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L. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Mit der Aufkldrung der DNA-Struktur im Jahre 1953 durch Watson und Crick war nicht nur
die chemische Struktur des zentralen Molekiils des Lebens beschrieben, sondern dariiber
hinaus auch der molekulare Mechanismus der Vererbung verstanden.!! Die von Watson und
Crick postulierte DNA-Doppelhelix bildet sich aus zwei zueinander komplementiren DNA-
Strangen durch  Ausbildung von  Wasserstoffbriickenbindungen  zwischen den
komplementiren Basenpaaren Thymin (T) — Adenin (A) und Cytosin (C) — Guanin (G) (Ab-
bildung. 1).
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Abbildung 1: Watson-Crick-Basenpaarung zwischen den komplementéren Nucleobasen A) Thymin — Adenin

und B) Cytosin — Guanin.

Die Arbeiten von Watson und Crick sowie die Entwicklung der Polymerasekettenreaktion
(PCR) zur Vervielfiltigung von DNA durch Mullis’?! stellen die Grundlagen fiir eine
explosionsartige Entwicklung in der Biochemie und Molekularbiologie dar. Deren bisheriger
Hohepunkt wurde im Februar 2001 mit der Entschliisselung der Rohfassung des humanen
Genoms erreicht, das aus ca. drei Milliarden Basenpaaren besteht.” ¥ Nachdem das humane
Genomprojekt in Kiirze abgeschlossen sein wird und die Sequenzdaten an Prizision
gewinnen, wird es zunehmend wichtiger, Abweichungen von der Referenzsequenz zu
ermitteln. Damit riickt nun das Individuum bzw. die individuell unterschiedliche Basen-

sequenz in den Mittelpunkt des Interesses. Die am haufigsten gefundenen genetischen
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Unterschiede sind Einzelbasenpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs),
d.h. individuelle Differenzen einzelner Basen in der Nucleobasensequenz. Diese genetischen
Unterschiede konnen Verwandtschaftsverhiltnissel® aufzeigen, zur Entstehung von Krank-
heiten fiihren,'® aber auch die Nebenwirkungen von Medikamenten'” erkliren. Mit
zunehmendem Verstindnis der Bedeutung dieser genetischen Unterschiede auf den
Organismus werden in ndchster Zukunft DNA-Diagnostika an Bedeutung gewinnen, die

Einzelbasenpolymorphismen rasch und effizient nachweisen konnen.
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II. ALLGEMEINER TEIL

II.1 Einzelbasenpolymorphismen (SNP) in der DNA

Das Erbgut zweier beliebiger nichtverwandter Menschen ist zu 99,9 Prozent identisch. Fiir die
genetische Individualitit einer Person sind folglich Unterschiede in durchschnittlich jeder
tausendsten Base die Ursache. Bei einer Grof3e des menschlichen Genoms von drei Milliarden
Basenpaaren sollte es daher insgesamt bis zu einigen Millionen dieser Variationen geben.
Statistisch unterscheidet sich das humane Genom vom Schimpansengenom nur durch jede
hundertste Base. Vor diesem Hintergrund wird die Bedeutung so vieler Variationen
deutlich.') Tritt eine Abweichung in einer Base in einer Haufigkeit von mehr als 1% in einer
Population auf, so spricht man von einem Einzelbasenpolymorphismus (single nucleotide
polymorphism, SNP). Einzelbasenpolymorphismen verteilen sich mit unterschiedlicher Dichte
iiber das Genom, wobei sich ein Grofteil der SNPs in nichtkodierenden Bereichen befindet.
Ohne direkten EinfluB auf den Organismus werden diese von Generation zu Generation
weitervererbt, so dall vor allem iiber sie Verwandschaftsanalysen erstellt werden konnen
(Vaterschaftstest, Populationsgenetik (5. 81y,

Befindet sich aber ein SNP in einem kodierenden oder regulatorischen Bereich des Erbgutes,
so kann dieser zu einer phianotypischen Verdnderung fiihren. Solche Einzelbasenmutationen
sind von groer medizinischer Bedeutung. Die in weiten Teilen Afrikas auftretende
Sichelzellenandmie ist ein eindriickliches Beispiel fiir die weitreichenden Konsequenzen einer
Einzelbasenmutation. Bei Tridgern dieser Mutation ist im Gen fiir die p-Kette des
Hamoglobins das normale Codon fiir Glutaminsdure GAG zu GTG abgewandelt, so da3
dadurch die Aminosdure Valin im Protein eingebaut wird. Als Folge dieser Punktmutation

nehmen die roten Blutkdrperchen eine charakteristische Sichelform ein (sieche Abbildung 2).
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Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische Auf-nahme der deformierten roten Blutkorperchen bei der
[9]

Sichelzellenanidmie.
Solche Abweichungen in unseren Genen sind fiir die geschdtzten 3.000 — 4.000 eindeutig
genetisch bedingten Erkrankungen verantwortlich,'®! zu denen auch Zystische Fibrose (Muko-
viszidose) und Chorea Huntington (Veitstanz) gehoren. Bei sogenannten komplexen Krank-
heiten wie Alzheimer, Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes mellitus und Schuppen-
flechte, vergroBern genetische Anlagen das Risiko einer Person, eine bestimmte Krankheit zu
entwickeln. Die Krankheit selbst resultiert erst aus dem Zusammenspiel von genetischer
Veranlagung mit bestimmten Umweltfaktoren, wie z.B. Erndhrungsgewohnheiten, Stref3 oder
Infektionen.

Grofite Aufmerksamkeit, vor allem von Seiten der pharmazeutischen Industrie, kommt den
SNPs von einem neuen Forschungszweig entgegen, der als Pharmakogenetik bezeichnet
wird.!"! Ziel ist es, fiir jeden Patienten das fiir ihn optimale Medikament aus dem groBen
Angebot der Pharmaka auszusuchen. Von Person zu Person tritt ein Medikament
unterschiedlich stark in Wechselwirkung mit dem Zielprotein, da dieses von Individuum zu
Individuum leicht variieren kann. Darin begriindet sich die Unvertrdglichkeit eines
Medikamentes gegeniiber einzelnen Patienten. Die individuellen Unterschiede der
Zielproteine spiegeln sich auf der genetischen Ebene anhand unterschiedlicher SNP-Muster
wider. Sind die Zusammenhinge zwischen SNP-Mustern eines Patienten und der
Unvertrédglichkeit eines bestimmten Medikamentes erst einmal bekannt, so erhofft man sich in
Zukunft durch eine Genanalyse des Patienten eine prazisere Medikation, d.h. der Patient erhélt
das fiir ihn optimale Medikament. Dadurch hofft man Nebenwirkungen zu reduzieren, aber

auch zeit- und kostengiinstiger zu therapieren.
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II.2 Nachweis von Einzelbasenmutationen in DNA

Die auf der Sangerschen Dideoxy-Methode basierende Sequenzierung ist nach wie vor die

(191 eignet sich jedoch nicht

sicherste Methode zur Identifizierung von Einzelbasenmutationen,
fiir moderne Screening-Verfahren bekannter Mutationen, da sie mit einem hohen technischen
und zeitlichen Aufwand verbunden ist. Neue Methoden fiir die Routine-Diagnostik bekannter
Sequenzen sollen daher vor allem schnell und nach Mdoglichkeit automatisiert durchgefiihrt
werden konnen. Die gebrduchlichsten Methoden zum Nachweis bekannter Einzelbasen-

mutationen sind nachfolgend zusammengefaft.

I1.2.1 Reverse Dot Blot

Beim Reverse Dot Blot-Verfahren werden Oligonucleotide als Detektionssonden an einer
festen Oberfliche immobilisiert und das Fluoreszenz-markierte PCR-Produkt des DNA-
Analyten mit dieser hybridisiert.'"! Diese Sonden mit einer Linge von 16 — 20 Basen sind
lang genug, um einen statistisch einmaligen Genomabschnitt abzudecken, aber ebenso
hinreichend kurz, um zwischen komplementéiren und einzelbasenfehlpaarenden Sequenzen zu
unterscheiden. Die nichtbindenden fehlpaarenden Proben werden im Anschlu3 heraus-
gewaschen und die Position des Duplexes wird fluoreszenzspektroskopisch nachgewiesen.
Um eine unspezifische Bildung der Duplexe zu vermeiden, muB3 die Stringenz der
Hybridisierung allerdings exakt eingestellt werden (z. B. Temperatur, Salzkonzentration).
Dieses Nachweisverfahren liegt auch den fiir High-Throughput-Screenings entwickelten
DNA-Mikroarrays oder DNA-Microchips zugrunde.!'”! Hierbei werden bis zu 250.000
Sonden/cm? auf einem Chip rdumlich adressiert und einem multidimensionalen Dot-Blot

unterzogen.

I1.2.2 Homogene Detektionsmethoden

Nachweismethoden von Einzelbasenmutationen, die auf der Immobilisierung an einer festen
Phase beruhen, bergen grundsitzlich die Gefahr unspezifischer Adsorption der Reagenzien
oder Analyten an die feste Phase. Die Notwendigkeit zeitintensiver Waschprotokolle oder
gelelektrophoretischer Aufreinigung ist ein weiterer Nachteil. Homogene Nachweismethoden

umgehen diese Probleme, sind konzeptionell aber komplizierter, da das Detektionssignal, z.B.
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Fluoreszenz, sich als Folge der Bindung zweier Partner verindern muB.'®! Diese
Signaldnderung kann durch die Wechselwirkung zweier Fluoreszenzmarker F und Q erfolgen.
Bei der Fluoreszenzldschung unterdriickt Q als direkter Nachbar die Eigenfluoreszenz von F
und erst wenn die beiden Marker voneinander entfernt werden, wird die Fluoreszenz von F

sichtbar. Dieses Prinzip liegt dem TagMan-Assay''* und den Molecular Beacons!" zugrunde.

\II:/
N Q
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F Q bri -
Primer I |n:m|3r| >
| » AT —_—
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\I/ ?
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Schema 1: Prinzip A) des TagMan-Assays und B) des Molecular Beacons.

In dem TagMan-Assay wird eine doppelt markierte Detektionssonde durch die 5°-3°-
Exonucleaseaktivitit der 7ag DNA-Polymerase abgebaut und dabei ein fluoreszierndes
Nucleotid freigesetzt (Schema 1A). Der Fluoreszenzfarbstoff F ist in der Sonde durch den
Fluoreszenzloscher Q inaktiviert. Die Molecular Beacons bestehen aus einer zum Analyten
komplementdren Schleifensequenz, die an dem 5°- und dem 3°-Ende von kurzen zueinander
komplementidren Sequenzen flankiert ist (Schema 1B). Durch deren intramolekulare
Hybridisierung nimmt das Molecular Beacons eine Haarnadelschleifenstruktur ein, so daf} der
Fluoreszenzfarbstoff F durch die unmittelbare Nachbarschaft des Fluoreszenzldschers Q nicht
fluoresziert. Mit der Hybridisierung an den komplementiren DNA-Analyten bricht die
Haarnadelschleifenstruktur des Molecular Beacons auf. Ohne direkte Nachbarschaft des

Fluoreszenzloschers Q fluoresziert nun F.
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Beim Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) iibertrigt der angeregte Donor Fpp seine
Energie in einem strahlungslosen Vorgang auf den benachbarten Akzeptor Fa, so daB3 dieser
mit seiner charakteristischen Wellenldnge A emittiert.'® Mit zunehmendem Abstand nimmt
die Effizienz dieses Energietransfers und damit die Intensitit von A, ab und Fp fluoresziert
mit seiner eigenen Wellenldnge Ap. Chen et al. verwendeten FRET zur Entwicklung eines
homogenen DNA-Diagnostik-Assays (Schema 2).1'" Dabei hybridisiert an den DNA-
Analyten ein mit einem FRET-Donor markierter Primer, so dal dessen 3‘-Ende in
unmittelbarer Nachbarschaft zur Mutationsstelle zu liegen kommt. Der Primer wird nun um
eine  Nucleobase verldngert, indem ein zur Mutationsstelle komplementéres
Dideoxyribonucleosid Triphosphat, welches mit dem FRET-Akzeptor F, markiert ist,
eingebaut wird. Die unmittelbare Nachbarschaft der beiden Fluorophore Fp und Fa ermoglicht

einen Energietransfer und F, fluoresziert.

F FRET |
\FI / _IA FD /\A_\ FA/_
_ Fp—
Y I\ \ / AN
I I I I > I B I
DNA-Analyt DNA-Analyt

Schema 2: Prinzip des Primer Extension Assays.!'”

I1.2.3 Oligonucleotide Ligation Assay (OLA)

Der Oligonucleotide Ligation Assay macht sich die hohe Selektivitit der DNA-Ligase zu
Nutzen. Hierbei verkniipft dieses Enzym zwei synthetische Oligonucleotid-Sonden
miteinander, vorausgesetzt, dal diese in direkter Nachbarschaft mit dem DNA-Analyten

181 Anstelle der Hybridisierung einer langen Sonde erfolgt also eine

hybridisieren.
enzymatische  Verknilipfung zweier kurzer Oligonucleotid-Sonden, wodurch die
Diskriminierungseffizienz des Assays erheblich erhoht wird. Einen Beitrag hierzu liefert das
Phidnomen, nachdem eine Basenfehlpaarung in einem kurzen Duplex zu einer stirkeren
Destabilisierung und damit zu einer hoheren Selektivitét fiihrt als in einem langen Duplex.
Einen zusétzlichen Beitrag leistet das Enzym, das die in Reaktion zu bringenden Gruppen

exakt positioniert und durch diese geometrische Kontrolle eine hohe Préiferenz fiir die

Verkniipfung perfekt komplementirer Sequenzen aufweist. Die Eindeutigkeit des Nachweis-
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systems bleibt dadurch erhalten, daB3 die beiden kurzen Oligomere in direkter Nachbarschaft
an den Analyten binden miissen, und so gemeinsam wieder eine statistisch einmalige Sequenz

von 16 — 20 Nucleobasen abdecken.

Com mit Marker

5 3 5 3 5 3
2 Wildtyp-Sonde 1 Mutanten-Sonde 3

T G
4 Wildtyp-DNA Mutante-DNA 5
|1
|1

A c /
EREREEN EREENEEEEE
T G
Cc A /
J J
RN EREEEENEE
T G
Ligase Ligase
A / Cc /
6 7
Schema 3: Prinzip des Oligonucleotide Ligation Assays.

Zur Identifizierung einer Einzelbasenmutation werden dem PCR-Amplikon drei
Oligonucleotid-Sonden zugegeben: Eine konstantes Oligomer com 1 und je eine Wildtyp-
Sonde 2 und eine Mutanten-Sonde 3, die sich in ihrer Markierung (Fluoreszenz-Marker,
Massen-Tag) unterscheiden. Die Sonden binden so an die DNA-Analyten 4 und 5, daf3 die
Enden der variablen Sonden und des konstanten Oligomers sich direkt gegeniiber der
Mutationsstelle befinden. Die Ligase ist nur dann in der Lage, beide Sonden miteinander zu
verkniipfen, wenn die Sonden und der Analyt zueinander vollstindig komplementér sind. Die
unterschiedlichen Verkniipfungsprodukte 6 und 7 konnen dann entweder iiber die Massen-
Tags gelelektrophoretisch oder aber, wenn das konstante Oligomer com 1 beispielsweise

biotinyliert ist, iiber immobilisiertes Streptavidin isoliert und identifiziert werden. Die
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auBerordentliche Leistungsfahigkeit des Oligonucleotide Ligation Assays machen ihn zu

einem Routineverfahren in der medizinischen Diagnostik.!"”!

I1.3 Peptidnucleinsiauren (PNAs)

Das grundlegende Prinzip aller DNA-Diagnostika besteht in der Hybridisierung des DNA-
Analyten mit einer komplementdren Sonde. Der Erfolg eines Nachweises hidngt daher
entscheidend von der Genauigkeit der molekularen Erkennung wihrend des Hybridisierungs-
prozesses ab. Nur wenn der Stabilitdtsunterschied zwischen Analyt-Sonde und Nichtanalyt-
Sonde hinreichend groB ist, kdnnen verwertbare Aussagen, liber z.B. das Vorliegen einer
Punktmutation, gemacht werden. Zur Optimierung der Eigenschaften von Oligonucleotid-
Sonden wurden daher in den letzten Jahren eine Vielzahl von Oligonucleotid-Derivaten
synthetisiert, die am Phosphatrest, an der Ribose oder an den Nucleobasen modifiziert sind,
und ihre Bindungseigenschaften gegeniiber natiirlicher DNA untersucht.”” ! Neben der
Affinitat, d.h. der thermodynamischen Stabilitit des Duplexes aus DNA und DNA-Analogon,
ist dabei vor allem das Diskriminierungsvermogen einzelner Basenfehlpaarungen sowie die

chemische und biologische Stabilitdt der synthetischen DNA-Analoga von Interesse.

Eine weitgehende Anderung der natiirlichen Struktur wurde bei den Peptidnucleinsiuren
(PNA) realisiert.*! Hierbei handelt es sich um ein DNA-Analogon, bei dem das gesamte
Ribose-Phosphat-Riickgrat der DNA durch ein auf N-(2-Aminoethyl)glycin basierendes,
achirales Riickgrat ersetzt wurde (Abbildung 3).1**! Die natiirlichen Nucleobasen sind mit dem
Riickgrat liber eine Carboxymethylen-Einheit verbunden. Trotz dieses radikalen Struktur-
unterschiedes zeigen PNAs gegeniiber komplementiren Oligonucleotiden eine hohe Affinitit
verbunden mit einer hohen Selektivitdt. Diese Eigenschaften zusammen mit der Stabilitét
gegeniiber enzymatischen und chemischen Abbaureaktionen stimulierten zahlreiche
Anstrengungen, PNA im Kontext diagnostischer und therapeutischer Fragestellungen zu

untersuchen.>+2¢
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Abbildung 3: Vergleich der chemischen Struktur von A) DNA und B) PNA.

I1.3.1 Festphasensynthese von PNA

Aufgrund der amidischen Struktur des PNA-Riickgrates gelingt die PNA-Synthese unter der
Verwendung von Festphasenmethoden, die urspriinglich fiir die Synthese von Peptiden
etabliert wurden. Im Gegensatz zur DNA, die bei der Behandlung mit starken Sauren
depuriniert wird, sind PNAs sdurestabil. Analog zur Peptidchemie haben sich deshalb fiir den
Aufbau von PNA-Oligomeren zwei Synthesestrategien etabliert. Die eine folgt der klassischen
Merrifield-Strategie,'”! in der als temporire Schutzgruppe am N-Terminus des Riickgrates die
Butyloxycarbonyl-(Boc)-Gruppe zum Einsatz kommt, die mit Trifluor-essigsdure (TFA)
entfernt wird. Als permanente Schutzgruppe fiir die exocyclischen Aminofunktionen der
Nucleobasen Adenin a”, Cytosin ¢ und Guanin g wird die Benzyloxycarbonyl-(Z)-Gruppe
verwendet (Abbildung 4.A).”™ Die abschlieBende Behandlung mit Trifluormethansulfonsdure
(TFMSA) oder HF spaltet die PNA-Oligomere von der festen Phase und entfernt gleichzeitig
alle Schutzgruppen.

Die Boc/Z-Strategie ist eine sehr robuste und zuverldssige Methode zum Aufbau
unmodifizierter PNA. Die sauren Bedingungen, die fiir die Abspaltung der Schutzgruppen
bendtigt werden, schiitzen das freigesetzte primdre Amin durch Protonierung vor den
typischen Nebenreaktionen der PNA-Synthese (siehe unten). Zudem ist TFA ein exzellentes
Losungsmittel um Sekundérstrukturen aufzubrechen, die zu intra- oder intermolekularen

Aggregaten der harzgebundenen Oligomere fiihren kdnnen.

¥ Zur Unterscheidung der DNA- und PNA-Oligomere werden hier und im folgenden Text DNA-Basen groB (B,
A, C, G, T) und PNA-Basen klein (b, a, c, g, t) geschrieben.
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Abbildung 4: PNA-Monomerbaustein des Cytosins fiir A) die Boc/Z-Strategie (Boc-c“-OH) und B) die
Fmoc/Bhoc-Strategie (Fmoc-c®"-OH).

Trotzdem sind einer Anwendung der Boc/Z-Strategie aber auch Grenzen gesetzt. Aufgrund
der korrodierenden Eigenschaften der Trifluoressigsdure kann die Synthese von den meisten
handelsiiblichen Syntheserobotern nicht durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus sind die
Abspaltungsbedingungen fiir den Aufbau von komplexen PNA-Konjugaten und fiir die
meisten biologisch relevanten Fluoreszenzfarbstoffe zu harsch.

Aus diesen Griinden wurde eine zweite Strategie fiir die PNA-Synthese entwickelt, die sich an
die etablierte Fmoc//Bu-Strategie der Peptidchemie anlehnt.”” Hierbei dient die basenlabile
Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc)-Gruppe als temporire Schutzgruppe (Abbildung 4.B), die
in jedem Zyklus durch Piperidin abgespalten wird. Zum Schutz der exocyclischen
Aminofunktionen wird die sdurelabile Benzhydryloxycarbonyl-(Bhoc)-Gruppe verwendet.
Zum Abschlul der Synthese entfernt man mit TFA die Bhoc-Gruppen und spaltet das
Oligomer vom polymeren Triger ab. Ein groer Vorteil der Fmoc/Bhoc-Strategie besteht
darin, daf} der Beladungsgrad des Harzes und damit die Ausbeuten der einzelnen Kupplungs-
schritte sich jederzeit durch eine photometrische Bestimmung des Piperidinfulvenadduktes als

Abspaltungsprodukt der Fmoc-Gruppe bestimmen 148t.>”

Es wurde jedoch beobachtet, dal3
die zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe benétigten basischen Bedingungen Nebenreaktionen
begiinstigen,”"! wie etwa die Wanderung der Nucleobasen-Essigsdure von der sekundiren
Aminofunktion zur freien N-terminalen Aminofunktion des Aminoethylglycin-Riickgrates
sowie die Abspaltung des N-terminalen PNA-Monomers (Schema 4). Wenn auch diese

Synthesestrategie nicht so effizient wie die Boc/Z-Strategie ist, so lassen sich jedoch mit ihr
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sehr einfach Fluoreszenz-markierte PNA-Sonden an fester Phase aufbauen, die iliber die
Boc/Z-Strategie in Losung und damit unter erheblich hdherem préparativen Aufwand

hergestellt werden miissen.

SGbn
sc H (o) 0 (o)
Cbpuq $Cp, A) Bre N/\/N\)J\N
\_/ B) i ’ (o]
B) HKNH + (0]
N HoN
SGbn+1/\n/ \) 2
(o)

Schema 4: Basenkatalysierte Nebenreaktionen wihrend der PNA-Synthese. A) N-Acyl-Transferreaktion. B)
Abspaltung des N-terminalen PNA-Monomers (SG = Schutzgruppe).

I1.3.2 Chemische und biophysikalische Eigenschaften von PNA

Im Gegensatz zur DNA, die als Polyanion vorliegt, besitzt PNA ein neutrales Riickgrat.
Dieser grundlegende Unterschied hat wesentliche Konsequenzen fiir die Wechselwirkung von
PNA mit DNA zur Folge. Die Bindungsstirke komplementirer PNA-DNA-Stringe ist
deutlich hoher als die komplementirer DNA-DNA-Stringe. Dies ist auf die fehlenden
elektrostatischen Repulsionskrifte zwischen PNA-Strang und DNA-Strang zuriickzufiihren.
Als MaB fiir die Stabilitit eines Doppelstranges gilt die Schmelztemperatur T,.*? Unterhalb
von T, liegt der Duplex und dariiber liegen die Einzelstringe vor. Fiir das 10mer
GTAGATCACT nimmt die Schmelztemperatur 7, vom PNA-PNA-Duplex (7, = 67 °C) iiber
den PNA-DNA-Hybrid (7, = 51°C) zum reinen DNA-DNA-Doppelstrang (7, = 33,5 °C)
ab.’* Uber die reine Affinitit hinaus zeichnen sich PNA/DNA-Hybride noch durch eine
auBerordentliche Selektivitit aus, da die Watson-Crick-Regeln der Basenpaarung noch
strenger eingehalten werden als bei DNA-DNA-Doppelstrangen. Dies 1d6t sich wiederum an
den Schmelztemperaturen 7, der entsprechenden Doppelstringe, die eine Basenfehlpaarung

beinhalten, zeigen. Der Unterschied der T,,—Werte zwischen einem komplementdren DNA-
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PNA-Duplex und einem fehlpaarenden DNA-PNA-Duplex ist mit 8 bis 20 K etwa doppelt so
hoch wie bei den entsprechenden DNA-DNA- der DNA-RNA-Doppelstringen.**!

Trotz des Namens handelt es sich bei PNA weder um eine Nucleinsdure noch um ein Peptid.
Aufgrund der vollkommen artifiziellen Struktur vermogen weder Nucleasen noch Proteasen
PNA abzubauen.””’ Neben der chemischen Stabilitit verfiigt PNA damit auch iiber eine
aullergewohnliche biologische Stabilitit. Die erhohte Basenfehlpaarungs-Diskriminierung in
Verbindung mit der gesteigerten Affinitit und ihrer chemischen sowie biologischen Stabilitit
macht PNA daher zu einem interessanten und vielversprechenden Werkzeug fiir die DNA-

1361 Molecular

Diagnostik (z.B. PCR-Clamping,”” Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH),
Beacons,™”! Allelspezifische Hybridisierung[38]) und fiir gentherapeutische Anwendung (z.B.

Antisense).””!

I1.4 Templat-gesteuerte chemische Synthese von Nucleinsiuren

Bei der Replikation, Transkription und Translation iibertrégt die DNA bzw. RNA die in ihr
gespeicherte Information mit hoher Prizision. In der chemischen Terminologie handelt es sich
hierbei um Templat-gesteuerte Reaktionen. Template erkennen und binden die Reaktanden
oder reaktiven Gruppen eines Molekiils und ordnen diese in einer fiir die Folgereaktion
optimale Konformation an.*” *! Die Einzelstringe der DNA und RNA dienen hierbei als
Template, wobei die komplementidren Stringe getreu den Gesetzen der Watson-Crick-
Basenpaarungen positioniert werden.

Obwohl die Replikation und Translation der natiirlichen Nucleinsduren durch Enzyme
katalysiert werden, nimmt man an, da in einer prabiotischen Welt die ersten
Replikationsprozesse chemisch abliefen. Da Replikation ein Kriterium fiir Leben ist, wurden
in den letzten Jahren eine Vielzahl von nicht-enzymatischen Replikationssystemen

entwickelt,[5 7. 581

von denen man sich Erkenntnisse {iber die molekularen Grundlagen der
Entstehung von Leben erhofft. In Tabelle 1 sind die verschiedenen literaturbekannten

chemischen Verkniipfungsarten von Oligonucleotiden zusammengefal3t.
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Tabelle 1: Chemische Verkniipfungsreaktionen von Nucleinsduren.

x=; \c07|B Y= \\dj Literatur

! d
b i Orgel**!
1) X—OH N-P—O-Y _— X—0-P-0-Y g
N= L_ I
\< o o)
2 2 Syostakl®)
2) X-O-P—OPP; HO-Y —> X—0-P-0-Y zosta
o~ o
fo) (o) Naylor[44]
- _||_ EDC - _||_ . [45]
3) X—0-P—OH HZ—-Y . X—O0—-P-Z-Y Kanaya
(l)_ bzw. BrCN 6— [46]
Z=0,NH Shabaraova
i \)(J)\ X—0 (IFI>) S\)(J)\ Letsinger[47]
4) X-O-P-SH Br Ny 2 - N_Y
(o) H o H
o o} o} o}
I; oder . 48
5) X-0-P-SH HS-P-0-Y —""~  X-0-P-S-S-P-0— Letsinger!*”
o -0 Fe(CN)6™ o o
(u) (II) . [49]
6) X—O-P-SH TosO-Y ~————>  X-0-P-S-Y Letsinger
o o
(u) (II) K 1[50,51]
7) X—0-P-ZH Y  ————=  X-0-P-z-Y 00
0 Z=8,Se 0
\j NaBH;CN v Lynnts?!
H

0
XN R
9) K O / O R H O Q Letsinger>!

HNSY -
s Tatat 52 U,
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Fortsetzung von Tabelle 1

10) o s
HN HN
)\ | )\ | 366 nm
07N 07N
Rib Rib
11)
o) o)
HN 366 nm [55]
A — Albagli
0
Rib
Rib Rib
12)
Fujimoto[56]

NHZ | (0]
N*= NH 366 nm
) kﬁi e
(0] N l;l (0]
Rib

Rib

Pionierarbeit auf diesem Gebiet leistete L. Orgel. Beispielsweise gelang es ithm, aktivierte 2-
Methylimidazolide von Mononucleosid-5‘-monophosphaten an komplementdren RNA-
Templaten auch in Abwesenheit entsprechender Enzyme polymerisieren zu lassen (Tabelle
1.1).%1" Allerdings konnte bei der Verwendung von Mononukleotiden kein vollstindiger
Replikationszyklus realisiert werden. Dieses Scheitern kann mit einer Produktinhibierung der
Reaktion erkldart werden. Der entstandene komplementdre Produktstrang bindet mit hoherer
Affinitdt an das Templat und verhindert so eine erneute Anlagerung der Mononucleotiden.
Die Realisierung der autokatalytischen Replikation gelang erst, als man sich von der
Kondensation von Mononucleotiden entfernte und die Verkniipfung kurzer Oligomere
untersuchte. Nachdem bereits seit 1966 die Templat-gesteuerte chemische Fragment-
kondensation zweier Oligonucleotide bekannt war,'** konnte von Kiedrowski 1986 das erste

Beispiel eines nichtenzymatischen selbstreplizierenden Systems vorstellen.”™”!

Replikationsstudien wurden auch mit alternativen genetischen Polymeren durchgefiihrt./®*-%
Der gegenseitige Informationstransfer zwischen den unterschiedlichen genetischen
Polymeren, eine Voraussetzung fiir diagnostische Anwendungen, ist aber bisher nur mit PNA
gelungen. So kann ein natiirliches DNA-Templat auch als Matrix fiir den Aufbau der

artifiziellen PNA dienen.’®™ ®! Ausgehend von den PNA-Dimeren g, und a, gelang eine
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Synthese des PNA-Strangs gsa,gs entlang des komplementiaren DNA-Templates C4T,C4. So
wie der Informationstransfer von DNA auf PNA mdglich ist, kann auch die
Sequenzinformation des PNA-Stranges auf das natiirliche Polymer RNA {ibertragen
werden. %!

Die Beschiftigung mit der nicht-enzymatischen Oligonucleotidverkniipfung verdient nicht nur
hinsichtlich der Suche nach prébiotischen selbstreplizierenden Systemen Interesse. So kann
die Bildung eines Verkniipfungsproduktes die Anwesenheit eines bestimmten DNA-
Templates anzeigen. Fiir solche potentielle Anwendungen in der DNA-Diagnostik ist die
Selektivitit der chemischen Fragmentkondensationen von entscheidender Wichtigkeit. Die
ersten Untersuchungen hierzu wurden von Shabarova et al. % durchgefiihrt (Abbildung 5).
Bei der Carbodiimid-vermittelten chemischen Verkniipfung der DNA-Fragmente 8 und 9 in
Gegenwart des Templates 10 entstand das Kondensationsprodukt fiir den komplementéren

Fall (X=T) zu 75%, widhrend bei einer Basenfehlpaarung der Umsatz auf 32% und 50%
(X=A/C) abfiel.

36-C-C-T-A—G-G-T-C-C-T-C-A-C> 10
8 °A-C-G-G-A-X C-C-A-G-G-A-G-T-G-A-C° 9

Abbildung 5: Carbodiimid-vermittelte Fragmentkondensation der Oligomere 8 und 9 in Gegenwart des

Templates 10.

