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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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Oligonucleotidbibliothek rnit 
Zufallsseauenzen 

l a n g e r e i c h e r t e  Sequenzen 

Abb. 1 .  Schematische Gegeniiberstellung der neuen und der konventionellen In- 
vitro-Selektion. Das Symbol ,,ohne P C R '  sol1 nur darauf hinweisen, daO wahrend 
der Selektionscyclen keine PCR-Reaktion durchlaufen wird; eine abschlieOende 
Amplifikation durch PCR ist auch hier notwendig. 0 = ATP; (-)-Selektion be- 
zeichnet eine Agaroseacetat-Vorsaule, (+)-Selektion eine ATP-Agarose-Saule. 
dsDNA = Doppelstrang-DNA, ssDNA = Einzelstrang-DNA. 

Tdbelle 1.  Uberblick iiber die sechs Selektionscyclen. SV = Saulenvolumen, F P  = 
Faltungspuffer (300 mM KCI, 5 mM MgCI,, 20 mM Tris, pH 7.5). 

Cyclus DNA cpm Vor- ATP-Agdrose Liganden 
saule (2.5 mM, elution 
(300 pL) 800 pL) 

1 300wL F P  4 . 2 ~ 1 0 '  2SV 
F P  

F P  

3 F P  600 F P  
4.5 F P  - F P  
6 F P  ~ F P  

2 I O ~ L ~ O ~ M I X I ~ ~  I S V  

ATP in F P  

+ 5  sv 3 mL, 
F P  
+ 2 s v  FP 
FP 

5 mM ATP in FP 

F P  F P  
F P  FP 
F P  3 m L 1 0 m ~  

ATP in F P  

sequenziert. Drei Sequenzen kamen doppelt vor. Zwischen die- 
sen und zwei Konsensusregionen gab es offensichtliche Homo- 
logien. In Abbildung 2 ist die Basenpaarung dieser Sequenzen 
so dargestellt, wie es sich aus der von Huizenga und Szostak 
postulierten allgemeinen S e q ~ e n z [ ~ ]  eines ATP-DNA-Aptamers 
ableiten 1aBt. Tatsachlich entspricht je nach der Zahl der flankie- 
renden Basenpaare, die die G-reichen Regionen der Sequenzen 
stabilisieren, die GroBenordnung der Affinitat zu ATP den Vor- 
aussagen von Huizenga und Szostak. 

S'-GAATTCCAGATCTCY?GGGGGATT 
1 1  A 

3'-ACCCTAGGACTA TAGGAGGA A 
Kd = 15-20 /JM 

Abb. 2. Basenpaarungen nach der in Lit. [ 3 ]  vorgeschlagenen allgemeinen Sequenz 
fur ein ATP-DNA-Aptamer. Die fettgedruckten Sequenzen bilden vermutlich zwei 
gestapelte Guanidin-Quartetts. Kursiv gedruckte Sequenzen gehoren zur konstan- 
ten Primer-Region. Die Dissoziationskonstante des ATP-Aptamer-Komplexes wur- 
de durch isokratische Elution 181, Membrdnfiltration [I b, 31 und Gleichgewichtsgel- 
filtration [9] bestimmt. markiert ein nichtkanonisches Basenpaar. 

4.2 x lo7 cpm. Nach der ersten Selektion wurden rnit ATP Oli- 
gonucleotide mit etwa 10'cpm eluiert; das sind weniger als 
0.25 % der anfanglich eingesetzten Menge. Da wahrscheinlich 
fast alle Oligonucleotide, die wahrend der Selektion verloren 
gingen, nicht an ATP binden, dient dies zur Abschatzung des 
Rauschens. Nach dem zweiten Cyclus war die Aktivitat der 
ATP-eluierten D N A  auf ca. 600 cpm gefallen. Das verbliebene 
Rauschen war wieder um iiber 99% reduziert. In den weiteren 
Cyclen konnte keine Radioaktivitat iiber dem Hintergrund 
mehr gemessen werden. Da  die Hohe des Signals unbekannt 
war, konnten wir von diesem Punkt der Selektion an nicht mehr 
feststellen, ob  die zweite Bedingung erfiillt war. 

