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DNA mit 3'-5-Disulfid- Verkniipfung — schnelle chemische Ligation

durch isosteren Ersatz**

Volker Patzke,* John S. McCaskill und Giinter von Kiedrowski

Abstract: Die Bemiihungen, die chemische Ligation von
Oligonukleotiden ohne biochemische Enzyme zu etablieren,
haben zu einer Vielzahl an synthetischen Analoga gefiihrt und
damit die Oligomer-Ligation um neue Oligonukleotide, Pep-
tide und Hybride, wie PNA, bereichert.”! Wichtigste Anfor-
derungen an potenzielle PCR-freie Diagnosewerkzeuge sind
eine schnelle templatierte chemische DNA-Ligation mit hoher
Paarungsselektivitit, sowie eine empfindliche Detektionsme-
thode. Hier berichten wir iiber eine Oligonukleotid-Festpha-
sensynthese von 5'- oder 3'-Mercapto-didesoxynukleotiden.
Die chemische Ligation liefert 3'-5'-Disulfid-Bindungen an-
stelle der 3'-5'-Phosphordiester-Bindung. Unter Verwendung
einer Fluoreszenzmethode beschreiben wir eine der schnellsten
Ligationsreaktionen mit Halbwertszeiten in der Grofienord-
nung von Sekunden. Durch die Wahl der DNA-Modifikation
und der 3'-5'-Orientierung der Aktivierung wird die nicht
templatierte Ligation effektiv unterdriickt. Der Temperatur-
einfluss auf die templatierte Ligation wir aufgezeigt.

F rithere Studien zu templatgesteuerten Reaktionen®® oder
zur Selbstreplikation® durch chemische Ligation™ basierten
auf Phosphordiester-, Pyrophosphat- und Phosphoramidat-
bindungen durch Carbodiimid- oder Imidazolid-Aktivierun-
gen. Die Phosphoramidat-Verkniipfung wurde zu schnellen
und hocheffizienten templatierten Polymerisationssynthesen
weiterentwickelt.”)

Einige chemische Autoligationsmethoden von Oligonu-
kleotid zur Diagnostik basieren auf Phosphorthioat-Iodid
oder -Tosylat,””! auf Diels-Alder- oder auf Klick-Reaktio-
nen.l”’ Des Weiteren wurde eine Vielzahl von templatbasier-
ten Nukleinsdure-Detektionsmethoden vorgestellt, basierend
auf der S‘[audinger-Reaktion,[8J der nativen chemischen Li-
gation,”) metallkatalysierten Reaktionen,'”! photokatalysier-
ten Reaktionen""! und nukleophilen aromatischen Substitu-
tionen."? Durch Templatierung sind Reaktionsbeschleuni-
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gungen bis zum 1000-fachen und Halbwertszeiten bis 90 s
erzielt worden.['y

Thiol-Modifikationen sind in der Oligonukleotid(ON)-
Synthese weit verbreitet. Thiol-Modifikatoren sind kommer-
ziell erhiltlich und werden routineméBig zur Immobilisierung
von DNA auf Gold-Oberflichen™ oder auf thiolierten
Festphasen!" verwendet. Die Vernetzung thiolmodifizierter
Nukleobasen als Disulfide ermoglicht die kovalente Ver-
kniipfung von DNA-Doppelstrangen.' Eine disulfidbasierte
Templatligation wurde mit Phosphorthioaten als funktionelle
Gruppe berichtet.'”) Diese Systeme zeigten signifikante Ne-
benreaktionen durch nicht templatierte Reaktionswege.
Schon 1985 wurde eine Ligation durch 3'-5-Disulfid-Ver-
kniipfung von Schwartz und Orgel vorgeschlagen.'! Witch
und Cosstick synthetisierten Dithymidin-Bausteine mit 3'-5'-
Disulfid-Verkniipfungen mit dem Ziel, diese als neue Klasse
von Antisense-ONs zu verwenden.['”)