Systematische Untersuchungen von James und Ellington zur Genauigkeit der chemischen
Fragmentverkniipfung ergaben, da3 der EinfluB von Basenfehlpaarungen besonders grof3 an
den zur Verkniipfungsstelle benachbarten Positionen war.'° Fehlpaarungen wurden toleriert,
wenn sie von der Verkniipfungsstelle weiter entfernt lagen. Dementsprechend nimmt mit
zunehmender Linge der Sequenzen die Ubertragungsgenauigkeit ab. Fiir eine effiziente aber
auch sequenztreue Verkniipfung bendtigt man Oligomere, die einerseits lang genug sind, um
vom Templat gebunden werden zu konnen, aber andererseits so kurz sind, dafl keine
Fehlpaarungen toleriert werden. James und Ellington legten dar, daB3 fir DNA Hexamere
diese Eigenschaften optimal verbinden. Die Verwendung von Dodecameren fiihrt zu
Fehlsequenzen, wihrend Trimere unter den gewidhlten Bedingungen nicht verkniipft werden
konnten.

Verkniipfungsmethoden einer hohen Sequenzselektivitit wurden von Letsinger'®” und von

Kool" ¢ beschrieben. Das System von Letsinger ef al. basiert auf der Verkniipfung eines
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Phosphorothioats als Nucleophil mit einem elektrophilen Bromacetamid (Tabelle 1.4).1°) Die
Gegenwart eines vollstindig komplementdren Templates fiihrte bei 30 °C zu einem Umsatz
von 75%, wihrend der Austausch einer Base im Templat die Produktbildung auf unter 5%
reduzierte. Die ideale Reaktionstemperatur fiir die Diskriminierung zweier Template befand
sich den Beobachtungen Letsingers zufolge zwischen den Schmelztemperaturen 73, der
Sonden-Duplexes mit dem komplementdrem Templat einerseits und mit dem fehlpaarenden
Templat andererseits. Wird der 7,-Wert des fehlpaarenden Templates unterschritten, kommt
es entgegen der Waston-Crick-Basenpaarung zu einer signifikanten Anlagerung der Sonde an
das fehlpaarende Templat und auch die unerwiinschte Verkniipfungsreaktion findet statt.

Kool et al. nutzten die Verknilipfung eines 5°-terminalen Oligonucleotid-lodids mit einem
Phosphorothioat (Tabelle 1.7), um am Beispiel von H-ras DNA-Segmenten
Einzelbasenmutationen nicht-enzymatisch nachzuweisen.!*”! Dabei beobachteten sie bei sehr
niedrigen Konzentrationen der Ziel-DNA das Phanomen der Templatkatalyse, d.h. das Analyt-
Templat stand fiir mehrere Verkniipfungszyklen zur Verfiigung. Mit einer Beschleunigung der
Produktbildung in  Gegenwart des perfekt komplementiren gegeniiber des
einzelbasenfehlpaarenden Templates um einen Faktor von 180 verfiigte das Kool‘sche System
iiber eine vergleichbare Selektivitit wie der Oligonucleotide Ligation Assay mit der T4-
Ligase. Aber mit Hilfe des 7th-Enzyms und bei Verwendung modifizierter
Oligonucleotidsonden konnen fiir enzymatische Verkniipfungsreaktionen bis zu 13000fache

(8] Der Verwendung enzymatischer Verkniipfungsreaktionen

Selektivititen erreicht werden.
sind aber enge Grenzen gesetzt. Beispielsweise zeigen Ligasen eine geringe Aktivitdt an
RNA-Templaten. Darliber hinaus konnen Ligasen chemisch leicht modifizierte
Oligonucleotid-Analoga nicht miteinander verkniipfen, die wegen ihrer giinstigen
Bindungseigenschaften und biologischen Stabilitdt fiir die DNA-Diagnostik und Gentherapie
entwickelt wurden. Selbst minimale Modifizierungen, wie z. B. die Bildung eines
Phosphoramids (X = 3-NH,-T in Abbildung 5)*”) oder die Einfiihrung von Reportergruppen,
konnen von der T4 Ligase nicht mehr toleriert werden, vor allem wenn sich diese direkt an der
Verkniipfungsstelle befinden. Chemisch modifizierte Oligonucleotid-Analoga sind jedoch
wegen ihrer hohen biologischen Stabilitdt vonndten, um einen Sequenznachweis innerhalb
lebender Zellen zu erbringen. Eine Einfiihrung der Ligasen in die Zelle ist schwer zu
realisieren, so dall enzymatische Methoden fiir in vivo-Verfahren problematisch sind. Vor

diesem Hintergrund gewinnt die Entwicklung sequenztreuer chemischer Verkniipfungs-

methoden fiir die DNA-Diagnostik an Bedeutung. Die in Tabelle 1 zusammengefalten
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Verkniipfungsreaktionen beschrinkten sich auf Untersuchungen von Oligonucleotiden.
Chemische Verkniipfungsmethoden ermoéglichen es aber, das volle Potential unnatiirlicher
DNA-Analoga auszuschdpfen. Erste Untersuchungen zur Verkniipfung von DNA-Analoga an
DNA-Templaten bestehen bereits,®***®! doch iiber deren Sequenzselektivitit in
Verkniipfungsreaktionen, eine fiir diagnostische Anwendungen zentrale Fragestellung, wurde

bislang nicht berichtet.
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III. ZIELSETZUNG

Nach dem Abschlul des humanen Genomprojektes gewinnt die Suche nach neuen
Einzelbasenpolymorphismen und die Charakterisierung unbekannter Mutationen an
Bedeutung. Mit der dichter werdenden Kartierung krankheitsrelevanter SNPs wird in der
medizinischen Diagnostik der Bedarf an einfachen und raschen Methoden zur Identifizierung

bekannter Mutationen in den nichsten Jahren zunehmen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das erfolgreiche Konzept des Oligonucleotide Ligation
Assays, also die Templat-vermittelte Verkniipfung kurzer Sonden, auf das DNA-Analogon
Peptidnucleinsdure (PNA) zu iibertragen (Schema 5). Die giinstigen Bindungseigenschaften
der PNA gegeniiber komplementirer DNA lieBen auf eine hohe Selektivitit des PNA-
Nachweissystems hoffen. Eine direkte Ubertragung der Bedingungen des Oligonucleotide
Ligation Assays auf einen ,PNA Ligation Assay* ist jedoch nicht mdglich, da PNA als
vollkommen artifizielles System nicht von dem Enzym Ligase als Substrat toleriert wird.
Folglich kénnen die Sonden eines ,,PNA Ligation Assays® nicht enzymatisch verkniipft

werden.

‘—‘LX i i i i i i i i chemische i i i i
Verknupfung
- — T Z
Analyt ! ! ! ! *
YL—' L1 .. X——Y‘ | l

Kfo o
= \)Lﬂ B = Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin
%

MHN/\/N

Schema 5: Prinzip einer Templat-gesteuerten Verkniipfungsreaktion zweier PNA-Oligomere.
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Erstes Ziel der Arbeit war daher die Entwicklung und Erprobung chemischer Verkniipfungs-
methoden fiir einen ,,PNA Ligation Assay.“ Da bisher noch keine Untersuchungen zur
Selektivitit von PNA-Verknilipfungen unternommen wurden, sollte zundchst an einem
Modellsystem die Tauglichkeit der PNA fiir chemische Fragmentverkniipfungen und deren
Diskriminierungsvermogen gegeniiber Basenfehlpaarungen untersucht werden. Anhand des
Modellsystems sollten die Reaktionsbedingungen soweit optimiert werden, daf} eine

Anwendung zum Nachweis von Einzelbasenmutationen moglich ist.

In einem zweiten Schritt sollten die optimierten Bedingungen aus dem Modellsystem auf
Beispiele von biologischer Relevanz iibertragen werden. Vor allem im Hinblick auf eine
Multiplex-Detektion, d.h. den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Mutationsstellen durch eine
einzige Untersuchung, sollten Mdglichkeiten fiir einen raschen, automatisierbaren Nachweis
von Einzelbasenmutationen in homogener Losung gefunden werden. Hierfiir sollten zum
einen verschiedene Fluoreszenz-Marker, in Losung und an fester Phase, an die PNA
angebracht werden, um iiber einen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) oder
Fluoreszenzloschung einen Mutationsnachweis zu erreichen. Im Gegensatz zu DNA a6t sich
PNA sehr gut massenspektrometrisch analysieren. Neben der fluoreszenzspektroskopischen
Detektion sollte daher auch als Alternative massenspektrometrische Detektionsmethoden
herangezogen werden, die in den letzten Jahren speziell fiir die routineméfBige Untersuchung

von Biomolekiilen entwickelt worden sind.
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IV. SPEZIELLER TEIL

IV.1 Design eines PNA Ligation Assays

Um eine bimolekulare Reaktion zur Identifizierung einer bestimmten Nucleinsduresequenz zu
verwenden, missen die beiden Reaktanden 11 und 12 zum einen mit einer molekularen
Adresse, die eine eindeutige Erkennung durch das Nucleinsduretemplat moglich macht, und
zum anderen mit reaktiven Gruppen X und Y ausgestattet sein, die eine Verkniipfung
ermoglichen (Schema 6). Ein komplementidres Templates 13 erkennt und bindet die
Reaktanden 11 und 12 unter Ausbildung des terndren Komplexes 11:12-13 so an sich, daf die
reaktiven Gruppen X und Y z.B. eine aktivierte Carbonsdure und ein Amin, in unmittelbare
Nachbarschaft zueinander gebracht werden. Die vormals intermolekulare Reaktion zwischen
11 und 12 erfolgt im terndren Komplex intramolekular, so dal die Reaktion beschleunigt
wird. In einem diagnostischen Ansatz kann die Bildung des Verkniipfungsproduktes 14 auch
als Nachweis fiir die Anwesenheit des Templates verwendet werden. Hierfiir ist die
Selektivitidt der molekularen Erkennung zwischen dem nachzuweisenden Templat und den
Reaktanden 11 und 12 von entscheidender Bedeutung. Nur in Gegenwart eines perfekt

komplementéiren Templates diirfen die reaktiven Gruppen X und Y in Reaktion treten.
‘—‘LX i i i i i i i i chemische i i i i13
1 Verknipfung
R E—
! ! Analyt 13 !!! ! : ‘ l
Y X Y L1 l l X—Y |

111213 14

Schema 6: Prinzip einer Templat-gesteuerten PNA-Verkniipfungsreaktion.
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Aufgrund der hohen Bindungsaffinitit und Selektivitit gegeniiber komplementéren
Nucleinsduren diente das DNA-Analogon PNA im Rahmen der vorliegenden Arbeit als
molekulare Adresse fiir die Reaktanden 11 und 12. PNA ist ein Polyamid und PNA-
Verkniipfungsreaktionen lassen sich daher auf der Basis von Peptidkondensationen leicht
durchfithren. Hierfiir mufl die PNA-Sonde 11 als reaktive Gruppe C-terminal eine freie
Carbonséure tragen (X = COOH), wéhrend 12 N-terminal eine freie Aminogruppe besitzt (Y
= H,N-).

IV.2 PNA-Synthese

Fiir die Synthese der in Schema 6 dargestellten PNA-Sonden wurden literaturbekannte
Protokolle adaptiert und den spezifischen Anforderungen folgend modifiziert. So kann der
Aufbau der C-terminalen Kupplungssegmente 12 den Routineprotokollen fiir die Synthese
von PNA mit C-terminalen Carboxamiden folgen.*®! Im Gegensatz dazu miissen bei der
Synthese der N-terminalen Acyldonorsegmenten 11 PNA-Oligomerere mit einer freien
Carbonséure aufgebaut werden.

Aufgrund ihrer amidischen Struktur haben sich fiir den Aufbau von PNA-Oligomeren analog
zur Peptidchemie zwei Synthesestrategien etabliert: die Boc/Z-Strategie und die Fmoc/Bhoc-

Strategie.

IV.2.1 Boc/Z-Strategie

In Anlehnung an das klassische Merriﬁeld-System[27] ist das Abspaltungsprinzip der Boc/Z-
Strategie durch die abgestufte Azidolyse der Schutzgruppen bestimmt. Die Boc-Gruppe wird
als tempordre Schutzgruppe des N-Terminus des Aminoethylgylcin-Riickgrates in jedem
Zyklus mit TFA abgespalten. Die exozyklischen Aminofunktionen der Nucleobasen Adenin
a®, Cytidin ¢ und Guanin g werden durch die Benzyloxycarbonyl-Gruppe (Z) maskiert
(Abbildung 6) und am Ende der Synthese mit der stirkeren Sdure TFMSA entfernt.

¥ Zur Unterscheidung der DNA- und PNA-Oligomere werden hier und im folgenden Text DNA-Basen groB (B,
A, C, G, T) und PNA-Basen klein (b, a, c, g, t) geschrieben.
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Abbildung 6: Monomerbausteine der Boc/Z-Strategie. A) Boc-a“-OH, B) Boc-c“-OH, C) Boc-g“-OH, D) Boc-t-

OH.

Ankniipfung an die feste Phase

Zum Aufbau von C-terminalen Carboxamiden wurde nach literaturbekanntem Verfahren!

28]

das erste Monomer mit dem Methylbenzhydrylamin-Harz (MBHA)!®"! 15 verkniipft. Fiir die

Ausbildung der Amidbindung wurde als Kupplungsreagenz HATU in Anwesenheit zweier

Aquivalente Hiinig-Base verwendet. Der Beladungsgrad wurde stets auf ca. 250 pmol/g

reduziert, um beim Aufbau ldngerer Sequenzen storende Interaktionen zwischen den

Oligomeren zu vermeiden. Hierzu wurde das erste Monomer im Unterschufl mit dem Harz

umgesetzt. Nicht umgesetzte Aminogruppen des Harzes wurden durch eine Acetylierung

blockiert.
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H3C H3C
A) 1.HATU/DIPEA/
Boc.bZ-OH py/DMF/12h
2. Ac,Olpy Boc-b“~HN
(1:4) 16
B) 1. DIC/DMAP
DMF, 12h
Boc-t-OH HO—HZC@—O - Boc-t-O—HZC@—O
2. Ac,O/DMAP/
69%
&)

1. Cs,CO4/KI/DMF

Boc-Gly-OH m—n—w@—o S0°C/12h Boc-GIy-O—HZC@—O

2. CsOAc
20 21 66% 22

Schema 4: Ankniipfung des ersten Synthesebausteins an verschiedene Anker. A) MBHA-Harz B)
Hydroxymethyl-Polystyrolharz C) Chloromethyl-Polystyrolharz (Merrifield).

Fir die Synthese der literaturunbekannten PNA-Sduren wurde das Startmonomer an ein
Hydroxyl-modifiziertes Harz z.B. an das Hydroxymethyl-Harz 18 gekniipft. Hierfiir wurden
zwei Aquivalente des PNA-Monomers 17 mit Diisopropylcarbodiimid (DIC) in das
symmetrische Anhydrid iiberfiihrt, welches in Gegenwart katalytischer Mengen DMAP mit
dem polymeren Alkohol 18 in Reaktion gebracht wurde. Nicht umgesetzte
Hydroxyfunktionen wurden mit Essigsdureanhydrid und DMAP in Pyridin acetyliert. Ein
Nachteil der Ankniipfung eines Monomeres iiber das symmetrische Anhydrid besteht darin,
daB von zwei Aquivalenten des Monomers 17 nur eines umgesetzt werden kann. Effizienter
war es daher, den immobilisierten Ester 22 iiber eine nucleophile Substitution aufzubauen.””!
Dazu wurde das Césiumsalz von 20 in Anwesenheit katalytischer Mengen Nal mit dem

klassischen Merrifield-Harz Chloromethyl-Polystyrol*”! 21 bei 50 °C in 66%iger Ausbeute

umgesetzt. Der Cappingschritt erfolgte mit Cidsiumacetat.
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NMR-spektroskopische Bestimmung des Beladungsgrades

Der Beladungsgrad von Harzen, die mit Boc-geschiitzten Monomeren beladen wurden, kann
im Gegensatz zu Fmoc-geschiitzten Monomeren nicht UV-spektrometrisch bestimmt werden.
Zur Ermittlung des Beladungsgrades der Harze 19 und 22 wurde daher ein auf 'H-NMR-
Spektroskopie basierendes Verfahren entwickelt. Hierfiir wurden wenige Harzkiigelchen mit
einer Losung aus deuteriertem Natriummethanolat in [d¢]-DMSO behandelt, der Toluol als
interner Standard beigesetzt war. Der durch die Umesterung freigesetzte Methylester 23
wurde im Anschlu NMR-spektroskopisch quantifiziert. Diese Methode ist fiir alle Systeme
geeignet, die iiber eine Esterbindung an den polymeren Trager fixiert sind. Bei amidischen
Bindungen wie 16 funktioniert diese Methode jedoch nicht, so dafl bei Ankniipfungen an das
MBHA-Harz keine Bestimmung des Beladungsgrades moglich war.

A) B)
DMSO| |[Toluol
Boc
Boc-GIy-O—HZCO—O
22
-
Toluol als CD3;ONa
Standard in dg-DMSO
Boc-Gly-OCD; —A LL *JM

23

Abbildung 7: "H-NMR-spektroskopische Bestimmung des Beladungsgrades am Beispiel von Harz 22. Uber den
internen Standard Toluol im Verhéltnis zu dem Signal der Boc-Gruppe wird die Menge abgespaltenen Produktes

23 bestimmt.

Festphasensynthese nach der Boc/Z-Strategie

Die Synthese der PNA-Oligomere lehnte sich an ein Protokoll von Koch et al. an, das fiir den
Syntheseroboter ABI 433A der Firma Applied Biosystems optimiert wurde.”™ Der GroBteil
der hier diskutierten PNA-Oligomere wurde manuell in Spritzenreaktoren aufgebaut und der

Synthesemalstab betrug zwischen 3 — 20umol.
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bZ b?
1. TFA/m-Kresol [o)
(95:5) N CF3;CO0™ o

°, ' gt
Boc—HN/\/N\)J\NH—O HA SN SN

16 23
b% bZ
2. Boc-bZ-OH/HATU/ K(o o K(o o
DIPEA/py/DMF e ——
> ! |
3. Ac,Olpy (1:19)  Boc—HN~ >~ J]\”/\/ \)J\NH/O
24

TFMSA/TFA/

s H2NGly-c-c-t-c-a-g-t-g°ONH2 25 O = MBHA-Polystyrol

Schema 8: PNA-Festphasensynthese nach der Boc/Z-Strategie.

Ausgehend vom beladenen Harz 16 wurde im ersten Schritt die tempordre Boc-Schutzgruppe
mit TFA abgespalten. Als Kationenfanger diente m-Kresol. Im folgenden Kupplungsschritt
wurde nun an den freien N-Terminus ein neuer Synthesebaustein geknlipft, der vor der Zugabe
zum Harz in einem separaten Gefdll durch das Kupplungsreagenz HATU 26 in den HOAt-
Aktivester tiberfiihrt wurde. Dieser separate Voraktivierungsschritt war notwendig, da HATU
ebenfalls mit dem freien Amin 27 unter Bildung des Guanidiniumsalzes 28 reagieren kann.**!

Um das daraus resultierende Problem eines Sequenzabbruchs zu vermeiden, wurde HATU

stets im leichten Unterschufl zugegeben.

_PF/N/>/+N/ S *%b
\6 °N R Kfo 0 ; \+|N/ Kfo 0
(NIN'j HZN/\/N o \TJ\”/\/N\)L%
(0]
26 27 28

Schema 9: Bildung des Guanidiniumadduktes durch das Kupplungsreagenz HATU (SG = Schutzgruppe).

Die Zugabe von Pyridin zur Kupplungsldsung ermoglichte eine in sifu Neutralisierung des
TFA-Ammoniumsalzes 23. Neben der Vermeidung zusitzlicher Waschschritte minimiert

diese Vorgehensweise die in Schema 4 beschriebenen Nebenreaktionen. Im Anschlu3 an den
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Kupplungsschritt wurden nicht umgesetzte Aminofunktionen acetyliert ("Capping"), um die
Bildung von Fehlsequenzen zu unterbinden und auf die Bildung von Rumpfsequenzen zu
reduzieren. Dieser dreistufige Zyklus wurde mit jedem Baustein bis zum Erreichen der
gewiinschten Sequenz wiederholt.

Die Abspaltung des PNA-Oligomers vom polymeren Triager sowie das gleichzeitige Entfernen
der Z-Gruppen von den exocyclischen Aminofunktionen erfolgte unter stark sauren
Bedingungen mit TFMSA. Die Analyse des Rohproduktes erfolgte mittels MALDI/MS und
HPLC. Die Synthese von C-terminalen Carboxamiden gelang analog den literaturbekannten
Verfahren. An den Harzen 19 und 22 konnten zudem die bis dato nicht beschriebenen PNA-

Séuren erfolgreich und in guten Ausbeuten hergestellt werden.

IV.2.2 Fmoc/Bhoc-Strategie
Y ® BN
X
o

>SS AN RS
e y

Abbildung 8: Monomerbausteine der Boc/Z-Strategie. A) Fmoc-a®"*-OH, B) Fmoc-¢®"*-OH, C) Fmoc-g®"*-
OH, D) Fmoc-t-OH.
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Als alternative Strategie fiir die PNA-Synthese wurde die Fmoc/Bhoc-Strategie entwickelt,
die sich an die etablierte Fmoc//Bu-Strategie’®”’ der Peptidchemie anlehnt. Hierbei dient die
basenlabile Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe als tempordre Schutzgruppe. Ein
grofler Vorteil der Fmoc/Bhoc-Strategie besteht darin, da3 der Beladungsgrad des Harzes und
damit die Ausbeuten der einzelnen Kupplungschritte sich jederzeit durch eine UV-
spektroskopische Bestimmung des Piperidinfulvenadduktes als Abspaltungsprodukt der
Fmoc-Gruppe bestimmen 148t.°” Die exocyclischen Aminofunktionen wurden mit der

sdurelabilen Benzhydryloxycarbonyl-Gruppe (Bhoc)*”! geschiitzt.

Ankniipfung an die feste Phase

(711 30 aufgebaut.

Um eine freie Carbonsdure zu erhalten, wurde das Oligomer am Wang-Harz
In Analogie zum Hydroxymethylharz 18 der Boc/Z-Startegie wurde hier der erste Baustein
tiber das symmetrische Anhydrid eingefiihrt. Fiir den Aufbau von C-terminalen Carboxamiden
kam das Rink-Amid-Harz!"* 33 zum Einsatz, das sich mit 95%iger TFA spalten 148t. Da auch
hier eine Amidbindung gekniipft wurde, wurden die Standardreaktions-bedingungen des

Fmoc-Syntheseprotokolls (s.u.) verwendet.

A) Fmoc-Gly-OH

1. DIC/DMAP/
29 DMF
HO /—Q—O —  »  Fmoc-Gly-0 /—Q—O
30 (1:4) quant. 31

1.HATU/DIPEA/

py/DMF/12h
-Q -

2. Ac,Olpy

(1:4)
32 33 25% 34

Schema 10: Erstbeladung des A) Wang-Harzes 30 und B) Rink-Harzes 33 fiir die Fmoc/Bhoc-Strategie.
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Festphasensynthese nach der Fmoc/Bhoc-Strategie
Die Synthesen nach der Fmoc/Bhoc-Strategie wurden sowohl manuell als auch an dem
Syntheseroboter Syro II der Firma MultiSynTech durchgefiihrt. Der Kupplungsschritt und der
Cappingschritt waren identisch mit denen der Boc/Z-Strategie (Schema 11). Die Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte durch Behandlung mit einer 20%igen Losung von Piperidin
in DMF. Die Abspaltungszeiten wurden moglichst kurz gehalten (2x 4min), um die
Nebenreaktionen der PNA-Synthese im basischen Milieu zu minimieren (vgl. Kap. 11.3.1).
Die Abspaltung vom Harz sowie die gleichzeitige Demaskierung der exocyclischen
Aminofunktionen der Nucleobasen mit 95% TFA lieferte das freie PNA-Oligomer in Losung.
b3hoe 1. 20%ige boee
K( Piperidin/DMF‘ K(

0) 0 fo)
o
Fmoc—HN/\/N\)J\NH_O HZN/\/N\)J\NH_O

35 36
thoc thoc
2. Fmoc-bB°C-OH/HATU/ kfo o K(o o - .
DIPEA/py/DMF e
> _ /\/N\)J\ /\/N\)J\
3. Ac,Olpy (1:19)  Fmoc—HN n N"'_O
37

/ /

TFA/m-Kresol _N / _ _N
95:5 “PF _N+ PF _
( ) HZNGIy-c-c-t-c-a-g-t-gCONHz 25 6 + 7/ AN 6 + 7/

@ = Rink-Polystyrol 0" 0
HATU 26 HBTU 38

Schema 11: Manuelle PNA-Festphasensynthese nach der Fmoc/Bhoc-Strategie.

Fir den Syntheseroboter Syro II mufite das Protokoll abgewandelt werden. Da aus
geritetechnischen Griinden eine Voraktivierung der Monomere nicht mdglich war, konnte als
Kupplungsreagenz nicht das effiziente HATU 26 eingesetzt werden. Deshalb muflte auf das
weniger reaktive HBTU 38 ausgewichen werden, bei dem die Guanidiniumaddukt-Bildung

deutlich schwicher ausgeprigt ist. Um die reduzierte Reaktivitit zu kompensieren, wurde das
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stochiometrische Verhéltnis der Monomere zum Oligomer auf fiinf angehoben und die

Kupplungszeit von 90 min auf 4 h ausgedehnt.

IV.2.3 Vergleich der Festphasenstrategien

Zu Beginn der Untersuchungen wurde die Leistungsfahigkeit der unterschiedlichen
Synthesemethoden verglichen. Als Testsequenz wurde das PNA-Octamer 25 gewihlt, das
sowohl nach der Boc/Z- als auch nach der Fmoc/Bhoc-Strategie aufgebaut wurde. Abbildung
9 stellt die HPLC-Chromatogramme der PNA-Rohprodukte, die unmittelbar nach der

Abspaltung vom polymeren Tréiger erhalten wurden, gegeniiber.

A) B)

1400 1200

1200
1000

1000
800

800
600

600
400 400

o b ,MM

0 10 20 30 40 50 min O 10 20 30 40 50 min

Abbildung 9: HPLC-Chromatogramme des Rohproduktes von 25. A) Boc/Z-Strategie; B) Fmoc/Bhoc-Strategie;

Detektionswellenldnge: A = 260 nm.

Das Rohprodukt der PNA, die {iber die Boc/Z-Strategie aufgebaut wurde, zeigte eine Reinheit
von 85% im HPLC-Chromatogramm, wéhrend mit der Fmoc/Bhoc-Methode nur eine
Reinheit von 56% erzielt werden konnte. Die Aufreinigung durch praparative HPLC lieferte
das reine Produkt 25 iiber die Boc/Z-Strategie in 41%iger und iiber die Fmoc/Bhoc-Methode
in 6%iger Ausbeute. Die Boc/Z-Stratgie lieferte demnach nicht nur das reinere Produkt,
sondern auch hohere Ausbeuten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden im weiteren, wenn die

Syntheseplanung es zulieB3, die PNA-Oligomere nach der Boc/Z-Methode aufgebaut.
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IV.3 Modellstudien zur Templatselektivitit

Untersuchungen tiber die Selektivitidt von templatgesteuerten PNA-Fragmentverkniipfungen
sind noch nicht beschrieben worden. Daher sollte in einem ersten Schritt zundchst einmal am
Beispiel kurzer PNA-Fragmente die Genauigkeit der Fragmentverkniipfungen in einem
Modellsystem untersucht werden. Darin sollten Bedingungen gefunden werden, unter denen
ein zu den PNA-Fragmenten komplementires Templat von einem Strang mit einer einzigen
Fehlbase unterschieden werden kann. In diesem Modellsystem wurde die Verwendung kurzer
PNA-Oligomere vorgezogen, um eine Aufspiirung eventueller Nebenreaktionen zu
erleichtern. Orgel et al. zeigten, dal3 die Oligomerisierung von PNA-Dimeren sowohl durch
DNA- als auch durch PNA-Template beschleunigt werden kann.'*?! GroBere Reaktions-
beschleunigungen sollten durch eine Erhohung der Bindungsstirke erzielt werden konnen.
Eine Moglichkeit zur Steigerung der Templatbindung ist es, ldngere Fragmente einzusetzen.
Aus den oben genannten Griinden wurde dieser Option nicht gefolgt und stattdessen die
Verwendung eines PNA-Templates vorgezogen. PNA-PNA-Komplexe sind stabiler als PNA-
DNA-Komplexe.*®! Ein PNA-PNA-Paarungssystem sollte bei gleicher Oligomerlinge zu
hoheren Templateffekten fiithren.

IV.3.1 PNA-Fragmentkondensationen

Im Rahmen von Studien zur Entstehung prébiotischen Lebens beschrieben Orgel ef al. zum

(0] wobei ihnen als

ersten Mal eine templatgesteuerte Verkniipfung von PNA-Dimeren,
Kupplungsreagenz fiir die Bildung der Amidbindungen das wasserldsliche Carbodiimid N-
(Dimethylaminopropyl)-N “-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid 42 (EDC) in einem Imidazol-
puffer diente.

Diese Bedingungen adaptierend wurde die Carbodiimid-vermittelte Kondensation des PNA-
Tetramers 39 mit dem Trimer 40 untersucht (Schema 12). Der Reaktionsverlauf wurde mittels
HPLC verfolgt, indem durch wiederholte Probenentnahme die zeitliche Abhdngigkeit der
Bildung des Kondensationsproduktes 43 gemessen wurde (Abbildung 10). In Abwesenheit
eines Templates und bei einer 160 uM Konzentration der PNA-Fragmente 39 und 40 konnte

eine vom Templat unbeeinfluBlte Hintergrundsreaktion beobachet werden. Diese Bedingungen
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fiihrten zur geringfligigen Bildung des Verkniipfungsproduktes 43. Die HPLC-Analyse
bekundete eine 6%ige Verkniipfungsausbeute nach 24 h Reaktionszeit.

c c g t g g c
o %o Oq %o k,«’/oo + KPOO KPOO kPOO
)LN/\’N\)LN/\/N\)LN/\/N\)LN’\’N\)LOH HZN/\,N\)LN/\,N\)LN/\,N\)LNHZ
H H H H H H
39 40
H H H H H H H

H2NT]/\N»\,NT]/\N/\/NT]/\N/\,N“/\N/\/NT(\N/\/NTI/\N/\/NT(\N/\/N“/
o
o)

°o4ﬁ ood\ 004\ ood\ ood\ ood\ o
g g c b c g

41a b=c; 41b b=g

a

H H H H H H H
RESEAGE SO S AR S AR AN S 0 4
g g C a c g
O O soa0
T T
AN AN g N I~ N N HNAN AN A,
H H H H HoLo [NH2 H H

+ _
Et-N=C=N-(CH,);-NHMe, Ci 42

Imidazol, pH 7.4
c c 9 t 9 9 c
0 %9 o %o o Lo, ) %o 43
AN K AN I AN AN AN I~ ON AN

Schema 12: PNA-Fragmentkondensation des Tetramers 39 und des Trimers 40 an dem komplementéren PNA-

Templat 41a (X=c) sowie dem fehlpaarendem Templat 41b (X=g). Konzentration der PNA-Oligomere: 160 pi.

