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Desoxyribozyme und Aptamere sind kiinstliche funktionale
DNAs, die in zahlreichen Forschungsgebieten, von der Bio-
chemie und Nanotechnologie bis zur experimentellen Medi-
zin, zunehmend Anwendung finden.! Funktionale einzel-
stringige DNA-Molekiile werden durch In-vitro-Selektion
aus DNA-Zufallsbibliotheken isoliert.”) Die Linge der ran-
domisierten DNA-Sequenz wird willkiirlich gewahlt und er-
streckt sich iiber einen Bereich von 20 bis mehr als 200 Nuc-
leotiden (Nt). DNA-Sequenzen mit den gewiinschten Akti-
vitdten werden anfangs in Bibliotheken mit langen zufélligen
Sequenzabschnitten gefunden, doch fiir praktische Anwen-
dungen werden meist kurze Sequenzen bevorzugt. Wenn
berichtete Sequenzen nicht durch partielle Randomisierung
und erneute Selektion optimiert wurden, und daher nur wenig
Sequenzdaten vorhanden sind, sind bioinformatische Ver-
fahren hiufig nur von eingeschranktem Nutzen zur verliss-
lichen Identifizierung funktioneller Motive, da Sequenzver-
gleiche und Strukturvorhersagen typischerweise grofie Da-
tenmengen benotigen. Fortschritte auf diesem Gebiet sind
insbesondere durch den vermehrten Einsatz neuester Se-
quenziertechniken zu erwarten.”! Fiir die Untersuchung be-
kannter funktioneller Nucleinsduren gibt es bisher jedoch
keine experimentell einfache, schnelle und verldssliche Me-
thode, die die Lingen-Minimierung und Charakterisierung
aktiver Sequenzen ermdoglicht.

Hier stellen wir ein neues Mutagenese-Verfahren vor: das
kombinatorische Nucleosid-Deletions-Scanning (NDS). Das
Verfahren erlaubt es, unter Verwendung einer einzigen syn-
thetischen DNA-Bibliothek, essentielle von nicht-essentiel-
len Nucleosiden in der katalytischen Region von Desoxy-
ribozymen zu unterscheiden. Es ist zu erwarten, dass durch
eine solche Analyse DNA-Konstrukte minimaler Lénge er-
halten werden, die praktische Anwendungsvorteile bieten
und sich dariiber hinaus auch fiir mechanistische Untersu-
chungen der DNA-Katalyse eignen sowie verbesserte Kris-
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tallisationseigenschaften aufweisen sollten. Unsere Methode
beruht auf der statistischen ,,Deletion* einzelner Nucleoside
in einer synthetischen DNA-Bibliothek, wobei urspriingliche
Desoxyribonucleoside durch ein nicht-nucleosidisches Brii-
ckenelement ersetzt werden. Die NDS-Methode dhnelt der
Alanin-Scanning-Mutagenese von Proteinen, die fiir die Be-
stimmung der katalytischen oder funktionellen Rolle spezi-
fischer Aminosiuren verwendet wird.! Indem man einzelne
Aminosiduren durch Alanin ersetzt, wird die Seitenkette am
-Kohlenstoff entfernt, wihrend das Peptid-Riickgrat nahezu
unverédndert bleibt. In Analogie hierzu entfernen wir Nucle-
oside aus der DNA, indem wir ein Nucleosid pro Molekiil mit
dem nicht-cyclischen Verbindungselement A ersetzen (Ab-
bildung 1). Dieser Platzhalter ist formal ein Derivat von 1,2,4-
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Abbildung 1. Konzept des kombinatorischen Nucleosid-Deletions-
Scannings (NDS). a) Vergleich eines Desoxyribonucleosids mit dem
spaltbaren nicht-nucleosidischen Briickenelement A (blau; der formal
entfernte Teil des Nucleosids ist grau/gestrichelt dargestellt). Die
roten Pfeile zeigen die bevorzugte Spaltung durch alkalische Hydroly-
se. b) Struktur des Phosphoramidits 1 fiir den Einbau von A. c) Sche-
matische Darstellung von NDS: Aus der DNA-Bibliothek, in der A sta-
tistisch verteilt ist, werden die inaktiven Varianten abgetrennt. Die
aktive Fraktion enthilt nur jene Derivate, in denen A nicht stért. d) Die
Analyse des Interferenzmusters durch denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) zeigt unerlaubte Substitutionen als fehlende
Banden. DMT =4,4'-Dimethoxytrityl, tBDMS = tert-Butyldimethylsilyl,

N = Nucleobase.

