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Kurzfassung

Kurzfassung

Die Kombination von molekularbiologischen Methoden, wie der genetischen Kodierung,
Selektion, DNA-Amplifikation und DNA-Sequenzierung, mit der kombinatorischen organischen
Chemie konnte groRe Sammlungen an Molekilen, sogenannte DNA-kodierte Bibliotheken, fur
die Identifikation von bioaktiven Molekulen ermdglichen. Dabei besteht eine groflie
Herausforderung in der nur geringen Abdeckung des chemischen Raumes durch die
notwendige Kompatibilitdt der verwendeten organischen Reaktionen mit dem DNA-Barcode.
So kdnnen stark saure, oder oxidierende Bedingungen, sowie hohe Temperaturen zu einem
Verlust der Integritdt der genetischen Kodierung flhren, wodurch eine ldentifikation von
bioaktiven Molekulen erschwert wird. Zudem muss eine hohe Reinheit der Molekulbibliothek
vorliegen, um die Identifikation falsch positiver Hits in Selektionsassays zu reduzieren.

Um diese Herausforderungen anzugehen, wurden in dieser Arbeit amphiphile Block-
Copolymere fir die Synthese einer DNA-kodierten Substanzbibliothek verwendet, sowie eine
neue Aufreinigungs-Methode etabliert und angewendet. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden
amphiphile Block-Copolymere eingesetzt, die in Wasser nanometergro3e hydrophobe
Reaktionsraume bilden und eine aktive katalytische Einheit tragen. Dadurch sollte der
hydrophile DNA-Barcode getrennt von dem reaktiven hydrophoben Reaktionsmedium
vorliegen und somit eine Erweiterung des chemischen Raumes ermdglicht werden. Als
katalytisch aktive Einheit wurde eine Sulfonsdure immobilisiert, um die Povarov-Reaktion, eine
Boc-Entschitzung und eine Pictet-Spengler-Reaktion an DNA-Konjugaten zu etablieren. Die
Copolymer-vermittelte Povarov Reaktion zur Synthese von DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-
cIchinolin Konjugaten konnte ohne eine Degradierung des DNA-Stranges erfolgreich mit
einem breiten Reaktandenspektrum an aromatischen Aminen und DNA-Aldehyd-Konjugaten
durchgefuhrt werden. Bei der Copolymer-vermittelte Boc-Entschutzung konnte im Vergleich
zur Povarov-Reaktion eine Depurinierung detektiert werden. Allerdings konnte diese DNA-
Zerstorung durch die Zugabe von MgCl, und die Variation der Copolymer-Struktur auf unter
10 % bei einer Produktbildung von 50 % gesenkt werden. Die Copolymer-vermittelte Pictet-
Spengler-Reaktion  konnte nur mit einem DNA-Aldehyd-Konjugat und dem
Tryprophanmethylester erfolgreich durchgefuihrt werden und war somit nicht fir eine Synthese
einer DNA-kodierten Substanzbibliothek geeignet. Um nicht nur Saure-vermittelte Reaktionen
durchfiihren zu kénnen, wurde ein Copolymer mit einem immobilisierten Palladium-Komplex
verwendet. In der Copolymer-vermittelten Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung konnte ein DNA-
Arylbromid mit diversen Boronsauren das gewunschte Produkt in guten bis sehr guten
Umsatzen ohne Degradierung des DNA-Stranges umgesetzt und somit erfolgreich etabliert
werden.

Da Proben aus chemischen Reaktionen an DNA-Konjugaten oftmals nicht ausreichend durch

die verfigbaren Methoden aufgereinigt werden konnten, wurde im weiteren Verlauf dieser
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Kurzfassung

Arbeit eine neue Aufreinigung entwickelt, basierend auf einer dispersen Festphasenextraktion.
Dabei wurde ein DNA-Einzelstrang an eine feste Agarose-Matrix gebunden. An diesen DNA-
Einzelstrang konnte ein vollstandig komplementarer aufzureinigender Gegenstrang Uber
Watson-Crick-Basenpaarung immobilisiert werden. Kontaminationen konnten somit Uber
einen Filter durch Einsatz verschiedener wassriger und organischer Losungsmittel entfernt
werden, ohne dass der DNA-Doppelstrang denaturiert wurde. Die Elution des aufgereinigten
DNA-Einzelstranges erfolgte durch die Inkubation der Matrix mit wassriger Ammoniak-L6sung,
welche anschlieend rickstandslos entfernt werden konnte. Diese etablierte Affinitats-
Aufreinigung konnte anschliel3end beispielhaft in einer Amidsynthese und einer Copolymer-
vermittelten Povarov-Reaktion angewendet werden und zeigte eine erhdhte Reinheit
gegenuber herkdmmlichen Aufreinigungs-Methoden.

SchlieRlich konnte durch die etablierten Copolymer-vermittelten chemischen Reaktionen und
der neuen Aufreinigungs-Methode eine 105.288-Mitglieder groRe DNA-kodierte
Molekilbibliothek hergestellt werden. Daflir wurde eine Synthesestrategie entwickelt, die aus
alternierenden vier Syntheseschritten und drei enzymatischen Ligationen bestand. In einer
kombinatorischen Synthese wurden die kleinen organischen Molekile Uber eine
Amidsynthese mit 24 Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren, eine Copolymer-vermittelte
Povarov-Reaktion mit 41 diversen Aminen, einer anschliel®enden Boc-Entschitzung und einer
weiteren Amidsynthese mit 107 diversen Carbonsauren synthetisiert. Durch die Verwendung
der Affinitats-Aufreinigung konnte eine deutliche Verbesserung der Reinheit, detektiert mit
Hilfe der Gel-Elektrophorese, der DNA-kodierten Molekdlbibliothek erzielt werden.

Die starke Hydrophilie des DNA-Stranges birgt Einschrankungen in der Wahl des
Lésungsmittels und somit der durchzufiihrenden chemischen Reaktion, da viele Reaktionen
nur unter Ausschluss von Wasser erfolgreich ablaufen. Daher sollten in dem letzten Teil der
Arbeit nicht-funktionalisierte amphiphile Block-Copolymere eingesetzt werden, um ein
Vermischen von DNA-Konjugaten in organischen Losungsmitteln zu ermdglichen. Eine DNA-
Sequenz wurde dafir mit dem Copolymer in Wasser gemischt, getrocknet und anschlief3end
in verschiedenen organischen Losungsmitteln versucht zu I0sen. Dabei konnte unter
Verwendung einer Fluorophor-markierten DNA eine homogen verteilte gelbe Farbung in den
organischen Losungsmitteln beobachtet werden, im Vergleich zu einem abgetrennten gelben
Pellet ohne die Verwendung des Copolymers. Durch analytische Messmethoden konnte die
Bildung von groRen Aggregaten bestimmt werden. Durch Stabilitdtsuntersuchungen der DNA
nach Inkubation mit diversen Metallsalzen und organischen Reagenzien konnte eine positive
Wirkung auf die DNA-Stabilitdt durch die Reduzierung von Wasser beobachtet werden. Die
Copolymer-DNA-Interaktion kénnte eine neue Herangehensweise fir die Durchfiihrung von

chemischen Reaktionen an DNA-Konjugaten in organischen Lésungsmitteln liefern.
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Abstract

Abstract

The combination of molecular biology methods, such as genetic encoding, selection, DNA
amplification and DNA sequencing, with combinatorial organic chemistry could enable large
collections of molecules, so-called DNA-encoded libraries, for the identification of bioactive
molecules. Here, a major challenge is the limited coverage of the chemical space due to the
necessary compatibility of the organic reactions used with the DNA barcode. Thus, strongly
acidic, or oxidizing conditions, as well as high temperatures, can lead to a loss of integrity of
the genetic encoding, making identification of bioactive molecules difficult. In addition, high
purity of the encoded library must be present to reduce the identification of false positive hits
in selection assays.

To address these challenges, amphiphilic block copolymers were used in this work for the
synthesis of a DNA-encoded compound library, and a new purification method was established
and applied. In the first part of this work, amphiphilic block copolymers were used that formed
nanometer-sized hydrophobic reaction spaces in water with an active catalytic moiety. This
way, the hydrophilic DNA barcode would be present away from the reactive hydrophobic (core)
reaction medium and allow the expansion of the chemical space. A sulfonic acid was
immobilized as the catalytically active unit to establish the Povarov reaction, a Boc deprotection
and a Pictet-Spengler reaction on DNA conjugates. The copolymer-mediated Povarov reaction
for the synthesis of DNA-tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]quinoline conjugates was successfully
carried out without degradation of the DNA strand using a broad reactant scope of aromatic
amines and DNA-aldehyde conjugates. For copolymer-mediated Boc deprotection,
degradation could be detected due to the lack of buffering effect of the amine. However, this
degradation could be reduced to below 10% with 50% product formation by adding MgCl> and
varying the copolymer structure. The copolymer-mediated Pictet-Spengler reaction could only
be successfully performed with one DNA-aldehyde conjugate and the tryprophan methyl ester,
and thus was not suitable for the synthesis of a DNA-encoded compound library. In order to
perform reactions other than those that are acid-mediated, a copolymer with an immobilized
palladium catalyst was used. In the copolymer-mediated Suzuki-Miyaura cross-coupling, a
DNA aryl bromide could be reacted with various boronic acids to give the desired product in
good to very good conversions without degradation of the DNA strand, and thus could be
successfully established.

Since samples from chemical reactions on DNA conjugates often could not be sufficiently
purified by the available methods, a new purification method was developed in this work, based
on a dispersed solid phase extraction. A DNA single strand was bound to solid agarose beads.
A fully complementary counter strand to be purified could be immobilized to this DNA single
strand via Watson-Crick base pairing. Contaminants could be removed by washing via a filter

using various aqueous and organic solvents without denaturing the DNA double strand.
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Abstract

Elution of the purified DNA single strand was performed by incubating the beads with aqueous
ammonia solution, which could subsequently be removed without leaving any residue. This
established affinity purification could then be exemplarily applied in an amide coupling reaction
and a copolymer-mediated Povarov reaction and showed increased purity compared to
conventional purification methods.

By establishing copolymer-mediated chemical reactions and a new purification method, a
105,288-member DNA-encoded molecular library (MiDEL) were produced using four chemical
synthesis steps and three enzymatic DNA ligations. The small molecule was synthesized via
an amide coupling reaction of 24 aldehyde-functionalized carboxylic acids, a copolymer-
mediated Povarov reaction with 41 diverse amines, subsequent Boc deprotection, and another
amide coupling reaction with 107 diverse carboxylic acids. The use of affinity purification
resulted in a significant improvement in the purity, detected by gel electrophoresis, of the DNA-
encoded molecular library.