Die dritte Bedingung wurde rnit einem PCR-Verfahren fur 
,,seltene DNA" erfullt, das speziell fur DNA niedriger Kopien- 
zahl entwickelt w ~ r d e . [ ~ ]  Literaturdaten zufolge liegt der effek- 
tive Bereich fur die optimierte Amplifikationsvorschrift bei 1 bis 
20000 Ausgangsmolekiilen DNA. Die PCR fur seltene DNA 
wurde bereits eingesetzt, um weniger als 10 Molekule Herpes- 
simplex-Virus-DNA in Gegenwart von 100 ng nichtviraler kon- 
taminierender D N A  als Hintergrund zu quantifizieren.I6' Bei 
einem einzelnen Amplifikationsschritt am Ende der gesamten 
In-vitro-Selektion sind zwar mehr Reaktionscyclen notwendig, 
als wenn die DNA nach jedem Selektionsschritt amplifiziert 
wird, ein Vorteil dieses Verfahrens ist aber, daB die Variations- 
breite bei den amplifizierten DNA-Sequenzen in der resultieren- 
den Population geringer ist, als wenn nach jedem Selektions- 
schritt eine (aus weniger Cyclen bestehende) Amplifikation 
erfolgt.1'1 

Nach der PCR fur seltene DNA (siehe ,,Experimentelles") 
wurde die amplifizierte DNA kloniert, und zehn Klone wurden 

Die ursprungliche Methode von Huizenga und Szostak verlief 
iiber mehrere Cyclen von Screening, Amplifikation, Isolierung 
von Einzelstrang-DNA, radioaktiver Markierung und Reini- 
gung, bevor eine DNA-Population rnit maBiger Affinitat zu 
ATP isoliert wurde. Aus 17 sequenzierten Klonen konnte keine 
Konsensussequenz abgeleitet werden. Ein Klon wurde fur eine 
Serie von Deletionsexperimenten ausgewlhlt ; als ATP-bin- 
dende Domane wurde so eine 42 Nucleotide lange Region iden- 
tifiziert. Diese wurde einer In-vitro-,,Evolution" rnit einem Mu- 
tagenisierungsgrad von 30 % und vier weiteren In-vitro-Selek- 
tionscyclen unterworfen, bevor eine zweite Population kloniert 
wurde. Aus den neuen Sequenzen konnte eine Konsensus- 
sequenz abgeleitet werden. Sicherlich wurde mit diesen Experi- 
menten Pionierarbeit geleistet, sie sind aber auch ein Beispiel 
dafur, daB die konventionelle Vorgehensweise erheblich kompli- 
zierter ist als die hier vorgestellte. 

Die neue In-vitro-Selektionsvorschrift wurde entwickelt, um 
die Vorteile einer kombinatorischen Bibliothek geringer GroBe 
rnit zahlreichen Kopien je Sequenz auszunutzen. Fur diese Me- 
thode werden statt der vielen Tage, die fur die typische Scree- 
ning-Strategie notwendig sind, nur zwei Tage benotigt. Mit die- 
sem Experiment konnte das zugrundeliegende Konzept 
bewiesen werden, wonach rnit der neuen Methode eine groBe 
Zahl von Kopien individueller Sequenzen in dem anfanglichen 
Zufallsgemisch erzeugt werden und der Anteil der unspezifisch 
bindenden Sequenzen in jedem Selektionscyclus reduziert wird. 
AnschlieBend werden die wenigen iibrigbleibenden Sequenzen 
amplifiziert. 

Weil nur die urspriinglich synthetisierten Sequenzen alle 
Screeningschritte durchlaufen, sollte rnit dieser Technik auch die 
iterative In-vitro-Selektion modifizierter Oligonucleotide mog- 
lich sein, die bislang nicht fur dieses leistungsfahige Verfahren 
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genutzt werden konnten.['O1 Die beschriebene Methode sollte 
also die Anwendbarkeit des In-vitro-Selektionsverfahrens er- 
heblich vergroBern. Dies ist ein Ziel, an dessen Erreichung wir 
arbeiten. 