Wie Abbildung 10 zu entnehmen ist, beschleunigte die Zugabe des komplementéren
Templates die Produktbildung und erhdhte die Ausbeute um das dreifache. Erklarlich wird
dies durch die Bildung des ternidren Komplexes 39:40-41, in dem, wie in Schema 12
abgedeutet, die reaktiven Gruppen in einer fiir die Verkniipfung beglinstigten Geometrie
vororientiert werden. Um die Selektivitit dieser molekularen Erkennung zu ergriinden, wurde
im weiteren die Bildung von 43 in Anwesenheit eines Templates verfolgt, das sich in einer
Nucleobase von dem komplementiren Templat 41a unterschied und damit den Fall einer
Einzelbasenmutation simulieren sollte. Das fehlpaarende Templat 41b war ebenso in der

Lage, die Produktbildung zu beschleunigen. Interessanterweise war die Verkniipfung am
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einzelbasenfehlpaarenden Templat 41b ein effizienterer Prozefl als am komplementédren
Templat 41a. Die Ursache dieses Phdnomens ist unklar. Jedoch weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dal diese Bedingungen nicht geeignet sind, Einzelbasenmutationen selektiv

nachweisen zu konnen.

50 -
40 -
X qn
S 30
S
QL 9o
X =
10 4
—0

t/h

Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Produktbildung aus 39 und 40 ohne Templat (), in Gegenwart des

komplementiren Templates 41a (®) und des fehlpaarenden Templates 41b ([J).

1V.3.2 Konzept der Basenliickenverkniipfung

Aufgrund der mangelnden Selektivitidt der PNA-Segmentverkniipfung muflte ein alternatives
Konzept entwickelt werden. Folgende Uberlegungen legten die Basis fiir die Gestaltung eines
selektiveren Nachweissystems:

Bei Reaktionen mit einem produktihnlichen Ubergangszustand sollte die Stabilitit des
entstehenden Produktduplex den Reaktionsverlauf beeinflussen. Zur Erziehung einer hoheren
Templatselektivitét sollte daher der Einzelbasenfehlpaar-Duplex stirker destabilisiert werden
als der perfekte Duplex. Bei Nucleinsduren setzt sich die Stabilitdt eines Doppelstranges im
wafirigen Medium aus zwei Faktoren zusammen: die selektiven Wasserstoftbriicken-
bindungen, die sich getreu den Watson-Crick-Regeln zwischen komplementiren Basenpaaren
ausbilden, sowie die unselektiven aber stirkeren hydrophoben Krifte (n-m-Stacking). Die
Selektivitit gegeniiber Fehlpaarungen sollte sich daher steigern lassen, indem die

unspezifischen m-n-Stacking-Krifte destabilisiert werden. Aus UV-spektroskopischen und
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calorimetrischen Studien von DNA-Duplices ist bekannt, dal der Verlust einer Nucleobase,

[73, 74] Eine

d.h. die Gegenwart einer Basenliicke, die Duplex-Stabilitdt drastisch reduziert.
Erhohung der Templatselektivitdt sollte daher durch die Inkorporierung einer Basenliicke

moglich sein (Schema 13).

44
LEL HITHIE ]
emiscne
Y Hybridisierung .- o B Verknipfung | ! . . - '

_ = 2 = Z
AEETTTY AL S I
TR
X 46
45 44-45-46 46-47

Schema 13: Konzept der Basenliickenverkniipfung. Anstatt von PNA-Fragmenten werden die PNA-Aminoséure-

Konjugate 44 und 45 unter Ausbildung einer Basenliicke miteinander verkniipft.

Durch die Erzeugung einer Basenliicke bei der Verkniipfung der beiden PNA-Fragmente
sollte die Kooperativitdt der Basenstapelung unterbrochen und damit der relative Anteil der
unselektiven m-m-Stacking-Kréfte an der Stabilitit reduziert werden. Der terndre Komplex
44-45-46 konnte damit soweit destabilisiert werden, dall weitere Storfaktoren, wie z.B. eine
Basenfehlpaarung in direkter Nachbarschaft, von dem System nicht mehr toleriert werden
sollten. Die selektiven Watson-Crick-Wechselwirkungen zwischen den Stridngen sollten fiir
die Stabilitdit von 44-45-46 an Bedeutung gewinnen und die Selektivitit gegeniiber
Basenfehlpaarungen zunehmen.

Zur Realisierung der Basenliicke wurde das zentrale Thymin durch ein isosteres Dipeptid
ersetzt (Abbildung 11), das durch die Verkniipfung zweier PNA-Aminosdure-Konjugate 44
und 45 gebildet werden sollte. Somit wurde das Problem der Verkniipfung zweier PNA-

Fragmente auf die Bildung -eines

. . .. . b b b
Dipeptides zuriickgefiihrt.
(0] (0] (0]
0] (0] 0]
MN/\/N\)L\N/\/N\)J\N/\/N\)L%
H H H
b b
Abbildung 11: Der Austausch eines PNA-
° O R (0] 0 0]
o . . H
Monomers durch ein isosteres Dipeptid erzeugt
_ i} MN/\/N\)J\N N \N/\/N\)l%a
eine Basenliicke.
H H o R |H
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Alternativ zu den Uberlegungen beziiglich der Unterbrechung der Basenkooperativitit konnte
angenommen werden, da3 die Verkniipfungsreaktionen eine gewisse Flexibilitit der reaktiven
Gruppen erfordert. Bei den PNA-Fragmentkondensationen erfolgte die verhéltnisméBig starke
Vororientierung in einer Weise, da3 die reaktiven Enden sich nicht in einer fiir die
Bindungskniipfung notwendigen Geometrie anordnen konnten. Eine flexiblere Anordnung der
reaktiven Enden, wie sie bei den PNA-Aminosdure-Konjugaten 44 und 45 vorliegt, konnte

daher eine effizientere und selektivere Verkniipfung zulassen.

1V.3.3 Native Chemical Ligation von PNA-Aminosiure-Konjugaten

Seit ihrer Entwicklung 1994 erwies sich die Native Chemical Ligation als leistungsfihigste
Methode zur Verkniipfung ungeschiitzter Peptidfragmente (Schema 14)."°! Hierbei wird der
Thioester 48 mit einem Fragment 49 umgesetzt, das am N-Terminus ein freies Cystein tragt.
Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt greift zundchst der nucleophile Schwefel des
Cysteins den Thioester an und es kommt zu einem Thiolaustausch. Im Anschluf3 folgt ein
sofortiger intramolekularer Acyltransfer von der Seitenkettenthiolgruppe auf die
Aminogruppe des Cysteins. Als Resultat entsteht in 51 eine natiirliche Peptidbindung.

Die in der Peptidchemie duBerst erfolgreich eingesetzte Native Chemical Ligation wurde im
folgenden auf die Templat-gesteuerte Verkniipfung zweier PNA-Aminosdure-Konjugate
tibertragen. Hierfiir mufBiten zundchst die beiden PNA-Aminosdure-Konjugate 54 und 55
hergestellt werden. Wéhrend 55 analog zum PNA-Trimer 40 aufgebaut werden konnte, mufite

die Synthesestrategie fiir den Aufbau des Thioesters 54 modifiziert werden (Schema 15).1"!
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Schema 14: Prinzip der Native Chemical Ligation zur Verkniipfung zweier ungeschiitzter Peptidfragmente.

Der Aufbau der bendtigten Thioesterstruktur erfolgte durch die Kupplung von Boc-
geschiitztem Glycin 20 an 3-Mercaptopropionsdure, die nach Aktivierung des Glycins mit
DCC und Zugabe von Hydroxysuccinimid in 65 %iger Ausbeute gelang.!” Der Thioester 52
wurde im Anschluf3 an das MBHA-Harz 15 gekniipft.

2. HSCH,CH,COOH

0 0 0
1. DCC/HONS
Boc—HN. I\ "~ Boc-HN I~
52

20

HATU/DIPEA/P
Y Boc HN\)J\ /\)J\ Q Boc/Z-PNA-Synthese
- —= .

HN-Q  Em——
53

TFMSA/TFA/m-Kresol 4
36%

= MBHA-Polystyrol

¢N¢-c-g-Gly-SCH,CH,CONH, 54

Schema 15: Synthese des PNA-Glycin-Thioesters 54 als Ausgangsverbindung fiir die Native Chemical Ligation.
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Der Boc/Z-Strategie folgend wurden die drei PNA-Monomere gekuppelt, der N-Terminus
acetyliert und anschlieBend das Oligomer vom Harz in 36% Ausbeute abgespalten. Der
erhaltene Thioester 54 ist im sauren und unter Ausschlufl von Nucleophilen auch im neutralen

Medium stabil.

o (o]
AcNe ¢ g—HN\)J\SR + HZN:I)‘—g g cCONH2
5

54 HS 5

ges.BnSH,pH7 | °g g ¢ a X ¢ gh*°

0.1 M Na2HPO4
41a: X=c, 41b: X=g

Y

0 SH
Acle ¢ Q—HN\)J\NJ;',Q g cCONH2
H o

56

Schema 16: Basenliickenkupplung der PNA-Aminosdure-Konjugate 54 und 55 unter den Bedingungen der
Native Chemical Ligation; Oligonucleotidkonzentration: 160 pi.

Die beiden PNA-Aminosidure-Konjugate 54 und S5 wurden den Bedingungen der Native
Chemical Ligation ausgesetzt und die Bildung des Produktes 56 mittels HPLC verfolgt. Als
Reaktionsmedium diente ein mit Benzylmercaptan gesittigter 0,1 M Phosphat-Puffer (pH 7).
In einer vorgelagerten Reaktion bildete sich in einer Thiolaustauschreaktion aus 54 der
Benzylmercaptanester, der als eigentlicher Aktivester die Native Chemical Ligation vermittelt.
Zudem verhinderte die Anwesenheit des BnSH die Oxidation des Cysteins zum Cystin. Wie
Abbildung 12 zu entnehmen ist, wurde bereits in Abwesenheit eines Templates das Produkt
56 rasch und in hoher Ausbeute gebildet. Wéhrend die Carbodiimid-vermittelte
Fragmentverkniipfung in einem zeitlichen Rahmen von Stunden ablief und der Umsatz nur
6% betrug, bildete die Native Chemical Ligation das Produkt 56 unter den gewéhlten
Bedingungen bereits nach 150 min in 77% Ausbeute. Die Zugabe des komplementiren
Templates 41a flihrte zu Beginn der Reaktion zu einer Verdoppelung der Reaktions-
geschwindigkeit. Der Templateffekt verringerte sich jedoch bereits nach wenigen Minuten, so

dafl gegen Ende der Reaktion das Produkt 56 in identischen Ausbeuten gebildet wurde. In
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Anwesenheit des fehlpaarenden Templates 41b konnte keine Beschleunigung der
Produktbildung nachgewiesen werden, und der kinetische Verlauf war von dem der
Hintergrundreaktion nahezu ununterscheidbar. Damit deuteten diese Ergebnisse die
prinzipielle Richtigkeit des Konzeptes der Basenliickenverkniipfung an. Der EinfluB3 des
komplementidren Templates war aber noch zu gering, um im UmkehrschluB3 auf dessen

Anwesenheit schlieffen zu konnen.

100 -

80 A

60 A

% Produkt

40 -

20 ~

0 40 80 120 160

t/min

Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf der Bildung des Verkniipfungsproduktes 56 unter den Bedingungen der Native
Chemical Ligation aus 54 und 55 ohne Templat ([J), in Gegenwart des komplementidren Templates 41a (®) und

des fehlpaarenden Templates 41b ().

Die geringe Auswirkung des Templateffektes bei der Native Chemical Ligation begriindet
sich moglicherweise in der ungilinstigen Geometrie der Zwischenverbindung 57. Der von
DNA vorgegebene Abstand zwischen zwei Nucleobasen besteht aus sechs Atombindungen.
PNA aber auch ein Dipeptid (Abbildung 13.A—C), wie z.B. das Endprodukt 56 der Native
Chemical Ligation, weisen ebenfalls diesen Abstand auf. Im Gegensatz dazu stehen in der
Zwischenverbindung 57 (Abbildung 13.D) die beiden Fragmente in einem ungiinstigeren
Abstand von sieben Atombindungen zueinander. Durch diese Verlingerung um eine
Atombindung konnen sich die rdumlich gerichteten Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den gegeniiberliegenden Nucleobasen der Fragmente und des Templates nicht mehr optimal
ausbilden. Daraus resultiert eine deutliche Destabilisierung des Duplexes aus 41 und 57 und

das Templat ist nicht mehr in der Lage, die Bildung von 56 zu beschleunigen.
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Abbildung 13: Vergleich der Bindungsabstéinde zwischen den Nucleobasen in A) DNA, B) PNA C) in dem
Endprodukt 56 und D) in der Zwischenverbindung 57 der Native Chemical Ligation.

Vor dem Hintergrund der Arbeiten von Ghadiri et al.l””! ist der unzureichende Templateffekt
bei der Kupplung von PNA-Fragmenten durch die Native Chemical Ligation bemerkenswert.
Sie nutzten erfolgreich die Native Chemical Ligation als Kupplungsmethode zur Entwicklung
des ersten selbstreplizierenden Peptidsystems, das auf der autokatalytischen Synthese eines 32
Aminosdure langen a-helicalen Peptids beruht. Hierbei vermittelte die hydrophobe Interaktion
einer Leucin-Zipper-Doméne die molekulare Erkennung zwischen Templat und Reaktanden.
Aus einem Vergleich der beiden unterschiedlichen Prinzipien der molekularen Erkennung
kann man schlieen, dafl die gerichteten Wasserstoff-Briickenbindungen, wie sie bei den
Nucleinsiuren vorkommen, gegeniiber rdumlichen Anderungen empfindlicher reagieren als

die hydrophoben Wechselwirkung zwischen Peptiden.
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IV.3.4 Carbodiimid-vermittelte Kupplung zweier PNA-Glycin-Konjugate

Die bisher gewihlten Bedingungen fiir die Verknilipfung zweier PNA-Fragmente erwiesen
sich fiir einen Nachweis von Einzelbasenmutationen als unzureichend. Daher diente die
Kupplung der beiden PNA-Glycin-Konjugate 58 und 59 als ein zweites Beispiel flir die
Basenliickenverkniipfung. Analog zu den Bedingungen der PNA-Fragmente 39 und 40 diente
erneut das wasserlosliche Carbodiimid EDC 42 als Kupplungsreagenz in einem Imidazol-

puffer.

o o
AcNe ¢ g-HN\)J\OH + HZN\)—g g cCONH2

58 59

EDC, Imidazol HINOCy g ¢ a X ¢ gN4°
pH 7.4
41a: X=c, 41b: X=g

Y

(o]
Ac-N
cc Q*HN\)J\ CONH2
N ggec
H/IF

60

Schema 17: Basenliickenverkniipfung der PNA-Glycin-Konjugate 58 und 59 an dem komplementéren PNA-
Templat 41a sowie dem fehlpaarenden Templat 41b; Oligonucleotidkonzentration: 160 uM.

Vergleichbar mit den Beobachtungen der in Abbildung 10 dargelegten PNA-Fragment-
kondensation war in Abwesenheit eines Templates eine schwache Hintergrundreaktion
nachweisbar. Abbildung 14 zeigt, daB nach 24 h das Produkt 60 in 8% Ausbeute gebildet
wurde. Die Zugabe des komplementdren Templates 41a bewirkte eine Beschleunigung der
Produktbildung um das 5fache, so da3 nach 24 h 60 in 37% Ausbeute gebildet wurde. Fiir den
Nachweis einer Einzelbasenmutation war nun die Frage entscheidend, wie sich das
fehlpaarende Templat 41b unter diesen Bedingungen verhielt. Die Prasenz des fehlpaarenden
Templates zeigte keinen signifikanten Einflul und die Produktbildung verblieb auf dem
Niveau der Hintergrundreaktion. Daraus folgt, dafl die Carbodiimid-vermittelte Verkniipfung

zweier PNA-Glycin-Konjugate eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber der Templatsequenz
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aufweist. Diese Bedingungen scheinen daher fiir eine Unterscheidung von Einzelbasen-

mutationen bestens geeignet zu sein.
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Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der Bildung des Verkniipfungsproduktes 60 aus den PNA-Glycin-Konjugaten
58 und 59 ohne Templat (00), in Gegenwart des komplementiren Templates 41a (@) und des fehlpaarenden

Templates 41b (0).

Ein besonderes Merkmal ist eine Erwdhnung wert. So sollte in einem idealen System die
Gegenwart eines Templates nur die Geschwindigkeit, nicht aber den Gesamtumsatz der
Reaktion beeinflussen. Diese idealen Bedingungen sind beispielsweise durch die Native
Chemical Ligation verwirklicht, bei der zu Beginn der Reaktion das Templat die
Produktbildung beschleunigt, auf den Gesamtumsatz nach fortgeschrittener Reaktionszeit
jedoch keinen EinfluB hat. Ganz anders verhilt es sich bei der Carbodiimid-vermittelten
Reaktion. Hierbei erreichen die Templat-gesteuerte und die Hintergrundreaktion zwischen
sechs und acht Stunden gleichzeitig eine Plateau-Phase. Das Produktverhédltnis zwischen
beiden bleibt konstant und die Graphen ndhern sich im Gegensatz zum idealen Verhalten
einander nicht an. Dieses Abweichen vom idealen System ist moglicherweise auf die
Hydrolyse des Kupplungsreagenzes EDC zuriickzufiihren. Demnach ké&me die langsame
Hintergrundreaktion verfriiht zum Erliegen, da das benétigte Kupplungsreagenz EDC bereits
hydrolysiert ist, so da3 sie den Vorsprung der schnellen Templat-gesteuerten Reaktion auch
nach fortgeschrittener Reaktionszeit nicht mehr einholen konnte. Tatsdchlich filihrte eine

erneute Zugabe von EDC zu weiterem Umsatz, allerdings ohne EinflufB auf das
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Produktverhidltnis. Dieses Phdnomen konnte flir eine diagnostische Anwendung von
unmittelbaren Nutzen sein, da der Zeitpunkt der Probenentnahme irrelevant ist und stets zum

gleichen Ergebnis fiihrt.

Die Studien anhand des Modellsystems ermoglichten die Identifizierung einer weiteren
Nebenreaktion. Die hohen Konzentrationen an EDC (0.3 M) begiinstigten einen Angriff des
EDCs an die N-terminale Aminogruppe des Nucleophils 59 und flihrten zur Ausbildung des

Guanidiniumsalzes 61 (Schema 18).

cr o) o 4 oy O
+ +
\—N=C=N_(CH2)3—NHMe2 N HZNJI—g gctoviz /HN\/\/N\H/NJ_Q g cCONH2

N

42 59 ) 61

Schema 18: Bildung des Guanidiniumsalzes 61 aus dem Nucleophil 59 und dem Kupplungsreagenz EDC 42.

Das Ausmal} dieser Nebenreaktion scheint interessanterweise vom Templat abhédngig zu sein.
In Abwesenheit eines Templates wurde laut HPLC-Analyse das EDC-Addukt 61 in 18% und
das Verkniipfungsprodukt 60 zu 8% gebildet. Ahnliche Werte von 17% Addukt 61 und 11%
60 wurden in Gegenwart des einzelbasenfehlpaarenden Templates 41b ermittelt. Dagegen
wurden in Gegenwart des perfekt komplementiren Templates 41a nur 12% des EDC-
Adduktes 61 aber 37% des Verkniipfungsproduktes 60 analysiert. Die Gegenwart des
komplementdren Templates scheint demnach die Nebenreaktion zu unterdriicken. Erklérlich
wird dies unter der Annahme, dal nur das perfekt komplementire Templat 41a das
Nucleophil 59 fest an sich binden kann und vor dem Angriff des EDCs "schiitzt". Demnach
sollte die Adduktbildung zur Diskriminierung zwischen den Templaten beitragen. In den
folgenden Beispielen wurde deshalb stets die nucleophile Verkniipfungssonde als variable

Sonde mit der Mutationsposition gewahlt.
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IV.3.5 Einflu} eines Interkalatorfarbstoffes auf die Selektivitit

In den vorangegangenen Beispielen wurde die Bildung des Kupplungsproduktes mittels
HPLC verfolgt, die jedoch fiir geringe Konzentrationen zu unempfindlich ist. Durch die
Anbindung eines Fluoreszenz-Farbstoffes an die PNA sollte die Nachweisempfindlichkeit
gesteigert werden. Die Wahl fiel dabei auf den Duplex-stabilisierenden Interkalatorfarbstoff
Acridin, fir den GoObel et al. einen positiven EinfluB auf die Templat-vermittelte

Oligomerisierung von DNA feststellten.™”’

o 1. TFA/m-Kresol 0
Fmoc—HN_ 2. Boc-B-Ala-OH/ H2N NH
N HATU/DIPEA/pY -Q
3. TFA/m-Kresol (GH2)a
4. Acr-OH/HATU/ O NH <
DIPEA/py
Boc—NH 5. 20% Pip/DMF
0._NH
62 > = B-Ala-Acr
7
o |
N J
63

Boc/Z-Synthese
—_—
—_ = Boc-gz-gz-cZ-Lys(B-AIa-Acr)—O

_——

64
1. TFA/m-Kresol 1. TFA/m-Kresol
2. Boc-Gly-OH/ 2. Boc-Cys(p-MeOBzI)OH/
HATU/DIPEA/py HATU/DIPEA/py
3. TFMSA/TFA/m-Kresol 3. TFMSA/TFA/m-Kresol
HZNGIy-g-g-c-Lys(B-AIa-Acr)CONH2 HZNCys-g-g-c-Lys(ﬁ-AIa-Acr)CONH2
65 66

O.__OH

Acr-OH = O \ O = MBHA-Polystyrol
=
N

Schema 19: Festphasensynthese der Acridin-haltigen Nucleophile 65 und 66.
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Der Interkalatorfarbstoff Acridin zeichnet sich durch eine hohe Stabilitit gegeniiber Séuren
aus, so dal} er selbst den harschen Abspaltungsbedingungen von TFMSA standhilt. Fiir die
Synthese der markierten PNA wurde daher die effiziente Boc/Z-Methode gewéhlt, wobei
geplant war, den Farbstoff an der festen Phase einzufiihren (Schema 19). Ausgehend vom
immobilisierten Lysinderivat 62 wurde die Boc-Schutzgruppe entfernt und die freigesetzte -
Aminogruppe zur Anbindung des Fluorophors genutzt. Nach der Entfernung der Fmoc-
Gruppe durch Piperidin, wurden die Boc/Z-geschiitzten PNA-Monomere der Reihe nach
gekuppelt, das Harz 64 in zwei Reaktoren aufgeteilt und als letzter Synthesebaustein Boc-
Glycin-OH bzw. Boc-Cys(p-MeOBzl)-OH eingefiihrt. Nach der Abspaltung von der festen
Phase wiesen die beiden Rohprodukte eine Reinheit nach HPLC-Chromatogramm von 77 und
49% auf (Abbildung 15). Acridin-markierte PNAs konnen folglich an der festen Phase

effizient aufgebaut werden.

2 r A) 1,5 ¢ B)
1,5 +
1 L
= 1 | =
< <
0,5
0,5
O - | ._! ELl_JS_ | T | 0 1 I_IJI ]
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
t/min t/min

Abbildung 15: HPLC-Chromatogramme nach der Abspaltung der Acridin-markierten Nucleophile 65 (A) und
66 (B) von der festen Phase.

Die markierten Nucleophile 60 und 66 wurden nun unter den gleichen Bedingungen wie in
Kapitel 1V.3.3. und IV.3.4. umgesetzt, um den EinfluB des Acridins auf die Templat-
gesteuerten Verkniipfungsreaktionen zu testen. Abbildung 16 zeigt, daB3 vor allem bei der
Carbodiimid-vermittelten Reaktion von 58 mit 65, im Einklang mit den Ergebnissen von
Gobel et al. eine Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit und der Ausbeute zu beobachten
war. Dieser Effekt wirkte sich jedoch negativ auf die Templatselektivitit aus. Die Kupplung

der Konjugate 58 und 65 verlief zwar an dem komplementiren Templat 41a und dem
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fehlpaarenden Templat 41b mit unterschiedlicher Effizienz, das Diskriminierungsvermogen

erreichte jedoch nicht jenes Systems ohne Marker in Abbildung 14.

AcN ¢cgGly®O%H ,  H2G1yggcLys® AN ccgGly©oBn | #2Ncysggelys®
58 65 pB-Ala-Acr 54 66 B-Ala-Acr
EDC, Imidazol | °ggcaXcgA° ges. BnSH | °ggcaXcgMA®
pH7.4 pH7
41a: X=c, 41b: X=g 41a: X=c, 41b: X=g
\j y
Ac-N ¢ ¢ g GlyGly g g ¢ Lys(B-Ala-Acr)® Ace-N ¢ ¢ g GlyCys g g c Lys(B-Ala-Acr)°
67 68
60 - 100 -
A) B)

50 - 80 -

40 A
X 60
S
T 30 -
o
- 40
X 20 -

10 - 20

O | 0 T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 40 80 120 160
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Basenliickenkupplung mit Acridin-Marker. A) Carbodiimid-vermittelte
Kondensation von 58 und 65; B) Native Chemical Ligation von 54 und 66 ohne Templat ([I), in Gegenwart des
komplementiren Templates 41a (W) und des fehlpaarenden Templates 41b(0J). Reaktionsbedingungen analog
Schema 17 fiir A) bzw. Schema 16 fiir B); Oligonucleotidkonzentration: 160 uM.

Uberraschenderweise fiihrte die Anbindung des Acridins bei der Native Chemical Ligation zu
einem deutlichen Templateffekt (Abbildung 16B). Dieser war aber nicht auf eine
Beschleunigung der Templat-gesteuerten Reaktion zuriickzufiihren. Sowohl in Gegenwart des
komplementidren Templates 41a als auch des fehlpaarenden Templates 41b wurde das
Verkniipfungsprodukt 68 in sehr guten Ausbeuten gebildet. Interessanterweise reduzierte die
Anbindung des Acridins allerdings die Ausbeute der von Templat unbeinfluflten

Hintergrundreaktion von 77% von 56 (Abbildung 12) auf 37% von 68. Die Anbindung eines
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Farbstoffes an eine PNA-Sonde kann die Effizienz der Verkniipfungsreaktion reduzieren und
hat folglich einen deutlichen Einfluf} auf die Reaktivitit der Sonden (vgl hierzu Kap. 1V.4.2).

Der Vergleich der nichtmarkierten mit den Acridin-markierten Kupplungsreaktionen in
Abwesenheit und Anwesenheit der beiden Template 14Bt schlieBen, da Acridin eine
unspezifische Assoziation der PNA-Oligomere induziert und damit als Marker fiir

Sequenzuntersuchungen nicht geeignet ist.
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IV.4 Versuch eines fluoreszenzspektroskopischen Nachweises von

Einzelbasenmutationenin DNA

Fiir das in den Modelluntersuchungen (s. Kap. IV. 3) ausgefiihrte PNA-Verkniipfungssystem
war in einem weiteren Schritt die Verwendung von DNA-Templaten biologisch-
medizinischer Relevanz geplant. In den bisher geschilderten Untersuchungen diente die
HPLC-Chromatographie als Detektionsmethode zur Reaktionskontrolle. Dabei stie3 die
HPLC-Analyse an ihre Grenzen, die weitergehende Studien erschwerten. Die unzureichende
Empfindlichkeit des UV-Detektors der HPLC verhinderte eine geringere Proben-
konzentration, wie fiir diagnostische Anwendungen erforderlich wiren. Zudem erforderte die
mangelnde Trennleistung lange MeBzeiten. Eine fluoreszenzspektroskopische Detektion
verfiigt iiber eine hohe Empfindlichkeit, ein Umstand, der in vielen DNA-Nachweisverfahren

zum Einsatz kommt.[®!

! ! Templat-
69 B gesteuerte
Fa Kupplung -B

. Fp Fa

\_71/4
70
! A ApAbs  strahlungsloser 3 EM

Fo Energietransfer
xiy wﬂ"

Schema 20: Der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) zur homogenen Detektion der PNA-

Verkniipfung.

Im Format eines homogenen Nachweissystems muf} sich eine mef3bare Eigenschaft als Folge
der Fragmentkupplung dndern (vgl. Kap. 11.2.2)."" Eine solche Signalinderung vermittelt
beispielsweise der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET).l'®! Hierbei treten zwei
Fluoreszenzmarker, Fp und F,, in eine abstandsabhidngige Wechselwirkung (Schema 20).
Entscheidend ist der rdumliche Abstand und nicht der Bindungsabstand. Infolge der Templat-
gesteuerten Verknilipfung der beiden Fluoreszenz-markierten PNA-Aminosdure-Konjugate 69
und 70 sollten die Fluoreszenzmarker Fp und F4 in unmittelbare Nachbarschaft treten und so

einen strahlungslosen Energieiibertrag vom angeregten FRET-Donor Fp auf den FRET-
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Akzeptor Fo ermoglichen. Die Entstehung des Kupplungsproduktes 71 wiirde in diesem
Szenario durch eine Abnahme der Emissionsintensitit von Ap"" und zeitgleicher Zunahme der
Intensitdt von A,"™ erkennbar. Ob sich zwei Fluorophore als FRET-Paar eignen, héngt in
erster Linie davon ab, in wieweit das Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungs-

spektrum des Akzeptors liberlappt.

IV.4.1 Cystic-Fibrosis-Transmembran-Regulator-Gen (CFTR-Gen)

Eine homogene Detektion der PNA-Verkniipfungsreaktion wurde an einem ersten Beispiel
der S549R2-Punktmutation®”! aus dem Gen des Cystic-Fibrosis-Transmembrane-Regulators
(CFTMR)™®! erprobt, die fir das Auftreten der Zystischen Fibrose (Mukoviszidose)
verantwortlich ist. Als FRET-Paar kamen die Fluorophore 3-(4-Maleimidylphenyl)-7-
(diethylamino)-4-methylcoumarin (CPM) 72 und Oregon Green 488 (OG) 73 zum Einsatz.

Der CPM-Farbstoff zeichnet sich durch eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute aus und eignet

84]

sich daher als ein exzellenter Donor fiir den OregonGreen-Fluorophor.!

~_N o__0O

72
Ap PS= 385 nm AaPS= 496 nm
ApE™ = 465 nm AE™ = 524 nm

Abbildung 17: FRET-Paar CPM 72 und Oregon Green 488-Isothiocyanat (OG-ITC) 73.

In der Verkniipfungsreaktion dienten die beiden Fluoreszenz-markierten PNA-Glycin-
Konjugate 74 und 75 als Sonden (Schema 21). Dabei wurde die Position der Basenliicken-
verkniipfung so gewéhlt, dall sie in direkter Nachbarschaft zur Mutationsstelle X im DNA-
Templat 76 erfolgte, da hier die Selektivitdt nach den Studien von James und Ellington am

héchsten sein sollte. !
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AcN(D)Lys(OG) ttg acc tc Glycoo’"+ H2NGly cct cag tg-Cys(CPM)°
74 75

EDC, Imidazol |2 AAC TGG AGG XGA GTC AC®
pH7.4 76a: X=G, 76b: X=T

AC'N(D)Lys(OG) ttg acc tc Gly-Gly cct cag tg-Cys(CPM)CONH2

77

Schema 21: Basenliickenkupplung der PNA-Glycin-Konjugate 74 und 75 in Gegenwart der DNA-Template 76.

Fiir die Synthese der PNA-Sonden wurde die zuverldssige Boc/Z-Synthesestrategie bestritten
(Schema 22). Da die Fluoreszenzmarker den harschen Abspaltungsbedingungen der TFMSA
nicht standhalten wiirden, muBlten diese im AnschluB3 an die Festphasensynthese in Losung
eingefiihrt werden. Fiir eine selektive Fluoreszenzmarkierung war es erforderlich, daB3 sich die
Konjugationsstellen in ihrer Reaktivitdt deutlich von der Reaktivitit der Glycinreste, die in

der Fragmentkupplung involviert sind, unterscheiden.