The strong hydrophilicity of the DNA strand imposes limitations in the choice of solvent and
thus the chemical reaction to be carried out, since many reactions are only successful in the
absence of water. Therefore, in the last part of the work, non-functionalized amphiphilic block
copolymers should be used to allow mixing of DNA conjugates in organic solvents. For this
purpose, a DNA sequence was mixed with the amphiphilic block copolymer in water, dried,
and then attempted to dissolve in various organic solvents. Using a fluorophore-tagged DNA,
a homogeneously distributed yellow staining was observed in the organic solvents, compared
to a separated yellow pellet without the use of the copolymer. Analytical measurements
determined the formation of large aggregates. Through stability studies of the DNA after
incubation with various metal salts and organic reagents, a positive effect on DNA stability was
observed due to the reduction of water. Accordingly, this copolymer-DNA interaction may allow
chemical reactions to be carried out on DNA conjugates in organic solvents, thus expanding

the chemical space.



Einleitung

1. Einleitung
1.1 Wirkstoffforschung

Die Wirkstoffforschung beschaftigt sich mit der Entdeckung und Entwicklung neuer
Arzneimittel und ihrer Wirkmechanismen. Der Bedarf an neuen Medikamenten steigt stetig an,
was auf eine immer alter werdende Bevolkerung, eine erhdhte Nachfrage nach neuen
Medikamenten fur Erkrankungen, wie Krebs, Diabetes oder Demenz, sowie eine steigende
Resistenzbildung gegen bereits etablierte Arzneimittel, zum Beispiel Antiinfektiva und
Chemotherapeutika, zurickzufuhren ist. Zugleich wird die Erforschung neuer Medikamente
immer anspruchsvoller, da die Wirkmechanismen nicht immer bekannt oder sehr komplex
sind.['¥ Ein Wirkstoff-Kandidat, ein bioaktives Molekil, wie zum Beispiel ein Protein, Peptid
oder kleines organisches Molekil, muss die richtigen chemischen Eigenschaften besitzen und
eine erforderliche Bindungsaffinitat zu der Zielstruktur (target) aufweisen.! Dies kann eine
reversible oder irreversible Bindung zu dem Wirkstoffziel, zum Beispiel einem
pharmakologisch relevanten Protein, sein, wodurch sich dessen Funktion verandern kann.["]
Um solche bioaktiven Molekille und die zu adressierenden Zielstrukturen zu identifizieren,
werden Screening-Plattformen, wie das Hochdurchsatz-Screening (high-throughput
screening, HTS), virtuelle Screening oder Fragment-Screening, vor allem von der
pharmazeutischen Industrie angewendet.®'"! Bei dem HTS werden chemische
Substanzbibliotheken mit bis zu einigen Millionen kleiner organischer Molekile auf ihre
Aktivitdt gegen biologische Zielstrukturen durch den Einsatz von Automatisierung,
miniaturisierten Assays und einer anschlieRenden Datenanalyse untersucht (Abbildung 1a).
Die Durchfuhrung eines HTS erfordert eine Infrastruktur, die das Lagern der Millionen kleinen
Molekiile, sowie eine einzelne automatische Testung dieser Moleklile ermdglicht, weshalb
diese Technologie sehr Kosten- und Zeitaufwandig und somit nur fir grof3e pharmazeutische
Unternehmen verflgbar ist.['2'3 Zudem sind oftmals viele stérende Verbindungen (z.B. pan-
assay interference compounds, PAINS) in solchen Substanzbibliotheken enthalten, welche
wiederum zu falsch-positiven Treffern (Hits) fihren.l'*'®1 Daher besteht die Notwendigkeit
nach alternativen Screening-Technologien fiir die Identifizierung von bioaktiven Molekilen.
Eine solche alternative Technologie stellt die Identifizierung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit Hilfe des 1985 vorgestellten Phagen-Displays dar (Abbildung 1b). Auf
der Oberflache von Bakteriophagen kdnnen verschiedene Proteine exprimiert werden.
AnschlieBend kann jedes dieser Proteine kodiert werden, indem eine DNA-Sequenz in die
Bakteriophagen eingefugt wird, was die Identifikation einzelner Proteine innerhalb einer
grofen Bibliothek ermoglicht. Im Gegensatz zum HTS kann daher die gesamte Protein-
Bibliothek in einem Experiment gegen ein Zielprotein getestet werden. Dabei wird die Protein-
Bibliothek mit einem auf einer Oberflache immobilisierten Protein gemischt, inkubiert und

anschlielend werden die nicht-bindenden Proteine herausgewaschen.
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Abbildung 1: Screening-Plattformen flr die Identifizierung von bioaktiven Molekilen: a) Hochdurchsatz-Screening;
b) Phagen-Display.

Die bindende Bakteriophage wird gespalten und die DNA-Sequenz, die das bindende Protein
kodiert, kann vervielfaltigt und ausgelesen werden.'""-2%l Diese Vervielfaltigung wurde durch
die Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) im Jahre
1985 durch Dr. Kary Banks Mullis ermdglicht. Dabei kann eine sehr geringe Menge an DNA
mittels einer DNA-Polymerase und sich wiederholenden Zyklen an Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation exponentiell vervielfaltigt werden.?*! In Analogie zu der
Methode des Phagen-Displays wurde von Lernerund Brenner 1992 die Technologie der DNA-
kodierten chemischen Substanzbibliothek (DNA-encoded chemical library, DEL) vorgestellit.
Dabei sollte die Vielfalt an chemischen Verbindungen mit der genetischen Kodierung
kombiniert werden, um eine leistungsfahigere und vielseitigere Technologie fir die
Wirkstoffsuche zu schaffen.?5261 Wie bei dem Phagen-Display, sollte ein kleines Molekiil, der
Phanotyp, tUber eine DNA-Markierung, den Genotyp, kodiert werden, wodurch die Mdglichkeit
besteht, die Molekile in einer grolRen Bibliothek zu vereinen (poolen) und in einem
Selektionsexperiment gegen ein Protein, gebunden an einer Oberflache, zu testen.
Anschlielend sollte auch hier die DNA-Sequenz der gebundenen kleinen Molekile an das
Zielprotein vervielfaltigt und ausgelesen werden, um das gebundene Molekil, den Hits, zu
identifizieren.[®26-2%1 Diese Idee wurde 1993 von Janda et al. und Gallop et al. durch die

Synthese von Peptidbibliotheken auf einer festen Phase realisiert.l*%3"
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Dabei wurden Kigelchen (beads) mit zwei Linkern versehen, welche mit Hilfe einer
kombinatorischen Synthesestrategie mit einem Aminosaurebaustein und einem DNA-
Nukleotid modifiziert werden konnten, wodurch eine grof3e Anzahl von Verbindungen erhalten
werden konnte.B%3 Durch die im Jahr 1995 entwickelte kombinatorische enzymatische
Ligation von DNA-Sequenzen konnte das Molekdl Gber einen Linker direkt an den DNA-Strang
angebracht werden und kodiert werden, ohne eine feste Phase zu verwenden.?

Heutzutage wird die Technologie der DNA-kodierten chemischen Substanzbibliotheken
sowohl von der pharmazeutischen Industrie als auch von akademischen Arbeitsgruppen

verwendet.[33-36]

1.2 DNA-kodierte chemische Molekiilbibliotheken

Die von Lerner und Brenner vorgeschlagene Technologie der DNA-kodierten chemischen
Substanzbibliotheken (DEL) hat in den letzten 15 Jahren mehr und mehr an Interesse und
Aufmerksamkeit gewonnen. Es wurden von der Industrie als auch von Arbeitsgruppen aus der
Akademie neue Synthesemethoden einer Substanzbibliothek, verschiedene Screening-
Experimente, sowie auch Methoden fir eine effiziente Hit-Validierung vorgestellt, die im
Folgenden naher beschrieben werden. Dabei wurden viele Chancen aber auch

Herausforderungen dieser Technologie identifiziert.®2°!

1.2.1.Synthese einer DNA-kodierten Molekulbibliothek

Eine DNA-kodierte Substanzbibliothek besteht aus chemisch synthetisierten Molekdlen,
welche kovalent an einen DNA-Strang gebunden sind. Jeder in der chemischen Synthese
verwendete Molekulbaustein wird Uber einen individuellen DNA-Barcode, bestehend aus
unterschiedlichen Abfolgen der vier Nucleobasen, beschrieben (siehe Abbildung 2a). Durch
diese Markierung der einzelnen Bausteine kénnen die synthetisierten DNA-MolekUil-Konjugate
in lediglich einem kleinen Reaktionsgefall gelagert und simultan in einem Screening-
Experiment verwendet werden.

Um eine solche Molekilbibliothek aufzubauen, wurden verschiedenste Techniken, wie die
kombinatorische  Split-and-Pool-Synthese, die DNA-templated  chemistryt®°  der
yoctoReactor®” 4, die encoded solid-phase chemistry*?>4 das DNA-encoded self-
assembling (ESAC)*, sowie das DNA-routing®*647! entwickelt. Die in der Literatur bevorzugte
Synthese einer DEL ist die Split-and-Pool-Synthese (siehe Abbildung 2b).[26:34.354849 Dgpej
beginnt die Synthese in der Regel mit einem kurzen einzel- oder doppelstrangigen DNA-
Oligonukleotid (headpiece), welches einen chemischen Linker besitzt, um das kleine Molekdl
zu binden.’**!  Oftmals wird eine Polyethylenglykol-Kette mit einer endstandigen

Aminogruppe als Linker verwendet.
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Abbildung 2: Darstellung eines a) DNA-kodierten Molekils und b) zwei Zyklen der Synthese einer DNA-kodierten
Molekilbibliothek nach dem Split-and-Pool-Ansatz mit alternierenden enzymatischen Ligations- und chemischen
Syntheseschritten.

Die chemische Synthese und die enzymatische Ligation zum Aufbau des DNA-Barcodes
erfolgen anschlie®end in sich wiederholenden Aufteilen- (Split) und Vermischen-Zyklen (Pool).
Dabei wird das DNA-Startmaterial in so viele Reaktionsgefalle aufgeteilt, wie auch
Molekullbausteine verwendet werden sollen. In diesen Reaktionsgefallen kann anschlieend
die chemische Synthese durchgeflihrt werden, wobei der Molekiilbaustein an den Linker des
DNA-Oligonukleotids bindet. Dieses Zwischenprodukt kann, z.B. durch eine ethanolische
Fallung, aufgereinigt werden und fur die enzymatische Ligation verwendet werden. Dabei wird
der jeweilige Barcode zu dem entsprechenden Molekulbaustein durch die Verwendung von T4
DNA-Ligase an das DNA-Oligonukleotid ligiert. Je nach Kodierstrategie kann eine Ligation
Uber sticky-ends von doppelstrangiger DNA oder Uber eine Splint-Ligation von einzelstrangiger
DNA erfolgen.?*38501 |m Anschluss an die Ligation kénnen die kodierten DNA-Produkte
vermischt werden. Diese Mischung kann nun fir den nachsten Zyklus verwendet werden,
wodurch der chemische Raum des kleinen Molekils Uber die chemische Synthese erweitert
und der dazugehorige DNA-Barcodes mittels einer enzymatischen Ligation verlangert werden
kann. Mit dieser Methode kann beispielsweise in drei kombinatorischen Zyklen unter
Verwendung von jeweils 100 Molekulbausteinen pro Zyklus eine BibliotheksgrofRe von

1.000.000 Mitgliedern (iber ein exponentielles Wachstum aufgebaut werden.%51
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Abbildung 3: Schematische Darstellung verschiedener Synthesen einer DNA-kodierten Molekiilbibliothek.

a) DNA-templated synthesis; b) DNA-encoded self-assembling; c) dynamic self-assembling; d) yoctoReactor; e)
DNA-routing; f) DNA-encoded solid phase synthesis.

