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Abstract: Wir beschreiben eine neue und vielseitige Methode,
um die chemische Diversitit von Nucleinsdiurebibliotheken
modular zu erweitern. Dies ermoglicht den Zugang zu Nuc-
leobasen-modifizierten Aptameren mit einer bisher unerreicht
hohen Affinitit und Spezifitat fiir ihre Zielstrukturen. Die
Wiedereinfiihrung der Modifikation nach der enzymatischen
Replikation gewdhrt dabei einen eleganten Zugang zu einer
Vielzahl von chemischen Gruppen. Die breite Anwendbarkeit,
die sich nicht auf eine einzige Modifikation beschrinkt, wird in
Zukunft In-vitro-Selektionsprozesse rasant voranbringen und
weitere Aptamere fiir viele bis dato nicht adressierbare Ziel-
strukturen generieren.

Aptamere sind vielversprechende Werkzeuge der Lebens-

Click-Chemie).?"*! Als Erstes wird die Alkin-modifizierte
DNA-Bibliothek hergestellt, indem man den kanonischen
Thymidin Baustein durch C5-Ethinyl-2’-deoxyuridin (EdU)
ersetzt (Schema 1a,b und Hintergrundinformationen Sche-
ma S1a—c). Anschlieend wird diese Bibliothek durch Click-
Chemie mit einem organischen Azid (hier: 3-(2-Azido-
ethyl)indol 1) weiter modifiziert (Schema 1a) und man erhalt
die entsprechende Nucleobasen-modifizierte DNA-Biblio-
thek (Supplementary Schema 1c). Diese Bibliothek wird
nachfolgend einem In-vitro-Selektionsprozess unterzogen
(Schema 1c).
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Zielstrukturen selektiert werden, darunter kleine Molekiile® 1
und Proteine.”! Einige dieser Aptamere wurden intensiv un- DEI\‘IQ DNA

tersucht und charakterisiert, um sie in neue diagnostische und
therapeutische Anwendungen einzubinden.™®! Allerdings li-
mitiert die eingeschrinkte chemische Vielfalt der natiirlich
vorkommenden kanonischen Nucleobasen gravierend die
Erfolgsrate der SELEX-Experimente.'”! Diese Hiirde wird
durch die chemische Modifizierung von Nucleinsdurebiblio-
theken fiir In-vitro-Selektionsprozesse —iiberwunden.!'!
Dieser massive Schub an Funktionalitédt begiinstigt nicht nur
die Selektion von Aptameren, sondern ist ebenfalls von be-
sonderem Interesse bei der Selektion von neuartigen Nucle-
insiure-basierten Katalysatoren.'*!”l Obwohl hochst erstre-
benswert und von iibergeordnetem Interesse, sind Methoden,
die einen schnellen und modularen Zugang zu Nucleinsiu-
rebibliotheken mit neuartigen chemischen Strukturen liefern
und kompatibel mit den notwendigen enzymatischen Schrit-
ten von In-vitro-Selektionsexperimenten sind, bis jetzt nicht
zuginglich."®!’! Bis heute werden chemische Strukturen zu-
meist wiahrend der enzymatischen Replikation eingefiihrt,
wodurch die mithsame Synthese der benétigten Bausteine
notig ist und unter Umstédnden die Verfiigbarkeit einiger ge-
wiinschter Modifikationen eingeschrinkt wird.”"!