Ein Computermodell legte nah, dass der Austausch der
Phosphordiester-Briicke durch eine 3'-5'-Disulfid-Bindung
mit einem favorisierten Diederwinkel von 90° nur eine ge-
ringfiigige konformative Storung der B-DNA bewirken sollte
(Abbildung 1). Die Thiol-Disulfid-Austauschreaktion zur
Bindungsbildung des 3'-5'-Disulfides erschien uns aufgrund
der Schnelligkeit und Selektivitdt sowie aufgrund der Steu-
erbarkeit durch Redoxkontrolle und pH-Abhingigkeit at-
traktiv. Die strukturelle Ahnlichkeit zur natiirlichen Phos-
phordiester-Bindung sollte den templatgesteuerten Reakti-
onsweg verstarken, wihrend bei der Verwendung von langen,
flexiblen Verkniipfungsstellen erhohte Umsatzgeschwindig-
keiten beobachtet wurden.[*"!

Abbildung 1. Uberlagerte Darstellung zweier geometrisch optimierter
Modelle fiir B-DNA (Berechnung: semiempirisch, PM3; Gegenstrang
entfernt): Eines enthilt eine 3'-5'-Phosphordiester-Bindung, das andere
eine 3'-5"-Disulfid-Verkniipfung. Der C(3')-S-S-C(5')-Diederwinkel ist
nah am Optimum von 90°.
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In fritheren Replikationsstudien von Phosphoramidaten
wurde das CG-Strukturmotiv aufgrund der Basenstapelung
als effektivste Ligationsstelle identifiziert.””) Wir haben die
DMT- und basengeschiitzten Thiol-Desoxynukleoside 5'-HS-
dC- und 3'-HS-dG- synthetisiert und als Disulfide auf einer
thiolierten CPG-Festphase immobilisiert. Die Thiol-ON
wurden mit den entsprechenden 3'- und 5'-Phosphoramiditen
an den in Abbildung 2 dargestellten Festphasen synthetisiert
(sieche die Hintergrundinformationen). Der Einsatz der
Festphasen ermoglicht die Verwendung standardisierter
Syntheseprotokolle.
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Abbildung 2. Strukturen der Festphasen zur Synthese von 5'- und 3'-
Thiololigonukleotiden (Details in den Hintergrundinformationen;
DMT: Dimethoxytrityl, ®“G: N2-Isobutyrylguanin, 8C: N4-Benzoylcyto-
sin).

Zur Aktivierung eines Vorstufenbausteins als gemischtes
Disulfid wurde Ellmans Reagens gewihlt. Uber die
Carboxylgruppe des Reagenzes gelang die Einfithrung einer
gezielten Modifikation, einer Dabcyl-Gruppe als Loscher-
Abgangsgruppe in der FRET-Detektion. In Kombination mit
einem 6-FAM-markierten ON ermdglicht diese Modifikation,
dhnlich wie bei existierenden Systemen,® 9 eine direkte,
zeitgleiche Verfolgung der Reaktion iiber Fluoreszenz bis
hinunter zu nanomolaren Konzentrationen. (siche Sche-
ma 1B und die Hintergrundinformationen). Der Loscher
kann sowohl am 3'- als auch am 5-Ende des Thiol-ON ein-
gefithrt werden.

Bei der Ligation eines nukleophilen Thiol-ON wird der
Loscher (,,quencher®, Q) freigesetzt, und ein Fluoreszenzsi-
gnal wird erzeugt (Schema 1 A). Voruntersuchungen mit 5'-
Aktivierung offenbarten eine sehr schnelle Ligationsreakti-
on.”!! Um eine spontane, nicht templatierte Ligationen zu
vermeiden waren daher niedrige mikromolekulare Konzen-
trationen an thiolierten DNA-Vorstufenbausteinen erforder-
lich. Um sicherzustellen, dass bei so niedrigen Konzentratio-
nen ausreichende Mengen des termolekularen Komplexes
vorliegen, wurden fiir die Ligation Sequenzen mit 9mer-
Vorstufen und 18mer-Templatbausteinen gewéhlt. In dem 9-
18mer-System wurden zwei komplementédre 3'-S-,5'-S-ON-
Paare und die entsprechenden Template synthetisiert (Ta-
belle 1). Die 6-FAM modifizierten ON wurden mit einem
20fachen Uberschuss an Dabcyl-Linker in die aktivierten und
geloschten Vorstufenbausteine tiberfithrt (pH 7.0 Puffer, RT,
15 min).