Die Synthese einer DEL nach dem DNA-templated-Verfahren, beruht auf der Verwendung
einer einzelstrangigen DNA-Vorlage (template), welche bereits zu Beginn der Synthese alle
endgultigen Barcodes der Bibliotheksmitglieder enthalt (siehe Abbildung 3a). Diese DNA-
Vorlage enthélt ebenfalls eine reaktive Gruppe, an der die chemische Synthese durchgefuhrt
werden kann und die Molekulbausteine angebaut werden konnen. Die reaktiven
Molekulbausteine werden Uber einen spaltbaren Linker an kurze einzelstrangige DNA-
Oligonukleotide gebunden, welche komplementar zu der DNA-Vorlage sind (Anticodon).



Synthese einer DNA-kodierten Molekiilbibliothek

Beim Mischen mit den DNA-Vorlagen kénnen die kurzen Molekil-DNA-Oligonukleotide mit
dem Vorlagen-DNA-Strang hybridisieren und die reaktiven Molekilbausteine kdnnen
reagieren. Anschlielend kann der Linker zwischen dem Molekilbaustein und dem kurzen
DNA-Oligonukleotid gespalten werden, wodurch das Produkt des ersten Synthesezyklus
freigesetzt wird und eine weitere funktionelle Gruppe flr den nachsten Synthesezyklus
entsteht.’®% Der Vorteil dieser Synthese beruht auf der erhohten effektiven Molaritat der
DNA-markierten Molekilbausteine durch die DNA-Hybridisierung.®? Dadurch kdnnen
gleichzeitig viele unabhangige Reaktionen in einer hochselektiven Weise ablaufen, da nur
Produkte miteinander reagieren, welche an komplementdre DNA-Sequenzen gebunden
sind.B¥ Allerdings stellt die Notwendigkeit, firr jedes Bibliotheksmitglied eine individuelle DNA-
Vorlage herzustellen, eine erhebliche Hirde flr die breite Anwendung dar.164854 Eine weitere
Technik, die sich die DNA-Hybridisierung zu Nutze macht, ist die DNA-encoded self-
assembling Synthese (siehe Abbildung 3b). Bei dieser Synthesestrategie werden kleine
Molekilfragmente gebunden an eine einzelstrangige DNA-Sequenz verwendet. Diese DNA-
Sequenz besteht aus einer Hybridisierungsregion und einer Kodierungsregion. Nach einer
Vermischung der DNA-Molekiil-Konjugate hybridisieren die entsprechenden Regionen auf
kombinatorische Weise unabhangig von der kodierenden Region. Bei dieser
Synthesestrategie reagieren die Molekile nicht miteinander, weshalb eine duale
Pharmakophor-Substanzbibliothek vorliegt.?3485%% Das gleiche Prinzip wird ebenfalls bei der
dynamic self-assembling Molekulbibliothek angewendet (siehe Abbildung 3c). Hierbei ist der
Hybridisierungsbereich allerdings kirzer und bildet somit instabilere DNA-Doppelstrange aus.
Dadurch kommt es zu einem dynamischen Austausch der Molekiilfragmente. %6571

Die yoctoReactor-Technologie nutzt ebenfalls die Selbstorganisation von DNA-
Oligonukleotiden, um DNA-gebundene Molekilbausteine zusammenzubringen und eine
hocheffiziente kombinatorische Synthese zu ermdglichen (siehe Abbildung 3d). Daflir werden
die Molekulbausteine kovalent Uber einen spaltbaren Linker (mit Ausnahme von einem nicht-
spaltbaren Linker) an ein DNA-Oligonukleotid gebunden. Dieses besteht aus
selbstkomplementaren spezifisch flir den Molekilbaustein kodierenden Regionen und einer
nicht variablen Region, welche fir die Bildung des yoctoReactors verantwortlich ist. Bei der
Synthese der Substanzbibliothek werden die DNA-Molekil-Konjugate schrittweise
zusammengefihrt. Die komplementaren Regionen hybridisieren, wodurch eine raumliche
Nahe zwischen den Molekulbausteinen entsteht und die chemische Reaktion ablaufen kann.
Die beiden DNA-Strange werden aneinander ligiert. AnschlieBend kann das
Reaktionsgemisch mit Hilfe einer Gel-Aufreinigung von nicht umgesetzten Substraten entfernt
werden und die Bindung des spaltbaren Linkers kann gebrochen werden. Durch Wiederholung

dieser Schritte kann die Molekdilbibliothek aufgebaut werden.B741



Synthese einer DNA-kodierten Molekiilbibliothek

Die DNA-routing-Strategie, entwickelt von Pehr B. Harbury und David Halpin, kombiniert die
DNA-Hybridisierung mit der Split-and-Pool-Strategie, unter Verwendung einer festen Phase
(siehe Abbildung 3e). Es wird ein langes einzelstrangiges DNA-Templat mit kodierenden
Regionen und einer reaktiven Gruppe, beispielsweise einem primaren Amin, hergestellt.
Einzelne kodierende Regionen hybridisieren an komplementare DNA-Sequenzen, welche
kovalent an einer Oberflache gebunden sind. Dadurch kommt es zu einer Auftrennung des
DNA-Templats nach der kodierenden Region. Anschliefend konnen an der reaktiven
funktionellen Gruppe die Molekillbausteine gebunden werden. Das DNA-Templat mit dem nun
gebundenen Molekll kann von der Oberflache entfernt werden und steht fir den nachsten
Synthesezyklus zur Verfligung.[#647]

Basierend darauf wurde die DNA-encoded solid-phase-Synthese entwickelt (sieche Abbildung
3f). Dabei wurde die parallele Synthese von kleinen Molekilen mit einer enzymatischen
Ligation von ungeschitzten kodierenden doppelstrangigen DNA-Oligonukleotiden unter
Verwendung einer festen Phase kombiniert. An eine feste Phase wurde ein bifunktioneller
Linker gebunden, um einerseits die chemische Synthese und andererseits die enzymatische

Ligation durchfiihren zu konnen.#2-44
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1.2.2.Selektion einer DNA-kodierten Molekiilbibliothek

Die unterschiedlich hergestellten DNA-kodierten Molekilbibliotheken kdnnen gegen
Zielstrukturen, z.B. Proteine, zur Selektion von moglichen Bindern getestet werden. Dabei
kann die komplette DNA-kodierte Substanzbibliothek in nur einem Experiment gegen ein
Protein der Wahl (protein of interest, POI) auf die Affinitat der einzelnen Bibliotheksmitglieder
hin untersucht werden. Das am haufigsten verwendete Selektionsverfahren beruht auf einem
Affinitats-basierten Selektionsassay und verlauft ahnlich wie die Phagen-Display-Technologie
(siehe Abbildung 4a).B% Das Protein der Wahl wird auf einem festen Trager, wie
biokompatibles Harz oder magnetische Kugelchen, immobilisiert. Dabei werden die Proteine
haufig durch eine Biotinylierung oder eine Polyhistidin-Markierung substituiert, um eine
Bindung zu der festen Phase zu ermoglichen.®™® AnschlieRend kann die DNA-kodierte
Substanzbibliothek mit dem gebundenen Zielprotein inkubiert werden und
Bibliotheksmitglieder kbnnen an das Protein binden. Nicht-bindende Molekule kdnnen durch
wiederholte Waschschritte von dem Protein entfernt werden, um so die bindenden Moleklle
anzureichern. Diese verbliebenen Bibliotheksmitglieder kénnen anschlieRend, beispielsweise
durch eine Hitzedenaturierung des Zielproteins, eluiert werden. AnschlieRend kénnen die
DNA-Sequenzen Uber eine Polymerase-Kettenreaktion vervielfaltigt und sequenziert werden.
Die Rohdaten der Sequenzierung werden fir alle Barcode-Kombinationen und ihre jeweiligen
kodierten Moleklle ausgewertet. So spiegelt die Anzahl der Zahlungen eines jeden
Bibliotheksmitglieds seine Retention auf dem gebundenen Zielprotein und seine Anreicherung
gegentber dem Hintergrund wider. Die Selektionsergebnisse koénnen anschliefend
rechnerisch und grafisch ausgewertet werden.[8.26:28.29]

Damit die Selektion der DNA-kodierten Substanzbibliothek erfolgreich verlauft, muss die
Grole der DEL, sowie die Qualitat berlcksichtigt werden. Mit zunehmender Bibliotheksgroie
sind die einzelnen Mitglieder zunehmend verdinnt, wodurch eine abnehmende Anreicherung
erhalten wird. Dadurch kénnen Binder mit einer mittleren und niedrigen Affinitat zu dem
Zielprotein erschwert entdeckt werden. Des Weiteren fuhrt die Immobilisierung des
Zielproteins eventuell zu einer veranderten Konformation, wodurch sich die Bindung der
Molekdile an das Zielprotein verandert.?”¢% Um diese Nachteile zu minimieren, wurden weitere
Verfahren, wie die interaction-dependent PCR (IDPCR)®", das DNA-programmed affinity
labeling (DPAL)®%283 oder das binder trap enrichment (BTE )P entwickelt.

Bei der interaction-dependent PCR (IDPCR) kann die Bindung zwischen komplexen
Gemischen von DNA-markierten Zielproteinen und Mitgliedern einer DEL analysiert werden
(siehe Abbildung 4b). Die Annaherung eines Bibliothekmitglieds an ein DNA-markiertes
Zielprotein fuhrt zur Hybridisierung der DNA-Strange und zur Bildung einer Haarnadelstruktur,
wodurch nach Primerverlangerung und DNA-Amplifizierung sowohl das Bindungsmolekdl, als

auch das Zielprotein identifiziert werden kann.6"
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Abbildung 4: Schematische Darstellung verschiedener Selektions-Verfahren zur Identifizierung von Hit-Strukturen
einer DNA-kodierten Molekdlbibliothek gegen ein Protein (hier: PDB-Code: 6QFL).

a) Affinitats-basierter Selektionsassay; b) interaction-dependent PCR; c) DNA-programmed affinity labeling; d)
binder trap enrichment.