Butantriol, und erinnert strukturell an eine unvollstédndige
Ribose. Die Lange der Verbindung zwischen den Nucleosiden
(d.h. sechs Bindungen zwischen zwei Phosphoratomen) und
die Polaritit des 3',5"-verkniipften Phosphodiester-Riickgrats
werden beibehalten. Die primédre Hydroxygruppe von A, die
formal dem 2'-OH eines Ribonucleosids entspricht, ermog-
licht die spezifische Spaltung der DNA-Kette durch alkali-
sche Hydrolyse und dient dabei als chemische Markierung,
um die Stelle der Nucleosiddeletion in der kombinatorischen
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DNA-Bibliothek zu identifizieren. Durch die offenkettige
Struktur von A wird zwar die Flexibilitit des Riickgrats
erhoht, jedoch werden mogliche storende Effekte der 2'-OH-
Gruppe, die im Fall eines cyclischen abasischen Analogs
auftreten konnten, erfolgreich unterbunden.

Das Verbindungselement A wird mittels Festphasensyn-
these unter Verwendung des Phosphoramiditbausteins 1 in
DNA eingebaut. Die Synthese von 1 erfolgte in vier Stufen
ausgehend von 3-Buten-1-ol (2, Schema 1). Dabei wurde
zuerst die primire Hydroxygruppe als 4,4-Dimethoxytrityl-

RO _~~ b DMTO\/\/\OR

OH NGO p-O
|
2.R=H 4R=H N
3:R=DMT:|a 5:R = {BDMS \f \(

Schema 1. Synthese von Phosphoramidit 1 fiir den Einbau von A. Rea-
gentien und Bedingungen: a) DMT-CI, Pyridin, RT, 6 h, 99%; b) AD
mix-f3, tBuOH, H,0, 0°C, 24 h, 73 %, c) tBDMS-CI, Imidazol, CH,Cl,,
RT, 16 h, 74%; d) (2-Cyanoethyl)-N,N-diisopropylchlorophosphorami-
dit, Me,NEt, CH,Cl,, RT, 45 min, 75%.

d_ DMTO
— " otBDMS

ether geschiitzt (3). Durch asymmetrische Dihydroxylierung
nach Sharpless mit AD-mix-§ wurde ausgehend von Alken 3
das vicinale Diol 4 in der gewiinschten R-Konfiguration er-
halten.”! Durch Silylierung der primiren Hydroxygruppe
entstand Verbindung 5, die anschlieBend zum Phosphorami-
dit 1 umgesetzt wurde.

Kombinatorische NDS-Bibliotheken von Desoxyribozy-
men oder anderen funktionalen DNAs werden durch Fest-
phasensynthese hergestellt, indem jeder der vier standard-
miBig verwendeten DNA-Bausteine in einem bestimmten
Verhiltnis mit 1 gemischt wird. Die auf die Synthese folgen-
den Schritte der Analysemethode dhneln den bei anderen
Interferenzmethoden durchzufiihrenden Arbeitsschritten,
wie wir kiirzlich fiir die Analyse von funktionaler DNA mit-
tels CoMA und dNAIM beschrieben haben.!”? Zuerst werden
aktive und inaktive Fraktionen der Bibliothek durch Elek-
trophorese oder Affinitdtschromatographie getrennt, z.B.
basierend auf der Produktbildung infolge einer DNA-kata-
lysierten Reaktion, oder durch Bindung eines Liganden im
Fall von Aptameren (Abbildung 1c). Im anschlieBenden al-
kalischen Hydrolyseschritt werden die DNA-Stringe nur an
den Stellen gespalten, an denen der Baustein A vorhanden ist.
Die Bruchstiicke werden dann mittels PAGE aufgetrennt und
die Hydrolysemuster analysiert und quantifiziert (Abbil-
dung 1d). Fehlende Hydrolysebanden in der aktiven Fraktion
deuten darauf hin, dass Nucleoside an diesen Stellen fiir die
Funktion der DNA essentiell sind und erhalten bleiben
miissen. Andererseits geben alle vorhandenen Banden in der
aktiven Fraktion an, welche Nucleoside fiir die Aktivitit der
DNA prinzipiell entbehrlich sind. Auf diesen Ergebnissen
aufbauend werden dann verkiirzte DNA-Sequenzen herge-
stellt und deren Aktivitit tiberpriift. Erlaubte Verédnderungen
werden dann fallweise kombiniert, um zur minimalen funk-
tionalen DNA zu gelangen.