Zur Untersuchung der nicht templatierten Hintergrund-
reaktion wurden Ligationsreaktionen durchgefiihrt (siehe die
Hintergrundinformationen). Ein Vergleich der 3'- und 5'-
Elektrophile zeigte bei der nicht templatierten Reaktion
tiberraschenderweise sehr verschiedene Reaktionsgeschwin-
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Schema 1. Der Thiol-DNA-Ligationszyklus: A) Gesamter Ligations-
zyklus; B) Ligationsreaktion mit 3’-Aktivierung.

Tabelle 1: Oligonukleotidsequenzen und Temperatureffekte fiir die nicht
templatierten Ligationsexperimente.

Ligation 3'-Aktivierung 5'-Aktivierung
3-S-ON FATTATACCGR A TACTTCAAG® E
5.S-ON SCTTGAAGTA B QCGGTATAAT® D
ra kim's™]

35 33 391
38 37 547
40 43 718
45 54 844
55 62 1413

digkeiten. Fiir ein 3'-Elektrophil (A) und ein 5'-Nukleophil
(B) beobachteten wir signifikant niedrigere Reaktionsge-
schwindigkeiten als fiir ein 5'-Elektrophil (D) und ein 3'-
Nukleophil (E; Tabelle 1).

Die nicht templatierten Reaktionen zeigten bei pH 7
(tiber 30 min Reaktionszeit) einen Umsatz von 6-11 % fiir die
3" Aktivierung gegeniiber 60-90% Umsatz fiir die 5'-Akti-
vierung. Diese Ergebnisse lassen sich nicht iiber die Nu-
kleophilie erkldaren, da das 5-Thioat erwartungsgeméil3 das
stirkere Nukleophil ist. Experimente mit vertauschten Nu-
kleophilen, die zu 3'-3'- und 5'-5'-Ligationen fiihrten, zeigten
auch relative geringe Ausbeuten fiir das 3'-Elektrophil (siche
die Hintergrundinformationen). Der Effekt entsteht an-
scheinend durch eine sterische Hinderung. Die 3'-Aktivie-
rung (siche Tabelle 1) zeigte nur eine geringfiigige Tempera-
turabhingigkeit (in diesem Temperaturbereich). Ein Tem-
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plateffekt wurde fiir beide Aktivierungswege beobachtet, bei
der 5'-Aktivierung ist der nicht templatierte Reaktionsweg
jedoch dominant. Folglich wurde eine detaillierte Untersu-
chung von Templat- und Temperatureffekten auf das 3'-akti-
vierte System beschrinkt.

Fiir den Nachweis der Produktreinheit und der Eindeu-
tigkeit der Ligation wurden qualitative Gel-Analysen der
templatierten Ligationsreaktionen durchgefiihrt (Abbil-
dung 3). Die beiden Fluoreszenzbanden wurden iiber
MALDI-TOF jeweils als Vorstufe und Produkt identifiziert
(siehe die Hintergrundinformationen).

1.2 3R ARCINGE 7. 8 1 2 345 6 7 8

123 456 7 8

123 45678

Abbildung 3. Gel Mobilitdtsanalyse der Templat-Ligationsreaktion bei
25°C (A), 35°C (B), 45°C (Q). Links: Reaktion nach 30 s. Rechts: Re-
aktion nach 5 min. Spur 1: nicht templatierte Reaktion, Spur 2-5:

0.1 Aquiv., 0.2 Aquiv., 0.5 Aquiv. und 1 Aquiv. des Templats TACT-
TCAAGCGGTATAAT, Spur 6: 1 Aquiv. des Templats TACT-
TCAAGCTGTATAAT, Spur 7: 6-FAM-Vorstufen-ON, Spur 8: reduziertes
6-FAM-Vorstufen-ON. Alle Reaktionen wurden in einem 0.1 M Phos-
phat-Puffer (pH 7) mit 100 mm NaCl bei einer Vorstufenkonzentration
von 0.5 um durchgefiihrt. Die Templatkonzentration wurde von 0 bis
0.5 um variiert. Die Ligationsreaktionen wurden durch Zugabe eines
50fachen Uberschusses an Ellmans Reagens in gesittigter Harnstoff-
|6sung nach jeweils 30 s und 5 min gestoppt, und mit denaturierenden
Polyacrylamid-Gelen tiber Fluoreszenzdetektion analysiert.