OG-ITC 73 Ac-N COOH
Ac-N(D)LyS ttg acc tc GlyCOOH - (D)Lys ttg acc tc Gly
| 0,1 M Na,CO4/pH 9 HIL
NH; 89% >=S
78 °
HN 74
0G
HZNGIy cct cag tg-CysCONH2 CPM 72 H=2NGIy cct cag tg-CysCONH2
0,1 M NazHPO4 |
9 SH 2,5 M Gnd/pH 6,5 N
17%

cp-N
0

Schema 22: Synthese der Fluoreszenz-markierten PNA-Glycin-Sonden 74 und 75.

Im Fall des N-terminalen Kupplungssegmentes 74 gelingt eine Markierung iiber die Reaktion
des Oregon Green-Isothiocyanats mit der freien e-Aminogruppe eines N-terminalen Lysins
(Schema 22)."! Ein analoges Vorgehen ist fiir die Markierung des C-terminalen
Kupplungspartners 75 nicht anwendbar, da unter diesen Umstédnden die a-Aminogruppe des
Glycins blockiert wiirde. Aus diesem Grunde wurde am C-terminalen Ende ein Cystein

eingefiigt. Aufgrund der hoheren Nucleophilie eines Thiols gegeniiber einem Amin sollte der
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Angriff des Coumarin-Maleinimids bevorzugt an dem Thiol des Cysteins erfolgen. Wéhrend
die Einfiihrung des Oregon Greens als Isothiocyanat in sehr guten Ausbeuten verlief, lief3 sich

im Falle des Maleinimids eine zusitzliche Alkylierung des Amins nicht ganz unterdriicken.

INT

3000 350 400 450 500 550 600 650 700 750  800,0

Abbildung 18: Fluoreszenzspektren des FRET-Paares 75 und 75 in Abwesenheit (A) und in Gegenwart des
Templates 76a (B).

Da die PNA-Glycin-Sonden mit einer Lidnge von acht Nucleobasen im Vergleich zu den
Trimeren der Modellstudien {iber eine deutlich gesteigerte Affinitit an das Templat 76
verfiigten, sollte in Losung der terndre Komplex, bestehend aus den beiden PNA-Sonden 74
und 75 und dem Templat, bei Raumtemperatur stabil sein. Daher wurden vor den
Kupplungsreaktionen die Fluoreszenzeigenschaften des FRET-Paares im terndren Komplex
untersucht. In Abbildung 18 sind die zugehorigen Fluoreszenzspektren dargestellt. In
Abwesenheit jeglicher Template erhielt man erwartungsgemif3 fiir 74 und 75 bei einer
Einstrahlwellenlédnge von 410 nm ein fiir CPM charakteristische Emissionsmaximum von 470
nm. Eine fiir den FRET-Akzeptor Oregon Green charakteristische Emission bei 524 nm
konnte nicht beobachtet werden. Aufrund der hohen Verdiinnung (400 nM) der markierten
PNA-Sonden war ein Energietransfer nicht moglich. Die Zugabe des komplementédren DNA-
Templates 76a fiihrte zu einem drastischen Abfall der Emission des FRET-Donors 75 bei 470
nm auf 31%. Doch der erwartete Energietransfer auf den Akzeptor 74 blieb aus, wie an der

mangelnden Zunahme der Emission bei ca. 525 nm ersichtlich wurde. Durch die Zugabe des
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komplementidren Templates war statt eines Energieiibertrags nur eine Fluoreszenzléschung zu
beobachten.

Fiir die Uberpriifung der Selektivitit wurde das Experiment mit der nicht-komplementiren
Wildtyp-DNA 76b wiederholt. Auch hier kam es zu einer Fluoreszenzldschung und die
Intensitat ging auf 42% zuriick, d.h. trotz der Basenfehlpaarung zwischen der PNA-Sonde 75
und Templat 76b kam es zu einer signifikanten Anlagerung. Um die Reversibilitdt der
Fluoreszenzlosung zu testen, wurden dem terndren Komplexen 74-75-76a die zu den PNA-
Sonden komplementidre DNA-Segmente * CAC TGA GG’ 80 und “GAG GTC AA* 81 im
UberschuB zugegeben. Auch in Anwesenheit von 11 eq. 80 und 81 konnte keine Zunahme der
Intensitit bei 470 nm beobachtet werden. Ein anschlieBendes Kontrollexperiment ohne
Templat 76 ergab, dall die Fluoreszenz im gleichen Malle von den Segmenten 80 und 81
geloscht wurde. Die Fluoreszenzldschung des Coumarin-Farbstoffes beruhte also nicht auf
einer spezifischen Wechselwirkung mit dem FRET-Akzeptor 73, sondern auf einer
unspezifischen Interkalation in die komplementire DNA. Damit wurde gezeigt, daB3 die
Fluoreszenz-markierten PNA-Sonden 74 und 75 nicht geeignet waren, Einzelbasenmutationen

auf der Basis von FRET nachzuweisen.

IV.4.2 Versuch der FRET-Detektion im Modellsystem

Wie die Experimente in Kap. IV.3.4 zeigten, gelingt eine sequenzspezifische Verkniipfung der
PNAs durch eine Carbodiimid-vermittelte Kupplung. Weitere Untersuchungen hinsichtlich
der Anwendbarkeit der FRET-Detektion konzentrierten sich daher auf das Modellsystem
(Schema 23). Als FRET-Paar diente nun Oregon Green 488 73 als Donor und 5-Carboxy-X-
rhodamin (5-ROX) 85 als Akzeptor. Die Kombination dieser Fluorophore wurde von Chen et
al. bereits erfolgreich zur homogenen DNA-Detektion eingesetzt.!'”

Die Einfiihrung von Oregon Green iiber das Isothiocyanat an die Seitenkette des N-terminalen
Lysins hatte sich bewidhrt und so wurde an dieser Strategie fiir die Synthese des markierten
Acyldonors 83 festgehalten (Schema 23). Da es bei der Einfiihrung des Markers im Falle des
Nucleophils zur Bildung des doppelt markierten Produktes kam, wurde die Syntheseroute
verandert. Die Einfiihrung eines Markers in Losung bendtigt mehrere Stufen und ist praparativ
aufwendig. Von besonderem Interesse sind daher Synthesestrategien, die es erlauben, die

Marker bereits an der festen Phase einzufiihren. Fiir die Darstellung der PNA-Sonde 86 wurde

daher eine Strategie ausgearbeitet, die eine Einfilhrung von ROX an der festen Phase
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ermdglicht. Da der N-Terminus als Anknilipfungspunkt nicht zur Verfiigung stand, muflte 85
entweder C-terminal®™® oder iiber eine N-Aminoalkyl-modifizierte PNA-Base!®”! eingefiihrt
werden. Uber die Fmoc/Bhoc-Strategie wurde zunichst am Rink-Harz das Nucleophil 84 mit
einem C-terminalen Lysin aufgebaut. Durch einen Pd’-katalysierten Allyltransfer wurde die &-
Aminofunktion des Lysins freigesetzt und das freie Amin mit ROX-Succinimidester 85
acyliert. Nach Abspalten der Schutzgruppen und des Ankers liel sich 86 schlieBlich in 6 %
Ausbeute isolieren. Die Festphasensynthese lieferte die markierten PNA-Sonde in
vergleichbaren Ausbeuten wie die Synthese in Losung, aber der préiparative Aufwand war
deutlich geringer und eine Reinigung des Rohproduktes nur nach dem Abspalten von der
festen Phase am Ende der Synthese vonndten. Im Vergleich zu Synthesen in Losung
ermoglicht die Festphasensynthese somit einen einfacheren und schnelleren Zugang zu

markierten PNA-Sonden.

2eq.0G-ITC73 y
AcNp)Lys ¢ ¢ g Gly¢OH a > A“NpjLys(OG) c ¢ g Gly©9%H
0,1 M N32003 pH 9
82 83
48%

1. Pd(Ph3P)g,

Bhoc _Bhoc .Bhoc C) MeNHPh/DMF H2N CONH2
Fmoc-Gly g g c Lys(Aloc) 2. 2 09, ROX-SE 85DMF Gly g g c Lys(ROX)
84 3. 20% Pip/DMF 86
4. TFA/m-Kresol (95:5)
6%

O = Rink-Tentagel-Harz

&,o ‘
o AE™ =604 nm

Schema 23: Synthese der Fluoreszenz-markierten PNA-Glycin-Sonden 83 und 86.

Mit den markierten Sonden 83 und 86 wurde nun die Anwendbarkeit der FRET-Detektion fiir
das PNA-Verkniipfungssystem untersucht. Dabei stellte sich heraus, da3 die Anwesenheit des
PNA-Templates 41a zu keinerlei FRET-Effekten flihrte. Moglicherweise waren die Trimere
zu kurz und damit ihre Affinitdt zum Templat zu schwach, um bei Raumtemperatur einen

stabilen terndren Komplex 41a-83-86 auszubilden.
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AN p)Lys(OG) ¢ ¢ g GlyCP%H H2Ngly g g ¢ Lys(ROX)CONH2
83 86

EDC, Imidazol | H2NOCqyq ¢ q ¢ ¢ gMAc
H7.4
P #a

AcNp)Lys(OG) ¢ ¢ g Gly-Gly g g ¢ Lys(ROX)ONVH2
87

Schema 24: Carbodiimid-vermittelte Basenliickenkupplung der markierten PNA-Glycin-Konjugate 83 und 86 in
Gegenwart des PNA-Templates 41a.

Daher wurden die beiden markierten Sonden 83 und 86 in einer Carbodiimid-vermittelten
Verkniipfungsreaktion umgesetzt, um am isolierten Kupplungsprodukt den FRET-Effekt
studieren zu konnen (Schema 24). Dabei stellte sich heraus, dal das Nucleophil 86 mit dem
FRET-Akzeptor ROX im Imidazolpuffer bei einer Konzentration von 160 uM schwerldslich
war und nur durch Zugabe von DMF als Loslichkeitsvermittler in Losung ging. Bei der
Verkniipfungsreaktion war allerdings auch in Gegenwart des Templates 41a keinerlei
Umsetzung erkennbar und das gewiinschte Produkt lieB sich nicht isolieren. Als eine
mogliche Erklarung hierfiir kann das unpolarere Reaktionsmedium dienen. Durch Zugabe von
unpolaren Losungsmitteln werden die hydrophoben Wechselwirkungen, die in erster Linie fiir
die Stabilitdt eines DNA-Duplexes verantwortlich gemacht werden, zwischen den Stringen
geschwicht. Das Templat 41a konnte daher die Fragmente 83 und 86 nicht binden, so daf} die
Fragmentverkniipfung auf das Niveau der wenig effizienten Hintergrundreaktion zuriickfiel.
Eine Identifizierung und Isolierung des Kupplungsproduktes war nicht moglich.

Um trotzdem die Tauglichkeit des FRET-Paares Oregon Green und ROX testen zu konnen,
sollten die beiden markierten Fragmente unter den Bedingungen der Native Chemical Ligation
miteinander verknilipft werden. Wie die Modellstudien zeigten, vermittelt die Native Chemical
Ligation auch in Abwesenheit eines Templates eine effiziente Verkniipfung und sollte aus
diesem Grund geeignet sein, die FRET-Detektion zu {iberpriifen. Die Synthese des ROX-
markierten Nucleophils 92 verlief analog zur Synthese des Nucleophils 86, die Ausbeute
konnte jedoch auf 53% gesteigert werden. Die Synthesebedingungen fiir den Acyldonor 90
waren aber nicht kompatibel mit dem Thioester 88, da die fiir die Einflihrung des

Isothiocyanats benétigten basischen Bedingungen von pH 9 zu einer sofortigen Hydrolyse des
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Thioesters gefiihrt hétten. Da der Thioester im neutralen Medium noch stabil ist, wurde das
Amin durch den Succinimidester von Oregon Green (OG-SE) 89 bei pH 7.2 mit 67%
Ausbeute acyliert (Schema 25).

Ac-N 2eq. OG-SE 89 ,.
(D)Lys ¢ ¢ g GlySCH,CH,CONH, > (D)Lys(OG) ¢ ¢ g GlySCH,CH,CONH,
0.2 M Na,CO3
88 90
pH7.2 67%

1. Pd(PhgP),,
MeNHPh/DMF

_ Bhoc Bhoc Bhoc =H2NC S ¢ Lys(ROX CONH2
Fmoc CYS g g c Lys(AIoc)AO 2. 2 oq. ROX-SE 85 ys g g ¢ Lys( )
Trt 3. 20% Pip/DMF 92
91 4. TFA/m-Kresol (95:5)
53%

O = Rink-Tentagel-Harz

Schema 22: Synthese der Fluoreszenz-markierten PNA-Sonden 90 und 92 fiir die Native Chemical Ligation.

Unter den gleichen Bedingungen wie in Schema 16 wurden die Fragmente 90 und 92
miteinander umgesetzt, dabei war wiederum DMF als Loslichkeitsvermittler vonndten. Doch
auch unter den Bedingungen der Native Chemical Ligation konnte liberraschenderweise das
erwartete Kupplungsprodukt nicht isoliert werden und eine massenspektrometrische
Verfolgung der Reaktion mittels MALDI/MS lieB nur ein signifikantes Signal fiir den
Thioester 90 erkennen. Offensichtlich wurde die Verknilipfungsreaktion durch die
Anwesenheit der Fluorophore inhibiert. Interessanterweise konnte dieses Phinomen bereits in
abgeschwichter Form bei der Acridin-markierten PNA-Verkniipfung unter den Bedingungen
der Native Chemical Ligation beobachtet werden. Eine Erklidrung fiir dieses Phdnomen der
Farbstoff-induzierten Inhibierung kann zu diesem Zeitpunkt nicht gegeben werden. Eine
FRET-Detektion der PNA-Verkniipfungsreaktion liel sich im Rahmen dieser Arbeit nicht
realisieren. DaBl FRET prinzipiell fiir die Detektion von Oligonucleotidverkniipfungen
geeignet ist, konnten Kool et al. anhand der Verkniipfung eines 7mers mit einem 13mer
zeigen. [ In weiterfiihrenden Experimenten miifite daher untersucht werden, ob in lingeren
PNA-Sonden der negative Einflul der Fluorophore auf die Effizienz der Verkniipfungs-
reaktion zuriickgedringt werden kann. Dabei ist auch nicht auszuschlieBen, daB3 die

Inhibierung ein sequenzabhingiges Phinomen von PNA-Oligomeren ist.
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Von weitergehenden Untersuchungen wurde jedoch zu Gunsten einer alternativen
Detektionsmethode, die massenspektrometrische Detektion, abgesehen, die

vielversprechendere Ergebnisse lieferte und daher weiterverfolgt wurde.
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IV.5 Massenspektrometrischer Nachweis der PNA-Verkniipfung

Nachdem die auf Fluoreszenz basierende Detektion der PNA-Verkniipfung (vgl. Kap. IV.4)
keine zufriedenstellenden Ergebnisse brachte, wurde als alternative Nachweistechnik die
massenspektrometrische Detektion des Verkniipfungsproduktes herangezogen. Mit der
Entwicklung schonender Ionisierungsmethoden (ESI, MALDI) ist die moderne Massen-
spektrometrie in den letzten Jahren zu einer attraktive Untersuchungsmethode in der

87) Dariiber hinaus verfiigt sie gegeniiber der Fluoreszenzspektroskopie

Bioanalytik geworden.
tiber einige Vorteile. So entfillt die kosten- und zeitintensive Einfiihrung des Fluorophors, die
den Komplexizititsgrad der Synthese deutlich erhoht. Das Problem der Ausbildung von
Artefakten, die durch die bloBe Anwesenheit der Fluorophore zustande kommen kdnnen, wie
z.B. die unspezifische Wechselwirkung der Interkalatorfarbstoffe Acridin (Kap. IV.3.5) und
CPM (Kap. IV.4.1) mit dem Analyten, tritt bei der MS-Detektion ebenfalls nicht auf. Durch
die begrenzte Anzahl der spektral aufgeldsten Fluorophore ist die Moglichkeit, mehrere
diagnostische Ereignisse mit einer einzigen Untersuchung (Multiplexing) zu erfassen, stark
begrenzt. Im Gegensatz dazu verfligt die moderne Massenspektrometrie iiber ein so hohes
Auflosungsvermogen, dal auch Gemische aus mehreren Analyten gleichzeitig nachgewiesen
werden konnen. Daher wurde die Massenspektrometrie bereits erfolgreich zur Geno-

typisierung von Einzelbasenmutationen eingesetzt.** **-%%!

IV.5.1 Untersuchungen zur Selektivitit an DNA-Templaten

In einem ersten Schritt wurden die Bedingungen, die in den Modellstudien eine
sequenzselektive PNA-Verkniipfung unterstiitzten, hinsichtlich ihrer Eignung gepriift,
Einzelbasenmutationen in DNA nachzuweisen. Als Beispiel diente hierbei S549R2-
Punktmutation des Cystic-Fibrosis-Transmembran-Regulator-Gens (CFTR).'* Schema 26
zeigt die PNA-Glycin-Konjugate 25 und 93, die an den DNA-Templaten 76 verkniipft werden
sollten. Die Position der Basenliickenverkniipfung wurde so gewéhlt, dal sie in direkter
Nachbarschaft zur Mutationsstelle X liegt, da hier die Selektivitit nach den Studien von

James und Ellington am hochsten sein sollte. !
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AC'Nttg acc tc-GIyCOOH + HZNGIy-cct cag thONH2

93 25

EDC, Imidazol |°AAC TGG AGG XGA GTC AC®

pH7.4
76a: X=G, 76b: X=T

SAAC TGG AG G  XGA GTC AC®

AC'Nttg acc tc Gly-Gly cct cag thONH2

l TFA 76-94

AcN ttg acc tc-Gly-Gly-cct cag thONH2

94

Schema 26: Basenliickenverkniipfung der PNA-Glycin-Konjugate 25 und 93 in Gegenwart der DNA-Template
76.

Die PNA-Sonden 25 und 93 verfligten mit einer Lange von acht Nucleobasen iiber eine
deutlich hohere Affinitdt gegeniiber einem komplementiren Oligonucleotid als die PNA-
Trimere des Modellsystems, so da3 die Konzentration der Proben von 160 pM des PNA-
Modellsystems auf 10 puM reduziert werden konnte. Bei diesen geringen Konzentrationen
lieBen sich in der HPLC-Analyse keine der PNA zugehorigen Signale detektieren. Aus diesem
Grunde wurden die Proben vor der Analyse in einer Festphasenextraktion iiber eine RP-C18
Sep-Pak-Kartusche vom Puffer abgetrennt und aufkonzentriert. Die hohe Sdurestabilitdt der
PNA erlaubte eine anschliefende Behandlung der Probe mit 20%iger TFA, die zu einer
vollstdndigen Hydrolyse der DNA fiihrte. Dadurch vereinfachte sich die Analyse des HPLC-
Chromatogramms, da das Signal fiir die DNA-Template nicht mit den PNA-Signalen
iberlagern konnte. Aus den kinetischen Studien in Kap. IV.3 ist ersichtlich, daf fiir die
Carbodiimid-vermittelte Verkniipfung die Reaktion nach 6 — 8 h zum Erliegen kommt.
Folglich wurden fiir die weiteren Untersuchungen mit DNA-Templaten die Reaktionszeiten
auf 6 h begrenzt.

In Abbildung 19 sind die HPLC-Chromatogramme der Kupplungsreaktionen aus Schema 26
dargestellt. In Abwesenheit eines DNA-Templates war keinerlei Produktbildung nachweisbar
und nach 6 h konnten nur die beiden Eduktsignale von 25 und 93 detektiert werden. Durch die

Verringerung der Konzentration auf 10 uM konnte also die unspezifische bimolekulare
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Hintergrundreaktion, die bei einer Konzentration von 160 pM in den Modellstudien noch bei
ca. 8% lag, vollig zuriickgedrangt werden. Erst durch Zugabe des komplementdren DNA-
Stranges 76a bildete sich das Kupplungsprodukt 94 in 28% Ausbeute, das bei einer
Retentionszeit von 24 min im HPLC-Chromatogramm identifiziert wurde. Auch DNA-

Template konnen folglich PNA-Glycin-Konjugate als Substrate erkennen und deren

Verkniipfung vermitteln.
93
25 94
70a: X=G (28%)
70b: X=T (25%)
ohne Templat
| A} ) ) A} | A} ) A} ) l
10 20 30
t/min

Abbildung 19: HPLC-Chromatogramme der Basenliickenverkniipfung von 25 und 93 nach 6 h in Gegenwart der
DNA-Template 76.

Um aber Einzelbasenmutationen in DNA nachweisen zu kdnnen, muf3 die PNA-Verkniipfung
sequenzselektiv erfolgen. Fiir eine Uberpriifung der Sequenztreue wurde die Reaktion in
Gegenwart der Wildtyp-DNA 76b als Beispiel eines fehlpaarenden DNA-Templates
durchgefiihrt. Wie Abbildung 19 zu entnehmen ist, fiihrte die Anwesenheit des fehlpaarenden
DNA-Templates 76b ebenfalls zur Bildung des Verkniipfungsproduktes 94. Somit lieBen sich
anhand der Produktbildung keine Aussagen iiber das Vorhandensein der S549R2-

Einzelbasenmutation in dem DNA-Abschnitt 76 machen.

Die mangelnde Selektivitét 146t sich durch eine ungeniigend diskriminierende Hybridisierung
der PNA-Sonde 25 mit den beiden DNA-Templaten erkldren. Offensichtlich war unter den
gewidhlten Reaktionsbedingungen der destabilisierende Einflul der Basenfehlpaarung
zwischen Templat 76b und PNA-Sonde 25 zu gering, um die unerwiinschte Duplex-Bildung
zu unterbinden. Da die Ionenkonzentration eine untergeordnete Rolle spielt, ist die Stabilitét

eines PNA-DNA-Duplexes in erster Linie von der Temperatur abhéngig. Als Mal fiir die
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Duplex-Stabilitit gilt die Schmelztemperatur 7,,.**! Unterhalb von T}, liegt der Duplex und
darliber liegen die ungeordneten Einzelstringe vor. Das Diskriminierungsvermdgen einer
Verkniipfungsreaktion ist folglich optimal, wenn die Reaktionstemperatur oberhalb des 7,-
Wertes des fehlpaarenden Templates und unterhalb dem des komplementéren Templates liegt.
Im folgenden wurden daher die T7,,-Werte des 76a-25- und des 76b-25-Duplexes
experimentell bestimmt, um die ideale Reaktionstemperatur fiir eine templatselektive PNA-
Glycin-Kupplung zu finden. Der T7y,-Wert eines Duplexes 1468t sich iiber die
temperaturabhéingige Hyperchromizitit UV-spektroskopisch bestimmen.”") In Abbildung 20
sind die Schmelzkurven des fehlpaarenden 76b und des komplementiren Templates 76a

dargestellt. Der Wendepunkt der Schmelzkurven ist als Schmelztemperatur 7, definiert.

1,16  A) 1,08 r B)
1,14 1,07
1,12 |+ 1,06 |
g2110F T 2105 Im
< m < N\
5 108 N 5 104 T
= 1,06 + = 1,03 |
1,04 + 1,02
1,02 + 1,01
1,00 . . . ! 1,00
10 30 50 70 90 10 30 50 70 90
T/°C T/°C

Abbildung 20: Schmelzkurven der PNA-DNA-Duplices aus der Hybridisierung von 25 mit A) dem
fehlpaarenden DNA-Templat 76b (7,,= 39 °C) und B) mit dem komplementéren DNA-Templat 76a (7= 46 °C).

Anhand der Wendepunkte der Schmelzkurven ergaben sich fiir das fehlpaarende DNA-
Templat ein 7y,-Wert von 39 °C und fiir das komplementére Templat ein 7,-Wert von 46 °C.
Die vorstehend beschreibenen Reaktionen wurden stets bei einer Temperatur von 25 °C
durchgefiihrt, die weit unterhalb des 7;,-Wertes des fehlpaarenden Templates liegt. Die PNA-
Sonde 25 konnte also an das fehlpaarende DNA-Templat binden und eine unselektive
Verkniipfungsreaktion zum Kupplungsprodukt 94 einleiten. Es verwundert daher nicht, dal3
das System aus Schema 26 iiber keine ausreichende Sequenzselektivitit verfligte. Mit
zunehmender Reaktionstemperatur sollte die Toleranz gegeniiber einer Basenfehlpaarung
abnehmen. Das Verkniipfungsexperiment aus Schema 26 wurde bei einer Reaktions-
temperatur von 40 °C wiederholt. Unter diesen Bedingungen sollte der Anteil Templat-
gebundener PNA-Sonden bei Verwendung der komplementéiren DNA 76a hoher sein als bei
Verwendung der fehlpaarenden DNA 76b. Eine HPLC-Analyse lieB jedoch keinerlei
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Produktbildung erkennen, weder in Gegenwart des komplementiren noch des fehlpaarenden
Templates. Vermutlich bewirkte die Temperaturerh6hung eine beschleunigte Hydrolyse des
Kupplungsreagenzes EDC. Auch eine Verdoppelung der EDC-Konzentration auf 0,6 M fiihrte
zu keinem nennenswerten Umsatz. Das Konzept, die Sequenzselektivitéit durch eine Erh6hung
der Reaktionstemperatur zu steigern, ist nicht kompatibel mit der fiir die Peptidkupplung
gewihlten Methode.

Detaillierte Studien®" beziiglich der Duplexstabilitit von DNA fiihrten in den letzten Jahren
zu immer zuverldssigeren Methoden, die eine Berechnung des T;,-Wertes eines DNA-
Duplexes ermoglichen. Dabei sind die Kalkulationsprogramme soweit optimiert worden, daf3
auch der Einfluf} einer Basenfehlpaarung auf die Stabilitdt vorhersagbar ist. Mit Hilfe dieser

21 wurde unter Beibehaltung des PNA-Oligomers 25 die einzelnen Positionen in

Programme
der Nucleobasensequenz des DNA-Templates variiert und der Einflu3 einer Basenfehlpaarung
auf die Duplexstablilidt berechnet. Dabei wurde auf die absoluten 7i,-Werte wenig Wert
gelegt, da eine sichere Ubertragbarkeit von reinen DNA-Duplices auf PNA-DNA-Hybride
nicht gegeben ist. Zwar gibt es erste Versuche die 7,-Werte von PNA-DNA-Hybride
ausgehend von den Werten der DNA-Duplex vorherzusagen,™! doch sind diese Methoden
noch sehr fehlerhaft. Eine hohere Aussagekraft wurde den relativen Stabilititsunterschieden
zwischen Einzelbasenfehlpaar- und perfekten Duplexen beigemessen. Die dabei ermittelten A
Tm-Werte fiir DNA-Duplices sollten zumindest in grober Ndherung mit denen fiir die PNA-

DNA-Hybride iibereinstimmen. Die Berechnungen ergaben, daB3 eine Basenfehlpaarung in

einer zentralen Position die Duplexstabilitidt am stiarksten reduziert (Abbildung 21).

3 TR 5
AAC TGG AGG XGA GYC AC

, , SccT cAG TG?
Abbildung 21: Verlagerung der ,Mutationsstelle” vom

Terminus zu einer zentralen Position innerhalb des Duplex. 76c 76d 76e 76a
Die berechneten Schmelztemperaturen beziehen sich auf Y A C G T
DNA-Duplices. T,/°C 17,5 95 23,5 35,0

Auf der Grundlage dieser Berechnungen wurden die 7,,-Werte der PNA-DNA-Duplices, die
durch Hybridisierung der PNA-Sonde 25 mit den DNA-Templaten 76a, und 76c¢-e erhalten
wurden, experimentell bestimmt. Dabei unterschieden sich die Template in der zentralen
Position Y, die alle vier moglichen Nucleobasen enthielt und einem Adenin im PNA-Strang

gegeniiberlag.
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Im Gegensatz zum fehlpaarenden Templat 76b aus Abbildung 20, das eine Basenfehlpaarung

am Terminus der PNA-Sonde bildete, zeigte in Abbildung 22 keines der drei fehlpaarenden

Template 76¢-e (Y = A, C, G) das fiir eine Schmelzkurve charakteristische sigmoidale

Verhalten. Daraus kann gefolgert werden, daB3 sich in diesen Féllen kein Duplex zwischen den

Templaten und der PNA-Sonde ausbilden konnte. Die PNA-Sonde bindet nur an das

komplementidre Templat 76a, das in der zentralen Position ein T trigt, wie aus der

sigmoidalen Schmelzkurve aus Abbildung 22.D ersichtlich ist (77, = 46 °C).
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DNA 76a, c-e:
PNA 25:
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Abbildung 22: Schmelzkurven der PNA-DNA-Duplices, die durch Hybridisierung des PNA-Glycin-Konjugates

25 mit den DNA-Templaten 76 erhalten wurden. A) Y=A, B) Y=C, C) Y=G und D) Y=T
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Das unterschiedliche Schmelzverhalten aus Abbildung 22 lie8 fiir die PNA-Verkniipfung in

Schema 27 eine sequenzselektive Produktbildung erwarten.

AN ttg ace te-GlyCP%"  +  H2NGly-cct cag tg@ON?

93 25

EDC, Imidazol |3 AAC TGG AGG GGA GYC AC®
H7.4
P 76a: Y=T, 70c/dle: Y=A, C, G

SAAC TGG AG G  GGA GYC AC®

AcN ttg acc tc Gly-Gly cct cag thONH2

l TFA 76-94
AcN ttg acc tc-Gly-Gly-cct cag thONH2

94

Schema 27: Basenliickenverkniipfung der PNA-Glycin-Konjugate 25 und 93 in Gegenwart von 76. Die DNA-
Template unterscheiden sich in der zentralen Position Y. Die PNA-Base gegeniiber der Mutationsstelle ist fett

hervorgehoben. Oligonucleotidkonzentration: 10uM.

Wie bereits aus den vorangegangenen Untersuchungen (Abbildung 19) bekannt war, konnte in
Abwesenheit eines DNA-Templates keine Produktbildung nachgewiesen werden (Abbildung
23). Nach Zugabe des komplementiren DNA-Templates 76a (Y = T) lieferte die PNA-
Verkniipfungsreaktion das Kupplungsprodukt 94 in 25% Ausbeute. Fiir die Sequenz-
selektivitit der PNA-Verkniipfung war nun der EinfluB der Einzelbasenfehlpaar-DNA-
Template 76¢-e (Y = A, C, G) entscheidend. Abbildung 23 zeigt, dal die Anwesenheit der
drei fehlpaarenden Template die Bildung des Kupplungsproduktes 94 mit geringer Effizienz
beschleunigte. An den DNA-Templaten 76d (A-C-Basenpaar) und 76e (A-G-Basenpaar)
entstand das Verknilipfungsprodukt 94 in 3% Ausbeute. Bei einer A-A-Basenfehlpaarung in
Templat 76¢ betrug die Verkniipfungsausbeute nur 2%. Im Vergleich zu den einzelbasen-
fehlpaarenden Templaten 76c-e beschleunigte folglich das komplementidre Templat 76a bei
einer 10 pM Konzentration die Verkniipfung von 25 und 93 um den Faktor 8-13. Eine weitere
Steigerung der Selektivitdt sollte bei niedrigeren DNA-Konzentrationen erreicht werden

konnen (Vgl. Kap.IV.5.3).
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93
94
25

76a: Y=T (25%)

76e: Y=G (3%)

76d: Y=C (3%)

76¢c: Y=A (2%)
Abbildung 23: HPLC-Chromatogramme der ohne Templat
Basenliickenkupplung von 25 und 93 nach 6 h in : — :
Gegenwart der DNA-Template 76. 10 i?in 30

Die aufgestellte Hypothese, nach der eine selektive Hybridisierung auch eine selektive
Verkniipfung nach sich zieht, wurde also mit dem in Schema 27 gezeigten
Verkniipfungsexperiment bestétigt. Durch die Verlagerung der Mutationsstelle von einer
terminalen in eine interne Position der PNA-Sonde nimmt die Sequenzselektivitidt der
Verkniipfungsreaktion drastisch zu. Ahnliches beobachteten auch Letsinger und Kool fiir

[66. 941 Dje von ihnen untersuchten Systeme

deren chemische DNA-Verkniipfungssysteme.
weisen ein vergleichbares Diskriminierungsvermogen gegeniiber Einzelbasenfehlpaarungen
auf.