Eine weitere Methode ist das DNA-programmed affinity labeling (DPAL), wobei das Zielprotein
weder modifiziert noch immobilisiert werden muss (siehe Abbildung 4c). Bei diesem Ansatz
wird ein  DNA-Oligonukleotid mit einer 5°-Azidophenyl-Photovernetzungseinheit
(photocrosslinking-DNA, PC-DNA) durch eine komplementare Region mit der
Molekulbibliothek hybridisiert. Durch die anschliefende Bindung eines dieser Molekule an das
Zielprotein wird die photochemische Gruppe in die Nahe des Proteins gebracht und durch

Bestrahlung an ebendieses kovalent gebunden.
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Dieser kovalente Komplex kann anschlieRend durch Gelelektrophorese oder durch einen
Nuklease-Verdau von nicht gebundenen Konjugaten isoliert werden, da nur der DNA-Barcode
von nicht-gebundenen Konjugaten zerstort wird.[®l Durch die photoreaktive Gruppe kénnen
schwache Wechselwirkungen zwischen dem DNA-Konjugat und dem Zielprotein stabilisiert
und damit auch Mitglieder der Bibliothek mit einer niedrigeren Affinitat identifiziert werden.©

Ein weiteres Verfahren ist das binder trap enrichment (BTE) (siehe Abbildung 4d). Dabei wird
das Zielprotein mit einer DNA-Markierung versehen. Die DNA-kodierte Molekulbibliothek wird
mit dem DNA-markierten Zielproteinen in einer Wasser-Ol-Emulsion vermischt. Diese
Emulsion wird verdinnt, wobei das gebundene DNA-Molekil mit dem Zielprotein in
Emulsionstropfchen eingeschlossen wird. Die DNA des Zielproteins wird an die DNA des
gebundenen Moleklls der DEL ligiert und kann anschliefend Uber die PCR amplifiziert
werden. Uber die Sequenzierung des DNA-Stranges kann das gebundene Molekiil bestimmt
werden.37:64]

Diese verschiedenen Selektionsmethoden werden stetig weiterentwickelt und es werden nicht
nur aufgereinigte einzelne Proteinen verwendet, sondern auch in-vivo-Experimente

durchgefihrt.[65-69

1.2.3.Hit-Strukturen aus DNA-kodierten Molekilbibliotheken

In den letzten 5 Jahren wurden mehrere Trefferverbindungen, sogenannte Hits, durch die
Selektion von DNA-kodierten Substanzbibliotheken an Zielstrukturen identifiziert. In diesem
Kapitel werden einige Beispiele fur Hit-Strukturen aus DNA-kodierten Substanzbibliotheken

vorgestellt (sieche Abbildung 5).
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Abbildung 5: Beispiele fir Hit-Strukturen identifiziert aus Selektionsexperimenten von DNA-kodierten
Substanzbibliotheken.

10



Hit-Strukturen aus DNA-kodierten Molekdilbibliotheken

Die Arbeitsgruppe Lefkowitz entdeckten einen negativen allosterischen Modulator 1 fir den
B2>-Adrenozeptor, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, durch ein in-vitro affinity-based
Selektionsassay einer DNA-kodierten Substanzbibliothek von Nuevolution (siehe Abbildung
5). Dabei wurde die Bindungsstelle des natlrlichen Liganden Noradrenalin blockiert, um
Verbindungen zu identifizieren, die an eine allosterische Bindungsstelle binden. In der Tat
hatte sich gezeigt, dass der Hit an einer allosterischen Bindungsstelle an den Rezeptor bindet
und mehrere Rezeptorfunktionen negativ moduliert.[’®

Richter et al. fuhrten ein DEL-Selektionsexperiment mit der Discoidin Domain Rezeptor 1
(DDR1)-Kinase und einer mehrere Milliarden grof3en Molekulbibliothek durch. Diese Kinase ist
ein wichtiger Rezeptor bei chronischen Nierenerkrankungen. Die gefundene Hit-Struktur 2
wurde optimiert und lieferte einen potenten DDR1-Inhibitor, welcher eine sehr gute Kinom-
Selektivitdt und gute physikochemische und pharmakokinetische Eigenschaften aufweist
(siehe Abbildung 5).'"1 DNA-kodierte Bibliotheken mit einer &hnlichen GroRe wurden
erfolgreich auf synthetischen G-Quadruplex-DNA-Oligonukleotiden getestet und lieferten die
Hit-Struktur 3 (siehe Abbildung 5). Dabei konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass bei
dieser Technologie die Zielstruktur Gber Proteine hinaus erweitert werden kann.l’?
DNA-kodierte Substanzbibliotheken, die in akademischen Einrichtungen synthetisiert werden,
sind in der Regel sehr viel kleiner und auf Proteinklassen ausgerichtet. Eine DNA-kodierte
Molekulbibliothek mit 58.000 kodierten Mitgliedern wurde von der Arbeitsgruppe Franzini fur
NAD-abhangige Proteine getestet. Sie lieferte unter anderem den PARP15-Inhibitor 4 (siehe
Abbildung 5).1"%

Bis heute wurden allerdings nur wenige der aus DNA-kodierten Bibliotheken stammenden Hit-

Strukturen zu klinischen Kandidaten weiterentwickelt.[4-76l
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1.2.4.Herausforderungen im Bereich DNA-kodierter
Molekiilbibliotheken

Um erfolgreich bioaktive Molekile aus einem Selektionsexperiment mit einer DNA-kodierten
Molekulbibliothek zu identifizieren, ist der erfasste chemische Raum, sowie die Qualitat der
DEL von groRRer Bedeutung. Dies ist abhangig von den verwendeten chemischen Reaktionen
und der Auswahl der Molekiilbausteine wahrend der Bibliothekssynthese.?”! Dabei miissen die
chemischen Reaktionen wahrend der DEL-Synthese aufgrund der verwendeten DNA-
Sequenz wasservertraglich, robust gegenlber einem breiten Spektrum an Substraten und gut
definierte Produkte mit hohen Umsatzen liefern. Idealerweise sollten dabei leicht verfligbare
Ausgangsmaterialien verwendet werden. Dabei missen die Molekilbausteine fur die ersten
Syntheseschritte einer DEL bi- oder tri-funktionell sein mit orthogonalen funktionellen Gruppen
oder Schutzgruppen, um nach einem Syntheseschritt einen weiteren Synthesezyklus Uber die
weitere vorhandene funktionelle Gruppe anschlielRen zu kdnnen. Der letzte Syntheseschritt
erfordert demnach nur monofunktionale Molekulbausteine.

Als chemische Reaktionen werden dabei vor allem Carbonylreaktionen, wie die Bildung von
Amidbindungen, reduktive Aminierungen, nukleophile Substitutionen von aromatischen und
aliphatischen Halogeniden und C(sp?)-C(sp?)-Kreuzkupplungsreaktionen durchgefihrt. Dies
liegt vor allem an der breiten Auswahl an Molekulbausteinen, sowie an den milden
Reaktionsbedingungen. Dabei ist die Amidsynthese eine der am haufigsten verwendeten
Reaktionen der DEL-Synthese, wobei oft auf Fmoc-geschutzte natirliche und nicht-naturliche

Aminosauren als Molekuilbausteine zuriickgegriffen wird (siehe Abbildung 6a).3%77.78l

2 HONHF
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NH ) ﬂsg @m@.r W H : ]\ > > ; NH N c
m ’ Am|dsynthese f k NHZ Mmp Y@\H NH
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3) Kodierung
b) NHFmoc o
Ho\lr{ :] B(OH)
2
Ha H, OH
Gy 0 , TEI > > mo s
. » » ( y?
1) Amidsynthese g Hal Suzuki-Miyaura- Amidsynthese SR
2) Entschitzung Kreuzkupplung
3) Kodierung
c) NO, ’ ,
NH (e ORUGAINE G N
i NH ._ 2 (o] N
o Nukleophile Kondensation

Substitution N=
o

Abbildung 6: Darstellung haufig verwendeter chemischer Reaktionen zum Aufbau von DNA-kodierten
Substanzbibliotheken (Hal = Halogenid).

Um die strukturelle Diversitat einer DEL zu steigern, wurden dicht funktionalisierte
Geruststrukturen als Ausgangspunkte fir die DEL-Synthese verwendet.[’98%
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Herausforderungen im Bereich DNA-kodierter Molekiilbibliotheken

Deng et al. verwendeten ein trifunktionelles Gertst mit einem Fmoc-geschitzten Amin, einer
Carbonsaure und einem Aryliodid. Mit einer anschlieRenden Palladium-katalysierten Suzuki-
Reaktion konnte das Aryliodid mit verschiedenen Boronsauren zu Biarylen umgesetzt werden
und eine etwa 35 Millionen grof’e DEL mit Hilfe der Split-and-Pool-Synthese hergestellt
werden (siehe Abbildung 6b)."

Die Synthese von heterozyklischen Geriststrukturen an DNA-Konjugaten wurde erstmal von
Satz et al. beschrieben. Dabei wurde die Synthese von Imidazolinon-, Chinazolinon- und
Imidazopyridin-Gerusten vorgestellt und eine DEL mit einem Benzimidazol-Gerust aufgebaut
(siehe Abbildung 6c¢).8283 Auch weitere Reaktionen, wie die Diels-Alder-Reaktion®!, eine
Zirkonium(IV)-katalysierte Epoxidoffnung!®! und eine Ruthenium-katalysierte
Ringschlussmetathese® wurden flr die DEL-Synthese vorgestellt.