Um das Prinzip der kombinatorischen NDS-Mutagenese
funktionaler DNA zu zeigen, wéhlten wir zwei Desoxyribo-
zyme, welche die Synthese kovalent verzweigter Nuclein-

www.angewandte.de

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Gerust- b) DNA

OE/\ P- AMP  pNA

5-..AATACG rACTCAC'J‘[‘C‘-:CG GGAAGAGATGGCGA -3
NNy

.TTATGC  GAGTGACGC, bp; CCTCTACCGCT -5'
Adapter— c Am %
stran o] G TG Ag
N 9 bp<ts % cAG%, Ag, 8Lv13
S-p-LG i G DNA
j T4 G < S
3 C A A 20 10G
CGAGTTGGTTGTAA
DNA Loop B Loop A
M2+
c)
Py
N DNA 9{‘/\ P-PP INA
O C L A e ., !
5-..AATACG T TICACTGCG  GGAAGAGAUGGCGA .3
J NN 7_\ 1111 111
O\\30 f,,O 3-.. TTATGC GAGTGACGCT pp”  CTCTACCGCT..-5'
R P cC G4 T N
g 00 "0 3 wels & 1A%y 666, omRr17
— G A To'.Cqp
3.| 3 T 40 AT G e re) A DNA
' 5 i G T T
2'.5 verzweigte G GAGAG 1'G10 a
Nucleinsaure Loop B LoopAa =T

Abbildung 2. a) DNA-katalysierte Synthese von 2',5"-verzweigten Nuc-
leinsduren. b) Das 8LV13-Desoxyribozym synthetisiert 2',5"-verzweigte
DNA mit 5'-adenylierter DNA als Adaptorsubstrat.®! ¢) Das 9HR17-
Desoxyribozym verkniipft einen RNA-Adaptorstrang mit einem DNA-
Geriiststrang.'? Die ersten vier Nt jedes Adaptors bilden Watson-Crick-
Basenpaare (bp) mit den markierten Nt in Loop B; dies fiihrt zur Aus-
bildung einer Drei-Helix-Verzweigungsstruktur. LG =Abgangsgruppe.