Wir berichten hier von einer neuartigen Methode, fiir die
wir den Begriff Click-SELEX vorschlagen, zur Generierung
von modifizierten Nucleinsdurebibliotheken durch Kupfer-
(I)-katalysierte ~Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC bzw.
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Schema 1. a) CuAAC-Modifizierung von EdU-haltigen DNA-Molekiilen
mit Aziden, z.B. Indolazid 1. b) Schematische Darstellung des Biblio-
thekendesigns. Die an 42 Positionen randomisierte Region (N42, griin
umbkreist) beinhaltet gleich verteilte Nucleotide (dA, dG, dC und EdU
gemischt 1:1:1:1) und ist flankiert von zwei Thymidin-freien Bindungs-
stellen fiir den 21nt-Primer und einem Fluoreszenzmarker (Cy5) am 5'-
Ende. c) Schematische Darstellung des Click-SELEX-Prozesses. Die
synthetische DNA-Bibliothek mit EdU wird mit einem organischen
Azid modifiziert, z.B. 1 durch CuAAC. Nach Inkubation mit dem Ziel-
molekiil und Entfernen von ungebundenen Sequenzen (Selektion)
werden die gebundenen Sequenzen eluiert und mittels PCR, unter Ver-
wendung von EdU-Triphosphat anstatt Thymidin, amplifiziert. Dieser
Schritt entfernt die Modifikation im gebildeten Doppelstrang, und die
Alkin-Funktion wird wieder eingefiihrt. Die Problematik der enzymati-
schen Inkompatibilitat mit gréReren Funktionalititen der Nucleobasen
wird dabei umgangen. Nach der PCR wird der erhaltene 5’-phosphory-
lierte Doppelstrang mit A-Exonuclease zum Einzelstrang verdaut
(Verdau). Die Modifikation wird wieder durch Click-Chemie (CuAAC)
eingefiihrt, und die erhaltene Bibliothek ist nun Ausgangspunkt fiir
den nichsten Selektionszyklus.
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Dem Prozessverlauf entsprechend wird die modifizierte
DNA-Bibliothek mit dem gewiinschten Zielmolekiil (hier:
Cycle-3-GFP, C3-GFP)™! inkubiert, welches auf Co>*-halti-
gen magnetischen Beads durch einen N-terminalen 6 x His-
tag-Anteil immobilisiert wird (Schema S1d). C3-GFP wurde
aufgrund seiner grundlegenden Rolle in vielen wissenschaft-
lichen Anwendungen als Zielstruktur gew#hlt. Uberdies er-
moglichen seine Fluoreszenzeigenschaften die direkte Beob-
achtung seiner Bindung an die Affinitdtsmatrix. Nach unse-
rem Wissen werden in der Literatur nur RNA-® jedoch
keine DNA-Aptamere™! fiir GFP beschrieben. Nach der
Inkubation werden ungebundene Molekiile durch Wasch-
schritte entfernt und verworfen, wobei das Zielprotein mit
den gebundenen modifizierten Nucleinbasen durch die
Zugabe von Imidazol eluiert wird. Die eluierten Molekiile
werden durch PCR-Amplifikation mit C5-Ethinyl-2'-de-
oxyuridintriphosphat anstatt Thymidin vervielfiltigt. Nach
erfolgter Amplifikation wird der Antisense-Strang mit A-
Exonuclease verdaut (Abbildung S1b), welche selektiv die 5'-
phosphorylierte Doppelstrang-DNA erkennt (eingefiihrt
durch den reversen Primer) und hydrolysiert.”! Die verblie-
bene Alkin-modifizierte Einzelstrang-DNA wird wieder mit
1 zur Reaktion gebracht, wodurch die Einfithrung der Indol-
Funktion und die Wiederherstellung der Start-Bibliothek fiir
den nachsten Selektionszyklus gewihrleistet wird. Nach un-
serem Kenntnisstand ist dies das erste Beispiel, in dem die
Funktionalititen der Nucleobasen in situ nach der enzyma-
tischen Replikation der DNA eingefiihrt werden. Somit ist
ein breiter Zugang zu chemischen Funktionalitdten gegeben,
und gleichzeitig wird die Problematik einer enzymatischen
Inkompatibilitidt in Verbindung mit groBeren Funktionalitd-
ten der Nucleobasen erfolgreich umgangen.

Nach 15 Selektionszyklen (Abbildung S1e) haben wir mit
der angereicherten fluoreszenzmarkierten (Fluorophor: 5'-
Cy5) DNA-Bibliothek eine Wechselwirkungsanalyse mittels
Durchflusszytometrie durchgefiihrt.?”*! Dieser Assay, bei
welchem die gebundene Menge CyS-markierter DNA ge-
messen wird, ist mit den verwendeten C3-GFP-derivatisierten
magnetischen Beads kompatibel, die wihrend des Selekti-
onszyklus eingesetzt wurden. Dieses Experiment zeigte ein-
deutig, dass eine Bibliothek mit erh6hter Bindungsaffinitit zu
C3-GFP erhalten wurde (Abbildung 1a). Die Wechselwir-
kung der angereicherten Bibliothek basiert hierbei auf der
strikten Notwendigkeit von eingelagerten Indolgruppen. Die
nicht modifizierte angereicherte Bibliothek sowie die Start-
Bibliothek, unabhingig von den eingefiihrten Modifikatio-
nen, wies keinerlei Affinitit zu C3-GFP auf (Abbil-
dung 1a,b).