Bei der Reaktionsentwicklung muss bekanntlich die Reaktivitat der DNA berucksichtig werden.
Dabei sind vor allem saure Reaktionsbedingungen zu vermeiden, da ein niedriger pH-Wert zu
einer Depurinierung, also einer Abspaltung der Purin-Basen, fuhrt. Dabei erfolgt eine
hydrolytische Spaltung der glykosidischen Bindung zwischen dem N9-Atom der Purin-Base
und dem anomeren C1‘-Atom der Desoxyribose-Einheit (siehe Abbildung 7a).l":88 Sollten
Purin-Basen von dem DNA-Barcode wahrend der DEL-Synthese abgespalten worden sein, so
liegt der DNA-Barcode nicht mehr intakt vor und es kann zu einem falschen Auslesen der
DNA-Sequenz kommen und somit zu einer falschlich identifizierten Hit-Struktur. Zudem sind
héhere Konzentrationen von Metallionen in Kombination mit einer hohen Temperatur fir die
DNA-Sequenz schadlich, sowie auch die Verwendung von starken Nukleophilen oder

Oxidationsmitteln (siehe Abbildung 7).18%-91]
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Abbildung 7: Ausgewahlte DNA-Degradierungen verursacht durch verschiedene Reaktionsbedingungen.
a) Depurinierung; b) Desaminierung; ¢) Hydrolyse des Phosphatriickgrats; d) Schadigung durch oxidative Radikale;

€) Thymin-Dimerisierung; f) nukleophiler Angriff.
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Herausforderungen im Bereich DNA-kodierter Molekilbibliotheken

In den letzten 10 Jahren wurde nach Methoden gesucht, um die chemische Stabilitat der DNA-
Barcodes zu steigern und somit neue chemische Reaktionen an DNA-Konjugaten zu
entwickeln und den chemischen Raum von DNA-kodierten Substanzbibliotheken zu erweitern.
Die Arbeitsgruppe Brunschweiger entwickelte neue chemische Reaktionen auf DNA-
Konjugaten, welche kovalent an eine feste Phase (controlled pore glass, CPG) gebunden sind.
Dabei liegt der DNA-Strang geschitzt vor und es kdnnen sowohl wassrige Lésungsmittel als
auch organische Lésungsmittel verwendet werden. Zudem ist es auch méglich, die chemische
Reaktion unter trockenen Bedingungen ablaufen zu lassen. Gestartet wurde dieses Projekt mit
der Entwicklung der ,hexT“-Adaptersequenz. Dabei handelt es sich um eine DNA-Sequenz,
bestehend aus sechs aufeinanderfolgenden Thymin-Basen. Thymidin stellte sich von allen
Nukleotiden als das chemisch stabilste heraus. Durch diese Adapter-Sequenz auf der festen
Phase kann ein Zugang zu einer breiten Auswahl an Grundstrukturen in dem ersten Schritt
der DEL-Synthese erhalten werden. Es konnte die Synthese von B-Carbolinen, Pyrazolinen
und Pyrazolen (ber Saure- und Gold-katalysierte Reaktionen gezeigt werden (siehe
Abbildung 8a, b). AnschlieBend kann das DNA-Produkt von der festen Phase abgespalten
werden und Uber die hexT-Adapter-Sequenz konnen DNA-Barcodes ligiert werden.[9223 Mit
dieser Strategie konnte eine DNA-kodierte Substanzbibliothek auf Basis der Ugi-4-
Komponenten-Reaktion hergestellt werden und ein MDM2-Binder, sowie ein TEAD-YAP-
Inhibitor entdeckt werden (siehe Abbildung 8c).[**! Es konnte zudem bei einem Screening mit
Metallsalzen und Organokatalysatoren festgestellt werden, dass eine DNA-Sequenz
bestehend aus Thymin und Cytosin ahnlich chemisch stabil ist, wie die hexT-Sequenz. Die
Guanin-Base war hingegen am labilsten gegenlber diesen Reagenzien.® Das Wissen Uber
die Reaktivitat der Nukleotide wurde in eine Kodierstrategie von einer hexT-Adapter-Sequenz
zu einem ATC-Barcode weiterentwickelt und es konnten weitere Reaktionen auf der festen
Phase, wie die Castagnoli-Cushman Reaktion und Isocyanid-basierte Multikomponenten-
Reaktionen, etabliert werden (siehe Abbildung 8d, €).°¢%1 Da auch hier teilweise eine
Degradierung der DNA-Sequenz auftrat, wurden die Basen Adenin und Guanin chemisch zu
7-Deazaadenin (A*) und 8-Aza-7-Deazaguanin (G*) modifiziert, um die Depurinierung zu
reduzieren (Abbildung 8f, g). Die zentralen Prozesse flr die Aktivitat einer DECL, wie die
enzymatische Ligation, die Vervielfaltigung mittels PCR, sowie die Sequenzierung der DNA-
Sequenz verliefen ahnlich, wie die einer nattrlichen DNA-Sequenz. Der modifizierte 3-Basen-
DNA-Barcode (A*TC) wurde erfolgreich fur Sdure-katalysierte Reaktionen, wie die Pictet-

Spengler-Reaktion oder die Biginelli-Reaktion eingesetzt (siehe Abbildung 8h).[°8:°9
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Abbildung 8: Auswahl verschiedener chemischer Reaktionen an DNA-Konjugaten gebunden an eine feste Phase
(CPG) unter Verwendung verschiedener DNA-Sequenzen.

a) Pyrazolin-Synthese; b) Pictet-Spengler-Reaktion; c¢) Ugi-4-Komponenten-Reaktion; d) Castagnoli-Cushman-
Reaktion; e) Ugi-Azid-4-Komponenten-Reaktion; f) Struktur der Base Adenin (A) und der modifizierten Base 7-
Deazaadenin (A*); g) Struktur der Base Guanin (G) und der modifizierten Base 8-Aza-7-Deazaguanin (G*); h)
Biginelli-Reaktion.

Ein weiterer Ansatz, um neue chemische Reaktionen auf DNA-Startmaterialien zu etablieren,
war die reversible Immobilisierung der DNA-Konjugate auf einer festen Phase. Dadurch
konnten chemische Reaktionen in organischen Lésungsmitteln durchgefihrt werden und somit
die Auswahl an chemischen Reaktionen erweitert werden. So konnten Flood et al. die DNA
reversibel an ein starkes Anionenaustauscherharz aus Polystyrol mit einer quaternaren
Ammonium-Komponente binden und eine decarboxylierende Kreuzkupplung, eine
elektrochemische Aminierung, sowie eine reduktive Aminierung durchfihren (siehe
Abbildung 9a).['%
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Herausforderungen im Bereich DNA-kodierter Molekilbibliotheken

Ruff et al. verwendete einen kationischen unldslichen Trager auf Polyethylenglykol-Basis, um
die DNA-Startmaterialien reversibel zu binden. Dadurch wurde die Synthese von gesattigten
Heterozyklen Uber das Zinn (Sn) Amin-Protokoll (SnAP), sowie eine Metallphotoredox

decarboxylierende Kreuzkupplung moglich (siehe Abbildung 9b).['0"]
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Abbildung 9: Ausgewahlte chemische Reaktionen auf DNA-Konjugaten mit einer Immobilisierung der DNA auf
Anionenaustauschharzen.

Wie bereits oben erwahnt, spielt nicht nur der chemische Raum eine grof3e Rolle fur die
erfolgreiche Selektion einer DNA-kodierten Substanzbibliothek, sondern auch die Qualitat der
DEL. Dabei ist nicht nur die Qualitat der Kodierung, wie die Unversehrtheit und Lesbarkeit des
DNA-Barcodes, relevant, sondern auch die chemische Qualitat, wie die Produktausbeute und
die Reinheit nach einer chemischen Reaktion. Ein wichtiger Punkt dabei ist die Aufreinigung
von Zwischenprodukten wahrend der DEL-Synthese. Da bei der Durchfihrung von
chemischen Reaktionen auf DNA-Konjugaten haufig grole Uberschiisse an Reagenzien und
Salzen verwendet werden, sollten diese nach der erfolgten Reaktion entfernt werden, um nicht
negativ in den nachsten Synthesezyklus, oder Ligationszyklus eingreifen zu kénnen. Auch
nicht umgesetzte DNA-Sequenzen nach einer enzymatischen Ligation kénnen im Laufe der
DEL-Synthese storen. Die haufigste Aufreinigung, die in der DEL-Gemeinschaft angewendet
wird, ist die ethanolische Fallung. Bei der ethanolischen Fallung wird zu der DNA-Probe kaltes
Ethanol hinzugegeben und bei niedrigen Temperaturen gelagert (-80 °C). Oft werden auch
Salze hinzugeflgt, um den Fallungsprozess zu beschleunigen und die Wiedergewinnung an
DNA zu erhéhen. Dabei fallt die DNA als weilder Feststoff aus. Die Probe kann anschliel3end
zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und das Pellet getrocknet werden. Das getrocknete
DNA-Pellet kann anschlie®end in Wasser oder Puffer wieder aufgenommen werden. Die
Arbeitsschritte dieser Aufreinigung sind leicht durchzufiihren und es ist auf alle DNA-Strange
universell anwendbar. Der Nachteil dieser Methode ist, dass auch in Ethanol schwer-losliche
Stoffe, wie zum Beispiel Reagenzien aus der durchgeflihrten Reaktion oder zugesetzte Salze,
mit der DNA ausfallen und co-kristallisieren kdnnen und somit als Kontamination in die Analytik

oder in den nachsten Reaktionsschritt eingetragen werden.®34
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Herausforderungen im Bereich DNA-kodierter Molekiilbibliotheken

Die Ausfallung ist ein parallelisierbarer Prozess, welcher aber aufgrund der unterschiedlichen
Loslichkeit von Oligonukleotiden in Ethanol-Wasser-Gemischen zu Materialverlusten fihren
kann.l'92193 Dar(iber hinaus gestaltet sich das Automatisieren der ethanolischen Fallung
aufgrund der Kihlung bei -80 °C und der Zentrifugation als schwierig.

Eine weit verbreitete Methode ist auch die lonenaustauschchromatographie. Dabei bindet die
DNA reversibel an eine feste Phase und ermdglicht dadurch eine Entfernung tberschissiger
Reagenzien durch einfache Waschschritte Uber einen Filter. Jedoch werden haufig fur die
Elution der DNA von der festen Phase hohe Salzkonzentrationen bendtigt, die im Anschluss
wieder von der eluierten DNA entfernt werden miissen.[577.104]

Eine weitere haufig verwendete Methode zur Aufreinigung von DNA-Konjugaten ist die
lonenpaar-Chromatographie. Dabei wird eine unpolare stationare Phase (C18 oder Poly-
Divinylbenzol) verwendet. Die DNA-Probe wird mit einem geeigneten Puffer auf diese
stationdre Phase gegeben. Das Phosphat-Rickgrat der DNA bildet ein lonenpaar mit dem
Puffer, wodurch die Molekllbausteine, die an die DNA gebunden sind, ausschlaggebend flr
die Polaritat des DNA-Konjugates sind. Durch die Verwendung von geeigneten Elutionsmitteln,
kann die DNA-Probe nach ihrer Polaritat eluiert werden. Dies kann sowohl automatisiert mit
Hilfe eines HPLC-Systems als auch manuell mit Filtersdulen durchgefiihrt werden. Die
Aufreinigung eines Syntheseschrittes (Pool) einer DEL mit Hilfe der lonenpaar-HPLC erfordert
ausreichende Unterschiede in den Retentionszeiten fur den Produktpool im Vergleich zu den
Ausgangsmaterialien. Dies ist eine Option fir den ersten Syntheseschritt in einer DEL-
Synthese oder wenn beispielsweise der Produktpool eine Fmoc-Schutzgruppe enthalt, um
dadurch einen ausreichenden Polaritdtsunterschied herzustellen. Allerdings kann eine solche
Aufreinigung eines Produktpools einer DEL dazu fuhren, dass einige Produkte in héheren
Konzentrationen vorliegen als andere.[34841091

Daher ist nicht nur die Entwicklung von neuen chemischen Reaktionen enorm wichtig fur die
DEL-Synthese und die anschlieRende Selektion, sondern auch die Verwendung geeigneter

Aufreinigungsmethoden, um die Qualitat einer DEL zu steigern.
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Mizellare Katalyse

1.3 Mizellare Katalyse

Bei der Katalyse handelt es sich um die Beschleunigung chemischer Reaktionen durch die
Absenkung der Aktivierungsenergie. Dies geschient durch die Verwendung eines
Katalysators, eines Stoffes, der die Geschwindigkeit einer Reaktion verandert, ohne im
Endprodukt dieser Reaktion zu erscheinen. Dabei wird der Katalysator wahrend der Reaktion
nicht verbraucht und kann somit wiederholt eingesetzt werden, wodurch sich die zugegebene
Menge an Katalysator drastisch verringern lasst.['% Der Katalysator bildet mit dem
Reaktanden einen aktivierten Komplex, dessen Aktivierungsenergie im Vergleich zu dem
Reaktanden selbst verringert ist. Als Katalysator kann ein kleines organisches Molekul, wie
eine Saure oder eine Base, sowie auch Metalle, Metallsalze oder Enzyme verwendet werden.
Dabei kann die Katalyse homogen, heterogen und zum Beispiel biokatalysiert ablaufen. Dabei
ist entscheidend, in welcher Phase der Katalysator und das Substrat vorliegen.