Experimentelles 

31 mg der DNA-Bibliothek [4] wurden am 5'-Ende mit by32P]ATP markiert, gel- 
chromatographisch gereinigt und anschlieRend in 300 mL ,,Faltungspuffer" 
(300 mM KCI, 5 mM MgCI,, 20 mM Tris, pH 7.5) suspendiert. Nach Denaturierung 
bei 75 "C wurde die 32P-markierte DNA auf Raumtemperatur gekiihlt und auf eine 
Agdroseacetat-Vorsaule (300 pL) aufgetragen, die unmittelbar auf einer 2 . 5 - m ~ -  
ATP-Agarosesaule (800 pL, Sigma) angebracht war. Die Vorsaule wurde mit 
600 pL Puffer gewaschen, und die eluierte DNA verblieb zum Aquilibrieren I0 min 
auf der ATP-Agarosesaule. Die Vorsiule wurde ebenso wie alle anderen Saulen nach 
einmaligem Gebrduch verworfen. Nach dem Aquilibrieren wurde die ATP-Agarose- 
saule mit 4 mL Faltungspuffer gewaschen, um nicht oder nur schwach gebundene 
Oligonucleotide zu entfernen. Die gebundene DNA wurde mit 3 mL ATP-Elutions- 
puffer ( 5  mM ATP in Faltungspuffer) eluiert und in 500 pL-Frdktionen aufgefangen. 
Urn einen weiteren Selektionscyclus durchzufiihren, muDte das ATP entfernt wer- 
den. Dam wurden die eluierten Fraktionen sofort in Microcon-3-Mikrozentrifu- 
gengefaDen gesammelt (AusschluDgrenze 3000 D, Amicon). Durch diese Membran- 
filtration wurde etwa 98% des gesamten ATP entfernt. Die filtrierten Fraktionen 
wurden vereinigt und mit Faltungspuffer auf 10 mL aufgefullt. Die so erreichte 
Konzentration von 30 )LM kontaminierendes ATP in der DNA-Probe lag damit um 
einen Faktor 80 niedriger als die Konzentration von 2.5 mM auf der ATP-Agarose- 
sPule. Jeder Selektionscyclus begann mit einem neuen Satz gekoppelter Afthitiits- 
siulen, d. h. einer Vorsaule iiber einer Ligandensaule. Das ganze Screeningverfahren 
auf ATP-Aptamere ist in Tdbelle 1 zusammengefaRt. 
Die PCR fur seltene DNA wurde wir folgt durchgefiihrt: Am Ende des letzten 
Cyclus wurde die DNA von der ATP-Agarosesiule rnit 3 mL 10 mM ATP in 20 mM 
Tris, pH 7.5, eluiert. Diese letzte Fraktion wurde zweimal rnit Ethanol gefallt und 
mit den PCR-Reagentien (50 mM KCI, 8 mM MgSO,, 10 mM (NH,),SO,, 20 mM 
Tris, pH 8.8 bei 25 "C, 200 pM dNTPs, 0.1 O h  Triton X-100,20 Einheiten Deep-Vent- 
DNA-(Exo-) Polymerase, 0.5 mG %Primer, 0.5 mG 3'-Primer) versetzt. Die Tem- 
peraturcyclen (94 "C fur 45 s; 42 "C fur 90 s; 60 "C fur 45 s; 45 Cyclen) wurden in 
einem UV-bestrahlten Mikrozentrifugenrohrchen durchgefiihrt. Als positive Kon- 
trolle wurde eine verdiinnte Losung mit ca. 20000 Molekiilen eines 52mers, als 
negative Kontrolle eine Losung ohne DNA durch die Amplifikation mitgefuhrt. Die 
Gelelektrophorese nach der Amplifikdtion zeigte in allen Spuren rnit Ausnahme der 
Negativkontrolle DNA. 

Eingegangen am 27. Februar 1997 [Z 101701 

Stichworte: Aptamere . In-vitro-Selektion - Kombinatorische 
Chemie - Nucleotide - Polymerase-Kettenreaktion 

L. C. Bock, L. C. Griffin, J. A. Latham, E. H. Vermaas, J. J. Toole, Nature 
1992, 355, 564-566; J. R. Lorsch, J. W. Szostak, Biochemistry 1994,33, 973- 
982; D. Smith, G. P. Kirschenheuter, J. Charlton, D. M. Guidot, J. E. Repine, 
Chem. Biol. 1995, 2, 741-750; D. Jellinek, L. S. Green, C. Bell, N. JanjiC, 
Biochemistry 1994,33,10450-10456; C. Tuerk, S .  MacDougal, L. Gold, Proc. 
Nut/. Acad. Sci. USA 1992,89,6988-6992; C. Tuerk, S. MacDougal-Waugh, 
Gene 1993,137,33-39; D. P. Bartel, M. L. Zapp, M. R. Green, J. Szostak, Cell 
1991, 67, 529; C. T. Lauhon, J. W. Szostak, .I Am. Chem. Soc. 1995, ff7, 
1246-1257; P. Burgstaller, M. Famulok, Angew. Chem. 1994, fO6,1163-1166; 
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1994,33,1084-1087; M. Famulok, J. W. Szostak, 
J .  Am. Chem. SOC. 1992, f f4 ,  3990-3991; M. Famulok, J .  Am. Chem. Soc. 
1994, //6, 1698-1706; J. G. Connell, M. Illangesekare, M. Yarus, Biochembtry 
1993, 32, 5497; M. Sassanfar, J. W. Szostak, Nature 1993, 364, 550-553; 
a) M. G. Wallis, U. von Ahsen, R. Schroeder, M. Famulok, Chem. Biol. 1995, 
2, 543-552; b) R. D. Jenison, S.  C. Gill, A. Pardi, B. Polisky, Science 1994, 
263, 1425-1429; J. F. Milligan, M. D. Matteucci, J. C. Martin, J .  Med. Chem. 
1993, 36, 1923-1937; J. D. Ecker, S. T. Crooke, Biotechnologj~ 1995, 13, 351 - 
360. 
Ausnahmen sind unter anderem 2'-Amino- und 2'-Fluor-Substitution am 
Zucker (H. Aurup, D. M. Williams, F. Eckstein, Biochemistry 1992, 31, 
9636-9641) und eine 5'-Pyrimidinsubstitution rnit einem I-Pentinylrest 
(J. A. Latham, R. Johnson, J. J. Toole, Nucleic A d s  Res. 1994, 22, 2817- 
2822). 
D. E. Huizenga, J. W. Szostak, Biochemistry 1995,34, 656-665. 
Die HPLC-gereinigten Oligonucleotide wurden von Operon gekauft. Die 
Anfangssequenz war 5'-GAATTCCAGATCTCT-( 1 8N)-GATATCAG- 
GATCCCA-3'. Die beiden Primer ware 5'-GAATTCCAGATCTCT-3' und 5'- 
TGGGATCCTGATATC-3'. Diese Sequenzen enthielten Schnittstellen fur die 
Restriktionsenzyme EcoRI and BamHI. 
D. M. Coen in Current Protocols in Molecular Biology; (Hrsg.: F. M. Ausubel, 
R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J. A. Smith und K. 
Struhl), Current Protocols, New York, 1994; Kapitel 15.4. 