Interessant ist ein Vergleich der unterschiedlichen Diskriminierungsmechanismen zwischen
chemischen und enzymatischen Verkniipfungsreaktionen. Enzymkatalysierte (T4-Ligase, Tth-
Ligase) Verkniipfungen, wie sie beim Oligonucleotide Ligation Assay eingesetzt werden,
zeigen die hochste Selektivitdt, wenn die Mutationsstelle direkt an der Verkniipfungsstelle zu
liegen kommt. Dabei binden beide Oligonucleotidsonden an den Analyten, aber die
Selektivitit der Verkniipfungsreaktion erfolgt durch die Substratspezifitit des Enzyms. Die
hier gewonnen Ergebnisse lassen dagegen den Schlufl zu, daB3 die Selektivitit chemischer
Verkniipfungsreaktionen bei internen FEinzelbasenfehlpaarungen grofer ist als bei einer
Fehlpaarung an der Verkniipfungsstelle. Verantwortlich hierfiir scheint allein die

unterschiedliche, von der Position der Basenfehlpaarung abhingende Duplexstabilitit

zwischen der Sonde und dem Analyten zu sein. Eine terminale Fehlpaarung destabilisiert die
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Duplexstabilitdt nur unwesentlich (vgl. Abbildung 20) und das PNA-Verkniipfungssystem
kann ein einzelbasenfehlpaarendes Templat von einem perfekt komplementdren nicht
unterscheiden. Eine interne Fehlpaarung dagegen destabilisiert den Duplex soweit, da} die
PNA-Sonde nicht an den DNA-Analyten binden kann, wie anhand der Schmelzkurven aus
Abbildung 22 ersichtlich ist. Eine templat-vermittelte Bildung des Verkniipfungsproduktes ist
daher nicht moglich. Mit Hilfe der Kalkulationsprogramme sollte es daher moglich sein, iiber
die unterschiedlichen Duplexstabilititen PNA-Sonden zu finden, mit denen Einzelbasen-

mutationen erkannt werden konnen.

Die oben ausgefiihrten Ergebnisse bezeugten von dem DNA-Segment 76 gesteuerten
Verkniipfung eine hohe Selektivitit. Es war nun das Ziel, die selektive Bildung des
Verkniipfungsproduktes 88 massenspektrometrisch zu detektieren. Wie sich herausstellte,
erwies sich die MALDI-TOF/Massenspektrometrie als eine sehr empfindliche Methode,
PNAs nachzuweisen.””! So wurde bei der Analyse der in dieser Arbeit erstellten PNA-
Syntheserohprodukte offenkundig, daB mittels MALDI-TOF/Massenspektrometrie die
Reinheit einer Substanz  beurteilt werden kann. Daher erfolgte nun die
massenspektrometrische Detektion der PNA-Verkniipfung mittels MALDI-MS.

In den MALDI-Messungen, die im Anschlul der PNA-Synthesen mit den Rohprodukten
durchgefiihrt wurden, diente 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) als Matrix. Mit den Proben
der in Schema 27 gezeigten Verkniipfungsreaktion kristallisierte DHB jedoch nicht. Dagegen
bildete Sinapinsdure in der Mischung mit den Proben Kristalle aus, die sich sehr gut
massenspektrometrisch untersuchen lieBen. Ein weiterer Vorteil der Sinapinsdure besteht
darin, daB3 deren Kristalle sehr viel kleiner als die der DHB sind, so dal} sich eine homogenere
Zusammensetzung in den Kristallen ausbildet und die Reproduzierbarkeit einer Messung
zunimmt.

In Abbildung 24 sind die MALDI/TOF-Massenspektren der in Schema 27 beschriebenen
PNA-Verkiipfungsreaktionen dargestellt, die bereits HPLC-analytisch untersucht wurden (s.
Abbildung 23). Eine Analyse der MALDI-Spektren fiihrt dabei zu dem gleichen Ergebnis wie
die der Chromatogramme. In Abwesenheit eines Templates werden die Signale der beiden
Edukte 25 und 93 mit einem (m/z)-Verhiltnis von 2219 bzw. 2237 detektiert. Ein Dimer-
Aggregat von 93 erscheint in geringer Intensitit mit einem (m/z)-Verhiltnis von 4471.
Dagegen 148t sich in Gegenwart der komplementéren DNA 76a (Y = T) zusétzlich und mit

hochster Intensitit das Produktsignal mit einem (m/z)-Verhéltnis von 4437 beobachten. Die
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MALDI-TOF/MS-Analyse ist dariiber hinaus auch in der Lage, das in Anwesenheit der
fehlpaarenden Template 76¢-e (Y = A, C, G) nur in Spuren gebildete Verkniipfungsprodukt zu

detektieren, wobei die Intensitit dieser Signale deutlich geringer ist.

94 | 4437
25+93

L ‘ 76a:Y=T
76e: Y =G

— L
L L 76d:Y=C
: 76c:Y =A

. L L
L 4471 o©ohne Templat

1000 2200 3400 4600 5800
m/z

Abbildung 24: MALDI/TOF-MS-Detektion der Basenliickenkupplung der PNA-Glycin-Konjugate 25 und 93 in
Anwesenheit der DNA-Template 76 ((m/z) fiir [M+H]": 25: 2219; 93: 2237; 94: 4437; Matrix: Sinapinsiure).

Mit der MALDI-TOF/Massenspektrometrie steht also eine empfindliche und rasche
Nachweismethode zur Detektion von Einzelbasenmutationen zur Verfiigung. Wéhrend fiir die
bisherige HPLC-Detektion fiir jede Probe eine Zeit von mindestens 45 min eingeplant werden
mullte, lieferte die massenspektrometrische Analyse die gleiche Information in wenigen
Sekunden. Zudem ist fiir PNA das Auflosungsvermogen der MALDI-MS dem der HPLC weit
iiberlegen, so dall auch komplexere Substanzgemische untersucht werden konnen. Auch die
fiir eine préazise Detektion bendtigte Substanzmenge ist um Gréfenordnungen geringer fiir
MALDI-TOF/MS (pMol) als bei der HPLC (nMol).

Das in der vorliegenden Arbeit entwickelte PNA-Verkniipfungssystem in Verbindung mit der
MALDI-Massenspektrometrie verfiigt damit iiber eine Reihe von Vorteilen gegeniiber
herkémmlichen ,,Ligation Assays“ auf der Basis natiirlicher Oligonucleotide.!*> *"! Die héhere

Affinitit und  Fehlbasendiskriminierung der PNAs 1ldt eine  gesteigerte
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Verkniipfungsselektivitidt erwarten. Im Gegensatz zu DNA kommt es bei PNA weder zu
Fragmentierungsreaktionen noch zur Bildung von Metallsalzaddukten, die zu einer
Verbreiterung der Signale und damit zu einer Verminderung der Auflosung fiihren.”% °”) PNA
ist daher leichter und mit hdoherer Prdzision als natiirliche Oligonucleotid-Sonden
massenspektrometrisch analysierbar. Aufgrund der amidischen Struktur ist PNA ein unter
neutralen Bedingungen ungeladenes Molekiil, das im sauren Medium leicht protoniert wird.
Daher erfolgt die MS-Detektion im Positiv-Modus. Die nachzuweisenden Analyten als
natiirliche Oligonucleotide sind dagegen Polyanionen und desorbieren im Positiv-Modus
weniger leicht. Da nur die gebildeten PNA-Verkniipfungsprodukte im MALDI detektiert
werden, stort die Anwesenheit von DNA-Verunreinigungen, die bei der Gewinnung und

Aufarbeitung der DNA-Probe entstanden sein konnten, nicht die Detektion.

IV.5.2 Untersuchungen zur Substratselektivitit

Fir eine Uberpriifung hinsichtlich der praktischen Anwendbarkeit des PNA-
Verkniipfungssystems muflte die Substratselektivitit bestimmt werden. So miifiten zum
Nachweis einer Einzelbasenmutation mindestens zwei Sonden, eine Wildtyp- und eine
Mutantensonde, um die Bindung an den Analyten konkurrieren. Dabei diirfte ausschlieBlich
nur die zum Analyten komplementdre Sonde erkannt und in der Verkniipfungsreaktion
umgesetzt werden. (vgl. Schema 3 in Kap. 11.2.3).

Zur Untersuchung der Substratselektivitdt wurde die Verkniipfungsreaktion mit drei um ein
Templat konkurrierenden PNA-Glycin-Konjugaten gefiihrt. Das Ziel bestand darin, eine G—>T
Mutation in dem DNA-Segment 97 nachzuweisen (Schema 28). Die drei variablen PNA-
Glycin-Sonden 95 dienten dazu, die Mutationsstelle in dem DNA-Segment 97 zu erkennen,
und wurden in Konkurrenz zueinander mit dem Acyldonor 96 umgesetzt. Dabei war
prinzipiell die Bildung von drei Verkniipfungsprodukten 98 moglich, die {iiber ihre

molekularen Masse unterscheidbar waren.
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95a CHis-cct aca g GIyNH2
95b CHisoctecag GyM2  +  °9CGly g cee ace a-His-His"
95¢  CHis-cct tca g GIyNH2 %
EDC, Imidazol |° GGA XGT CGC GGG TGG T*
pH 7.4 97a: X=T, 97b: X=G
m/z

98a CHis cct aca g Gly-Gly g ccc acc a His HisN-4¢ 4545

98b CHis cct cca g Gly-Gly g ccc acc a His HisN-4¢ 4521

98¢ CHis cct tca g Gly-Gly g ccc acc a His HisN-4¢ 4536

Schema 28: Bestimmung der Substratselektivitit der PNA-Kupplungsstrategie am Beispiel des Nachweises einer
G—-T Mutation in dem DNA-Segment 87. Die drei variablen PNA-Glycin Sonden 95 konkurrieren um einen

konstanten Bindungspartner 96. Oligonucleotidkonzentration: 10 pi.

Die Synthese der PNA-Sonden 95 und 96 erfolgte mit dem Syntheseroboter SYRO II der
Firma MultiSynTech iiber die Fmoc/Bhoc-Methode. Da aus geritespezifischen Griinden vor
der Kupplung keine Voraktivierung der einzelnen Bausteine moglich war, konnte nicht das
bewihrte Kupplungsreagenz HATU 26 verwendet werden. Daher wurde auf das weniger
potente HBTU 38 zuriickgegriffen. Die dadurch ungiinstigeren Synthesebedingungen hatten
zur Folge, da3 der Aufbau der PNA-Sonden weitaus schlechter verlief. Es bildeten sich mehr
Abbruchsequenzen als bei den bisherigen Synthesen, die manuell nach der Boc/Z-Strategie
aufgebaut worden waren. Es gelang zwar durch mehrmalige HPLC-Chromatographie, die
gewiinschten Produkte aus dem komplexen Gemisch zu isolieren, doch die Ausbeute betrug
im Durchschnitt weniger als 1%. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit von MALDI-MS, die
selbst Substanzen im oberen fMol-Bereich nachweisen kann, reichten die isolierten Mengen
an PNA-Sonden jedoch aus, um Untersuchungen zur Substratselektivitit durchfiihren zu
konnen.

Aufgrund des geringen Probevolumens von 50 pl wurden die Proben nicht mehr iiber eine
Sep-Pak-Kartusche, sondern iiber eine 10ul RP-C18 ZipTip-Pipettenspitze konzentriert und
mit Sinapinsdure cokristallisiert. Wie dem MALDI-Spektrum aus Abbildung 25.A zu
entnehmen ist, vermittelte die Anwesenheit der Mutanten-DNA 97a (X=T) ausschlieBlich die
Bildung eines der drei moglichen PNA-Verkniipfungsprodukte. Das m/z-Verhéltnis des
Signals von 4545 entsprach der Molmasse des Produktes 98a, d.h. allein die Adenin-
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enthaltende Mutantensonde 95a wurde in Gegenwart der Mutanten-DNA umgesetzt. Die
Reaktion an der Wildtyp-DNA 97b (X=G) fiihrte zur iiberwiegenden Bildung des Cytosin-
enthaltenden Produktes 98b. Die hohe Substratselektivitit des PNA-Verkniipfungssystems
wurde dariiber hinaus anhand der Thymin-enthaltenden PNA-Sonde 9S5c¢ verdeutlicht. In

keinem der beiden Félle konnten auch nur Spuren eines Verknilipfungsproduktes 98¢ mit

einem m/z-Verhéltnis von 4536 nachgewiesen werden.

100" A) 4545.0
98a
o 80
S Mutanten-DNA
S 60
LE 97a: X=T
X 407
20 7
4400 4450 4500 4550 4600 .., 4650
] 4521,
1001 B) 5216
98b
.. 80]
é 60 Wildtyp-DNA
£ 97b: X =G
X 40 ]
201
4400 4450 4500 4550 4600 4650

m/z

Abbildung 25: MALDI-TOF/MS-Detektion einer Konkurrenzreaktion zur Bestimmung einer G—T

Einzelbasenmutation im DNA-Segment 97, in Gegenwart A) der Mutanten-DNA 97a (X = T) und B) der
Wildtyp-DNA 97b (X = G).

Das in Schema 28 dargelegte Verkniipfungssystem bezeugt eine hohe Substratselektivitit und

scheint daher fiir den Nachweis einer Einzelbasenmutation geeignet zu sein.
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1V.5.3 Massenspektrometrischer Multiplex-Nachweis von Einzelbasenmutationen am

Beispiel des ras-Gens

Mutationsanalysen fiir die medizinisch-biologische Diagnostik und pharmakogenetische
Anwendungen (vgl. Kap. II.1), bei der viele SNP-Muster verglichen werden miissen,
erfordern einen hohen Analysendurchsatz. Um die Anzahl der durchzufiihrenden Tests nicht
erhohen zu miissen, wurden Multiplex-Detektionssysteme entwickelt, die den Nachweis
mehrerer Mutationsstellen in einem einzigen Experiment ermdglichen. Ihr hohes Auflosungs-
vermdgen macht die MALDI-Massenspektrometrie besonders attraktiv fiir Multiplex-
Nachweise, da mit ihr innerhalb weniger Sekunden Substanzgemische analysiert werden
konnen. Erste Beispiele fiir die Analyse mehrerer Mutationsstellen eines Gens in einem

38 %81 Damit ist die Massenspektrometrie der

Multiplex-Format wurden bereits beschrieben.!
ansonsten in der DNA-Diagnostik dominierenden Fluoreszenzspektroskopie iiberlegen. Deren
Tauglichkeit fiir Multiplex-Nachweise ist durch die begrenzte Anzahl an spektral aufgelosten

Fluorophoren begrenzt.

G12V (G-T) 3t
5 ey —
[ E63H
(GC:
G —CIT)

muflesm - Wildtyp-Sonde i I

mmfmmm - \Mutanten-Sonde

BN - konstant F28L (T—C)
bindende Sonde

Abbildung 26: Prinzip des Multiplex-Nachweises am Beispiel der drei karzinogenen Mutationen G12V, F28L
und E63H in ras.

In wieweit ein Multiplex-Nachweis mit dem PNA-Verkniipfungssystem mdglich ist, wurde
am Beispiel dreier potentieller Mutationsstellen im ras-Gen®! iiberpriift (Abbildung 26). Das

Ras-Protein ist ein zentraler Schalter in der intrazelluldren Signaltransduktion und steuert die
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[100

Zellproliferation."*” Bei den untersuchten Positionen handelt es sich um die karzinogenen

G12V (G—T), F28L (T—C) und E63H (G—C, G—>C/T) Mutationen.!'""

Konstante PNA-Sonden
G12Vv: "99%Cqly-c acc cct t"A° 99a
F28L: "99CGly-c cta ctc at""*° 99b
E63H: "99CGly-g tca cgg tV4° 99¢

Mutanten-PNA-Sonden Wildtyp-PNA-Sonden
G12V: CG/y—G/y—gac atc c-GIyNH2 100a . CGly—gac ctc c-GIyNH2 101a
F28L: CGly-Gly-gtg gaa c-Gly™"2 100b CGly-gtg aaa c-GlyM"? 101b
E63H: CGly-Gly-ctc gtg a-Gly"? 100¢ °Gly Gly-ctc cte a-GlyM"2 101¢c
DNA-Proben
£DC. Imidaol G12V: °CTG (GIT)AG GTG TGG GGA A®
 MICEZO" 1 Eogl - SCAC (TIC)TT GTG GAT GAG TA®
500 nM, pH 7.4 5 5
E63H: ° GAG (G/C)A(G/C) TAC AGT GCC A
Y
Mutanten-Produkte Wildtyp-Produkte
Codon 12: 4214 102a Codon 12: 4133 103a
Codon 28: 4584 102b Codon 28: 4511 103b
Codon 63: 4365 102c Codon 63: 4285 103c

Schema 29: Fiir den Multiplex-Nachweis dreier karzinogener Mutationen in ras wurden neun PNA-Glycin-
Sonden, drei Acyldonoren 99 und sechs Nucleophile 100/101, miteinander umgesetzt. Von den spezifischen

Kupplungsprodukten 102/103 sind lediglich die molaren Massen [M+H] angegeben.

Zur genauen Bestimmung einer Mutation muf} je eine konstant bindende Verkniipfungssonde
mit je einer Wildtyp- und Mutanten-Sonde umgesetzt werden. Dies bedeutete, dafl zur
Detektion von drei Mutationstellen insgesamt neun PNA-Sonden, namlich die drei
Acyldonoren 99a-c sowie sechs Nucleophile 100a-c und 101a-c, in Reaktion gebracht werden
miissen (Schema 29). Um eine Uberlagerungen der Produktsignale im Massenspektrum zu
vermeiden, wurden den nucleophilen PNA-Sonden 100 und 101 am C-Terminus eine
unterschiedliche Anzahl an Glycinresten als Massenmarker angehingt. Diese sollten keinen

Einfluf} auf die Hybridisierung ausiiben.
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Die Umsetzung der neun PNA-Sonden miteinander lieB prinzipiell 18 verschiedene
Kupplungsprodukte erwarten, zwolf Kreuzkupplungsprodukte und sechs spezifische
Kupplungsprodukte. Die Multiplex-Kupplung erfolgte bei 500 nM Konzentration an DNA
und PNA-Glycin-Sonden. Nach einer Kupplungszeit von 4 h ergab die MALDI/MS Analyse,
daB in Gegenwart der Mutanten-DNAs von den 18 mdglichen drei Verkniipfungsprodukte mit
hoher Ausbeute gebildet wurden (Abbildung 27.A).

A) B)
100 4214 100 - 4133
4584
80 80 ;
4365
?.S:U', 60 60 . 4365 4511
‘%
3
IS 4285
< 40 40 ]
43
20 20 1
0:“"") %— 0 -_MJ L"J

3000 4300 4700 5100 3900 4300 4700 5100

(m/z) (m/z)
—=> 12V-Mutante, 63H-Mutante = 12G-Wildtyp, 63E-Wildtyp
28L-Mutante, 63H-Mutante, 28F-Wildtyp,

Abbildung 27: MALDI-TOF-Analyse der Multiplex-Verkniipfung. A) in Gegenwart der Mutanten-DNAs und
B) in Gegenwart der Wildtyp-DNAs. Matrix: Sinapinséure.

Ein Vergleich der gemessenen Werte mit den berechneten Massen der Kupplungsprodukte aus
Schema 29 ergab, daBl die detektierten Signale eindeutig den spezifischen Kupplungs-
produkten 102 der Mutanten-Sonden zugeordnet werden konnten. Ein weiteres schwaches
Signal mit einem m/z-Wert von 4341 korrespondiert mit der Molmasse, die fiir das Kreuz-
kupplungsprodukt der Reaktion von 99¢ mit 101b zu erwarten wére. In einem Kontroll-
versuch wurde die Multiplex-Kupplung in Gegenwart der Wildtyp-DNAs durchgefiihrt. Wie
Abbildung 27.B zu entnehmen ist, zeigte das MALDI-Spektrum vier Signale. Ein Vergleich
mit den berechneten Massen fiihrte zu dem SchluB}, dal an den Wildtyp-Templaten die drei
Wildtyp-Kupplungsprodukte 103 gebildet wurden. Das vierte, zusdtzliche Signal mit einem
m/z-Wert von 4365 entsprach allerdings dem Kupplungsprodukt der E63H-Mutanten-Sonde
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(vgl. Abbildung 27.A). Auch in Abwesenheit der E63H-Mutanten-DNA bildete sich das
zugehorige Kupplungsprodukt 102¢ in einer unspezifischen Reaktion. Wahrend unspezifische
Reaktionen, die zur Bildung von Kreuzkupplungsprodukten wie in Abbildung 27.A fiihren,
toleriert werden konnen, gilt dies nicht fiir Reaktionen, die zur Bildung spezifischer Produkte
fiihren. Durch die zusétzliche Bildung des Mutantensignals bei 4365 werden die Aussagen aus
Abbildung 27.B verfilscht, denn sie suggerieren, dall ein Gemisch an Wildtyp- und Mutanten-
DNA vorliegt. Wihrend die Mutationsstellen G12V und F28L prizise abgefragt werden
konnten, bedurfte der Nachweis fiir die E63H-Mutationsstelle weiterer Optimierung. Ein
Kontrollversuch mit den neun PNA-Sonden in Abwesenheit jeglicher DNA-Template ergab,
daB ausschlieBlich das E63H-Mutantensignal 102¢ (m/z-Wert = 4365) gebildet wurde
(Abbildung 28).

100
4365
80
60
40
207
O‘M o

Abbildung 28: MALDI-TOF-Analyse der Multiplex- 3900‘ 4'300 ‘ 4'700 ‘ §I 00

Verkniipfung in Abwesenheit jeglicher DNA-Template. (m/z)

Matrix: Sinapinséure. —=> 63H-Mutante

Die Vermutung lag daher nahe, daf} eine ungewiinschte Assoziation zwischen der E63H-
Mutanten-Sonde 100¢ und dem E63H-Acyldonor 99c¢ die unspezifische Verkniipfung
bewirkte. Wie aus Abbildung 29 hervorgeht, wurde fiir die mangelnde Verkniipfungs-
selektivitit die teilweise komplementire Basensequenz der beiden Sonden verantwortlich
gemacht. Bei einer Gesamtldnge von sieben Nucleobasen konnen sich im 99¢/100c-Duplex
(Abbildung 29.A) fiinf Watson-Crick-Basenpaare ausbilden. Aufgrund der hohen
Bindungsstirke der PNA-PNA-Paarung konnte der Duplex aus den PNA-Verkniipfungs-
sonden 99¢ und 100c¢ eine hohere Stabilitit aufweisen als der vollstindig komplementére

PNA-DNA-Komplex. In der Folge wiirde auch ein Erwdrmen und anschlieBendes Abkiihlen
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der Losung vor dem Reaktionsstart keine Abhilfe schaffen konnen. Die Untersuchungen zur
Detektion der E63H-Mutation offenbarten, daBl eine Selbstkomplementaritit von
Oligonucleotid-Sonden eine prinzipielle Limitierung darstellen kann. Dies gilt generell fiir
Nucleinsduren, aber aufgrund der auBerordentlichen Stabilitit der PNA-PNA-Duplices im
besonderen Mafe fiir PNA.

99¢-100c 99c¢-100d

Abbildung 29: Stabilitdt zwischen A) 99¢-100c und B) 99¢-100d.

Fiir die Multiplex-Analyse konnte die E63H-Mutantensonde 100c¢ nicht weiter verwendet
werden. Daher wurden die weiteren Experimente mit der E63H-Mutantensonde 100d
durchgefiihrt, die statt CAC das zweite Codon fiir Histidin CAT erkennt. Mit 100d kann 99¢
in einem Duplex nur drei durchgingige Basenpaare ausbilden und die Stabilitit des PNA-
Eduktduplexes sollte drastisch reduziert sein (Abbildung 29.B). Die zur Multiplex-
Verkniipfung benétigten PNA-Sonden sind in Abbildung 30 dargestellt. Die Anwesenheit der
Mutanten-DNAs fiihrte zur Bildung von drei der 18 moglichen Signalen. Die jeweiligen m/z-
Verhiltnisse entsprechen den erwarteten Massen fiir die Mutanten-Kupplungsprodukten.
Dabei betrug die Masse des Kupplungsproduktes der E63H-Mutantensonde nun 4349 g/mol
(Abbildung 30). Ob die Duplexbildung und damit die unspezifische Reaktion zwischen 99¢
und 100d durch den Austausch der PNA-Base in der E63H-Mutantensonde unterbunden
wurde, lieB sich durch eine Multiplex-Verkniipfung an den Wildtyp-DNAs kldren. Das
MALDI-Spektrum der Kupplungsprodukte aus Abbildung 30.B weist nur drei signifikante

Signale aus, die eindeutig den Wildtypsonden zugeordnet werden konnten.

Das letztgenannte Beispiel zur Detektion dreier Mutationsstellen im ras-Gen zeigt, da3 das
PNA-Verkniipfungssystem mit der MALDI/MS als Detektionsmethode auch im Multiplex-

Verfahren durchgefiihrt werden kann.
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Konstante PNA-Sonden
G12V: H9%CGly-c acc cct tN4° 99a
F28L: M9%CGly-c cta ctc at"*° 99b
E63H: 99CGly-g tca cgg t"° 99¢

Mutanten-PNA-Sonden
G12V: CG/y—G/y—gac atc c-GIyNH2 100a
F28L: CGly-Gly-gtg gaa c-Gly""? 100b +
EG3H: CGIy-GIy-ctc gta a-GIyNH2 100d

Wildtyp-PNA-Sonden
CG/y—gac ctc c-GIyNH2 101a
CGly—gtg aaa c-GIyN’"2 101b

CGlyGly—ctc ctc a-GIyNH2 101c

DNA-Proben
EDC, Imidazol G12V: ° CTG (GIT)AG GTG TGG GGA A®
500 nM, pH 7.4 F28L: ° CAC (T/C)TT GTG GAT GAG TA®
E63H: ° GAG (G/C)A(GIT) TAC AGT GCC A®
Mutanten-Produkte Wildtyp-Produkte
Codon 12: 4214 102a Codon 12: 4133 103a
Codon 28: 4584 102b Codon 28: 4511 103b
Codon 63: 4349 102d Codon 63: 4285 103c
4214
100, A 100 B) 4133
80 4349 50
4584 4511
4285
F 60 60!
B
-
(V)
S
NS 40 40
20 20)
0 : : . 0 “"‘JMMW
4 47
3900 300 o . 5100 3900 4300 4700 . 5100
=> 12V-Mutante, 63H-Mutante, => 12G-Wildtyp, 63E-Wildtyp,
28L-Mutante,

28F-Wildtyp,

Abbildung 30: MALDI-TOF-Analyse der Multiplex-Verkniipfung. A) in Gegenwart der Mutanten-DNAs und
B) in Gegenwart der Wildtyp-DNAs.



IV. Spezieller Teil 75

IV.5.4 Bestimmung der Empfindlichkeit und der Selektivitit der MALDI-TOF/MS-
Detektion

Die bisherigen Experimente basierten auf der Annahme, da3 entweder der reine Wildtyp- oder
die reine Mutantensequenz zur Diagnose vorliegt. Bei Erbkrankheiten wie Zystische Fibrose
sind dies realistische Szenarien. Anders verhélt es sich aber z.B. bei Krebserkrankungen, bei
denen es zunichst zu spontanen Mutationen weniger Zellen kommt, die sich im Anschlufl
dann iiberproportional stark vermehren. Fiir die Heilungschancen ist eine sehr frithe Diagnose
entscheidend. Fiir einen gendiagnostischen Tumornachweis besteht daher die Heraus-
forderung, die Mutation vor einem hohen Hintergrund der Wildtypsequenz zu erkennen.
Daher wurde am Beispiel der G12V Mutationsstelle im ras-Gen die Nachweisempfindlichkeit
und die Selektivitit der MALDI-detektierten Verkniipfung tberpriift. Hierzu wurden
unterschiedliche Mischungsverhiltnisse von Wildtyp- und Mutanten-DNA untersucht
(Abbildung 31).

Bei einer DNA-Gesamtkonzentration von 500 nM und einem Mischungsverhiltnis der
Wildtyp/Mutanten-Sequenzen von 9:1 kam es zu einem signifikanten Signal des Mutanten-
Kupplungsproduktes 102a mit einem m/z-Wert von 4215 (Abbildung 31.A). Bei einem
Verhiltnis von 99:1 setzte sich das Mutantensignal immer noch deutlich vom Hintergrund-
rauschen ab (Abbildung 31.B). In Gegenwart des reinen Wildtyps (Abbildung 31.C) konnte
hingegen keine Bildung des Mutanten-Kupplungsprodukes 102a nachgewiesen werden. Dies
deutet darauf hin, dal das PNA-Verkniipfungssystem bei 5 nM DNA-Konzentrationen
funktionieren konnte. Wichtiger noch ist der Befund, da3 die Verkniipfungssonden an einem
perfekt komplementiren Templat mit einer mindestens um zwei Grofenordnungen héheren
Spezifitit umgesetzt wurden. Dabei stellt die auf 99:1 bezifferte Selektivitit einen
Minimalwert dar, der durch die Nachweisempfindlichkeit der MALDI-Detektion bestimmt
wird. Es konnte daher moglich sein, da3 mit Hilfe empfindlicherer Detektionsmethoden eine

hohere Selektivitit meBbar wire.
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HZNOCG/y-gac ctc c-GIyN’"2 101a

HOOCGly-c acc cct t"A° 99a
HZNOCG/y-GIy-gac atc c-GIyN’"2 100a

EDC, Imidazol | °CTG XAG GTG TGG GGA A*
500 M. pH7.4 |y = G Wildtyp; X = T Mutante
H2NOC G1-Gly-gac atc c-Gly-Gly-c acc cct tV4° &+ HZNOCG)y-gac etc c-Gly-Gly-c acc cct tN4°

102a 103a

Wildtyp/Mutante 90:10 Wildtyp/Mutante 99:1 100% Wildtyp

100
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100
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4134
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Abbildung 31: Bestimmung der Nachweisempfindlichkeit und der Selektivitit der MALDI-detektierten PNA-
Verkniipfung. (DNA-Gesamtkonzentration 500 nM, theoretische Masse der Wildtyp-103a (m/z): 4133 ([IM+H]")
und Mutantensignals 102a (m/z): 4214 ((M+H]").