Bei der heterogenen Katalyse liegen Katalysator und Substrat in unterschiedlichen Phasen
vor. Oft wird der Katalysator als Feststoff verwendet und wird von flissigen oder gasformigen
Reaktanden umspult, wodurch eine Reaktion an der Oberflache des Katalysators ablauft.
AnschlieBend kann der Katalysator leicht von den Reaktanden und Produkten abgetrennt
werden und wiederverwendet werden. Allerdings missen haufig harsche
Reaktionsbedingungen, wie hohe Temperaturen und Dricke, verwendet werden, wodurch es
zu einer verringerten Selektivitat und verringerten Lebensdauer des Katalysators fliihren kann.
Ein weiterer Nachteil ist die verringerte Zuganglichkeit des Katalysators.

Bei der homogenen Katalyse liegen der Katalysator und die Substrate in der gleichen Phase
vor, wodurch sich eine verbesserte Katalysatorzuganglichkeit ergibt und auch haufig eine
héhere Selektivitat. Dabei kdnnen oft mildere Reaktionsbedingungen eingesetzt werden. Ein
entscheidender Nachteil ist allerdings die aufwandige Abtrennung des Katalysators von den
Substraten und Produkten.['%”]

Die Biokatalyse erfolgt hauptsachlich in lebenden Organismen, wobei Enzyme oder auch
ganze Zellen als Katalysator dienen. Diese Katalyse kann weder dem homogenen System
noch dem heterogenen System zugeordnet werden, da es beide Bereiche kombiniert. Ein
weiterer Teilbereich, der die homogene und die heterogene Katalyse kombiniert, ist die
mizellare Katalyse. Dabei werden amphiphile Molekule (Tenside, Detergenzien, Emulgatoren)
eingesetzt. Diese bestehen aus einem unpolaren, hydrophoben (altgriechisch: hydor =
Wasser; phobos = Furcht) Bereich und einem polaren, hydrophilen (altgriechisch: hydor =
Wasser, philos = liebend) Bereich. Die hydrophile Teilstruktur kann starke Wechselwirkungen
mit Wasser eingehen und gleichzeitig lagern sich die unpolaren Teilstrukturen zusammen,
wodurch sich spharische Aggregate, sogenannte Mizellen, bilden. Das Aneinanderlagern der
hydrophoben Teilbereiche in einem polaren Medium wird auch als hydrophober Effekt

bezeichnet.

18



Mizellare Katalyse

Dabei ist die Konzentration der amphiphilen Molekile wichtig (sieche Abbildung 10). Bis zu
einer gewissen Konzentration, der Mizellbildungskonzentration (critical micelle concentration,
cmc), befinden sich die einzelnen Ketten der amphiphilen Molekiile an der Oberflache des
polaren Mediums. Wird die Konzentration erhoht, so kommt es zu einer Interaktion der
Molekilketten, wobei der hydrophobe Teilbereich das polare Medium meidet. Ist die kritische
Mizellbildungskonzentration erreicht, so bevorzugt das thermodynamische Gleichgewicht die
Bildung von Mizellen. Dieser Effekt kann beispielsweise Uber die Oberflachenspannung, die

Leitfahigkeit oder die Lichtstreuung beobachtet werden.!108.1%]

Abbildung 10: Verhalten von amphiphilen Molekilen in Wasser in Abhangigkeit von der Konzentration.

Links: geringe Konzentration; mittig: Oberflache voll besetzt durch amphiphile Molekile; rechts: Gber der cmc
kommt es zur Bildung von ubergeordneten Strukturen, wie a) wurmartige Aggregate; b) Mizellen; c)
Doppelschichten.

Um solche Mizellen fir die Katalyse verwenden zu kénnen, kann ein Katalysator entweder
innerhalb der Mizelle im unpolaren Bereich geldst vorliegen oder in dem Mizellenkern
immobilisiert werden. Dabei kénnen hydrophobe Substrate in die Mizelle in den unpolaren
Bereich diffundieren, wodurch eine raumliche Nahe zu dem vorhandenen Katalysator entsteht.
Zudem erhoht sich die Konzentration der Substrate im Inneren der Mizelle, wodurch der
Umsatz und die Selektivitat verbessert werden kénnen. Aufderdem ist durch die Verwendung
von Mizellen die Durchfiihrung von Reaktionen in wassrigem Medium mdglich, wodurch der
Verbrauch an organischen Lésungsmitteln reduziert werden kann. Bei der mizellaren Katalyse
kénnen demnach einige Vorteile der homogenen und heterogenen Katalyse genutzt
werden.['1%

Kationische, anionische und auch nicht-ionische Tenside konnen solche Mizellen in Wasser
bilden. Ein Beispiel flr ein anionisches Tensid ist das Natriumdodecylsulfat (SDS). Dieses
Tensid wurde fur eine Mannich-3-Komponenten-Reaktion eingesetzt (sieche Schema 1).
Dabei wurde ein Indol 5a, ein Aldehyd 6a und ein Amin 7 mit verschiedenen Brgnsted-Sauren
zu einem 3-Amino-alkylierten Indol 8 umgesetzt. Ohne das Tensid konnte lediglich das Bis-
Indol 10 beobachtet werden und nur in Spuren das gewunschte Produkt 8. Bei der
Verwendung des Tensids konnte das Produkt 8 zu 80 % gebildet werden und nur zu geringen
Mengen das Nebenprodukt das 2-Amino-alkylierte Indol 9. Das Nebenprodukt Bis-Indol 10
konnte nicht beobachtet werden. So konnte mit verschiedenen Indolen, Aldehyden und
Aminen die Reaktion mit dem Tensid SDS mit guten bis sehr guten Ausbeuten durchgefuhrt

werden.['1]
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Schema 1: Synthese eines 3-Amino alkylierten Indols 8 (iber die Mannich-3-Komponenten-Reaktion.['!]

Das nicht-ionische Tensid Triton X-100 wurde fiir die Synthese eines 1,4-Dihydropyridins 13
und die Aromatisierung zum Pyridinen 14 verwendet (siche Schema 2). Dabei konnte mit 3-
Nitrobenzaldehyd 6b, Acetessigester 11 und Ammoniumacetat 12 das Produkt 13 zu 96 %
gebildet werden. Eine anschlieRende Aromatisierung zum Pyridin 14 konnte durch die Zugabe
von Kaliumperoxodisulfat erreicht werden. Es konnte auch die einstufige Synthese direkt zu
dem Pyridin 14 von den Ausgangsmaterialien durchgefihrt werden. Dabei konnten die
einzelnen Komponenten variiert werden und das gewlnschte Produkt mit sehr guten

Ausbeuten unter Verwendung des nicht-ionischen Tensids erhalten werden.!''?
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Triton X-100

Schema 2: Synthese von 1,4-Diydropyridinen 13 und ihre Aromatisierung zu Pyridinen 14 mit Hilfe des Tensids
Triton X-100.1112]

Die Arbeitsgruppe Lipshutz beschaftigt sich mit dem Design, der Herstellung und der
Anwendung von nicht-ionischen Tensiden fur die mizellare Katalyse (siehe Abbildung 11).
Dabei sollten nur geringen Mengen der Tenside bendtigt werden, um in Wasser spontan zu
aggregieren und Nanoreaktoren zu schaffen. Zudem sollten mdglichst umweltvertragliche

Materialien fiir die Synthese dieser Tenside verwendet werden.['"?]
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1. Generation: PTS-600 3. Generation: SPGS-550-M ("Nok")
a-Tocopherol Sebacinsdure PEG-600 /-Sitosterol Bernsteinsdure MPEG-550

o)
o o/\);OMe

o (n=ca.13)

2. Generation: TPGS-750-M

a-Tocopherol Bernsteinsdure MPEG-750
(o]
(0) OMe
ek
o 0 (n = ca. 16)

Abbildung 11: Strukturen der nicht-ionischen Tenside der 1. bis 3. Generation entwickelt von Lipshutz et al..l'1]

Die erste Generation (PTS-600) besteht aus einem racemischen Vitamin E (hydrophob) und
einem Polyethylenglykol (PEG-600, hydrophil) verbunden Uber eine Sebacinsaure. Dieses
Tensid wurde beispielsweise in der Sonogashira-Kreukupplung, der Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplung und in der Ringschluss-Metathese in Wasser mit Palladium oder Ruthenium
als Katalysator erfolgreich eingesetzt. Dabei formt dieses Tensid wurmahnliche Aggregate.
Eine zweite Generation eines nicht-ionischen Tensids wurde entwickelt, um die Synthese zu
vereinfachen und prazisere Strukturen zu bilden. Das TPGS-750M enthalt, wie die erste
Generation, das racemische Vitamin E, welches allerdings Uber eine Bernsteinsaure mit einer
langeren PEG-Einheit mit Methoxygruppe als Endgruppe (MPEG-750) verbunden ist. Dieses
Tensid bildet reproduzierbare Mizellen und konnte in den Kreuzkupplungen vergleichbare oder
verbesserte Umsatze im Vergleich zu dem PTS-600-Tensid erreichen.l'"3"4 Vor kurzem
wurde die Negishi-Kupplung mit diesem Tensid und einem Eisen-Palladium-Nanopartikel als
Katalysator in Wasser durchgefiihrt (siehe Schema 3). Dabei konnte die Menge des
Palladiums auf 0,25 mol% reduziert werden und trotzdem héhere Umséatze mit einem breiten
Reaktandenspektrum erreicht werden, als im Vergleich zu bereits in der Literatur vorgestellten

Methoden.['1®!