sduren katalysieren. Diese DNA-Enzyme aktivieren die 2'-
OH-Gruppe eines internen Verzweigungsnucleotids im Ge-
riiststrang fiir die Kniipfung einer neuen Phosphodiesterbin-
dung mit dem 5'-Ende des Adapterstrangs (Abbildung 2a).®!
Sowohl Geriiststrang wie auch Adapterstrang konnen ent-
weder DNA oder RNA sein, was zu vier verschiedenen
Kombinationen fiihrt (das Verzweigungsnucleotid ist in allen
Fillen ein Ribonucleotid; d.h. ein DNA-Gertiststrang ist ein
DNA-RNA-Hybrid, das mindestens ein Ribonucleotid ent-
hilt). Fiir jede der vier moglichen Kombinationen gibt es
DNA-Enzyme, welche die Synthese verzweigter Nucleinsédu-
ren fiir verschiedenste Anwendungen ermoglichen.”! Der
bekannteste Vertreter kovalent verzweigter Nucleinsduren ist
2’5 -verzweigte RNA, die das zentrale Strukturelement der
Lariat-RNA (Produkt beim Spleien von mRNA) enthalt.['")
DNA-Adaptoren wurden mithilfe von DNA-Enzymen an
RNA-Geriiststrange gekniipft, um die Aktivitdt von Ribo-
zymen durch DNA-Klammern zu regulieren. 2',5'-Verzweigte
DNA wurde als Konstruktionselement fiir die DNA-Nano-
technologie vorgeschlagen.'"!l Die beiden hier untersuchten
DNA-Enzyme dienen der Verkniipfung eines DNA-Geriist-
strangs mit verschiedenen Adapterstringen. Das 8LV13-
Desoxyribozym ligiert 5'-adenylierte DNA an das Verzwei-
gungsnucleotid (Abbildung 2b),® withrend das 9HR17-Des-
oxyribozym 5'-triphosphorylierte RNA verwendet, um einen
RNA-Adapter an das DNA-Geriist anzukniipfen (Abbil-
dung 2¢).l"” Beide DNA-Enzyme wurden iiber eine Drei-
Helix-Verzweigungsstruktur gefunden, die zwei einzelstrin-
gige Loopbereiche einschlief3t. Loop A enthilt 33 Nt, Loop B
enthilt 7 Nt, die in Summe den 40 zu Beginn randomisierten
Nucleotiden des DNA-Pools entsprechen, der bei der In-
vitro-Selektion eingesetzt wurde.

Mit der NDS-Mutagenese konnte sehr einfach festgestellt
werden, welche der 40 Nt fiir die katalytische Aktivitédt not-
wendig, und welche nicht essentiell sind. Zunéchst wurden die
entsprechenden DNA-Bibliotheken mit statistisch verteilten
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UV-Absorptionskurve quantifiziert.'s! Die . ! §02 . gtwgm: T S & 2Nt ¢
= 0. v -
erwiinschte Einbaurate wurde mit Phosphor- 30-& ¥ - s Capd GTG TAAGTGCG
amiditmischungen erzielt, die 30 % 1 enthiel- S &S 0.0 8LV13 mini
bei ei Ph h iditk trati - : 3 0 10 20 30 40 50 60 (M)
ten, bei einer osphoramiditkonzentration Zeit / min
von 100 mM und einer Kupplungszeit von c)
4 Mi U di . Bedi Nr. Sequenz Kobs Krel
inuten. Unter ‘1esen‘ opt1m1erten € 1g- T 5 10 15 20 25 30 ---Pl---— 35 40 [min"] mutwt
gungen wurden die Bibliotheken fiir die 8LV13 wt CGAGAGCGTGAATGTTGGTTGAGGCACAGTGTACGCAGTGAGAGGGAAC 0.17 1.0
beiden DNA-Enzyme synthetisiert. Dabei M1  CGAGAGCGTGAATGTTGGTTGAGGCACAGTGTACGCAGTGAGA GGAAC 0.09 0.5
wurden die Phosphoramiditmischuneen nur M2  CGAGAGCGTGAATGTTGGTTGAG ACGCAGTGAGAGGGAAC (.16 1.0
L p shungen M3  CGAGAGCGTGAATGTGT  GAG ACGCAGTGAGAGGGAAC 0.80 4.7
fir die Synthese der Loop-Regionen einge- M4  CGTT GCGTGAATGTGT  GAG ACGCAGTGAGAGGGAAC (.25 1.5
setzt, wihrend die Bindungsarme als ge- M5  CGTT GCGTGRATGTGT  GAG ATTTTGTGAGAGGGAAC (.73 4.3
M6  CGAGAGCGTGAATGTGT  GAG AGTGAGAGGGAAC (.29 1.7

