selektion mit bekannten Daten vergleichen konnten. 
Die einzelnen Schritte dieser Methode sind in Abbildung 1 sche- 
matisch dem bisherigen Verfahren gegeniibergestellt. 

Die erste Bedingung fur eine rekursive Selektion ohne Ampli- 
fikation wurde rnit der Synthese einer Bibliothek von DNA-OIi- 
gonucleotiden mit einer 18 Nucleotide langen Zufallsregion er- 
fiillt;[41 diese enthielt nach Markierung und Reinigung ca. 
17 800 Kopien pro Einzelsequenz. Sechs Selektionscyclen ohne 
zwischengeschaltete Amplifikation wurden durchgefuhrt (siehe 
,,Experimentelles") . 

Wie bereits bei der zweiten Bedingung erwahnt, ist die Reduk- 
tion des Rauschpegels von iiberragender Bedeutung fur den 
Erfolg des Experiments. Daher wurden die radioaktiven Zer- 
falle pro Minute (cpm) nach jedem Selektionscyclus gemessen, 
um den Fortschritt der Prozedur sichtbar zu machen (Ta- 
belle 1). Die ursprungliche Bibliothek hatte eine Aktivitat von 
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