Eisen-Palladium-Nanopartikel,

Br. Zinkpulver, TMEDA, Alkyl
\©R1 +  Alkyl-Br > \@m
% 2 wt% TPGS-750-M/H,0, G

RT -45°C
15 16 17

Schema 3: Palladium-katalysierte Negishi-Kreuzkupplung in Wasser mit Hilfe des Tensids TPGS-750-M.['15]

Eine weitere Veranderung zum Tensid ,Nok* (SPGS-550M) enthalt das glinstigere -Sitosterin
anstelle des Vitamin E und eine etwas kurzere PEG-Einheit (MPEG-550). Auch hiermit
konnten diverse Kreuzkupplungen erfolgreich mit vergleichbaren Ergebnissen erzielt

werden.[113.114]
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Bei diesen Tensid-Systemen muss der in der Mizelle geléste Katalysator, sowie das Tensid
selbst im Anschluss an die Reaktion wieder von dem Produkt abgetrennt werden, weshalb
eine aufwandige Aufreinigung nétig ist. Um dies zu vereinfachen, immobilisierten O’Reilly et
al. Katalysatoren kovalent an ein polymeres Tragermaterial. Dieses Block-Copolymer bestand
aus einem hydrophilen und einem hydrophoben Bereich, um weiterhin Mizellen bilden zu
kénnen. Dabei wurde der Katalysator in den hydrophoben Bereich kovalent gebunden, um
sich nach der Bildung von Mizellen in Wasser im Inneren der Mizelle zu befinden. Fir eine
asymmetrische Aldolreaktion in Wasser wurde ein amphiphiles Block-Copolymer bestehend
aus Polyacrylsaure (hydrophil) und Styrol und einem L-Prolin-funktionalisierten Styrol
(hydrophob) tber eine RAFT-Polymerisation (reversible addition—fragmentation chain transfer,
RAFT) aufgebaut (siehe Abbildung 12). Mit diesem Block-Copolymer konnte p-
Nitrobenzaldehyd mit Cyclohexanon zu dem Aldolprodukt mit sehr guten Ausbeuten, einem

anti/syn-Verhaltnis von 99/1 und einer Enantiomerenreinheit bis zu 92 % erreicht werden.['"®]

Abbildung 12: Amphiphiles Block-Copolymer mit immobilisiertem L-Prolin entwickelt von O'Reilly et al..l'1]

Weberskirch et al. verwendeten ebenfalls die RAFT-Polymerisation um 15 diverse Gold(l)-
funktionalisierte amphiphile Block-Copolymere herzustellen. Der hydrophile Block wurde aus
N,N-Dimethylacrylamid (DMA) und der hydrophobe Block aus einer Mischung aus n-
Butylacrylat (BA) und einem Boc-geschutzten Aminacrylat aufgebaut. Die Boc-Schutzgruppe
wurde entfernt und ein Gold(l)-NHC-Komplex (N-heterocyclic carbene, NHC) wurde mit
verschiedenen Linkerlangen Uber eine Amidsynthese an das Block-Copolymer immobilisiert.
Diese Block-Copolymere wurden in der Gold(l)-katalysierten Cycloisomerisierung eines Allens
18 zum entsprechenden Dihydrofuran 19 eingesetzt (sieche Schema 4). Dabei wurde
ersichtlich, dass die Struktur des Blockcopolymers einen gro3en Einfluss auf die katalytische
Aktivitat aufweist.!""]

22



Mizellare Katalyse

CN
NC
\N HN stat.
| H [AU] (5 mol%),
SDS (5 mol%), —
NH R1,/ 2\ "R L™
R1

2
Copolymer 0 R
H,O, RT

18 19
AuCI

Schema 4: Gold(l)-katalysierten Cycloisomerisierung eines Allens zum Dihydrofuran mit Hilfe des amphiphilen
Gold(l)-NHC-Komplex Block-Copolymers.['7]

Durch die RAFT-Polymerisation koénnen Block-Copolymere mit diversen Katalysatoren
funktionalisiert werden, um diese funktionalisierten Blockcopolymere fiir spezielle Reaktionen
in Wasser einsetzen zu kdnnen. Fur DNA-kodierte Bibliotheken sind Saure- und Palladium-
katalysierte Reaktionen von besonderem Interesse, da sie in einer Vielzahl von Reaktionen
eingesetzt werden und Zugang zu diversen Strukturen, wie beispielsweise Heterozyklen,
bieten.
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Saure-katalysierte Reaktionen

1.4 Saure-katalysierte Reaktionen

Die Katalyse mit Hilfe einer Saure findet sich in einer Vielzahl von chemischen Reaktionen
wieder. Angefangen bei einer Protonierung, Veresterung oder Entfernung einer Schutzgruppe
konnen Sauren auch die Bildung von komplexen Strukturen wie Indolen, Thiophenen oder
Furanen katalysieren. Da Heterozyklen in tber 70 % der bioaktiven Molekile vorkommen, ist
die Synthese solcher Strukturen in der medizinischen Chemie besonders wichtig. Sie weisen
oftmals ein ausbalanciertes Verhaltnis zwischen der Lipophilie und der Léslichkeit auf, was fur

die Aufnahme und die Bioverfligbarkeit notig ist.'®!

1.4.1.Schutzgruppen

Schutzgruppen sind flr die organische Chemie vor allem in mehrstufigen Synthesen oder auch
bei der kombinatorischen Chemie essentiell. Die Schutzgruppe wird vorubergehend
angebracht, um die Reaktivitat zu verandern, so dass die geschutzte funktionelle Gruppe unter
den synthetischen Bedingungen, denen das Molekll in einem oder mehreren nachfolgenden
Schritten ausgesetzt ist, nicht reagiert. Schutzgruppen sollten sich mit quantitativen Ausbeuten
an spezifische funktionelle Gruppen anbringen und durch milde Bedingungen wieder selektiv
abspalten lassen. Um Schutzgruppen zu verwenden, sind allerdings zwei weitere
Syntheseschritte notwendig. Als erstes muss die Schutzgruppe in das Molekil eingebracht
werden, um die geschutzte Spezies zu erzeugen und anschlielend muss die Schutzgruppe
wieder entfernt werden, um die funktionelle Gruppe fir den nachsten Syntheseschritt wieder
freizugeben. Die Wahl der Schutzgruppe ist dabei enorm wichtig, um eine angemessene
Stabilitdt wahrend aller Syntheseschritte des Zwischenproduktes zu gewahrleisten. Zudem
durfen die Bedingungen flr die Schutzgruppeneinfiihrungs- und Entschitzungsreaktion und
die Art der Schutzgruppe nicht zu ungewollte Nebenreaktionen am Zielmolekdl fuhren. Fur
eine funktionelle Gruppe kdnnen mehrere Schutzgruppen, die sich in ihrer Stabilitat und den
Bedingungen fir die Schitzung und Entschitzung unterscheiden, eingesetzt werden. Wenn
in einem Molekill mehr als eine funktionelle Gruppe desselben Typs vorhanden ist, so kdnnen
kleine Unterschiede in der Reaktivitat, beispielsweise durch sterische Effekte, dazu beitragen,
dass nur eine funktionelle Gruppe selektiv geschuitzt wird. Eine weitere Moglichkeit besteht
darin, zwei ahnliche oder identische funktionelle Gruppen mit unterschiedlichen Schutzgruppe
zu schitzen, um je nach den Bedingungen selektiv nur eine funktionelle Gruppe wieder
freizugeben. Dabei werden die Schutzgruppen auch als orthogonale Schutzgruppen
bezeichnet. Hierbei kann beispielsweise eine Boc-geschuitzte Amino-Gruppe in sauren Medien
entschitzt werden und eine Fmoc-geschitzte Amino-Gruppe unter basischen Bedingungen.
Weitere Schutzgruppen, die sich unter sauren Bedingungen abspalten lassen, sind in
Abbildung 13 aufgefiihrt.l"19.120
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? j\oj\oj\oj<

Base H
- _N (o)
R,NH2 = R \n/ \|<
Saure o
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CTp— LI, U OH < Base SN N
Saure / Allkohol Saure

Abbildung 13: Auswahl von Saure-labilen Schutzgruppen fir verschiedene funktionelle Gruppen.
a) Amine; b) Carbonylgruppen; c) Alkohole.

Wie bereits erwahnt, verhindert die tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutzgruppe die ungewollte
Reaktion von freien Aminen. Diese Schutzgruppe wird oftmals fur den Aufbau von Peptiden in
der Festphasensynthese verwendet. Dabei kann das Amin unter Verwendung von Di-tert-
butyldicarbonat unter basischen Bedingungen geschitzt werden. Die Abspaltung erfolgt unter
sauren Bedingungen, wie HCI in EtOAc oder TFA in CH2Cl,. Carbonylgruppen lassen sich
beispielsweise Uber Saure-labile Acetale oder Ester schiitzen. Alkohole kénnen mit der
Methoxymethyl (MOM)- oder Tetrahydropyranyl (THP)-Schutzgruppe als Ether Uber die
Williamson-Ethersynthese blockiert und saurekatalytisch wieder freigegeben werden. Eine
Schutzgruppe, die saurekatalytisch gebildet und auch abgespalten wird, ist der Schutz von
1,2- und 1,3-Diolen Uber Acetale.['9.120]
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1.4.2.Povarov-Reaktionen

Bei der Povarov-Reaktion handelt es sich um eine S&ure-katalysierte Zwei- oder Drei-
Komponenten Reaktion zu einem 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin 22. Bei der Zwei-Komponenten
Reaktion reagiert ein N-Arylimin mit einem elektronenreichen Dienophil 21. Bei der Drei-
Komponenten Reaktion wird das N-Arylimin in-situ durch eine Kondensation eines Anilins 20

und eines Aldehyds 6 gebildet (sieche Schema 5).

2

NH Brgnsted-/ Lewis- R

A 2 2 A
| . R . JL saure | N
_—
I 3

R / RTH WP N* R?

R! H

20 21 6 22

Schema 5: Saure-katalysierte Povarov-Reaktion eines aromatischen Amins 20, eines Olefins 21 und eines
Aldehyds 6 zur Bildung eines 1,2,3,4-Tetrahydrochinolins 22.

Da es sich hierbei um mehrere Komponenten handelt, gehdért die Povarov-Reaktion zu den
Multikomponenten-Reaktionen. Diese werden auch als Eintopf-Reaktionen bezeichnet, da sie
effizient in einem einzelnen Syntheseschritt ablaufen und somit eine Aufreinigung der
Zwischenprodukte im Vergleich zu einer schrittweisen Synthese entfallt (siehe Schema 6).
Zudem verlaufen diese Reaktionen haufig atomdkonomisch ab, da sich die meisten Atome der
Startmaterialien im Anschluss an die Reaktion in dem gebildeten Produkt befinden. Die
einzelnen Komponenten kdénnen meist einfach ausgetauscht werden, wodurch sich die
Diversitat der Produkte rasch erhéht. Somit sind Multikomponenten-Reaktionen sehr gut

geeignet fur den Aufbau von Substanzbibliotheken.