wohnliche DNA synthetisiert wurden. Nach

der Entschiitzung und Aufreinigung wurden
die DNA-Bibliotheken an die entsprechen-
den Adaptersubstrate ligiert und dann am 3'-
Ende radioaktiv markiert. Die DNA-kataly-
sierte Ligationsreaktion erfolgte mit dem
entsprechenden Geriistsubstrat; anschlie-
Bend wurden der aktive und der nicht-ligierte
Anteil mittels Elektrophorese getrennt.
Beide Fraktionen wurden separat hydrolysiert. Die optimalen
Hydrolysebedingungen (0.4M NaOH, 95°C, 15 min) wurden
zuvor an einem 10 Nt langen Modellsubstrat ermittelt.!
Aufgrund der hoheren Flexibilitdt der primidren Hydroxy-
gruppe in A waren hier stirkere Hydrolysebedingungen er-
forderlich als bei unseren CoMA- und dNAIM-Analysen
verwendet werden.[”! Die Ergebnisse der NDS-Mutagenese
von 8LV13 und 9HR17 sind in den Abbildungen 3 bzw. 4
zusammengefasst. Die Interferenzergebnisse sind als Bal-
kendiagramme dargestellt, wobei die Nucleosidsequenz auf
der x-Achse aufgetragen ist, und die Interferenzwerte [das
Verhiltnis der Bandenintensitédten an jeder Nucleosidposition
in der kompletten Bibliothek (Spur I) und der aktiven Frak-
tion (Spur II)] auf der y-Achse aufgetragen sind. Grofe In-
terferenzwerte zeigen dabei an, dass A die Aktivitdt unter-
bindet, wihrend kleine Werte (< 2) bedeuten, dass A toleriert
wird.

Die aktive Fraktion der 8LV13-Bibliothek zeigt ein mar-
kantes Hydrolysemuster (Abbildung 3 a, Spur II): Das Fehlen
einiger Banden ist deutlich zu erkennen fiir Nt 8-14 und 21-
23 in Loop A. Diese Nt sind also fiir die Aktivitdt des DNA-
Enzyms notwendig. In der 3'-Region von Loop A, von Nt 24
bis 33, sind alle Banden vorhanden, was darauf hindeutet,
dass diese Nt nicht essentiell sind und diese Region somit
verkiirzt oder entfernt werden kdnnte; auBerdem wird A in
Positionen 15 bis 20 toleriert. In Loop B hingegen zeigen alle
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Abbildung 3. NDS-Mutagenese der 8LV13-katalysierten DNA-DNA-Ligation. a) Hydrolyse-
gel fiir Loop A (vollstindiges Gelbild in den Hintergrundinformationen): I. Bibliothek vor
der Selektion, Il. aktive Fraktion nach Ligation (20 mm Mn**, pH 7.5, 37°C, 1.5 h). IIl. unli-
gierte Fraktion. b) Interferenzwerte fiir alle Nt in Loop A und B farblich markiert; [<2:
grin, mit Ausnahme von Nt 15-20 (siehe Text); > 2: rot]. ¢) Auswahl von 8LV13-Mutan-
ten und deren Geschwindigkeitskonstanten der Ligation, k.. d) Ligationskinetik fuir aus-
gewihlte 8LV13-Mutanten. e) Minimale 8LV13-DNA (M6). wt=Wildtyp.

Nt auBer 34 und 35 hohe Interferenzwerte. Um herauszufin-
den, ob nicht-essentielle Nucleotide tatséchlich gidnzlich ent-
fernt werden konnen, wurden einige kiirzere Derivate der
8LV13-Sequenz hergestellt und deren Ligationskinetik ana-
lysiert (Abbildung 3¢c,d). Loop A konnte durch Deletion des
Sequenzabschnitts 24-32 (Derivat M2) deutlich verkiirzt
werden, ohne dass die Aktivitdt beeintrachtigt wurde. Inter-
essante Effekte wurden fiir den Abschnitt von Nt 15-20 be-
obachtet. Dieser Bereich konnte weder vollstdndig entfernt
noch durch eine zufillige Sequenz der gleichen Linge ersetzt
werden (siche Tabelle S2 in den Hintergrundinformationen),
obwohl die NDS-Analyse ergab, dass der individuelle Aus-
tausch jedes dieser Nucleotide durch A die Aktivitidt nicht
storte. Die repetitive Sequenz TTGGTT ist ein auffilliges
Merkmal des SLV13-Desoxyribozyms und konnte erfolgreich
zu TGT verkiirzt werden, indem jedes zweite Nucleotid von
TTGGTT entfernt wurde. Dieses Ergebnis zeigt, dass die
NDS-Mutagenese kritische Nucleotide identifizieren kann,
wenn der Sequenzkontext genau analysiert wird. Diese ver-
kiirzte Variante von S8LV13 zeichnet sich im Vergleich zur
urspriinglichen Sequenz durch eine fiinffach hohere Ligati-
onsrate aus. Der die Katalyse beschleunigende Effekt dieser
Verdanderung wurde auch in einer zweiten Mutante beob-
achtet (siche Zusammenstellung aktiver 8LV13-Varianten in
Abbildung S18 in den Hintergrundinformationen)."! AuBer-
dem konnte der DNA-Bindungsarm, der den Geriiststrang in
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a) DNA-RNA  b)
9HR17 10