Wir beobachteten in den Ligationsexperimenten eine
saubere und schnelle Ligation sowie einen starken Templat-
und Temperatureffekt. Bei 25°C und 35°C war eine signifi-
kante templatgesteuerte Umsetzung schon nach 30 s zu be-
obachten. Nach 5 min ist die templatierte Ligation (1 Aqui-
valent) nahezu vollstindig. AuBerdem wurde fiir die nicht
templatierte Ligation in einem Zeitrahmen von 5 min keine
Produktbildung beobachtet. Bei 45°C, dem Schmelzpunkt
des Produkt-Templat-Komplexes (siche die Hintergrundin-
formationen), ist die Produktbildung entsprechend dem re-
duzierten Templateffekt verringert. Trotz der erhohten Tem-
peratur bleibt die nicht templatierte Produktbildung tiber
5 min gering. Eine Bildung fluoreszierender Nebenprodukte
wurde nicht beobachtet.
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Selektivitdt fiir die templatierte Ligation wurde durch
Ligationsexperimente mit einem mutierten Templat gezeigt
(Abbildung 3, Spur 6). Eine Sequenzvariation des Templats
um eine Base in der Ndhe zur Ligationsstelle reduzierte die
Produktbildung im Vergleich zum passenden Templat. Der
Effekt erhoht sich mit steigender Temperatur. Diesbeziiglich
wurden verschiedene Templatvariationen getestet, die alle
einen reduzierten Templateffekt zeigen (siche die Hinter-
grundinformationen).

Um die Reaktionskinetik zu quantifizieren, wurde die
templatierte Ligation auch direkt tiber Fluoreszenz verfolgt
(Abbildung 4). Zur Erhchung der Reproduzierbarkeit und
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Abbildung 4. Reaktionskinetik der 3'-aktivierten templatgesteuerten Li-
gationsreaktion bei 25°C (A), 35°C (B), 45°C (C). Die Templatkonzen-
tration wurde von 0 bis 0.5 um variiert und der Templateinfluss auf die
Ligation wurde in Messreihen bei 25°C, 35°C und 45 °C jeweils durch
Variation der Templatkonzentrationen bestimmt. Links: Fluoreszenz-
Messpunkte aus FRET-Detektion durch Freisetzung der Lésch-Ab-
gangsgruppe bei der Ligation und theoretische Kurven. Fiir jede Mess-
reihe wurden die Geschwindigkeitskonstanten der nicht templatierten
Reaktion (k) und der templatierten Reaktion (k,) abgeschitzt, ebenso
wie die Konstanten fir die Produkt-Templat-Dissoziation (k;) und die
Vorstufe-Templat-Dissoziation (k,) unter Verwendung des Programms
SimFit? und der Schema 2. In jeder Messreihe wurden die Messun-
gen durch Kalibrierung fiir 09 und 1009% Umsatz normiert.

zur Unterdriickung von Autooxidationsprozessen innerhalb
einer Messreihe wurde ein Uberschuss an Thiol-ON einge-
setzt, ohne Nebenreaktionen zu verursachen. Ein zusétzlicher
loschender Einfluss des Templats auf das Vorstufe und Pro-
dukt wurde beobachtet (Hybridisierungsloschung) und iiber
Kalibriermessungen quantifiziert (siche die Hintergrundin-
formationen).