IV.4.5 PNA-Verkiipfungssystem an PCR-amplifizierten DNA-Proben

Die in den bisherigen Experimenten eingesetzte DNA war synthetischen Ursprungs. Um als
Nachweismethode fiir die Diagnostik einsetzbar zu sein, mul die PNA-Verkniipfung auch an
DNA-Proben biologischen Ursprungs durchgefiihrt werden konnen. Im folgenden wurde
daher die Verwendung der durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) erzeugten DNA-
Template untersucht. So wurde das Multiplexing-Experiment aus Kap. 1V.4.3 mit einem
PCR-Produkt des Abschnitts 1-179 des ras-Gens vom Schwein wiederholt (Schema 30).!
Da die Mutationsstelle E63H in diesem Abschnitt nicht enthalten ist, wurden die Experimente

nur mit den PNA-Proben flir die Mutationsstellen G12V und F28L durchgefiihrt. Die PCR-
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amplifizierte DNA wurde von Dipl.-Biol. Alexander Wolf, Abteilung Strukturelle Biologie

des MPI Dortmund, hergestellt und der DNA-Einzelstrang unter Standardbedingungen

isoliert.'%%

Konstante PNA-Sonden
G12Vv: HO9%Caly-c acc cct t"A° 99a
F28L: HO%CGly-c cta ctc at"™*° 99b

Mutanten-PNA-Sonden Wildtyp-PNA-Sonden
G12V: CG/y—G/y—gac atc c-GIyNH2 100a CG/y—gac ctc c-GIyNH2 101a
F28L: CGly-Gly-gtg gaa c-Gly""2 100b ®Gly-gtg aaa c-GlyM"? 101b

PCR-DNA-Amplikon

IATGACGGAGT ATAAGCTCGT GGTGGTGGGC
GCT[GG/TA]GGTG TGGGGAAGAG TGCCCTGACC
EDC, Imidazol ATCCAGCTTA TCCAGAACCA C[TTT]GTGGAT

500 nM, pH7.4 GAGTACGACC CCACCATAGA GGACTCCTAC
CGGAAGCAAG TGGTCATTGA CGGGGAGACG
TGCCTGCTGG ACATCCTGGA CACCGCGGG'7®

Mutanten-Produkte Wildtyp-Produkte

Codon 12: 4214 102a Codon 12: 4133 103a
Codon 28: 4584 102b  Codon 28: 4511 103b

Schema 30: PNA-Verkniipfungssystem an PCR-amplifizierter DNA. Das DNA-Amplikon des Abschnitts 1-179
des ras-Gens beinhaltet die beiden karzinogenen Mutationsstellen G12V und F28L.

Die Multiplexing-Experimente mit der PCR-amplifizierten DNA wurden unter den
identischen Bedingungen wie zuvor durchgefiihrt, allerdings konnte auch nach wiederholten
Versuchen keine Produktsignale im MALDI-Massenspektrum detektiert werden. Die
Ergebnisse der Versuche mit synthetischen kurzen DNA-Abschnitten lieen sich also nicht
auf ein 179-Basen-PCR-Amplikon tlibertragen. Moglicherweise fiihrte die Linge des PCR-
Amplikons zur Ausbildung von DNA-Uberstrukturen, die eine Anlagerung der PNA-Sonden
verhinderte. Um diese Uberstrukturen aufzubrechen, wurden die PNA-Sonden und die DNA
bis zu 45 min auf 90 °C in einem Imidazolpuffer erhitzt. Nach der schnellen Abkiihlung
wurde der EDC/Imidazol-Puffer zugesetzt. Allerdings war eine Verknilipfung nicht
nachweisbar. Bei Oligonucleotiden wird die Ausbildung von Uberstrukturen durch
zweiwertige Kationen gefordert. Aus diesem Grund wurde dem Puffer EDTA zugesetzt, um

Mg**-Tonen durch Komplexierung zu entfernen. Eine Verkniipfung war jedoch auch unter
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diesen Bedingungen nicht nachweisbar. Da3 die Zugabe von EDTA die Verkniipfungs-
reaktion nicht beeintrdchtigt, wurde in einem Kontrollexperiment mit synthetischen DNAs
bestétigt.

Die Tendenz zur Ausbildung von Uberstrukturen nimmt mit der Linge des Oligonucleotids
zu. Die synthetischen 17-mer DNA-Template, an denen die PNA-Verkniipfungen aus
Abbildung 30 durchgefiihrt wurden, sind zu kurz, um Uberstrukturen auszubilden. Bei
lingeren synthetischen DNA-Template sollte aber die Ausbildung von Uberstrukturen
begiinstigt sein. Wenn Uberstrukturen der Grund fiir die Inhibierung der PNA-Verkniipfungs-
reaktion im PCR-Amplikon waren, sollte auch an langen synthetischen DNA-Oligomeren die
Reaktion unterdriickt werden. In der Standardsynthese kénnen DNA-Oligonucleotide von
einer Lange bis zu 70 Nucleobasen hergestellt werden. Daher wurde an einem synthetischen
70-mer Oligonucleotid das Experiment wiederholt, das den Bereich von 30-100 des ras-Gens
abdeckt, der die beiden Mutationsstellen G12V und F28L enthidlt. Wie Abbildung 32 zu
entnehmen ist, kdnnen mit dem synthetischen 70mer die Wildtypprodukte 103a/b zweifelsfrei
detektiert werden. In der synthetischen 70mer DNA verhindern eventuell ausgebildete Uber-

strukturen die Verkniipfungsreaktion nicht.

1001 A) (4132 1007 B) 4133

80 4511 80 4511
T 60 60
(7]
<
9
= 40
X 40

) kwu w“wuu M i

OM OMWM

3000 4140 4380 4620 4860 5100 3900 4140 4380 4620 4860 5100
(m/z) (m/z)

Abbildung 32: MALDI-TOF-Analyse des PNA-Verkniipfungssystems A) an einer synthetischen 70mer Wildtyp-
DNA, welche die Mutationsstellen G12V und F28L abdeckt; B) einer Mischung aus PCR-Amplikon (1-179) und
der synthetischen 70mer Wildtyp-DNA aus (A). Theoretische Masse des G12V Wildtypproduktes 103a (m/z):
4133 ([M+H]") und des F28L-Wildtypproduktes 103b (m/z): 4511 ([M+H]").

Eine Mischung aus dem synthetischen 70mer und einer PCR-Probe sollte nun die Frage

kldren, ob die PNA-Kupplung durch das PCR-Amplikon selbst oder durch mogliche
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Verunreinigungen, die in der PCR-Probe enthalten waren, inhibiert wurde. Indem beide
Wildtypprodukte 103a/b in der Mischung einwandfrei nachweisbar waren, konnten mogliche
Verunreingungen als Inhibitoren der PNA-Verkniipfung ausgeschlossen werden.

Einer mdglichen Ausbildung von Uberstrukturen in dem PCR-Amplikon sollte durch eine
Verkiirzung des Amplikons entgegengetreten werden. Der Abstand der PCR-Primer
zueinander wurde soweit verringert, da3 die Polymerasekettenreaktion ein 79-mer Amplikon
erzeugte. Das kiirzere PCR-Amplikon deckte nun den Bereich von 1-79 des ras-Gens ab.
Obwohl das PCR-Amplikon nun von &hnlicher Grofe war wie die synthetische 70mer
Wildtyp-DNA, konnte nach wie vor nur das Hintergrundrauschen analog zum Kontroll-
experiment ohne Templat detektiert werden. Eine erneute Sequenzierung des Gens bestétigte
die bekannte Sequenz, so dal} sich die mangelnde Detektierbarkeit der Mutationsstellen auch

nicht durch ein mutiertes PCR-Amplikon erkldren 1a6t.

In diesen ersten Experimenten war es nicht moglich, die FErgebnisse des PNA-
Verkniipfungsystems von synthetischer DNA auf PCR-amplifizierte DNA zu {ibertragen. Da
durch das Mischungsexperiment (Abbildung 32.B) Verunreinigungen in der PCR-DNA-Probe
ausgeschloBen werden konnen, erhértet sich der Verdacht, dal das PCR-Amplikon selbst die
Verkniipfungsreaktion unterbindet. Bei dem gewihlten Beispiel der G12V-Mutationsstelle im
ras-Gen handelt es sich um eine Guanin-reiche Sequenz, die zur Ausbildung von
Uberstrukturen neigen. In diesem Kontext ist es erwihnenswert, da3 Kool ebenfalls an dem
Beispiel der G12V-Mutationsstelle des ras-Gens eine Templat-gesteuerte Oligonucleotid-
verkniipfung durchfiihrte.!*”! Als Templat verwendete er allerdings nicht das PCR-Amplikon
des Guanin-reichen Sense-Stranges sondern das des komplementiren Antisense-Stranges. An
dem Guanin-armen Antisense-Strang lieB sich die Oligonucleotidverkniipfung erfolgreich
durchfiihren. In weiterfithrenden Untersuchungen muf3 deshalb das PNA-Verkniipfungssystem

an weiteren PCR-DNA-Sequenzen, wie z.B. dem Antisense-Strang von ras, getestet werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

V.1 Zusammenfassung

Der zuverldssige Nachweis von Einzelbasenmutationen ist fiir die Diagnose von genetisch
bedingten Krankheiten wie Mukoviszidose oder Krebs von essentieller Bedeutung. Dabei
besteht das Prinzip aller DNA-Diagnostika in der Hybridisierung des DNA-Analyten mit einer
komplementdren Sonde. Die Selektivitdit der Hybridisierung allein ist jedoch selten
ausreichend, um eine komplementire DNA-Probe von einer Einzelbasenmutante zu
unterscheiden. Zur Erhohung der Diskriminierungseffizienz wurde in dieser Arbeit
Peptidnucleinsdure (PNA, Abbildung 33.B) eingesetzt, ein DNA-Analogon mit verbesserten

Basenpaarungseigenschaften.

7
Abbildung 33: Vergleich der <

N
chemischen Struktur von A) DNA O\PW L 0]
und B) PNA. 03 .

Peptidnucleinsduren zeichnen sich durch eine auBlerordentlich hohe Affinitit gegeniiber
komplementidren Nucleinsduren aus, die mit einer gesteigerten Selektivitit gegeniiber

Basenfehlpaarungen einhergeht. Diese Eigenschaften, gepaart mit der Stabilitdt gegeniiber
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chemischen und enzymatischen Abbaureaktionen, machen PNA zu einer attraktiven Substanz-
klasse fiir die DNA-Diagnostik.

Fiir eine eindeutige Detektion werden Oligonucleotidsonden mit einer Lange von mehr als 16
Basen benotigt. PNA-Segmente dieser Lénge sind jedoch relativ unselektive DNA-Binder.
Hingegen zeichnen sich kurze PNA-Oligomere bei einer immer noch ausreichenden DNA-
Affinitdt durch eine sehr gute Einzelbasendiskriminierung aus. Eine hochspezifische
Sequenzanalyse eines eindeutigen Genabschnittes sollte also mit einer Verkniipfungsstrategie
moglich sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die anstelle der
Detektion der Hybridisierung einer langen Sonde die Verkniipfung zweier kurzer Sonden

nachweist.

Eine Nucleinsdure-kontrollierte Verkniipfung von PNA-Oligomeren wurde bereits
beschrieben. Untersuchungen zur Sequenzselektivitit von PNA-Verknilipfungsreaktionen
waren hingegen nicht bekannt. Aus diesem Grund wurde zundchst an einem Modellsystem der
Einflul einer Basenfehlpaarung auf die Effizienz der PNA-Verkniipfungsreaktion ermittelt
(Abbildung 34).

A) AcNGoqtCOOH o HaNgg oo B) AcNgg-GlySOH + HaNGly.ggc®
39 40 58 59
EDC, EDC,
Imidazoll Imidazol l
AcNcegtgge® AcNecgGlyGlygge®
43 60

50 - 50 f
40 -

% Produkt

0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

t/h t/h

—O— ohne Templat ~ —@— °ggcaccg"”°41a —e— °ggcagag"**° 41b

Abbildung 34: Zeitlicher Verlauf der Produktbildung der A) PNA-Fragmentverkniipfung von 39 und 40 und B)
der Verkniipfung der PNA-Glycin-Konjugate 58 und 59 ohne Templat ([J), in Gegenwart des komplementaren
Templats 41a (m) und des fehlpaarenden Templats 41b (OJ). Die Ausbeuten der Kupplungsprodukte wurden
durch HPLC-Analyse aliquotierter Proben bestimmt.
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Am Beispiel der Verkniipfung des PNA-Tetramers 39 mit dem Trimer 40 zeigte sich, daf} die
PNA-Fragmentkupplung am komplementiren Templat 41a und dem fehlpaarenden Templat
41b mit dhnlicher Effizienz verlief. Die Bildung des Kupplungsproduktes 43 war daher ein
ungeniigendes Mittel, die Einzelbasenmutation im Templat 41b nachzuweisen. Die
Templatselektivitit des PNA-Verkniipfungssystems lie8 sich durch die gezielte Erzeugung
einer Basenliicke wiahrend der Kupplung erh6hen. Diesem Konzept der Basenliickenkupplung
liegt die Annahme zugrunde, dal durch die erzeugte Basenliicke die Kooperativitit der
Basenstapelung unterbrochen wird. Damit sollten sich die Sonden-Analyt-Komplexe weniger
tolerant gegeniiber weiteren Storfaktoren wie einer Einzelbasenfehlpaarung erweisen. Die
Bildung einer Basenliicke erfolgte durch den Austausch des zentralen PNA-Monomers gegen
ein isosteres Dipeptid, welches durch die Verkniipfung zweier PNA-Aminoséure-Konjugate
58 und 59 aufgebaut wird. Der Modellversuch bestitigte diese Annahme. Die Zugabe des
komplementdren Templates 41a erhohte die Verkniipfungseffizienz und, wichtiger noch, die
Sequenzselektivitit. So konnte die Zugabe des fehlpaarenden Templates 37b die
Produktbildung nicht beschleunigen.

Die Bedingungen, die in den Modellstudien eine sequenzselektive Verkniipfung
gewihrleisteten, wurden fiir die Analyse einer Einzelbasenmutation in einem DNA 17mer
iibertragen. Die HPLC-Analysen belegten, da3 nur das perfekt komplementiare DNA-Templat
und nicht das Einzelbasenmutanten-Templat in der Lage war, die Produktbildung zu
beschleunigen. Eine Voraussetzung flir die Templatselektivitét ist, da3 die Mutationsposition
im Zentrum der Verkniipfungssonden plaziert wird. Ist sie in unmittelbarer Nachbarschaft der
Verkniipfungsstelle lokalisiert, kann keine Diskriminierung zwischen einem Wildtyp- und

einem Mutanten-Templat vorgenommen werden.

Im zweiten Teil der Dissertation wurde nach Alternativen zur zeitaufwendigen und
verhéltnismaBig insensitiven HPLC-Detektion gesucht. So wurde versucht, iiber FRET die
Verkniipfung einer Fluoreszenzdonor- mit einer Fluoreszenzakzeptor-markierten PNA-Sonde
zu detektieren. Die Einfithrung der Fluorophore erfolgte sowohl in Losung als auch an der
festen Phase. Dabei erwies sich die Festphasensynthese der in Losung tliberlegen (Schema 31).
Die Festphasensynthese lieferte die markierten PNA-Sonde in vergleichbaren Ausbeuten wie
die Synthese in Ldosung. Der priparative Aufwand aber war deutlich geringer und eine

Reinigung des Rohproduktes nur nach dem Abspalten von der festen Phase am Ende der
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Synthese vonnodten. Die Festphasensynthese ermoglicht somit einen einfachen Zugang zu
markierten PNA-Sonden.
1. Pd(Ph3P)y,

MeNHPh/DMF HeNG LyS(ROX)®
Fmoc-Cvs Bhoc Bhoc CBhoc Lvs AlOC] ( ) - ysggclys
|y J g sl 2. 2 eq. ROX-SE/DMF
Trt o1 3. 20% Pip/DMF 92
4. TFA/m-Kresol (95:5)
53%

Schema 31: Festphasensynthese der Fluoreszenz-markierten PNA-Sonde 92. Als Marker wurde der
Rhodaminfarbstoff ROX verwendet.

Die Fluoreszenz-markierten PNA-Sonden lieBen sich unter keinen der gewihlten
Bedingungen verkniipfen. Unerklarlicherweise scheint die Anwesenheit der Fluorophore die
Verkniipfungsreaktion zu inhibieren. Ein fluoreszenzspektroskopischer Nachweis der PNA-

Verkniipfungsreaktion auf der Basis von FRET konnte daher nicht realisiert werden.

94 4437
25 493
76a:Y=T
AN ttg acc te-Glye9%"  +  H2NGly_cct cag tg® — A L 76e:Y =G
93 25

1 L 76d:Y=C

EDC, Imidazol | ®AAC TGG AGG GGA GYC AC®
10uM, pH 7.4 76a: Y=T, 76c/dle: Y=A, C, G ) \ 76c:Y = A

ohne Templat
AN ttg acc tc-Gly-Gly-cct cag tg°® 94 o [ hatll P
1000 2200 3400 4600 5800
m/z

Abbildung 35: MALDI-TOF-Analyse der Basenliickenverkniipfung von 25 und 93 in Gegenwart der DNA-

Template 76. Nur in Gegenwart des komplementéren Templates 76a ist ein signifikanter Produktpeak bei (m/z)

fiir [(M+H)']: 4437 erkennbar.

Die besonderen Vorteile des PNA-Testsystems kamen dagegen bei der Verwendung der

Massenspektrometrie als alternativer Nachweistechnik zur Geltung. Im Gegensatz zu DNA
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1aBt sich PNA sehr einfach und préazise mit MALDI-TOF/MS analysieren. Am Beispiel des in
Abbildung 35 gezeigten synthetischen DNA-Segmentes 76 aus dem Cystic-Fibrosis-
Transmembrane-Regulator-Gen (CFTR) konnte mit MALDI-TOF/MS als Analysenmethode
die Templatselektivitit der PNA-Verkniipfung auch an DNA-Templaten nachgewiesen
werden.

Fiir die Routinediagnostik besteht ein zunehmender Bedarf an Nachweissystemen, die eine
Multiplex-Detektion ermoglichen, d.h. den Nachweis mehrerer Mutationsstellen durch ein
einziges Experiment. Das hohe Auflosungsvermogen der Massenspektrometrie ermdglicht
einen solchen Multiplex-Nachweis. Am Beispiel der drei karzinogenen Mutationen des ras-
Gens G12V, F28L und E63H wurde die Anwendbarkeit des PNA-Verkniipfungssystems zur
Multiplex-Analyse untersucht (Abbildung 36). Zur Bestimmung jeder potentiellen
Mutationsstelle benétigt man drei PNA-Sonden (einen konstanten Acyldonor und je ein
Wildtyp- und Mutanten-Nucleophil), so dall insgesamt sechs Nucleophile mit drei

Acyldonoren umgesetzt wurden.

G12V (G-T) N
5 ey —
[ E63H
(GC:
G —CIT)

meflem - Wildtyp-Sonde i I

mmfmmm - \utanten-Sonde

BN - konstant F28L (T—C)
bindende Sonde

Abbildung 36: Prinzip des Multiplex-Nachweises am Beispiel der drei karzinogenen Mutationen G12V, F28L
und E63H in ras.

Von den 18 moglichen Kupplungsprodukten entstanden laut MALDI-TOF-Analyse an den
Mutanten-DNAs nur die drei in einer spezifischen Reaktion gebildeten Kupplungsprodukte
der Mutantensonden (Abbildung 37.A). Ebenso bildeten sich in Gegenwart der Wildtyp-
DNAs ausschlieBlich die spezifischen Kupplungsprodukte der Wildtypsonden.
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PNA PNA PNA
HOOCq)y-¢ acc cct tNA° HOOCG)y-¢ cta ctc atN™° HOOCG)y-g tca cgg tNA°
CG/y-gac ctc c-GIyNH2 CGly-gtg aaa c-GIyNH2 CGly-ctc cte a-GIyNH2
CG/y—G/y—gac atc c-GIyNH2 CGly—G/y—gtg gaa c-GIyNH2 CGIy—GIy—c‘tc gta a-GIyNH2
100 A) 4214 1001 B) |4133
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T 4584 4511
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IS
X 40 40
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0 L] v 1 0 T T -1
3900 4300 4700 5100 3900 4300 4700 5100
m/z m/z
= 12V-Mutante, 28L-Mutante, = 12G-Wildtyp, 28F-Wildtyp,
63H-Mutante 63E-Wildtyp

Abbildung 37: Multiplex-Nachweis dreier Mutationsstellen in ras (G12V, F28L, E63H) mittels MALDI-
TOF/MS in Gegenwart der A) Mutanten-DNAs und B) Wildtyp-DNAs (DNA-Konzentration: 500 nMf;

Berechnete Massen der Kupplungsprodukte (Mutante/Wildtyp): Codon 12: 4214/4133, Codon 28: 4584/4511,
Codon 63: 4349/4285).

Um die Empfindlichkeit des Detektionssystems zu testen, wurde die Verkniipfung mit einer
Mischung der Codon 12-Template durchgefiihrt. In einem Mischungsverhiltnis von 99:1 der
Wildtyp/Mutante-Sequenzen war bei 500 nM DNA-Gesamtkonzentration die Anwesenheit
der Mutante nachweisbar. Da die Wildtyp-DNA nicht in der Lage war, eine Verkniipfung der
Mutantensonden herbeizufiihren, kann dem Verkniipfungssystem eine Selektivitit von > 99:1
attestiert werden. Damit iibertrifft die Selektivitidt der chemischen Peptidbindungskniipfung
die der T4-Ligase-vermittelten Verkniipfung, erreicht aber nicht die der 7th-Ligase-

katalysierten Reaktion. MALDI-Detektion

Zudem konnten mit der selbst DNA-

Konzentrationen bis zu 5 nM nachgewiesen werden.
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Fazit

Ausgehend von einem einfachen Modellsystem wurde im Rahmen dieser Arbeit ein DNA-
gesteuertes PNA-Verkniipfungssystem entwickelt, das durch den Einbau einer Basenliicke an
der Verkniipfungsposition eine hohe Selektivitit bezliglich Einzelbasenfehlpaarungen
aufweist. PNA ist im Gegensatz zu DNA gegeniiber einer sauren Hydrolyse stabil. Daher
konnen DNA-Hintergrundssignale durch saure Hydrolyse entfernt und auf den Einsatz
Festphasen-basierter ~ Hybridisierungstechniken  verzichtet werden. Die aus sechs
unterschiedlichen Sequenzen erhaltenen Daten lassen den Schlul zu, dafl die Nucleobase
gegeniiber der Glycylglycin-Basenliicke keine wesentliche Rolle spielt, denn Adenin, Guanin
und Thymin wurden toleriert. Mit der Entwicklung des PNA-Verkniipfungssystems in
Verbindung mit einer massenspektrometrischen Analyse scheint somit ein effizienter
Multiplex-Nachweis von Einzelbasenmutationen in homogener Losung moglich. Fiir
medizinisch-biologische Untersuchungen muf3 das PNA-Verkniipfungssystem auch PCR-
amplifizierte DNA erkennen konnen. Weiterfithrende Untersuchungen widmen sich deshalb

der Verwendung PCR-amplifizierter DNA-Proben.

Wenn die Verwendung von PCR-DNA mdglich sein sollte, dann bietet das in dieser Arbeit
entwickelte PNA-Verkniipfungssystem eine Alternative zu bestehenden chemischen und
enzymatischen Methoden der DNA-Detektion. Vor allem die Féhigkeit, Einzelbasen-
mutationen in einem Multiplex-Verfahren prizise nachzuweisen, unterscheidet das hier
vorgestellte PNA-Verkniipfungssystem vorteilhaft von etablierten DNA-Nachweissystemen.
Solche Multiplex-Detektionssysteme ermdglichen einen hohen Analysendurchsatz, ohne die
Anzahl der durchzufiihrenden Tests erhohen zu miissen. Davon konnten vor allem pharmako-

genetische Anwendungen profitieren, bei denen viele SNP-Muster verglichen werden miissen.
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V.2 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal die PNA-Verkniipfung eine Multiplex-Analyse dreier
gleichzeitig vorliegender Mutationen unterstiitzt. Im weiteren wire nun von Interesse,
wieviele Mutationen simultan untersucht werden konnten. Hierbei wird voraussichtlich nicht
so sehr das Auflosungsvermogen der MALDI-TOF-Massenspektrometrie, sondern eher die
Komplementaritét einzelner PNA-Sonden zueinander der limitierende Faktor sein.

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen wurden an synthetischer DNA durchgefiihrt. Um
eine Anwendung des PNA-Verkniipfungssystems fiir biologisch-medizinische Frage-
stellungen zu ermdglichen, mufl auch durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifizierte
DNA von dem PNA-Verkniipfungssystem erkannt werden. Die ersten Experimente mit PCR-
DNA verliefen bisher ohne Erfolg. Als Grund hierfiir konnen Uberstrukturen verantwortlich
gemacht werden, die sich in Guanin-reichen DNA-Sequenzen ausbilden. In weitergehenden
Studien mull das PNA-Verkniipfungssystem daher am Beispiel weiterer Sequenzen fiir den
Nachweis von Mutationen in PCR-DNA optimiert werden.

Die PNA-Verkniipfung lief bisher nur Templat-vermittelt ab, nicht aber Templat-katalysiert.
Da das PNA-Verkniipfungsprodukt mit einer hheren Affinitdt an das Templat bindet als die
Reaktanden, kommt es zur Inhibierung des Templates durch das gebildete Produkt, so da3 der
Templatstrang flir weitere Reaktionszyklen nicht mehr zur Verfiigung steht. Eine Templat-
katalysierte Reaktion wiirde die Nachweisempfindlichkeit erhohen, da nur noch katalytische
Konzentrationen des DNA-Templates erforderlich sind. Eine Katalyse sollte sich zum einen
realisieren lassen, indem die Konzentration der nachzuweisenden DNA-Segmente deutlich
reduziert und damit die Stabilitit des Templat-Verkniipfungsprodukt-Duplex verringert
wiirde. Dies erfordert allerdings ein empfindliches Detektionssystem, wie z.B. Fluoreszenz-
detektierte Kapillarelektrophorese. Zum anderen konnten Kupplungsreaktionen gewéhlt
werden, die auch bei hoheren Konzentrationen eine Katalyse unterstiitzten. So wird in einer
laufenden Arbeit die Hypothese verfolgt, daB in einer spontanen Folgereaktion das
Verkniipfungsprodukt seine Geometrie soweit dndert, da3 die Affinitdt gegeniiber dem DNA-

Templat abnimmt und die Reaktanden das Produkt verdrdngen konnen.
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VI. EXPERIMENTELLER TEIL

VI.1 Mefgerate und Hilfsmittel

1H-NMR-Spektren: Gerédt AC 250 (250 MHz) der Firma Bruker; Losungsmittel und ”Lock’-
Substanzen: CDCIl; ( interner Standard CHCl;, 6 =7.24) und [Ds]-DMSO (interner Standard
[ds]-DMSO, 6=2.49).

Diinnschichtchromatographie: Zur analytischen Diinnschichtchromatographie dienten

Kieselgelplatten der Firma Merck (Kieselgel 60 F,s4). Zur Detektion wurde UV-Licht der

Wellenldnge A=254 nm und die folgenden Anfarbereagenzien verwendet:

Reagenz A: 2.5 g Molybdatophosphorsdure, 1 g Cer(IV)-sulfat, 6 ml konz. Schwefelsdure
und 94 ml Wasser.

Reagenz B: 300 mg Ninhydrin, 3 ml Essigsdure und 997 ml Butanol.

Analytische HPLC: Fiir die Kapitel IV.2, IV.3 und IV.5: Anlage der Serie HP1100 der Firma
Hewlett-Packard; Die Detektion der Signale erfolgte mittels eines Dioden-Array-Detektors bei
einer Wellenldnge von A=260 nm und A=280 nm. Fiir das Kapitel IV.4: L-6000A-Anlage der
Firma Merck/Hitachi; Die Detektion erfolgte mit dem Dioden-Array-Detektor L-3000; Als
Trennsdulen dienten auf 50 °C temperierte RP-C18 Sdulen vom Typ CC 250/4 Nucleosil
(100-5) HD und EC 250/4 Nucleosil (100-5) PPN der Firma Macherey&Nagel. Als
Losungsmittel diente ein terndres Gemisch aus Wasser/Acetonitril/1%iger TFA mit einer
FluBrate von 1 ml/min. Fiir die Trennungen wurden folgende Gradienten verwendet:

Gradient A: 0 min (89% Wasser/1% Acetonitril/10% einer 1%igen wéBrigen TFA-Losung),
binnen 30 min auf (76/14/10).
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Gradient B: 0 min (89% Wasser/1% Acetonitril/10% einer 1%igen wéBrigen TFA-Losung),
binnen 40 min auf (70/20/10).

Gradient C: 0 min (89% Wasser/1%Acetonitril/10% einer 1%igen wiBirigen TFA-Losung),
nach 2 min binnen 30 min auf (75/15/10).

Gradient D: 0 min (79% Wasser/20% Acetonitril/10% einer 1%igen wiBrigen TFA-LSsung)
binnen 30 min auf (20%/70%/10).

Priparative HPLC: Anlage der Serie Dynamax (Modell SD-300) der Firma Rainin. Als
Trennsdule dienten auf 50 °C temperierte RP-C18 Sdulen vom Typ VP 250/10 Nucleosil
(100-7) HD und VP 250/10 Nucleosil (100-7) PPN mit entsprechenden Vorsdule der Firma
Macherey&Nagel. Die Detektion der Signale erfolgte mittels eines UV-Detektors bei einer
Wellenldnge von A=280 nm. Als Ldosungsmittel diente ein bindres Gemisch aus A (99%
Wasser/1% Acetonitril/0.1% TFA) und B (99% Acetonitril/1% Wasser/ 0.1% TFA) mit einer

FluBrate von 3 ml/min.

MALDI-Massenspektrometrie: Fiir die Kapitel IV.2 — IV.4: Gerit Voyager'™ Biospectro-
metry Workstation der Firma PerSeptive Biosystems; Die Beschleunigungsspannung betrug
22 500 Volt. Zur Anregung wurde ein Stickstoff-UV-Laser der Wellenldnge A=337 nm
eingesetzt. Als Matrix diente eine gesdttigte Losung von 2.5-Dihydroxybenzoesdure in 0.1 M
TFA/Ethanol (9:1). Als externe Eichsubstanzen dienten Leucin-Enkephalin (555.6 Da) und
Angiotensin (1297.5 Da).

Fiir das Kapitel IV.5: Gerit Voyager-DE™ Pro Biospectrometry Workstation der Firma
PerSeptive Biosystems. Zur Anregung wurde ein Stickstoff-UV-Laser der Wellenlédnge
A=337 nm eingesetzt. Beschleunigungspannung: 20.000 Volt; Grid: 95%; Guide Wire: 0.05;
Delay time: 400 nsec. Als Matrix diente eine 10%ige Losung von Sinapinsdure in
MeCN/1%TFA (1:1). Als externer Standard dienten: Angiotensin (1297.51 Da), ACTH clip1-
17 (2.094.46 Da), ACTH clip18-39 (2466.72 Da), ACTH clip7-38 (3660.19 Da), Insulin
(5734.59 Da).
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UV-VIS-Spektroskopie: Gerdt Carey 100 der Firma Varian; wenn nicht genauer ausgefiihrt,
diente als Losungsmittel Wasser. Zur Konzentrationsbestimmung der Stammldsungen von
Oligonucleotiden wurden die spezifischen Absorptionskoeffizienten € der Oligonucleotide

anhand der “nearest-neighbour”-Methode bestimmt.!'"*!

Fluoreszenzspektroskopie: Gerit LS 50 B der Firma Perkin Elmer.

Festphasensynthesen: Alle manuellen Synthesen wurden in 5ml Polyethylen-
Spritzenreaktoren der Firma MultiSynTech/Witten durchgefiihrt, die mit Teflonfiltern
(Porengrofe 50 pm) und Teflonstempeln ausgestattet waren. Wenn nicht genauer spezifiziert,

wurden sdmtliche Reaktionen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Chemikalien: Die PNA Monomere und HATU wurden von der Firma PerSeptive Biosystems
erworben. Die geschiitzten Aminosduren und die Harze wurden von Novabiochem bezogen.
Die Fluoreszenzmarker stammen von der Firma Molecular Probes. Die DNA-Oligomere
wurden von MWG-Biotech in HPSF®-Qualtitit synthetisiert. Die iibrigen Chemikalien
wurden von den Firmen Acros, Aldrich, Avocado, Fluka und Riedel de Haen geliefert.