Im Anschluss klonierten und sequenzierten wir die DNA-
Bibliothek von Selektionszyklus 15. Dabei wurden 36 Klone
erhalten (Abbildung2a und Abbildung S2a), in der eine
Sequenzfamilie in der Bibliothek dominiert (Abbildung 2 a).
Wir untersuchten das Bindungsverhalten von C12-1, einem
Vertreter der am hdufigsten auftretenden Familie, an C3-GFP
mittels Durchflusszytometrie (Abbildung 2b). Als essentielle
Kontrolle wurde eine ,,scrambled“ Variante von C12 (C12sc-
1) verwendet, welche die gleiche Zusammensetzung von
Nucleotiden wie C12 aufweist, jedoch in vertauschter Rei-
henfolge. Bei C12sc-1 konnte keine Wechselwirkung mit C3-
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Abbildung 1. a) Anreicherung der Bibliothek. Nach 15 SELEX-Zyklen
wurden die angereicherte Bibliothek (15-1) und die Start-Bibliothek
(SL-1), jeweils mit T modifiziert und auf ihre Bindungsaffinitat fiir C3-
GFP mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Konzentration der
DNA ist gegen die mittlere Fluoreszenzintensitit aufgetragen. b) Die
Wechselwirkung der angereicherten DNA (15, griiner Balken) ist ab-
hingig von der Modifizierung mit 1. Die angereicherte Bibliothek (15)
bzw. die Start-Bibliothek (SL) (500 nm) wurde mit C3-GFP-Beads inku-
biert, entweder in unmodifizierter Form (w/o) mit Alkin- Funktionalita-
ten oder modifiziert mit Indolazid (1). Die mittlere Fluoreszenzintensi-
tit der gebundenen Nucleinséurebibliotheken wurden mittels Durch-
flusszytometrie gemessen und auf den erhaltenen Wert von 15-1 nor-
miert.
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Abbildung 2. a) Klonierungs- und Sequenzierungsergebnisse der nach
15 Selektionszyklen erhaltenen DNA-Bibliothek. Eine dominante Fami-
lie (C12-Familie) konnte identifiziert werden (siehe Abbildung S2a).
Konservierte Positionen der EdU-Modifikation sind mit einem Stern-
chen versehen. b) Bindungsanalyse des Mono-Klons C12 an C3-GFP
mittels Durchflusszytometrie. Gezeigt ist die Menge gebundener, Cy5-
markierter DNA (500 nm) an C3-GFP-derivatisierten Beads und Beads
in Abwesenheit von DNA (schwarze Kurve). C12-1 (griine Kurve)
bindet an C3-GFP im Gegensatz zur scrambled Variante C12sc-

1 (graue Kurve). c) Spezifizititsmessungen von C12-1 (griine Balken).
Gezeigt ist die Menge gebundener Cy5-markierter DNA (500 nm) an
unterschiedlich proteinhaltigen Beads mittels Durchflusszytometrie.
Die Werte wurden normiert in Bezug auf C12-1 gebunden an C3-GFP.
C12-1 zeigt keine Affinitit zu mE-GFP, Erk2 und Streptavidin (SA).
C12sc-1 (graue Balken) wechselwirkt mit keinem der untersuchten Pro-
teine. d) Filterretentionsanalyse von C12-1 in Anwesenheit von C3-GFP
und mE-GFP in Lésung. Fir C3-GFP (griine Kurve) konnte eine Disso-
ziationskonstante (Kp) von 18.4+3.1 nm bestimmt werden.

GFP beobachtet werden (Abbildung 2b). Wir haben eben-
falls andere Varianten der Cl2-Familie auf ihre C3-GFP-
Bindungsfihigkeit getestet. Dabei wiesen die Sequenzen C32-
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1 und C38-1 vergleichbare Affinitidten wie C12-1 mit C3-GFP
auf (Abbildung S2b). Die restlichen Klone zeigten keine
Bindungsaffinitit zu C3-GFP (Abbildung S2b).

Um eine detaillierte Analyse der Zielstruktur-Spezifitit
von C12-1 durchzufiihren, wurden Streptavidin, die mitogen
aktivierte Proteinkinase ERK2 und ein eng verwandtes C3-
GFP Protein, das mE-GFP, verwendet.”” C3-GFP und mE-
GFP unterscheiden sich ausschlieBlich in neun Punktmuta-
tionen (Abbildung S2¢,d), von denen sieben auBerhalb der
Fassstruktur positioniert sind (Abbildung S2d).