Die GroBenordnungen von k; und &, (Schema 2) wurden
iiber Dissoziationskonstanten aus Schmelzkurven und abge-
schétzten Assoziations-Geschwindigkeitskonstanten k vor-
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A+B—tw C4Q
ABT —24+ CT+Q

ks
CT == C+T
k
k k
A+T === AT AT+B === ABT
ks k,
k

k
B+T === BT BT+A =—= ABT
ky kg

Schema 2. Reaktionsmodell fur die templatgesteuerte Ligation: A,B:
Vorstufen, C: Produkt, Q: Abgangsgruppe, T: Templat, k: fixierte Ge-
schwindigkeitskonstante.

gegeben und in der Anpassung verwendet. Die Schmelz-
punkte des Vorstufe-Templat- und des Produkt-Templat-
Komplexes wurden mit 29°C bzw. 45°C bestimmt (siche die
Hintergrundinformationen), letzterer liegt damit 7°C unter
dem Schmelzpunkt der natiirlichen Phosphordiester-Se-
quenz. Sowohl die Hintergrundfluoreszenz als auch die Bei-
trage des Hybridisierungsloschung zum Fluoreszenzsignal
wurden als Korrekturfaktoren im Fit beriicksichtigt. Hier-
durch konnten Geschwindigkeitskonstanten und Produkt-
konzentrationen (Tabelle 2 und Abbildung 4, rechts) direkt
aus den Fluoreszenzmessungen abgeleitet werden (siche die
Hintergrundinformationen).

Tabelle 2: Geschwindigkeitskonstanten und geschitzte Fehler der tem-
platgesteuerten Ligationsexperimente von A und B mit 3’-Aktivierung in
Abhingigkeit von der Temperatur.”!

T[°C] 25°C 35°C 45°C
km'sT 17.5+2 29.340.1 39.14+0.7
ky[s7] (2.74£2)x107" 1.6940.01 6.640.1

ks [s7 (4.746)x10°  (3.740.2)x10°  (1.340.1)x10?
ki [s7] 5343 39.740.1 82045
rmsP9] 1.9 2.2 43

[a] Eine signifikante Variation der templatgesteuerten Ligation und der
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante mit der Temperatur kann ab-
geleitet werden. [b] rm.s. ist der (prozentuale) Anteil des quadratischen
Mittelwertes lber alle Arten in der gesamten Anpassung.

Fiir das Ligationssystem offenbaren die Kurvenverldufe
und Geschwindigkeitskonstanten einen  geringfiigigen
Umsatz, einen sehr schnellen templatierten Reaktionsweg
und eine moderate Hintergrundreaktion. Die Wechselzahlen
(TONSs) wurden iiber Fluoreszenz in einer Serie von Experi-
menten bei verschiedenen Temperaturen bestimmt (sieche die
Hintergrundinformationen). In Gegenwart von 0.01 Mol-
dquivalenten Templat (5 nMm) beobachteten wir eine Wech-
selzahl bis 6 nach 100 min. Andere Gruppen haben Wech-
selzahlen bis 402 bei 0.01 % Templatzugabe iiber 24 h be-
richtet, kiirzlich wurde eine Wechselzahl von 1500 bei 0.001 %
Templatzugabe iiber 15 h gezeigt.’>'?

Bei 25°C beobachteten wir eine schnelle Ligation mit
50% Produkt nach 60 s und eine fast vollstdndige Umsetzung
nach 5min. Die nicht templatierte Reaktion trdgt nach
30 min mit etwa 5% Umsatz bei. Aufgrund der Geschwin-
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digkeit der Ligation konnte die initiale Reaktionsbeschleu-
nigung auf etwa 300-fach nur geschitzt werden.

Mit steigender Temperatur, bis hin zum Schmelzpunkt bei
45°C, wird der Templateffekt abgeschwicht, und bei 50°C ist
kein Templateffekt zu beobachten. Da die Hintergrundreak-
tion anscheinend nur geringfiigig durch Temperaturdnde-
rungen beeinflusst wird kann die Temperatur zur Verringe-
rung der Ligationsgeschwindigkeit und zur Steuerung der
templatierten Ligation durch Kontrolle der Hybridisierung
genutzt werden.