DNA-katalysierten Reaktion. Dies lédsst sich

40 mm Mg2* B Em A EE BE am Beispiel des 9HR17-Desoxyribozyms auf-
I T 81 pHOO - i zeigen, welches urspriinglich in Anwesenheit
z | N ; 2t . IR
N6 : von Mg~ (40 mm) bei pH 9.0 fiir die Ligation
s 1
1_m, § 41 RRITIIAM E I eines RNA-Adapters an einen DNA-Geriist-
-4 £2 I ‘rr i hene i r : strang selektiert wurde. Die Abhéngigkeit der
|| | 8 . . PP .
10 — 0 CAGCTATATGTGCTGGACTGAGAGGGGTAGT TTGTGTAGG ngatlonsaktlvltat von Metallionen wurde
5 - 12 oo L P 0 B oopBy  jedoch nicht analysiert."” Fiir eine Reihe an-
. b c) derer DNA-Enzyme, die RNA-Spaltung,'¥
20-8 197 20 mm Mn2* ; RNA-Ligation!™ oder die Bildung von Nuc-
- 58] PHTS 3 leopeptidbindungen katalysieren,™” wurden
e & § - 6 ; hohere Ligationsraten mit Mn*" anstelle von
g R s’ } Mg’ als Cofaktor berichtet. Wir fanden fiir
30 -8 - £ 2 9HR17 eine 16-fach hohere Ligationsrate,
s s B ° wenn die Reaktion in Anwesenheit von Mn**
LB (20 mm) bei pH 7.5 erfolgt (im Vergleich zu den
AUS' . . .
d) Nr. Sequenz Keps boute ur'sprunghchen Bedingungen). Deshalb habe.:.n
1 5 10 15 20 25 30 ---Pl-—— 35 40 [min] % wir das NDS-Interferenzmuster von 9HR17 fiir
9HR17-wt CAGCTATATGTGCTGGACTGAGAGGGGTAGTTTCGCAGTGAGGTGTAGE 040 90 die Ligationsreaktion unter beiden Bedingun-
M1  CAGCTATATGTGCTGGACTGAGAGTAAAT  CGCAGTGAGGTGTAGG 0.15 87 ¢ ht. Dabei zeiote sich. d
M2  CAGTTCG CTGGACTGAGAGGGGTAGTTTCGCAGTGAGGTGTAGG 020 go  S°T untersucnt. LJaber zeigle sich, dass an
M3 CAG CTGGACTGAGAGGGGTAGTTTCGCAGTGAGGTGTAGG (.07 89 beiden Enden von Loop A wenigstens 9 Nt
M4 C GGACTGAGAGGGGTAGTTTCGCAGTGAGGTGTAGG  0.01 72 nicht essentiell fiir die Ligationsaktivitdt mit
M5  CAG CTGGACTGAGAG CGCAGTGAGGTGTAGG (.01 66 2 2 . .
M6  CAGCTAT TGCTGGACTGAGAG cocacTeaceTeTACG 0415 90 W& oder Mn™ waren (Abbildung 4b,c). Ein
M7  CAGCTAT TGCTGGACTGAGAG GTGAGGTGTAGG (.36 89 zentraler Bereich von sechs Nucleotiden (Nt
e) 1o 18-23) tolerierte die Deletion in Anwesenheit
‘ = s f) von Mn?" jedoch nicht. Dieser kritische Be-
TOS V o OHRIT-wt 2.0(\ reich war um 3 Nt lidnger, wenn die Ligation
206 ® 9HR17-M2 Lo P PPP mit Mg*" durchgefiihrt wurde (violett in Ab-
[7] g r g . . . .
2 4 v OHR17-M3 5 MEEENG S-TTCACTGCG  GCARGHNNS  hildung 4d). Da nur wenige Nt im mittleren
3 0.4 ‘! 4 9HR17-M4 3 EEEEEC  GAGTG o cmms . .
@ o OHR17-MS c ¢ P Bereich von Loop A essentiell waren, konnte
202 b ('1(': T nur eine der flankierenden Regionen entfernt
(=2 . . . o . .
3 T T S\ & werden, um die richtige Positionierung der
0.0 G c? GAGT