Alle verwendeten Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und gegebenenfalls nach
Standardmethoden getrocknet.'™! Samtliche wiBrigen Losungen wurden mit Wasser der

Reinheitsstufe MilliQPure hergestellt.
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VIL.2 Versuche zu Kapitel IV.2

Erstbeladung des MBHA-Ankers 16:

Der Belegungsgrad des Harzes wird auf ca. 250 umol/g dimensioniert, indem bei der
Erstbaldung des Harzes der zu kniipfende Baustein im Unterschufl zugegen wird. Das Harz
wird zundchst gewaschen (2x mit je 2 ml DCM, 3 min mit 2.5 ml 5% DIPEA/DCM, 2x mit je
2 ml DCM, 2x mit je 2 ml DMF). Zur Voraktivierung gibt man zu einer 0.09 M Losung des
Bausteins in NMP und 2 eq. DIPEA/Py 0.95 eq. HATU. Nach 3 min schlimmt man mit dieser
Losung des voraktivierten Bausteins das Harz auf. Nach 12 h Schiitteln wischt man das Harz
(2x mit je 2 ml DMF, 4x mit je 2 ml DCM, 3 min mit 2.5 ml 5% DIPEA/DCM, 4x mit je 2 ml
DCM, 2x mit je 2 ml DMF). Nicht umgesetzte Aminofunktionen des Harzes werden mit
Essigsdureanhydrid/Py (1:4) blockiert (2x 30 min mit je 2.5 ml). Das Harz wird mit 3x je 2 ml
DMF und 2x mit je 2 ml DCM gewaschen und i. Feinvak. Getrocknet.

[V-(2-(Butyloxycarbonyl-amino)ethyl)-NV-[thymin-1-ylacetyl]glycinyloxy]-methyl-
polystyrol (Boc-t-Merrifield) 19:

Zu einer Losung von 76.0 mg (200 pmol) Boc-t-OH in 1 ml NMP werden bei 5 °C 15.5 ul
(100 umol) DIC zugegeben. Nach 20 min gibt man eine Spatelspitze DMAP zu und iiberfiihrt
die Losung auf 150 mg Hydroxymethylphenyl-Polystyrolharz (Beladungsgrad 0.67 mmol/g).
Nach 16 h wird das Harz mit DMF (5x) gewaschen und mit Essigsdureanhydrid/Py (1:4) und
katalytischen Mengen DMAP 2 h acetyliert. Nach dem Waschen mit DMF (4x) und DCM
(5x) wird das Harz i. Feinvak. getrocknet. Der Belegungsgrad des Harzes wurde 'H-NMR-

spektrometrisch bestimmt (s. unten).

Belegungsgrad des Harzes: 0.46 mmol/g; Verkniipfungsausbeute: 69% (bezogen auf DIC)

N-tButyloxycarbonyl-glycyloxy-methyl-polystyrol (Boc-Gly-Merrifield) 22:

Zu einer Losung von 210 mg (1.20 mmol) Boc-Gly-OH in 3 ml Methanol gibt man unter
Riihren 195 mg (0.60 mmol) Cs;COs. Nach 15 min wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt,
der Riickstand in Toluol aufgenommen und im Ultraschallbad digeriert. Der erhaltene
Niederschlag wird unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit und zusammen mit

einer Microspatelspitze KI in 8 ml DMF aufgenommen. Die Losung gibt man zu 1.00 g
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Chloromethyl-Harz (Beladungsgrad 0.60 mmol/g), welches zuvor mit DCM (5x) und mit
DMF (2x) gewaschen worden ist. Nach 16 h Schiitteln bei 50 °C, wéscht man das Harz mit
DMF (2x), DCM (5x), DMF (2x). Im Anschlul gibt man eine Losung von 230 mg
(1.20 mmol) Casiumacetat in 6 ml DMF aufs Harz, schiittelt 4 h bei 50 °C, wéascht erneut mit
DMF (3x) und DCM (2x) und trocknet das Harz 1. Feinvak. Der Belegungsgrad des Harzes

wurde 'H-NMR-spektrometrisch bestimmt (s. unten).

Beladungsgrad des Harzes: 0.40 mmol/g; Verkniipfungsausbeute: 66% (bezogen auf
Chloromethylharz)

NMR-Spektroskopische Bestimmung des Beladungsgrades von Boc-geschiitzen
Aminosiduren am Merrifield-Harz:

Zu 200 pl [d4]-Methanol werden 20 mg Natrium gegeben. Nach beendeter Gasentwicklung
gibt man 600 pul [d¢]-DMSO und anschlieBend die fiir ca. 20 pmol Kupplungsprodukt
entsprechende Menge Harz hinzu, schiittelt 4 h und versetzt die Suspension mit 5.0 pl
(47.2 pmol) Toluol als NMR-Referenz. Von dem I6slichen Anteil der Suspension wird 'H-
NMR-spektroskopisch die Signale der Methylgruppe des Toluols in Relation zu dem Signal
der #~-Bu-Gruppe der Boc-Schutzgruppe gesetzt.

Standardprotokoll zur manuellen PNA-Synthese nach der Boc/Z-Strategie:

Es werden die fiir 3 — 20 umol des beladenen Bausteins entsprechende Menge an Harz 16, 19
oder 22 verwendet.

Boc-Abspaltung: Nach 2x 4 min Schiitteln in 1.5 ml m-Kresol/TFA (5:95) wird 5x mit je 2 ml
DCM und 3x mit je 2 ml DMF gewaschen.

Kupplung: Das Harz wird mit 4 eq. des Bausteins (Endkonzentration ca. 0.1 M) umgesetzt,
welcher zuvor binnen 2 min durch 3.95 eq HATU in einer Losung von 0.5 M DIPEA in
Pyridin/NMP (1:4) voraktiviert worden ist. Nach 2 h Schiitteln wird das Harz 4x mit je 2 ml
DMF gewaschen.

Capping: Nach 5 min Schiitteln in 1.5 ml Essigsdureanhydrid/Pyridin (1:10) wird das Harz 5x
mit je 2 ml DMF und 5x mit je 2 ml DCM gewaschen.

Terminales Capping: Nach 30 min Schiitteln in 2.0 ml Essigsdureanhydrid/Pyridin (1:10)
wird das Harz 5x mit je 2 ml DMF und 5x mit je 2 ml DCM gewaschen und anschlieend 1i.

Feinvak. getrocknet.
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Finale Abspaltung und Freisetzung vom polymeren Trdger: Das Polymer wird 4h in
TFMSA/TFA/m-Kresol (2:8:1) geschiittelt und anschlieBend 4x mit je 1.5ml TFA

gewaschen.

Aufarbeitung: Die vereinigten TFA-Phasen werden i. Vak. auf ein flinftel des Volumens
eingeengt. Durch Zugabe kalten Diethylethers wird das Rohprodukt ausgefdllt und
abzentrifugiert. Dieser Prozel3 wird solange wiederholt bis die Etherphase farblos bleibt. Das
Rohprodukt wird in 2 ml Wasser aufgenommen, iiber eine mit Wasser equilibrierte RP-C18
Sep-Pak-Kartusche extrahiert und mit 2 ml Wasser/Acetonitril (1:1) eluiert. Das Eluat wird
tiber praparative RP-HPLC aufgereinigt und im Anschlu durch Gefriertrocknung vom
Losungsmittel befreit. Die Reinheit des Rohproduktes wird durch MALDI-TOF/MS und RP-
HPLC-Analyse iiberpriift.

Erstbeladung von Fmoc-Gly-OH an den Wang-PEG-Harz 31:

Zu einer Losung von 89.0 mg (300 pumol) Fmoc-Gly-OH in 1ml NMP werden bei 5 °C 24 ul
(150 pmol) DIC zugegeben. Nach 20 min gibt man eine Spatelspitze DMAP zu und schlammt
mit dieser Losung 130 mg Wang-PEG-Polystyrolharz (Beladungsgrad 0.23 mmol/g) auf. Nach
16 h wird das Harz mit DMF (5x) gewaschen und nicht umgesetzte Hydroxyfunktionen mit
Essigsdureanhydrid/Py (1:4) und katalytischen Mengen DMAP 2 h acetyliert. Nach Waschen
mit DMF (4x 2 ml) und mit DCM (5x 2 ml) wird das Harz i. Feinvak. getrocknet. Die

Bestimmung des Beladungsgrades erfolgt photometrisch (s.u.).

Beladungsgrad des Harzes: 0.22 mmol/g; Verkniipfungsausbeute: 96% (bezogen auf das
Wang-Harz)

Erstbeladung des RINK-Ankers 34:

Der Belegungsgrad des Harzes wird auf ca. 250 umol/g dimensioniert. Das Harz wird
zundchst gewaschen (2x mit je 2 ml DCM, 3 min mit 2.5 ml 5% DIPEA/DCM, 2x mit je 2 ml
DCM, 2x mit je 2 ml DMF). Zur Voraktivierung gibt man zu einer Losung von 1 eq. einer
0.09 M Losung des PNA-Monomers in NMP und 2 eq. DIPEA/Py 0.95 eq. HATU. Nach
3 min gibt man die Losung des voraktivierten Bausteins auf das Harz. Nach 12 h Schiitteln
wiascht man das Harz (2x mit je 2 ml DMF, 4x mit je 2 ml DCM, 3 min mit 2.5 ml 5%
DIPEA/DCM, 4x mit je 2 ml DCM, 2x mit je 2 ml DMF). Nicht umgesetzte Aminogruppen
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werden durch Behandlung mit Essigsdureanhydrid/Py (1:4) blockiert (2x 30 min mit je
2.5 ml). Das Polymer wird gewaschen (3x mit je 2 ml DMF, 2x mit je 2 ml DCM)und 1.

Feinvak. getrocknet.

UV-Spektroskopische Bestimmung des Beladungsgrades von Fmoc-beladenen Harzen:

Zunichst werden zwei UV-Kiivetten mit je 3 ml 20% Pip/DMF gefiillt und ihr UV-Spektrum
als Nullinie definiert. Im Anschlufl wiegt man die fiir ca. 1 pmol entsprechende Menge Harz
ab und gibt sie direkt in eine der beiden Kiivetten, schiittelte diese mehrmals und bestimmt die
Absorption bei einer Wellenldnge von A=290 nm. Den bestimmten Wert multipliziert man mit
dem Faktor 0.60606 und erhdlt die Stoffmenge n, mit der die abgewogene Menge Harz

beladen ist.['%!

Standardprotokoll zur manuellen PNA-Synthese nach der Fmoc/Bhoc-Strategie:

Es werden die fiir 3 — 20 pmol des beladenen Bausteins entsprechende Menge an Harz 31
oder 34 verwendet.

Fmoc-Abspaltung: Nach 2x 4 min Schiitteln in 1.5 ml Piperidin/DMF(2:8) wird 5x mit je
2 ml DCM und 3x mit je 2 ml DMF gewaschen.

Kupplung: Das Harz wird mit 4 eq. des Bausteins (Endkonzentration ca. 0.1 M) umgesetzt,
welcher zuvor binnen 2 min durch 3.95 eq HATU in einer Losung von 0.5 M DIPEA in
Pyridin/NMP (1:4) voraktiviert worden ist. Nach 2 h Schiitteln wird das Harz 4x mit je 2 ml
DMF gewachen.

Capping: Nach 5 min Schiitteln in 1.5 ml Essigsdureanhydrid/Pyridin (1:10) wird das Harz 5x
mit je 2 ml DMF und 5x mit je 2 ml DCM gewaschen.

Terminales Capping: Nach 30 min Schiitteln in 2.0 ml Essigsdureanhydrid/Pyridin (1:10)
wird das Harz 5x mit je 2 ml DMF und 5x mit je 2 ml DCM gewaschen und anschlie3end 1.
Feinvak. getrocknet.

Finale Abspaltung und Freisetzung vom polymeren Trdger: Das Polymer wird 2 h in TFA/m-
Kresol (95:5) geschiittelt und anschlieBend 4x mit je 1.5 ml TFA gewaschen.

Die Aufarbeitung erfolgt analog der Boc/Z-Strategie.
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Synthese von H2N Gly-c-c-t-c-a-g-t-gCONHZ 25:

Nach der Fmoc/Bhoc-Strategie wird zunédchst 74.2 mg (100 pmol) g-Monomer an 200 mg
(110 umol) Rink-Amid-MBHA-Harz (Beladungsgrad 0.55 mmol/g) gekuppelt. Eine UV-
spektroskopische Bestimmung des Beladungsgrades nach der Einfiihrung des g-Monomers
betrdgt 0.11 mmol/g (20%). Mit 95 mg (10.5 umol) dieses Harzes wird das Oligomer 25
aufgebaut.

Gesamtausbeute: 6.4 mg (2.7 umol, 6%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2219 ber. fiir [M+H]": 2219.15
HPLC: tr: 16.6 min (Gradient A, PPN)
Cs7H112N46026 TFA (2332.16)

Die gleiche Sequenz wird ebenfalls in einem 15 pmol Maf3stab nach der Boc/Z-Strategie am

MBHA-Harz 25 aufgebaut.

Gesamtausbeute: 16.3 mg (7.35 pumol, 41%). Die analytischen Daten stimmen mit denen der

Fmoc/Bhoc-Synthese {iberein.

VI.3 Versuche zu Kapitel IV.3

Ac-N c-C- g-t

COOH 3.
Es werden 33 mg (15 umol) des mit Boc-t beladenen Polymers 19 (0.46 mmol Boc-t/g)
verwendet. Der Aufbau des Produktes 39 erfolgt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine

Versuchsvorschrift S. 92).
Ausbeute: 14.9 mg (12.0 pmol, 80%).
MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1121 ber. fiir [M+H]™: 1121.07

HPLC: tr: 12.2 min (Gradient A, HD)
C44Hs7N21015 - TFA (1234.08)
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H2Ny_g_(CONH2 4.
Zum Aufbau des Produktes 40 werden 10.1 mg (20 pmol) von Boc-c“-OH nach der
allgemeinen Vorschrift von Seite 91 an 74.7 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80
umol/g) gekniipft und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S.

92) synthetisiert.

Ausbeute: 16.7 mg (17.3 pmol, 86%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 851 ber. fiir [M+H]": 851.8
HPLC: tr: 6.0 min (Gradient A, HD)
C32H4oN29Og - TFA (964.83)

ANg_c-c-a-c-g-g“ ™" 41a:

Zum Aufbau des Produktes 41a werden 8.2mg (15 umol) von Boc-g”-OH nach der
allgemeinen Vorschrift von Seite 91 an 56 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80
umol/g) gekniipft und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S.
92) synthetisiert.

Ausbeute: 13.3 mg (6.4 umol, 42%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1963 ber. fiir [M+H]": 1962.89
HPLC: tr: 17.8 min (Gradient A, HD)
C76HosN44O7; - TFA (2075.90)

AcNy_o_g-a-c-g-gCOV2 41b;
Zum Aufbau des Produktes 41b werden 8.2mg (15 pmol) von Boc-g“OH nach der
allgemeinen Vorschrift von Seite 91 an 56 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80
umol/g) gekniipft und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S.
92) synthetisiert.

Ausbeute: 3.8 mg (1.9 umol, 13%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2004 ber. fir [M+H]"  2002.91
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HPLC: tr: 19.0 min (Gradient A, HD)
C77H96N4602; - TFA (2115.93)

AcNe_c-g-t-g-g-cCOVH2 43,
Zum Aufbau des Produktes 43 werden 2.5 mg (5 pmol) von Boc-c“-OH nach der allgemeinen
Vorschrift von Seite 91 an 19 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80 pmol/g) gekniipft
und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S. 92) synthetisiert.

Ausbeute: 5.9 mg (2.9 pmol, 58%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1956 ber. fiir [M+H]": 1953.88
HPLC: tr: 22.1 min (Gradient A, HD)
C76Ho7N41023 - TFA (2066.89)

Carbodiimid-vermittelte Fragmentverkniipfung:

Zunichst werden von den eingesetzten Oligonucleotiden wirige Stammldsungen hergestellt
und deren Konzentrationen UV-spektrometrisch bestimmt (ca. 1-5 mM).'"!  Als
Puffermedium dient eine wélrige Losung von 0.6 M Imidazol und 0.3 M EDC bei pH 7.4. Die
entsprechende Menge Puffer wird vorgelegt, anschlieBend die Reaktanden 39 und 40
gegebenenfalls das Templat 41 (1 eq.) zugegeben und bei 25 °C geschiittelt. Um den Verlauf
der Reaktion verfolgen zu konnen, wird in bestimmten Zeitabstdnden jeweils eine Probe von
40 pl der Reaktionsldosung entnommen, 20 pl einer 20%igen TFA-Losung der Probe zugesetzt
und anschlieBend wird die Probe HPLC-chromatographisch (Sdule RP-C18 HD; Gradient C)

charakterisiert. Die angegebenen Daten wurden aus vier Messungen ermittelt.

3-(Boc-Glycinyl)mercaptopropionsiure 52:
£ 78]

Darstellung gemal3 Li
AeNe-c-g-Gly-SCH,CH,CONH, 54:

Zum Aufbau des Produktes 47 werden 8.0 mg (30 umol) von 52 nach der allgemeinen
Vorschrift von Seite 91 an 112 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80 pmol/g)
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geknilipft und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (sieche allgemeine Vorschrift S. 92)
synthetisiert.

Ausbeute: 12.0 mg (10.8 pmol, 36%)

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1001 ber. fiir [M+H]": 999.02
HPLC: tr: 12.8 min (Gradient A, HD)
CsgHs51N19012S - TFA (1112.03)

HINCys.g.g-cCOVH2 55,
Zum Aufbau des Produktes 55 werden 31.6 mg (45 umol) von Fmoc-c®"-OH nach der
allgemeinen Vorschrift von Seite 93 an 65 mg des Rink-Harzes 34 (Beladungsgrad: 230
umol/g) gekniipft und das Produkt nach der Fmoc/Bhoc-Strategie (siche allgemeine
Vorschrift S. 94) synthetisiert. Als Cysteinbaustein dient Fmoc-Cys(Trt)-OH. Um eine
vollstindige Trityl-Abspaltung zu gewihrleisten, wird dem finalen Abspaltungsreagenz 5%

Triethylsilan als Fanger zugegeben.

Ausbeute: 6.3 mg (5.9 pmol, 40%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 955 ber. fiir [M+H]": 954.96
HPLC: tr: 13.7 min (Gradient A, HD)
C35H47N2016S - TFA (1067.98)

AeNe-c-g-Gly-Cys-g-g-c OV 56:

Zum Aufbau des Produktes 56 werden 2.5 mg (5 pmol) von Boc-¢“-OH nach der allgemeinen
Vorschrift von Seite 91 an 19 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80 pmol/g) gekniipft
und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S. 92) synthetisiert.

Ausbeute: 4.7 mg (2.4 pmol, 48%).
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MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1848 ber. fiir [M+H]": 1847.82
HPLC: tr: 22.0 min (Gradient A, HD)
C70H91N390;; - TFA (1960.83)

Basenliickenkupplung nach der Native Chemical Ligation:

Zunichst werden von den eingesetzten Oligonucleotiden wirige Stammldsungen hergestellt
und deren Konzentrationen UV-spektrometrisch bestimmt (ca. 1-5 mM).['"! wobei bei den
freien Cystein-PNA-Konjugaten auf die Verwendung von entgasten Wassers zu achten ist, da
in wélrigem Medium die Thiole rasch zu den inaktiven Cystin-PNA-Konjugaten oxidiert
werden. Als Reaktionsmedium dient eine entgaste und mit Argon geséttigte walirige Losung
von 0.1 M NaH,PO4 bei pH 7.0, welche direkt vor Beginn der Reaktion mit Benzylmercaptan
gesittigt (ca.1.6 mM) wird. Die entsprechende Menge Puffer wird vorgelegt, anschlieBend die
Reaktanden 54 und 55 sowie gegebenenfalls das Templat 41 (1 eq.) zugegeben und bei 25 °C
geschiittelt. Um den Verlauf der Reaktion verfolgen zu konnen, wird in bestimmten
Zeitabstinden jeweils eine Probe von 40 pl der Reaktionslosung entnommen, 20 pl einer
20%igen TFA-Losung der Probe zugesetzt und anschlieBend wird die Probe HPLC-
chromatographisch (Sédule: RP-C18 HD; Gradient B) charakterisiert. Die angegebenen Daten

wurden aus drei Messungen ermittelt.

AC—Nc_c_g_GlyCOOH 58:
Nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Versuchsvorschrift S. 92) wird an 37.5 mg
(20 umol) des Boc-Gly-Merrifieldharzes 22 das Produkt 58 aufgebaut.

Ausbeute: 19.6 mg (19.1 pmol, 96%)

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 912 ber. fiir [M+H]™: 911.87
HPLC: tr: 9.5 min (Gradient A, HD)
Ci3sHeN1301; - TFA (1024.88)

HINGly-g-g-cCOMH2 50,
Zum Aufbau des Produktes 59 werden 7.6 mg (15 umol) von Boc-c“-OH nach der
allgemeinen Vorschrift von Seite 91 an 56 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80
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umol/g) gekniipft und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S.
92) synthetisiert.

Ausbeute: 14.1 mg (13.7 pmol, 90%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 909 ber. fiir [M+H]": 908.87
HPLC: tr: 7.1 min (Gradient A, HD)
C34H4sN2 059 - TFA (1021.89)

ANe_c-g-Gly-Gly-g-g-c“*Y 60:

Zum Aufbau des Produktes 60 werden 2.5 mg (5 pmol) von Boc-c“-OH nach der allgemeinen
Vorschrift von Seite 91 an 19 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80 pmol/g) gekniipft
und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S. 92) synthetisiert.

Ausbeute: 4.0 mg (2.1 pmol, 42%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1801 ber. fiir [M+H]": 1801.72
HPLC: tr: 14.6 min (Gradient A, HD)
CeoHgoN390,; - TFA (1914.74)

Carbodiimid-vermittelte Basenliickenkupplung:
Zur Durchfiihrung werden die identische Vorgehensweise wie bei der Carbodiimid-
vermittelten Fragmentkupplung gewéhlt. Zur HPLC-Analyse wird die Sédule RP-C18 HD und

der Gradient A verwendet. Die angegebenen Daten wurden aus drei Messungen ermittelt.

HINGly-g-g-c-Lys(B-Ala-Acridin) 65 bzw. "*"Cys-g-g-c-Lys(B-Ala-Acridin)© 66:

An 100 mg MBHA-Harz (Belegungsgrad 0.80 mmol/g) werden 14.1 mg (30.0 umol) Fmoc-
Lys(Boc)-OH analog zu 16 gekuppelt. Unter Standardbedingungen der Boc/Z-Strategie (siche
allgemeine Versuchsvorschrift S. 92) wird die Boc-Schutzgruppe der e-Aminofunktion
entfernt und zunichst Boc--Ala-OH und dann 9-Carboxylacridin eingefiihrt. Nach einer
Behandlung mit 20% Piperidin in DMF (2x 4 min mit je 1.5 ml) wird das Harz 4x mit je 2 ml
DMF, 3x mit je 2 ml DCM und 3x mit je 2 ml DMF gewaschen. An der a-Aminofunktion des
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Lysins-Derivates wird das PNA-Oligomer nach der allgemeinen Synthesevorschrift von S. 92
der Boc/Z-Strategie aufgebaut. Vor dem letzten Kupplungsschritt wird das Harz i. Feinvak.
getrocknet und zu gleichen Teilen in zwei Reaktoren aufgeteilt, die dann mit Boc-Gly-OH

bzw. Boc-Cys(p-MeOBzl)-OH beschickt werden.

HINGly-g-g-c-Lys(B-Ala-Acridin) ““Y* 65:
Ausbeute: 17.1 mg (12.0 pmol, 80%)

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1312 ber. fiir [M+H]": 1312.34
HPLC: tr: 20.0 min (Gradient A, HD)
C57H69N25013 - TFA (142636)

HINCys-g-g-c-Lys(B-Ala-Acridin) “*** 66:
Ausbeute: 14.4 mg (9.7 umol, 65%)

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1360 ber. fiir [M+H]": 1358.43
HPLC: tr: 20.9 min (Gradient A, HD)
CsgH71N250O53 - TFA (1472.45)
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V1.4 Versuche zu Kapitel IV.4

AeN, (D)-Lys(OregonGreen)-t-t-g-a-c-c-t-c-Gly

COOH = 4.
Zu einer Losung von 2.0 mg (0.85 umol) des freien Amins 78 in 50 pl eines 0.1 M Na,CO;-
Puffers (pH 9) wird eine Losung von 0.9 mg (2.1 umol, 2.5 eq.) OregonGreen-Isothiocyanat
73 in 40 ul DMF zugegeben. Nach ca. 5 h wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das

Rohprodukt durch praparative HPLC gereinigt.

Ausbeute: 2.2 mg (0.76 umol, 89%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2791 ber. fiir [M+H]": 2790.69
HPLC: tr: 14.3 min (Gradient D, HD)

UV/VIS (Wasser): Amax = 265, 496 nm

Fluoreszenzspektrum (A «: 470 nm): Apax = 524 nm

Ci16H135F2N45035S - TFA (2903.71)

HINGly-c-c-t-c-a-g-t-g-Cys(CPM) OV 75

Zu einer Losung von 2.0 mg (0.86 umol) des freien Thiols 79 in 100 pl eines entgasten 0.1 M
Phosphat — 2.5 M Gnd-Puffers (pH 6.5) wird eine Losung von 2.0 mg (5.0 umol, 6 eq.) CPM-
Maleinimid in 100 ul DMF zugegeben. Nach ca. 5 h wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt
und das nicht markierte sowie das doppelt markierte Produkt von 75 durch péparative HPLC

abgetrennt.

Ausbeute: 0.4 mg (0.14 umol, 17%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2726 ber. Fiir [M+H]": 2724.73
HPLC: tr: 25.2 und 25.7 min (Gradient D, HD)
UV/VIS (Wasser): Amax = 265, 385 nm

Fluoreszenzspektrum (A o 390 nm): Apax = 469 nm

C1 14H139N49031$- TFA (283775)
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AN (p)-Lys-t-t-g-a-c-c-t-c-Gly“?°" 78:

Nach der allgemeinen Versuchsvorschrift der Boc/Z-Strategie (s. S. 92) wird an 37.5 mg
(15 umol) des Boc-Gly-Polystyrolharzes 22 die gewiinschte Verbindung aufgebaut. Zur
Einfiihrung des Lysinrestes wird mit Boc-(D)-Lys(2Cl-Z)-OH gekuppelt.

Ausbeute: 10.4 mg (4.2 umol, 28%).

MALDI-TOF/MS (m/2): gef: 2367 ber. Fiir [M+H]": 2365.32
HPLC: tr: 24.6 min (Gradient A, HD)
CosHi26N44030 - TFA (2478.34)

HINGly-c-c-t-c-a-g-t-g-Cys OV 79;

Zum Autfbau des Produktes 79 werden 5.1 mg (15 pmol) von Boc-Cys(pMeOBzIl)-OH nach
der allgemeinen Vorschrift von Seite 91 an 56 mg des MBHA-Harzes (Beladungsgrad: 0.80
umol/g) gekniipft und das Produkt nach der Boc/Z-Strategie (siche allgemeine Vorschrift S.
92) synthetisiert.

Ausbeute: 12.7 mg (5.2 umol, 35%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2321 ber. Fiir [M+H]": 2322.29
HPLC: tr: 21.1 min (Gradient A, HD)
C90H117N47027S - TFA (243530)

Ac-N,

(D)-Lys-c-c-g-GlyCOOH 82:
Nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Boc/Z-Strategie (s.S. 92) wird an 37.5 mg
(20 umol) des Boc-Gly-Merrifieldharzes 22 die Zielsequenz aufgebaut. Zur Einfiihrung des

Lysinrestes wird mit Boc-(D)-Lys(2C1-Z)-OH gekuppelt.
Ausbeute: 13.5 mg (11.7 pmol, 78%).
MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1041 ber. Fiir [M+H]": 1040.04

HPLC: tr: 11.9 min (Gradient A, HD)
C41Hs5sN20O13 - TFA (1153.06)
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Ac-N,

(D)Lys(OregonGreen)-c-c-g-GlyCOOH 83:

Zu einer Losung von 2.8 mg (2.70 umol) des freien Amins 82 in 100 pl eines 0.1 M Na,CO:s-
Puffers (pH 9) wird eine Losung von 2.3 mg (5.40 umol, 2eq.) OregonGreen-Isothiocyanat 73
in 40 ul DMF zugegeben. Nach ca. 2 h wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das

Rohprodukt durch priparative HPLC gereinigt.

Ausbeute: 2.1 mg (1.30 umol, 48%).

MALDI-TOF/MS (m/z2): gef: 1466 ber. fiir [M+H]": 1465.41
HPLC: tr: 14.8 min (Gradient D, HD)

UV/VIS (Wasser): Amax = 270, 480 nm

Fluoreszenzspektrum (A ox 480 nm): Apax = 520 nm

C62H67F2N21olgs - TFA (157843)

Fmoc-AS-g®"*¢-g®"**_¢P"*“_Lys(Aloc)-Rink-PEG-Harz 84 und 91:

Zur Beladung werden in Analogie zu 34 130mg (30 umol) Rink-Tentagelharz
(Beladungsgrad 0.23 mmol/g) in einer Losung von 54 mg (120 pmol, 4 eq.) Fmoc-Lys(Aloc)-
OH in 480 pl einer 0.5 M DIPEA/Pyridin und 1 ml DMF aufgeschldammt, die zuvor 3 min
durch 43.0 mg (112 pmol) HATU voraktiviert worden ist. Nach 12 h Schiitteln wird das Harz
analog zu 34 gewaschen und i. Feinvak. getrocknet. Eine photometrische Bestimmung des
Beladungsgrades ergibt 0.19 mmol/g; Verkniipfungsausbeute 81%. Die nachfolgende
Festphasensynthese folgt der allgemeinen Versuchsvorschrift der Fmoc/Bhoc-
Synthesestrategie (s S. 94). Nach Kupplung der PNA-Monomere wird das Harz i. Feinvak.
getrocknet und zu gleichen Teilen in zwei Reaktoren aufgeteilt, die im Anschlufl mit 5 eq.
(75 umol) Fmoc-Gly-OH bzw. 5 eq. (75 pmol) Fmoc-Cys(Trt)-OH beschickt werden. Eine
erneute photometrische Bestimmung des Beladungsgrades des Harzes ergibt eine Ausbeute
von 9.4 umol (63%, bezogen auf das Rink-Harz) fiir das Glycin-PNA-Konjugat 84, bzw.
9.8 umol (65% bezogen auf das Rink-Harz) fiir das Cystein-PNA-Konjugat 91.
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HINGly-g-g-c-Lys(5-ROX)°¢ 86:

Unter einer Schutzgasatmosphére werden 17.0 mg (2 pmol) 84 mit N-Methylanilin/DMF (1:9)
gewaschen und anschlieend mit kat. Mengen Pd(Ph;P)s in 10% N-Methylanilin/DMF (1:9)
tiber Nacht und unter Lichtausschlufl umgesetzt. Nach intensivem Waschen mit DMF (7x mit
je 2 ml) und DCM (5x mit je 2 ml) wird die Entfernung der Aloc-Schutzgruppe durch einen
qualitativen Kaisertest (Erhitzen weniger Harzkiigelchen in einer 0.3%igen Ninhydrin-
Losung) kontrolliert. Das Harz wird in einer Losung von 2.5 mg (4.0 umol, 2 eq.) 5-ROX-
Succinimidylester und 10 ul DIPEA in 50 pl DMF aufgeschldmmt und 16 h Schiitteln lassen.
Nach Waschen des Harzes mit DMF (3x mit je 2 ml), DCM (3 x mit je 2 ml) und DMF (3x
mit je 2 ml) wird die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung mit einer 20%igen
Piperidin-Losung in DMF (2x 4 min mit je 2 ml) entfernt und das Harz erneut mit 3x je 2 ml
DMF und 3x mit je 2ml DCM gewaschen. Die Abspaltung vom Harz erfolgt 2.5 h mit
TFA/m-Kresol (95:5) in Analogie zur allgemeinen Fmoc/Bhoc-Strategie (s. S. 93). Nach einer
chromatographischen Abtrennung der nichtmarkierten PNA erhdlt man 0.2 mg (0.12 pmol,

6%) des gewlinschten Produktes.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1554 ber. Fiir [M+H]" 1554.65
HPLC: fr: 22.6 min (Gradient D, HD)

UV/VIS (Wasser): Amax =270, 580 nm

Fluoreszenzspektrum(A ¢x 580 nm): A, = 603 nm

C73HgsN25015 - TFA (1667.66).