Wir haben gezeigt, dass die Disulfid-Austauschreaktion
eine der schnellsten templatgesteuerten chemischen Ligati-
onsmethoden mit Halbwertszeiten in der Grofenordnung
von Sekunden liefert. Dies ist vergleichbar mit der Ligase-
Enzymreaktion, mit nukleophilen Substitutionsreaktionen
von thiolierten ON oder mit einer DNA-templatierten, nati-
ven chemischen PNA-Ligation."”>?! Die Wahl der 3'-Akti-
vierung kann sehr effektiv die Hintergrundreaktionen unter-
driicken, wiahrend im templatierten Fall die rdumliche Nihe
und die richtige Orientierung der reaktiven Zentren die Li-
gation beschleunigt. Die Ligationsreaktion verlduft auBer-
dem sauber, Nebenreaktionen wurden nicht beobachtet, und
mit erhohten Temperaturen kompatibel.

Interessante Anwendungsmdéglichkeiten konnten aus der
starken pH-Abhingigkeit der Disulfid-Austauschreaktion
und aus ihrer Reversibilitit erwachsen. Im Kontext von
Selbstreplikation®! und molekularer Evolution kann eine
schnelle und von auflen steuerbare Ligationschemie sehr
wertvoll sein. Die Reversibilitdt der Ligation konnte zum
Aufbau einer dynamischen kombinatorischen Bibliothek von
Disulfiden auf ON-Basis verwendet werden.” Durch Tem-
peraturzyklen konnte eine signifikante Wechselzahl induziert
werden. Besonders bei erhohten Temperaturen gibt es Hin-
weise fiir eine Sequenzselektivitit, die zu einer Verwendung
in der SNP-Detektion fithren konnte. Die Breite der Ligati-
onsmethode muss durch Sequenzvariation hin zu natiirlichen
Proben noch gezeigt werden (z.B. Ras Gen). Anwendungen
als elektronisch kontrollierte Replikationssysteme und syn-
thetische Systeme, durch Verkniipfung von Replikation und
Redox-Metabolismus, werden untersucht."

Experimentelles

5'-Thiol-ON-Synthese: Reverse Amidite (ChemGene) reagierten fiir
5 Minuten in einem DNA-Synthesizer (Gene Assembler Plus) mit 5-
Benzylmercaptotetrazol (emp Biotec) als Aktivator. Standard Pro-
tokolle fiir Detritylierung, ,,Capping” und Oxidation wurden ver-
wendet.

ON-Aufreinigung: Nach Abspaltung von der Festphase (konz.
Ammoniak, 55°C, 16 h) wurden die Produkte mit einem 100-fachen
Uberschuss an TCEP in einer gepufferten Losung (100 mM in 0.1m
HEPES; pH7) fiir 15 Minuten reduziert. Die ON wurden iiber RP-
HPLC aufgereinigt.

Dabcyl-Linker-ON-Synthese: Ein 20facher Uberschuss von
Dabcyl-Lys-DTNB-Linker 13 wurde zum reduzierten Thiol-ON (mit
terminaler 6-Fluorescein-Phosphoramidit Modifikation (Glen Rese-
arch); 0.lm HEPES; pH 7) gegeben. Nach 30 Minuten wurde das
Produkt iiber RP-HPLC isoliert und mit OASIS-HLB-Kartuschen
(Waters) entsalzt. Die Charakterisierung wurde iiber MALDI-TOF
mit 3-Hydroxypicolinsidure (3-HPA) als Matrix durchgefiihrt.
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Ligationsreaktionen: Die Ligationsreaktionen wurden in 0.1m
entgastem Phosphatpuffer (pH 7) mit 100 mm NaCl durchgefiihrt.
Der Fluoreszenzanstieg bei der Reaktion wurde iiber ein Varian Cary
Eclipse Spectrometer (Anregung 495 nm; Emission 515 nm) detek-
tiert. Zum Beginn der Reaktion wurden 300 pL einer gepufferten und
temperierten ON-Losung in einer 500-uL-Fluoreszenzkiivette ge-
mischt (Schichtdicke 10 mm). Ligationsreaktionen zur Gel-Analyse
wurden in 20 pL. Reaktionsvolumen durchgefiihrt. Zum Abbruch der
Reaktion wurden Proben von 10 uL mit einem 50fachen Uberschuss
an Ellmans Reagens in 10 pL gesittigter Harnstofflosung versetzt.
Die Proben wurden iiber denaturierende Polyacrylamid-Gele analy-
siert (16 %, 120 V, 1.5 h, TBE-Puffer).
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