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigten, dass
C12-1 mit keinem der genannten Proteine wechselwirkt,
obwohl Konzentrationen verwendet wurden, die das 25-fache
des bestimmten K,-Wertes betrugen. Dies unterstreicht ein-
drucksvoll die bemerkenswerte Spezifitit von C12 (Abbil-
dung 2¢, griine Balken). Die scrambled Variante Cl12sc-
1 zeigte erwartungsgemill keine Bindungsaffinitit zu den
getesteten Proteinen (Abbildung 2¢, graue Balken). Durch-
gefiihrte Filterretentionsanalysen mit radioaktiv markierten
Molekiilen fiihrten zu der Erkenntnis, dass C12-1 in der Lage
ist, C3-GFP in Losung zu binden, wobei dies unabhingig von
der 5'-Cy5-Modifikation und mit einer Dissoziationskon-
stante (Kp-Wert) von 184 +3.1nm geschieht (Abbil-
dung 2d).

Daraufhin priiften wir die Struktur-Affinitiats-Beziehung
von C12 zu C3-GFP unter Verdnderung der Modifizierungen
der Nucleobasen. Fiir dieses Vorhaben wurde eine Auswahl
an Aziden (Abbildung3, Einschub) synthetisiert, um 1-

1wo2 3 4 5 6

C12

Abbildung 3. Auswirkung der verschiedenen C12-Funktionalititen auf
ihr Bindungsverhalten an C3-GFP. Gezeigt ist die mittels Durchfluss-
zytometrie untersuchte Menge gebundener Cy5-markierter C12-DNA
(500 nm) an C3-GFP-derivatisierte Beads. C12 wurde nicht modifiziert
(w/o) oder nach CuAAC-Modifizierung mit 3-Ethylindol- (1), 1-Ethyl-
naphthalin- (2), Phenethyl- (3), Benzyl- (4), Isobutyl- (5) oder Ethyl-
amin-Gruppen (6) untersucht. Die Werte wurden auf das Indol-modifi-
zierte C12-1 gebunden an C3-GFP normiert.

Ethylnaphthalin- (2), Phenethyl- (3), Benzyl- (4), Isobutyl-
(5) oder Ethylamin-Gruppen (6) durch CuAAC einfiithren zu
konnen. Wir synthetisierten C12-Derivate, die mit den che-
mischen Gruppen 2-6 (Abbildung 3 und Abbildung S3) an-
statt der Indolgruppe 1 modifiziert wurden, und untersuchten
ihr Bindungsverhalten an C3-GFP. Es ist hervorzuheben, dass
nur die Indol-modifizierte C12-Spezies ihre hohe Bindungs-
affinitdt zu C3-GFP behielt (Abbildung 3), wihrend die
sonstigen Funktionalitdten keine Bindung aufwiesen. Dieses
Ergebnis bestitigt eindeutig die Abhéngigkeit von C12 von
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der eingefiihrten chemischen Gruppe. Selbst sehr dhnliche
aromatische Gruppen wie 2, 3 und 4 konnen 1 nicht addquat
ersetzen, um die Bindungseigenschaften von C12 zu repro-
duzieren. Dementsprechend ist C12-1 ein DNA-Aptamer mit
modifizierten Nucleobasen fiir C3-GFP. Da die essentielle
Indolgruppe durch Click-Chemie eingefiihrt wurde, schlagen
wir fiir diese Art von modifizierten Aptameren die Bezeich-
nung ,,Clickmere* vor.

Ausgehend von In-silico-Vorhersagen schlagen wir die in
Abbildung 4a gezeigte Sekundarstruktur als Modell fiir die

®dG @dC 0

BdA, WEd 1 23T 24T41T 62T
C12

Abbildung 4. a) In silico vorhergesagtes Modell fiir die Sekundirstruk-

tur der Aptamere der C12-Familie. b) Der Austausch des konservierten

EdU an Positionen 23, 24 und 41 durch Thymidin fiihrt zu einem Ver-

lust der Bindungsaffinitit. Die Einfiihrung von Thymidin an Position

62 hatte keine Auswirkung auf die Bindungseigenschaften von C12-

1 an C3-GFP. Gezeigt ist die mittels Durchflusszytometrie untersuchte

Menge an gebundenem Cy5-markierten und Indol-modifiziertem C12-

1 sowie dessen punktmutierten Varianten (500 nm) an C3-GFP-deriva-

tisierten Beads. Die Werte wurden auf das an C3-GFP gebundene und

auschlieflich Indol-modifizierte C12-1 normiert.