161 J. P. Katz, E. T. Bodin, D. M. Coen, J .  Virol. 1990. 64, 1690-1694. 
[7] S. A. Kauffman, The Origins oforder: Self Organization andSelection in Evo- 

[8] D. H. Freeman, Anal. Chem. 1972,44,117-120; B. M. Dunn, I. M. Chaiken, 

191 J. P. Hummel, W. J. Dreyer, Biochim. Bi0phj)s. Acra 1962, 63, 530. 

lution, Oxford University Press, New York, 1993, Kap. 3. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1914, 7f, 2382. 

[lo] Eine weitere Methode zum Einsatz modifizierter Nucleotide in der %Region 
eines Primers wurde kiirzlich beschrieben: J. Burmeister, G. von Kiedrowski, 
A. D. Ellington, Angew. Chem. 1997,109,1379-1381; Angew. Chem. Int. Ed. 
Engl. 1997,36, 1321 -1324. 
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Fluorcarbonyl-Kations ** 
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Yashwant D. Vankar, Golam Rasul und 
G. K. Surya Prakash* 

Fluorameisensaure, ein Monofluorderivat der Kohlensaure, 
wurde als Intermediat bei der Oxidation von Fluorkohlenwas- 
serstoffen"] und der Ozonolyse von Fluoralkenen postuliert.[*] 
Wegen ihrer potentiellen Rolle beim Abbau der Ozonschicht in 
der Stratosphare findet die Fluorameisensaure betrachtliches 
In te res~e . [~ '~I  Kiirzlich wurde sie in der Gasphase durch Neutra- 
lisations-Reionisations-Massenspektrometrie (NMRS) beob- 
achtet.15] Alle Versuche, Fluorameisensaure in Losung zu syn- 
thetisieren, sind bis jetzt gescheitert. Im ,,Cotton/Wilkinson" 
steht, daB Fluorameisensaure aufgrund ihrer autokatalytischen 
Zersetzung in H F  und CO, [GI. (a)] in kondensierter Phase nicht 
existieren kann. 
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Die Struktur und der Zerfall der Fluorameisensaure wurden 
in einer Reihe von theoretischen Arbeiten untersucht.['> - ''I 

Wahrend danach die neutrale Fluorameisensaure 1 instabil 
sein soll, sollen die entsprechende Saure und Base, die proto- 
nierte Fluorameisensaure [FC(OH),]+ bzw. das Fluorformiat 
[FCO,] -, aufgrund von Resonanzstabilisierung eine betracht- 
lich hohere Stabilitat aufweisen. 

Seppelt et al.["] haben vor kurzem stabile Salze des Fluorfor- 
miat [FCO,] - durch Reaktion von CO, rnit trockenen quarta- 
ren Ammoniumfluoriden wie Me,NF synthetisiert. Das Fluor- 
formiat ist unter wasserfreien Bedingungen in aprotischen Lo- 
sungsmitteln, z. B. trockenem Aceto- 
nitril, bemerkenswert stabil und wur- 
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IR-Spektroskopie charakterisiert. 0 0 
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de durch I3C- und "F-NMR- sowie F-cq:,H F-c.\ - 
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