T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Zeit/ min —

Abbildung 4. NDS-Mutagenese der 9HR17-katalysierten DNA-DNA-Ligation. a) Hydroly-
segel fiir Loop A (vollstindiges Gelbild in den Hintergrundinformationen): 1. Bibliothek
vor der Selektion, Il. aktive Fraktion nach Ligation (40 mm Mg?", pH 9.0, 37°C, 1.5 h),
1. unligierte Fraktion. b, c) Interferenzwerte fiir Ligationen mit Mg®* (b) und Mn** (c);
Nt mit Interferenzwerten < 2 sind griin, solche > 2 rot markiert; violett zeigt Unter-
schiede zwischen Mg?" und Mn*". d) Auswahl verkiirzter 9HR17-Mutanten und deren
ko,s-Werte sowie erzielte Ligationsausbeute. e) Ligationskinetik fiir ausgewihlte 9HR17-
Mutanten. f) Schematische Darstellung minimaler 9HR17-DNA mit 5 Nt in P1. Die es-
sentiellen Nt in Loop A sind hervorgehoben. Die griinen Verbindungslinien zeigen an,
dass mehrere Méglichkeiten bestehen, die zentralen Nt zu positionieren.”

3'-Richtung der Verzweigungsstelle hybridisiert (P1), von 9
auf 5 Nt verkiirzt werden, indem die letzten vier Nt zuféllig
mutiert oder ganz entfernt wurden. Die kiirzeste Variante von
8LV13 (M6), die den 5 Nt langen Bindungsarm und 21 Nt in
Loop A enthilt, hat immer noch eine doppelt so hohe Akti-
vitdt wie das urspriingliche Enzym mit einem 9 Nt langen
Bindungsarm und 33 Nt in Loop A. Dieses verkiirzte 8LV13-
DNA-Enzym ligiert die Substrate au3erdem viel schneller als
ein verwandtes kurzes DNA-Enzym, 15HAY, iiber das kiirz-
lich berichtet wurde (dieses enthilt ebenfalls eine 5 Nt lange
P1-Bindungsregion und hat nur 15 Nt in Loop A).[