4¢N(p)-Lys-c-c-g-Gly-SCH,CH,CONH, 88:

Nach der allgemeinen Synthesevorschrift der Boc/Z-Strategie (s. S. 92) werden 4.0 mg
(15 umol) Boc-Gly-Thioester 52 an das MBHA-Harz gekuppelt und im Anschluf3 die PNA-
Monomerbausteine und Boc-(D)-Lys(2Cl-Z)-OH eingefiigt.

Ausbeute: 1.7 mg (1.4 pmol, 10%)
MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1127 ber. Fiir [M+H]™: 1127.19

HPLC: tr: 13.4 min (Gradient A, HD)
C44He3N21013S - TFA (1240.20)
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4¢N(p)-Lys(OregonGreen)-c-c-g-Gly-SCH,CH,CONH, 90:

Zu 100 pl einer Losung von 1.5 mg (1.2 umol) des freien Amins 88 in 0.2 M NaHCOs-Puffers
(pH 7.2) wird eine Losung von 1.2 mg (2.4 umol, 2eq.) OregonGreen-Succinimidester in
40 ul DMF zugegeben. Nach 2 h wird das Losungsmittel 1. Vak. entfernt und das Rohprodukt
durch préparative HPLC gereinigt.

Ausbeute: 1.3 mg (0.8 pmol, 67%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1522 ber. Fiir [M+H]": 1521.47
HPLC: tr: 12.3 min (Gradient D, HD)

UV/VIS (Wasser): Amax =270, 497 nm

Fluoreszenzspektrum (A o 470 nm): Apax = 524 nm

CosH71FaN2016S - TFA (1634.49)

HINCys-g-g-c-Lys(5-ROX)€ 92:
Analoge Vorgehensweise wie bei 86. 9.4 mg (1 umol) des Harzes 91 werden mit 2.0 mg

(3.2 umol, 3.2 eq.) 5-ROX-Succinimidylester umgesetzt.
Ausbeute: 0.9 mg (0.53 umol, 53%).
MALDI-TOF/MS (m/2): gef: 1601 ber. Fiir [M+H]": 1600.74

HPLC: tr: 12.7 min (Gradient D, HD)
C74H88N250158 - TFA (17 1 376)
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VLS Versuche zu Kapitel IV.5

Ac-Nt_t_ COOH 93:

g-a-c-c-t-c-Gly
Nach der allgemeinen Versuchsvorschrift der Fmoc/Bhoc-Strategie (s. S. 94) wird an 18.7 mg
(15 umol) Fmoc-Gly-Wang-Harz 31 das Produkt 93 aufgebaut. Eine photometrische
Beladungsbestimmung nach der Einfilhrung des terminalen PNA-Monomers ergibt ca.

6 umol.

Ausbeute: 8.5 mg (3.7 umol, 25%).

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2238 ber. Fiir [M+H]": 2237.15
HPLC: tr: 19.6 min (Gradient A, PPN)
CsoH114N42029 - TFA (2350.16)

DNA-Templat-Screening bei der Verkniipfung der PNA-Konjugate 25 und 93

Zunichst werden von den eingesetzten Oligonucleotiden wirige Stammldsungen hergestellt
und deren Konzentrationen photometrisch bestimmt (ca. 1-5 mM).1"*) Als Puffermedium
dient eine wifrige Losung von 0.6 M Imidazol und 0.3 M EDC bei pH 7.4. Zu je 15 nmol der
PNA-Reaktanden 25 und 93 werden 1.5 ml Puffer, anschlieBend 15nmol (1 eq.) des
entsprechenden DNA-Templates zugegeben und 6h bei 25°C geschiittelt. Die
Reaktionslosung wird auf eine zuvor mit Acetonitril gespiilte und auf reines Wasser
equilibrierte RP-C18 Sep-Pak-Kartusche gegeben. Nachdem der Puffer mit ca. 6 ml Wasser
abgetrennt wird, eluiert man die Oligonucleotide mit 2 ml Wasser/Acetonitril (1:1). Das
Losungsmittelgemisch wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 120 pl
einer 20%igen TFA-LOsung aufgenommen und anschlieBend 1 h bei 50 °C geschiittelt, um
eine vollstindige Hydrolyse der DNA-Template zu gewiéhrleisten. Die Charakterisierung der
Probe erfolgt HPLC-chromatographisch (Sdule RP-C18 PPN; Gradient A) und mittels
MALDI-TOF/MS (Matrix: SINAP).
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Bestimmung der Schmelztemperaturen von PNA/DNA-Duplices:

Als Medium fiir die Bestimmung der Schmelztemperatur 7, der Oligonucleotid-Duplices
dient eine wiBrige Pufferlosung von 100 mM NaCl und 10 mM NaH,PO4 bei pH 7.0. Um
eine Bldschenbildung beim Aufheizen der Probe zu vermeiden, wird der Puffer 15 min
entgast. In einem 2 ml Eppendorf-Gefal wird der Puffer vorgelegt und mit je 2 nmol der
beiden Oligonucleotid-Einzelstringe auf ein Gesamtvolumen von 1000 ul aufgefiillt. Die
Probe wird in einem Wasserbad auf 95 °C aufgeheizt und binnen 3 h langsam auf die
Starttemperatur abgekiihlt. Nachdem die Probe in eine 10 mm UV-Kiivette iiberfiihrt worden
ist, wird UV-spektroskopisch die Anderung der Absorption gegeniiber der Temperatur bei
einer Wellenldnge von A=260 nm gemessen. Die Heizrate betridgt 0.5 °C/min. Anhand des
Hochpunktes der ersten Ableitung des Graphen wird dann die Schmelztemperatur Ty

ermittelt.

Berechnung der Schmelztemperatur 7,, eines DNA Duplex:
Der Zugang zum Programm zur Berechnung der Schmelztemperatur 73, erfolgte iiber das

Internet: http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/melting.html.

Parametrisierung:

Hybridisation type: DNA/DNA

Nearest Neighbor parameters set: SantalLucia et al. 1996
Sequence string: CACXGAGG

Complementary sequence: GTGACTCC

Salt concentration: 0.3 M

Nucleic acid concentration: 0.00005 M

Salt correction: SantalLucia 1998

Allgemeines Fmoc/Bhoc-Protokoll fiir den Syntheseroboter Syro II der Firma
MultiSynTech/Witten
Fiir die automatisierte PNA-Festphasensynthese werden zunichst die PNA-Monomere und
HOBt 12 h am Hochvakuum getrocknet.'°” Im AnschluB werden fiir einen 3 pmol-Ansatz
mit einem UberschuB von sechs Aquivalenten des Monomers die entsprechenden
Stammlosungen der PNA-Monomeren, Aminosduren (building blocks) und der Reagenzien
hergestellt:

Building block: 0.345 M in NMP
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Capping-Reagenz: Ac;O in Py 1:19 (v/v)
DIPEA/Pyr: 0.69 M in Pyridin
HBTU/HOBt: 0.328/0.492 M in NMP
Piperidin/DMF: 20% (v/v) Piperidin in DMF

Als polymere Trager dienen Tentagel-Harze (Beladungsgrad ca. 230 umol/g), wobei die
Ankniipfung des ersten Bausteins manuell erfolgt. Uber eine externe Zeitschaltuhr wird das
Harz alle 2 min fiir 12 sec geriihrt. Das nachfolgende Syntheseprogramm diente als Chemfile

fiir einen 3 pmol Ansatz:

1 FILL reactor with 200ul reagent pip/DMF 20%

2 HOLD for 2.5 min

3 EMPTY for 0.2 min into wastecont. A

4 REPEAT from step 1 1 times

5

6 WASH systeml.: DMF; 2 cycles 250 pl 0.2 min; wastecont. A
7 WASH systeml.: DCM; 2 cycles 250 pl 0.2 min; wastecont. A
8 WASH systeml.: DMF; 3 cycles 250 pl 0.2 min; wastecont. A
9 FILL reactor with 60 pl building block

10 FILL reactor with 60 pul reagent DIPEA/Pyr

11 FILL reactor with 60 ul reagent HBTU/HOBt

12 HOLD for 240 min

13 EMPTY for 0.5 min into wastecont.A

14

15 WASH systeml.: DMF; 3 cycles 250 ul 0.2 min; wastecont. A
16 WASH systeml.: DCM; 3 cycles 250 pl 0.2 min; wastecont. A
17 WASH systeml.: DMF; 3 cycles 250 ul 0.2 min; wastecont. A
18

19 FILL reactor with 200 pl reagent Ac,O/Pyr

20 HOLD for 4.5 min

21 EMPTY for 0.2 min into wastecont. A

22 REPEAT from step 19 1 times

23

24 WASH systeml.: DMF; 3 cycles 250 pl 0.2 min; wastecont. A



VI1. Experimenteller Teil 110

25 WASH systeml.: DCM; 3 cycles 250 pl 0.2 min; wastecont. A
26 WASH systeml.: DMF; 3 cycles 250 ul 0.2 min; wastecont. A

PNA Mutantensonden 95a-c:

Der Autbau der Sonden 95a-c¢ erfolgt durch den Syntheseroboter Syro II an einem mit Fmoc-
His(Trt)OH beladene Rink-PEG-Harz (0.21 mmol/g). Die Abspaltung und Aufarbeitung der
Probe erfolgte analog der Fmoc/Bhoc Strategie von S. 94. Die Ausbeutenbestimmung erfolgte

photometrisch.!'*!

A-Mutante: HZNGly-g-a-c-a-t-c-c-HisCONHZ 95a:

Ausbeute: ODyg9 = 0.3; 4 nmol, 0.1%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2074 ber. fiir [M+H]2074.04
HPLC: fr: 12.6 min (Gradient A, PPN)
Cs2H103N45021 (2073.03)

C-Mutante: HZNGly-g-a-c-c-t-c-c-HisCONHZ 95b:

Ausbeute: ODyg0 = 1.6; 26 nmol, 0.9%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2051 ber. fiir [M+H]": 2050.01
HPLC: fr: 11.9 min (Gradient A, PPN)
Cs1H103N43022 (2049.00)

T-Mutante: 7" Gly-g-a-c-t-t-c-c-HisCONHZ 95c¢:
Ausbeute: ODyg9 = 1.0; 16 nmol, 0.5 %.
MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2065 ber. fiir [M+H]": 2065.03
HPLC: tr: 13.3 min (Gradient A, PPN)
Cs2H103N45021 (2064.03)
A-NHis-His-a-c-c-a-c-c-c-g-Gly“??" 96:
Nach erfolgtem Aufbau des Oligomers durch den Syntheserobotor Syro II an das Fmoc-Gly-
Wang-PEG-Harz 31 (0.23 mmol/g) wird manuell Fmoc abgespalten und der N-Terminus
15 min mit Essigsdureanhydrid/Py (1:19) acyliert. Die Abspaltung und Aufarbeitung der
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Probe erfolgt analog der Fmoc/Bhoc Strategie von S. 94. Aufgrund der geringen Ausbeute

erfolgt die Ausbeutenbestimmung UV-spektroskopisch.!'*!

Ausbeute: OD,g0 = 5.8; 80 nmol, 2.7 %

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2490 ber. fiir [M+H]": 2490.43
HPLC: tr: 16.0 min (Gradient A, PPN)
CooH125N53027 (2489.42)

Untersuchung der Substratselektivitit am Beispiel der Verkniipfung des PNA-Glycin-
Acyldonors 95 mit den PNA-Glycin-Nucleophilen 96:

Wilrigen Stammlosungen (ca. 50 uM) der der PNA-Sonden 95 und 96 werden 500 pmol
entnommen, in ein Eppendorf-Gefdl pipettiert und unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit und in 50 pl Puffermedium (wiBrige Losung von 0.6 M Imidazol und
0.3 M EDC bei pH 7.4) aufgenommen. Aus Stammlosungen der DNA-Oligonucleotide
iiberfiihrt man 500 pmol Templat und schiittelt die Reaktionsmischung 6 h bei 25 °C. Eine mit
RP C18 Kieselgel bestiickte 10 ul ZipTip Pipettenspitze wird zundchst mit Wasser/Acetonitril
(1:1) gespilt (5x) und mit Wasser equilibriert (5x). Durch wiederholtes Ein- und
Auspipettieren (15x) der Reaktionslosung extrahiert man die Oligonucleotide. Die ZipTip
Pipettenspitze wird mit Wasser (5x 10 pl) gewaschen und Oligonucleotide werden
anschlieBend mit 5x 10 pul Wasser/Acetonitril (1:1) von ZipTip Pipettenspitze eluiert. Nach
Zugabe von 25 pl einer 20%iger wélrigen TFA-Ldsung erwdrmt man das Eluat 2 h auf 50 °C.
Im Anschlufl wird die Probe unter vermindertem Druck eingeengt, in 5 pl 20%iger TFA
aufgenommen und zur Analyse komplett (5x 1 ul) auf einen MALDI-Analysenteller pipettiert

(Matrix: Sinapinséure).

Synthese der Acyldonoren 99:

Nach erfolgtem Aufbau des Oligomers durch den Syntheserobotor Syro II an ein Fmoc-Gly-
Wang-PEG-Harz 31 (0.23 mmol/g) wird manuell Fmoc abgespalten und der N-Terminus
durch Behandlung mit 1 ml Essigsdureanhydrid/Py (1:19) 15 min acetyliert. Die Abspaltung
und Aufarbeitung der Probe erfolgt analog der Fmoc/Bhoc Strategie von S. 94. Die

Ausbeutenbestimmung erfolgte photometrisch.!'**!
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G12V-Common: Ac'Nt-t-c-c-c-c-a-c-GlyCOOH 99a:

Ausbeute: OD;¢ = 37.1; 0.55 umol, 18 %.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2182 ber. fiir [M+H]": 2182.10
HPLC: tr: 17.3 min (Gradient A, PPN)
Cs7H113N41028 (2181.11)

F28L-Common: Ac'Nt-a-c-t-c-a-t-c-cGlyCOOH 99hb:

Ausbeute: ODy¢p = 20.9; 0.26 umol, 9%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2472 ber. fiir [M+H]": 2472.39
HPLC: fr: 19.1 min (Gradient A, PPN)
CooH127N4703, (2471.39)

E63H-Common: Ac'Nt-g-g-c-a-c-t-g-GlyCOOH 99c¢:

Ausbeute: ODy¢p = 16.0; 0.22 umol, 7%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2303 ber. fiir [M+H]": 2302.19
HPLC: tr: 20.3 min (Gradient A, PPN)
CooH113N47028 (2301.18)

Synthese der Nucleophile 100 und 101:

Nach der Boc/Z-Strategie werden die Verbindungen 100a-101d analog Kapitel V1.2 manuell
in einem 3 umol Mafstab am MBHA-Polystyrolharz aufgebaut. Bei dem Kupplungsschritt
werden 5 Aquivalente der Monomere eingesetzt. Die Ausbeutenbestimmung erfolgte

photometrisch.

G12Vmut: 7" Gly-c-c-t-a-c-a-g-Gly-GlyCONH2 100a:

Ausbeute: OD;6p = 58.3; 0.88 pmol, 29%.

MALDI-TOF/MS (m/2): gef: 2050 ber. fiir [M+H]": 2050.98
HPLC: fr: 13.3 min (Gradient A, PPN)
CgoH104N44023 (2049.97)

F28Lmut: 7% Gly-c-a-a-g-g-t-g-Gly-GlyCONHZ 100b:
Ausbeute: ODjgp = 12.9; 0.18 pmol, 6%.
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MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2131 ber. fiir [M+H]": 2131.04
HPLC: fr: 13.9 min (Gradient A, PPN)
Cs2H105N4g023 (2130.03)

E63Hmut-1: 7*"Gly-a-g-t-g-c-t-c-Gly-Gly“>*"? 100c:

Ausbeute: OD,g0 = 35.2; 0.54 umol, 18%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2082 ber. fiir [M+H]": 2082.00
HPLC: fr: 14.4 min (Gradient A, PPN)
Cg1H105N43045 (2080.99)

E63Hmut-2: "*"Gly-a-a-t-g-c-t-c-Gly-Gly“°**? 100d:

Ausbeute: OD;¢0 = 33.3; 0.51 umol, 17%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2066 ber. fiir [M+H]": 2066.00
HPLC: tr: 14.3 min (Gradient A, PPN)
Cs1H10sN43024 (2064.99)

G12Vwt: "**Gly-c-c-t-c-c-a-g-Gly““**? 101a:

Ausbeute: ODy¢p = 66.6; 1.1 pmol, 37%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 1970 ber. fiir [M+H]": 1969.90
HPLC: tr: 13.1 min (Gradient A, PPN)
C77H101N41043 (1968.89)

F28Lwt: “*"Gly-c-a-a-a-g-t-g-Gly“**"? 101b:

Ausbeute: OD,¢0 = 70.0; 0.91 umol, 30%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2057 ber. fiir [M+H]": 2057.99
HPLC: tr: 14.5 min (Gradient A, PPN)
CsoH102N4701 (2056.98)

E63Hwt: 7*YGly-a-c-t-c-c-t-c-Gly-Gly“”*" 101c:

Ausbeute: ODy¢p = 15.3; 0.26 umol, 9%.

MALDI-TOF/MS (m/z): gef: 2001 ber. fiir [M+H]": 2001.94
HPLC: tr: 13.7 min (Gradient A, PPN)
C79H105N39055 (2000.93)
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Multiplex-Nachweis von Einzelbasenmutationen in ras:

Die PNA-Sonden 99 — 101 werden wifBirigen Stammlosungen (100 pM) entnommen und mit
250 pl eines Imidazolpuffers (0.6 M Imidazol, pH 7.4) auf 2 pM verdiinnt. Nach Zugabe der
DNA-Oligonucleotide (250 pmol) werden die Proben bei 90 °C im Wasserbad fiir 10 min
erhitzt, und danach in einem Eisbad rasch abgekiihlt. Nach Zugabe von 250 ul des EDC-
Puffers (0.6 M Imidazol, 0.6 M EDC, pH 7.4) werden die Proben 6 h bei 25 °C und einer
Endkonzentration von 1 uM der PNAs und 500 nM der DNAs geschiittelt. Zur Aufarbeitung
der Proben wird eine 10 pl ZipTip Pipette mit Wasser/Acetonitril (1:1) gespiilt und 3x mit
Wasser equilibriert. Durch wiederholtes Ein- und Auspipettieren (15x) der Reaktionslosung
extrahiert man die Proben, wischt sie mit Wasser (1x) und eluiert sie anschlieBend mit 3x
10 ul Wasser/Acetonitril (1:1). Nach Zugabe von 25 pul 20%iger TFA werden die Proben
unter vermindertem Druck eingeengt, in 5 ul MALDI-Matrix aufgenommen und zur Analyse

auf einen MALDI-Analysenteller pipettiert (Matrix: Sinapinsdure).

Versuche zum Mutationsnachweis in PCR-amplifizierter DNA am Beispiel von G12V in
ras

Die Proben der PCR-DNA (ca. 80 pmol) werden in ein Eppendorf-Gefdll vorgelegt und 1i.
Vak. vom Losungsmittel befreit. Nach Zugabe des Imidazolpuffers (0.6 M Imidazol, pH 7.4)
betrdgt die DNA-Konzentration 1uM. Die fiir eine 2 pM Konzentration notige Menge der
PNA-Sonden 99a/b, 100a/b und 101a/b werden aus Stammlosungen (100 uM ) zupipettiert.
Die Proben werden bei 90 °C im Wasserbad fiir 10 min erhitzt, und danach in einem Eisbad
rasch abgekiihlt. Nach Zugabe des EDC-Puffers (0.6 M Imidazol, 0.6 M EDC, pH 7.4) werden
die Proben 6 h bei 25 °C und einer Endkonzentration von 1 uM der PNAs und 500 nM der
DNA geschiittelt. Die Aufarbeitung erfolgte in Analogie zum Multiplex-Experiment (s.0.).
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VIII. ANHANG

VIII.1 Abkiirzungsverzeichnis

Nukleotide werden in der iiblichen Weise durch den Einbuchstabencode abgekiirzt. Zur
Unterscheidung der DNA- und PNA-Oligomere werden DNA-Basen grof3 (B, A, C, G, T) und
PNA-Basen klein (b, a, ¢, g, t) geschrieben. Aminosduren werden durch den Dreibuchstaben-
code abgekiirzt und haben L-Konfiguration nach der FISCHER-Projektion (vgl. [IUPAC-IUB
Comission of Biochemical Nomenclature, Pure Appl. Chem. 1982, 54, 1517 und 1525).

Aloc Allyloxycarbonyl

Bhoc Benzhydryloxycarbonyl

Boc tert-Butyloxycarbonyl

DIC N, N’-Diisopropylcarbodiimid

DIPEADiisopropylethylamin

DCM Dichlormethan

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin

DHB 2,5-Dihydroxybenzoesiure

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EDC N-(Dimethylaminopropyl)-N -ethyl-carbodiimid-hydrochlorid

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat
HBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat

HONSu N-Hydroxysuccinimid
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HPLC High Performance Liquid Chromatography
MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption and lonisaton-Time of Flight
MBHA p-Methylbenzyhydrylamid

NMP N-Methylpyrrolidon

RP Reversed Phase

Pip Piperidin

PNA Peptidnucleinsiure

Py Pyridin

TFA Trifluoressigsdure

TFMSA Trifluormethansulfonsiure

IR Retentionszeit bei der HPLC

Trt Triphenylmethyl

Z Benzyloxycarbonyl
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VIII.2 Spektrenanhang

mAU
500 12,2
1121
400+
3001
1143
2001
1001 250 950 1300 1650 2000
(m/z)
0 A
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min
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0,100
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0

400)

0,600

1120 1840 fﬁfo 3280 4000

0 SM M B0 BN EH B0 BN ai

mAU
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5001 851
4001
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2001
100-’ 50 600 950 1300 1650 2000
(m/z)
LA DL [N L [N R LR L
0 10 20 30 40 50 min
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5001 19,0
2004
4001
3001
2001
1001
400 1840 2560 3280 4000
0
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AcNc ¢ g Gly-SR 54

mAU mAU
1001
500 12,8 20001
17501
400
15001
12501
300 1023
10001
200 7501
r T T 500 550
100{ 450 0 1050 1400 1700 2000
250 ‘__A.A—/\f/\J
0 J 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45min 0 5

H2NCys g g c€ 55
955

13,7

PO 1090 1360 1630 1900

.

15 20 25 30 35 40 45 min

10

H2NGly g g ¢€ 59

7,1
909

931

760 1070 1380

(m/z)

1690 2000

mAU: mAU
9,5
912 30004
25001
25004
20001
20004
15001
15001
1000 1000
450|| 760 1070 1380 1690
500 1 (m/z) 500
0 0l
T LN 1T LN M T
0 10 20 30 40 min 0 5

L

10

15 20 25 30 35 40 45 min



VIII. Anhang

124

AcN(D)Lys(OG) ttg acc tc GlyCcooH 74

H2NGly cct cag tg Cys(CPM)C 75

mAU
14,3
200. 2791 2726
en*G'
3001 25,2
25,7
250 e.m'
200
150. 9.939-
1001
9.915-500 1480 2460 || 3440 4420 400
50
0 Q.W-
' T L UL BLEL LA BLELELELN B ' T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 min o0 0K N0 N0 0.0 nin
AcN ttg acc tc GlyCo0H 93 H2NGly cct cag tg€ 25
mAU | mAU |
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450 2030 2820 3610 4400 450 0 2030 2820 3610 4400
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LN I LN LML [ AL I B IR L LRI T '
0 10 20 30 40 50 min O 10 20 30 40 50 min
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G12V-COM 99 G12V-WT 101a
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200 [|520 2140 2760 3380 4000
T L T T v
0 10 20 30 40 min 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 min
G12V-MUT 100a
mAU
13,3
2050
800
600
400
200 _ o
200 1§20 2140 2760 3380 4000
NN -
T L EL LR R R SR R I R SN
0 10 20 30 40 min



VIII. Anhang 126

Danksagung

In erster Linie gilt mein Dank Herrn Prof. Dr. H. Waldmann fiir seine wohlwollende Unter-
stiitzung, die mir alle Vorteile seines Arbeitskreises eroffnete, jedoch niemals in mir das

Gefiihl autkommen lie3, Diener zweier Herren zu sein.

Mein ganz besonderer Dank gilt aber auch Herrn Dr. Oliver Seitz. Als eigentlicher
Doktorvater trug er am meisten zur Entstehung meiner Doktorarbeit bei. Er fithrte mich in die
weite Welt der Bioorganik ein und ermdglichte mir dariiberhinaus interessante Einblicke in
die Scientific Community.

Dem Fonds der Chemischen Industrie danke ich fiir seine finanzielle Unterstiitzung in Form
eines Kekulé-Stipendiums, das mich die ersten zwei Jahre unterstiitzte.

Des weiteren trugen nachfolgende Damen und Herren nicht unwesentlich zum Gelingen
dieser Arbeit bei:

Die Erstkorrektoren des Manuskriptes Jantje Gerdes, Florian Miinstermann, Olaf Koéhler und
Simon Ficht leisteten Schwerstarbeit. Olaf Kohler brachte den Syro soweit zum Laufen, daf3
er mir zumindest in den letzten Wochen eine Hilfe war. Massenspektrometrische Probleme
diskutierte ich mit Dr. Heino Prinz. Indem Petra Stahl und Jantje Gerdes so vehement auf die
regelméfige Ausrichtung unseres Retrosyntheseseminars bestanden, ging mein synthetisches
Wissen iiber die Jahre nicht verloren. Alexander Wolf stellte die PCR-amplifizierte ras DNA-
Sequenz zur Verfligung. Ihnen allen sei an dieser Stelle herzlichst gedankt.

Doch all meinen Kolleginnen und Kollegen danke ich fiir die freundliche Aufnahme im
Arbeitskreis und fiir manch lustige Stunden.

Zu guter Letzt mochte ich mich noch bei meiner Familie fiir die breite Unterstiitzung meines
langjdhrigen Studiums bedanken. Ganz besonders gilt dies fiir meine beiden Frauen Katalin
und Rebekka, die beide entbehrungsreiche Monate hinter sich haben.



VIII. Anhang

127

Lebenslauf

Name:
Geburtsdatum / -ort:
Familienstand:

Schullaufbahn:
1978 — 1982
1982 — 1991

Ersatzdienst:
Sept. 91 — Okt. 92

Studium:
WS 92/93 — SoSe 94

WS 94/95 — SoSe 97
SoSe 96

Marz — Sept. 1997

September 1997

Promotion

Jan. 1998 — August 2001

Bernhard Amos Mattes
25.04.1972 in Waiblingen
verheiratet mit Dr. med. Katalin Mattes-Gyorgy, eine Tochter

Grundschule in Striimpfelbach
Remstalgymnasium in Weinstadt (Abitur: 14. Juni 1991)

Zivildienst in der Sozial- und Diakoniestation Weinstadt

Grundstudium der Chemie an der Universitit Kaiserslautern
Hauptstudium der Chemie an der Universitdt Wiirzburg
Auslandssemester an der Ecole Supérieur de Chimie Physique
Electronique de Lyon (CPE, ehem. ESCIL) in Frankreich im
Rahmen des ERASMUS-Austauschprogrammes

Diplomarbeit unter Anleitung von Prof. Dr. R. Tacke am Institut
fir Anorganische Chemie der Universitit Wiirzburg Thema:
Beitrdge zur C/Si-Bioisosterie: Synthese C/Si-analoger
enantiomerenreiner potentieller Antimuscarinika

Diplom (ausgezeichnet mit dem Fakultatspreis)

,»DNA-kontrollierte Verkniipfung von Peptidnucleinsduren — Ein
chemisches Werkzeug zum Nachweis von DNA-Einzelbasen-
mutationen® an der Universitit Dortmund im Arbeitskreis von
Prof. Dr. H. Waldmann unter der Betreuung von Dr. Oliver
Seitz.

Dortmund, im September 2001



	DISSERTATION
	
	Amos Mattes
	Tag der mündlichen Prüfung: 05. März 2002


	Nöimnek, Katalinnak és Rebekkanak

	INHALTSVERZEICHNIS
	I.EINLEITUNG  1
	II.ALLGEMEINER TEIL  3
	III.ZIELSETZUNG19
	IV.SPEZIELLER TEIL21
	V. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK    80
	VI.EXPERIMENTELLER TEIL    88
	VII.LITERATURVERZEICHNIS  115
	VIII.ANHANG  120

	EINLEITUNG
	ALLGEMEINER TEIL
	II.1Einzelbasenpolymorphismen (SNP) in der DNA
	II.2Nachweis von Einzelbasenmutationen in DNA
	II.2.1Reverse Dot Blot
	II.2.2Homogene Detektionsmethoden
	II.2.3Oligonucleotide Ligation Assay (OLA)

	II.3Peptidnucleinsäuren \(PNAs\)
	II.3.1Festphasensynthese von PNA
	II.3.2Chemische und biophysikalische Eigenschaften von PNA


	IV. SPEZIELLER TEIL
	IV. 1 Design eines PNA Ligation Assays
	IV. 2 PNA-Synthese
	IV.2.1 Boc/Z-Strategie
	IV.2.2 Fmoc/Bhoc-Strategie
	IV.2.3 Vergleich der Festphasenstrategien

	IV.3Modellstudien zur Templatselektivität
	IV.3.1PNA-Fragmentkondensationen
	IV.3.2Konzept der Basenlückenverknüpfung
	IV.3.3Native Chemical Ligation von PNA-Aminosäur�
	IV.3.4Carbodiimid-vermittelte Kupplung zweier PNA-Glycin-Konjugate
	IV.3.5Einfluß eines Interkalatorfarbstoffes auf �

	IV.4Versuch eines fluoreszenzspektroskopischen Nachweises von Einzelbasenmutationenin DNA
	IV.4.1 Cystic-Fibrosis-Transmembran-Regulator-Gen (CFTR-Gen)
	IV.4.2 Versuch der FRET-Detektion im Modellsystem

	IV.5Massenspektrometrischer Nachweis der PNA-Verk
	IV.5.1Untersuchungen zur Selektivität an DNA-Tem�
	IV.5.2Untersuchungen zur Substratselektivität
	IV.5.3 Massenspektrometrischer Multiplex-Nachweis von Einzelbasenmutationen am Beispiel des ras-Gens
	IV.5.4 Bestimmung der Empfindlichkeit und der Sel
	IV.4.5 PNA-Verküpfungssystem an PCR-amplifiziert�


	V. ZUSAMMENFASSUNG  UND  AUSBLICK
	V.1 Zusammenfassung
	V.2 Ausblick

	VI. EXPERIMENTELLER TEIL
	VI.1 Meßgeräte und Hilfsmittel
	VI.2Versuche zu Kapitel IV.2
	VI.3Versuche zu Kapitel IV.3
	VI.4 Versuche zu Kapitel IV.4
	VI.5 Versuche zu Kapitel IV.5

	LITERATURVERZEICHNIS
	ANHANG
	VIII.1Abkürzungsverzeichnis
	VIII.2Spektrenanhang
	Danksagung

	Lebenslauf


		2002-04-15T16:17:32+0200
	Universitaetsbibliothek Dortmund - Eldorado