C12-Familie vor. Allerdings sind weitere Untersuchungsme-
thoden wie z.B. Rontgenkristallographie und/oder NMR-
Spektroskopie notig, um die tatsdchlich vorliegende Struktur
aufzukldren. Die Sequenzanalyse ergab, dass EAU an den
Positionen 23, 24, 41 und 62 hoch konserviert vorliegt, wih-
rend die Positionen 47 und 48, bei einigen bindenden Klonen
der Cl12-Familie, zu kanonischen Nucleotiden mutiert sind
(Abbildung 2a). Daher synthetisierten wir punktmutierte
Varianten von C12-1 mit Thymidin an Position 23 (T23), 24
(T24), 41 (T41) oder 62 (T62) und untersuchten deren Bin-
dungsverhalten an C3-GFP. Interessanterweise kristallisier-
ten sich die Positionen 23, 24 und 41 als unverzichtbar fiir das
Bindungsverhalten von C12 heraus, da die entsprechenden
Thymidin-Varianten einen kompletten Verlust der Bin-
dungsaffinitdt zu C3-GFP aufwiesen (Abbildung 4b). Dage-
gen konnte mit Thymidin an Position 62 kein negativer Effekt
auf die Bindungseigenschaften von C12 an C3-GFP beob-
achtet werden (Abbildung 4b), somit ist eine Indol-Modifi-
kation an dieser Stelle nicht zwingend notwendig.
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Verwen-
dung von Click-Chemie, zur Generierung von DNA-Biblio-
theken mit modifizierten Nucleobasen, den Zugang zu einer
neuartigen Klasse modifizierter Aptamere, den ,,Clickme-
ren”, ermoglicht. Unsere Methode ist zudem vollstindig
kompatibel mit den allgemeinen Schritten etablierter In-
vitro-Selektionsprozesse und erwies sich als leistungsfihiges
Werkzeug bei der Selektion eines Aptamers mit hoher Bin-
dungsaffinitdt und -spezifitdt fir C3-GFP. DNA-Aptamere
mit einer hohen Bindungsspezifitit zu GFP besitzen ein
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vielversprechendes Potential, um in diversen Anwendungen
der Lebenswissenschaften, wie z.B. der Expansionsmikro-
skopie, genutzt zu werden.’” Die skizzierte Methode be-
schriankt sich auflerdem nicht auf eine einzige funktionelle
Gruppe, sondern ermoglicht die schnelle Einfiihrung diverser
chemischer Funktionen. Dadurch ebnet diese Methode den
Weg zu einer Vielzahl neuartiger ,,Clickmere“ und Nuclein-
sdure-basierten Katalysatoren mit spezifischen Bindungsei-
genschaften. Wissenschaftlern wird hiermit ein Zugang ver-
schafft, Aptamere fiir Molekiile und Epitope zu selektieren,
die bisher nicht durch klassische In-vitro-Selektionsprozesse
zuginglich waren.'"*] Das beschriebene Click-SELEX-Ver-
fahren erlaubt aulerdem die Herstellung von modifizierten
Aptameren mit bisher nicht zugidnglichen chemischen Grup-
pen, wie z.B. sehr gro3en oder labile Gruppen, die im All-
gemeinen nicht kompatibel mit den Bedingungen der Fest-
phasen- oder enzymatischen DNA-Synthese sind. Es sei
darauf hingewiesen, dass trotz der In-situ-Einfithrung der
Modifikation die Polymerase den modifizierten Einzelstrang
als Templat im ersten Amplifikationszyklus verwenden muss.
Es ist dementsprechend anzunehmen, dass groe Modifika-
tionen die enzymatische Replikation hemmen konnen. Wir
schlagen deswegen eine Strategie mit lichtspaltbaren Linkern
vor.’ Eine lichtempfindliche Gruppe, z. B. o-Nitrophenethyl
(NPE), konnte zwischen der Azid- und der gewiinschten
Modifikation positioniert werden, um vor der enzymatischen
Replikation, durch Abspaltung, die vollstindige Kompatibi-
litdt mit unserer Methode zu konservieren. Zukiinftig soll die
vorgestellte Methode mit weiteren Click-Reaktionen, wie der
Norbornen- und Tetrazin-Ligation, erweitert werden,®! um
eine orthogonale Einfithrung multipler Modifikationen zu
erreichen. Die Methode konnte ebenfalls mit anderen Nu-
cleinsdure-Derivaten wie nativer und 2'-modifizierter
RNA,PY verbriickten Nucleinsduren™! oder weiteren Xe-
nonucleinsiuren’ kombiniert werden. Die skizzierte Me-
thode beruht weder auf komplizierten organischen Synthesen
noch auf spezialisierten Instrumenten und kann dadurch
leicht von der stets wachsenden Zahl von Wissenschaftlern,
die Aptamere in den Lebens- und biomedizinischen Wissen-
schaften anwenden mdochten, verwendet werden. Damit wird
der allgemeinen Forderung nach mafgeschneiderten Apta-
meren als hochentwickelte Erkennungswerkzeuge®® und
Katalysatoren Folge geleistet.?”3*]
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