Die kombinatorische NDS-Mutagenese kann zusétzlich
Einblicke liefern in Anforderungen an bestimmte Nucleotide
unter verschiedenen Reaktionsbedingungen, z.B. in Anwe-
senheit verschiedener Metallionen als Cofaktoren einer
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kritischen Nucleotide zu gewéhrleisten. Dar-
iiber hinaus zeigen unsere Ergebnisse, dass die
vorhergesagte Haarnadelstruktur in Loop A
(Abbildung 2¢) fir die aktive Konformation
der DNA-Sequenz keine Rolle spielt. Diese
Schlussfolgerung wurde durch Messung der
Aktivitditen mehrerer verkiirzter Varianten
bestitigt (Abbildung 4d,e). Einige der 9HR17-
Varianten tolerierten die Verkiirzung besser in
Kombination mit Mn*' anstelle von Mg*"
(siche Tabelle S4 in den Hintergrundinforma-
tionen).'”) Wie schon im Falle der 8LV13-Va-
rianten stellte sich auch fiir das verkiirzte 9HR17-M6-Derivat
heraus, dass die vollstindige Interaktion iiber neun Basen-
paare mit dem RNA-Substrat in der Region P1 nicht benétigt
wird. Die Verkiirzung auf 5 Basenpaare (in M7) fiihrte zu
einer Verdoppelung der Ligationsrate, vergleichbar zum ur-
spriinglichen k,,.-Wert von 9HR17 (Abbildung 4d,e). Somit
ist die minimierte 9HR17-DNA ein effizientes und fiir po-
tentielle Anwendungen geeignetes DNA-Enzym.
Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass die kombi-
natorische NDS-Mutagenese eine einfache und effektive
Methode darstellt, um essentielle von nicht-essentiellen Nuc-
leotiden in den Loop-Regionen von Desoxyribozymen zu
unterscheiden. Diese neue Methode ist weit weniger auf-
windig als die individuelle Synthese systematisch verdnderter
DNAs, denn die Untersuchung aller einzelnen Varianten ist
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nur fiir kurze Loop-Bereiche praktikabel, wie z.B. kiirzlich
fir die RNA spaltenden DNA-Enzyme 8-17 und 10-23 be-
richtet wurde.!"”! Fiir die in dieser Arbeit untersuchten DNA-
Enzyme fanden wir, dass eine signifikant kiirzere als in der
urspriinglichen Bibliothek zufillig gewihlte Sequenz aus-
reicht, um effiziente Katalyse zu ermoglichen. Diese Er-
kenntnis ist insbesondere fiir zukiinftige In-vitro-Selektions-
experimente von Bedeutung und sollte detaillierte Untersu-
chungen iiber die Korrelation von Katalyseaktivitdt und
Linge der Zufallssequenz stimulieren.['”)

Die kombinatorische NDS-Mutagenese ist also eine neue,
ressourcenschonende und zeiteffiziente Methode fiir die
Charakterisierung und Veridnderung von Desoxyribozymen,
und kann sehr leicht auch fiir die Untersuchung anderer
funktionaler DNAs angewendet werden, wie z. B. fiir Ligan-
den bindende Aptamere. Der offensichtlich grof3e praktische
Vorteil von NDS im Vergleich zu CoMA! liegt in der Ge-
schwindigkeit der Datensammlung, da nur eine einzige syn-
thetische Bibliothek erforderlich ist, und somit mehrere
funktionale DNAs parallel oder/und unter verschiedenen
Bedingungen analysiert werden kénnen. Die Ergebnisse der
NDS-Interferenzanalyse verringern erheblich die Anzahl der
Nucleotide, die fiir strukturelle Untersuchungen genauer
analysiert werden miissen. Kiirzere Sequenzen sind aufBer-
dem weniger anfillig gegen Fehlfaltung, was die Chancen
einer erfolgreichen Kristallisation verbessern sollte. Fiir
NMR-spektroskopische Untersuchungen sind minimale Sys-
teme ebenso von Vorteil, da die Signalaufspaltung verbessert
und die Kosten fiir isotopenmarkierte Proben gesenkt werden
konnen. Dariiber hinaus weisen die Positionen, die nicht
durch A ersetzt werden konnen, direkt auf kritische Nucleo-
tide hin, die durch weiterfiihrende Analysen Einblicke in
mechanistische Aspekte der DNA-Katalyse erlauben werden.
Dazu bietet sich dann die Analyse mittels ANAIM an,/
wobei eine grole Anzahl von Bibliotheken mit wertvollen
Nucleotidanaloga synthetisiert wird. Aus praktischer Sicht
vermitteln die NDS-Resultate gleichzeitig auch Einblicke in
Abschnitte der DNA-Sequenz, in die regulatorische FEle-
mente eingesetzt oder die durch weitere funktionale Einhei-
ten erginzt werden konnten. Die in ihrer Lange minimierten
und in ihrer Sequenz optimierten DNA-Enzyme eroffnen
damit eine Reihe von Moglichkeiten fiir weitergehendes
Enzym-Design und fiir verschiedene Arten von Anwendun-
gen, z.B. in Verbindung mit Aptameren zur Bildung von
Aptazymen und fiir die Entwicklung von Sensoren und von
Konstruktionselementen fiir die DNA-Nanotechnologie.
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