Lineare Synthese I MuItikomponenten-Reaktion|

FG2
¢ FG?2

FG* 1
FG
rQ g J". O
— — P— S — +
FG*

uf

Schema 6: Gegentberstellung der linearen Synthese und der Multikomponenten-Reaktion.

Multikomponenten-Reaktionen lassen sich in Isocyanid-basiert und nicht-Isocyanid-basierte
Reaktionen unterteilen. Die wichtigsten Isocyanid-basierten MCRs sind die Passerini-3-
Komponenten- und die Ugi-4-Komponenten-Reaktion (siehe Schema 7). Mario Passerini
entwickelte im Jahr 1921 die Reaktion beschreibt die Reaktion von lIsocyaniden 24,
Carbonsauren 23 und Aldehyden 6 oder Ketonen 25 zu a-Acylcarboxamiden 26. Die von lvar
Ugi im Jahre 1959 vorgestellte Ugi-Reaktion umfasst die Bildung von dipeptidischen
Strukturen 28 unter Verwendung von Isocyaniden 24, Carbonsauren 23, Ketonen 25 oder

Aldehyden 6 und primaren Aminen 27.1121.122]
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Von dieser Reaktionen wurden schon viele Abwandlungen, wie die Ugi-Azid-Vier-
Komponenten-Reaktion, und Kombinationen, wie die Ugi-Diels-Alder oder die Ugi-Smiles

Reaktion, beschrieben.!123-129]

a) » o Q RR* R
+ NL o+ T NN<
RZH\OH N R3JLR4 R? o)kﬂ/ H
0
23 24 25/6 26
5
Yo me .} : . rn
+ Ryt _ o+ + H,N-R s NN
Y N
2 <c 3 4
R2" OH R R \g/ RIRS
23 24 25/6 27 28

Schema 7: Darstellung der Isocyanid-basierten a) Passerini-3-Komponenten-Reaktion und b) Ugi-4-Komponenten-
Reaktion.

Eine Saure-katalysierte nicht-Isocyanid-basierte Multikomponenten-Reaktion ist die Povarov-
Reaktion, auch aza-Diels-Alder-Reaktion genannt (siehe Schema 5). Dabei kann aus einem
Anilin 20, einem Aldehyd 6 und einem Olefin 21 das Tetrahydrochinolin 22 entstehen. Durch
Kondensation des Aldehyds 6 mit dem Anilin 20 entsteht das aromatische Imin (Dien) 28.
Dieses Imin wird durch die Saure aktiviert und reagiert mit der Doppelbindung des Alkens,
wobei das Tetrahydrochinolin 22 gebildet wird. Dabei wurden zwei Mechanismen
vorgeschlagen: eine konzertierte [2+4]-Cycloaddition oder ein sequenziell-ablaufender
Mannich-Typ-Mechanismus. Sridharan et al. konnten durch gezieltes Abfangen der
Zwischenprodukte 28 einen schrittweisen Mechanismus Uber ein kationisches Intermediat bei
der Cerammoniumnitrat-katalysierten Povarov-Reaktion zeigen.[126-128]

"OR® {OR” OR?
R! o R' \
S OR® LA A 2N A
O\+H N et \_>I ﬁ —>R1—\|
—_ +

A N, | MeCN AN N7
ix [ R LA

20 6 21 28

R'=H, Me, OMe, CI, F

R2=H, Me, CI
R®=Et, Bu OR?
Z
R |
N N X
H | -R2
4
22
18-25 % R, R2=H;R®=Et; 44 %

R'=4-F;R?=H; R®=Et; 53 %

Schema 8: Postulierter schrittweiser Mechanismus der Lewis-Saure (LA)-katalysierten Povarov-Reaktion mit dem
gezielten Abfangen der Zwischenprodukte 28 mit Ethanol.

Dabei erfolgt ein elektrophiler Angriff des Olefins 21 an das aktivierte Iminiumion 28, wodurch
die Oxonium-Spezies 29 gebildet wird. Anschlielend erfolgt eine intramolekulare elektrophile
Substitution und das Tetrahydrochinolin 22 entsteht. Wird die Povarov-Reaktion in Ethanol,
einem nukleophilen Losungsmittel, durchgefihrt, so bildet sich ein Acetal 30, wodurch der
schrittweise Mechanismus bevorzugt ablaufen kann (siehe Schema 8).1126-130]
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22 trans

Schema 9: Darstellung der moéglichen Diastereomere der Lewis-Saure (LA)-katalysierten Povarov-Reaktion mit
azyklischen Vinylethern.

Bei der Povarov-Reaktion mit azyklischen Vinylethern werden in einem Schritt zwei
Stereozentren gebildet, die aufgrund der Anordnung der Substituenten des Aldehyds 6 und
des Olefins 21 Uiberwiegend cis zueinanderstehen (sieche Schema 9). Dabei kommt es zu einer
minimalen Interaktion der sterisch anspruchsvollen Gruppen und den axialen Protonen des
sesselférmigen Ubergangszustands. Bei zyklischen Vinylethern werden keine Diastereomere
bevorzugt gebildet.['26:131]

Die Povarov-Reaktion verlauft meist unter milden Reaktionsbedingungen, wobei oft eine
thermische Aktivierung erforderlich ist. Dabei kdnnen sowohl Lewis- als auch Brgnsted-Sauren
verwendet werden, um das Imin zu aktivieren und so die Reaktion zu katalysieren.

Fir eine enantioselektive Reaktion kdnnen bestimmte Sauren, wie beispielsweise ein BINOL-
Lanthanoid-Komplex!'3?, einen Aminodiol-Titan(lV)-Komplex!'*®! oder eine chirale Brgnsted-
Sauren!3334 verwendet werden. Dagousset et al. verwendeten eine (R)-BINOL-basierte
chirale Phosphorsaure fiir die Katalyse von verschieden substituierten Anilinen 20,
aromatischen, sowie aliphatischen Aldehyden 6 und azyklischen Carbamaten 21a zu
substituierten Tetrahydrochinolinen 22. Dabei konnten hohe Ausbeuten mit einer
Diastereoselektivitat von Uber 95 % und einer fast vollstandigen Enantioselektivitat erreicht

werden (siehe Schema 10).1'34

(R)-BINOL

Schema 10:
Tetrahydrochinolins.['34

28

(R)-BINOL-katalysierte

R1 NHCbz
o NHCbz  (R)-BINOL (10 mol%)
|\ A + Q + ™ R1—/ |
2 CH,CI
F NH, R 2Vl NS N R2
H
20 6 21a 22

R'=H, OMe, Cl 57-90 % Ausbeute

R2 = Aryl, Heteroaryl, Alkyl

Povarov-Reaktion  fir

92 % ->99 % ee

die enantioselektive  Synthese



Povarov-Reaktionen

Bei der Povarov-Reaktion kénnen die einzelnen Komponenten variiert werden, wodurch ein
grolies Produktspektrum mit nur einer Reaktion erhalten werden kann. Es kénnen sowohl
aromatische als auch aliphatische Aldehyde verwendet werden. Zudem konnten Llona-
Minguez et al. zyklische Ketone 25 verwenden fir die Synthese von Spiroaddukten 32 (siehe
Schema 11).0'%

I/"\] N
|0 o 1) TFA, Y(OTf), N
W 2) 0sO,, NMO " N
|/ + T+ ' ~0
‘s__»l H

HO OH
31 25 21b 32

H,N

Schema 11: Synthese von spiro-heterozyklische Strukturen 32 durch die Verwendung von zyklischen Ketonen 25
in der Saure-katalysierten Povarov-Reaktion.['3]

Die Povarov-Reaktion toleriert zudem ein grofdes Spektrum an substituierten Anilinen mit sehr
unterschiedlichen sterischen als auch elektronischen Eigenschaften. Fir das Dienophil
kdénnen eine Vielzahl von Vinylethern, Silylenolethern, Enaminen, Vinylamiden, Alkenen und
Alkinen verwendet werden. Dariber hinaus gibt es viele intramolekulare Varianten der
Povarov-Reaktion zur Synthese von polyzyklischen Verbindungen. Dong et al. kombinierten
eine  Photoredox-Reaktion mit der Povarov-Reaktion fir die Synthese von
Indolizino[1,2-b]quinolin-9(11H)-on 33, einen Vorlaufer fur den Arzneistoff Irinotecan 34 (siehe
Schema 12).1'%

(0}

Ru(bpy)sCl,
o | NTNANF - oH TsOH*H,0
+
2
A0 <:> RT, hv, 24 h

6¢c

Irinotecan

Schema 12: Intramolekulare Povarov-Reaktion fiir die Synthese des Vorlaufers 33 des Arzneistoffes Irinotecan
3411361

Das durch die Povarov-Reaktion gebildete Tetrahydrochinolin-Gerust kann in einer Vielzahl
von Naturprodukten und pharmazeutischen Wirkstoffen wiedergefunden werden. Die
Reaktandenbreite der Povarov-Reaktion, sowie auch die Madglichkeit der chemischen
Modifizierung des Tetrahydrochinolin-Grundgerists sind wichtige Methoden flr das Design
von neuen Arzneimitteln. Einige Beispiele fur bioaktive Tetrahydrochinolin-Derivate sind in
Abbildung 14 dargestellt. Die Alkaloide Benzastatin C 35 und D 36 konnten aus Streptomyces
sp. isoliert werden und zeigen eine inhibitorische Aktivitdt gegen Glutamat-Toxizitat und

Lipidperoxidation.[137.13¢]
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Sumanirole 37 ist ein selektiver Dopamin-D2-Rezeptor-Agonist, der urspringlich fir die
Behandlung der Parkinson-Krankheit entwickelt wurde.['¥ Oxamniquin 38, ein oral
einzunehmendes Anthelminthikum, wurde zur Behandlung der Bilharziose, einer
vernachlassigten Tropenkrankheit, eingesetzt.'*¥] Der Bromodomain-Inhibitor I-BET 726 39

hat eine antiproliferative und entziindungshemmende Wirkung.['4"]

R! R?
F OH
L HO
N % ome N H
: N
HN O,N N
/ o H

35, Benzastatin C 37, Sumanirol 38, Oxamniquin 39, I-BET 726
R'=CONHy; R?=Cl

36, Benzastatin D

R'=CONH,; R?=OH

Abbildung 14: Beispiele fur bioaktive Tetrahydrochinolin-Derivate.
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1.4.3.Pictet-Spengler-Reaktion

Eine weitere Saure-katalysierte Reaktion zum Aufbau von Heterozyklen ist die Pictet-Spengler
Reaktion. Arné Pictet und Theodor Spengler erhitzten [B-Phenylethylamin 40 mit
Dimethoxymethan in Anwesenheit von HCI. Dabei entstand ein 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin
41. Etwa 20 Jahre spater ersetzten Tatsui et al. das B-Phenylethylamin durch Tryptamin 42
und erhielten ein 1,2,3,4-Tetrahydro-G-carbolin 43 (sieche Abbildung 15a, b). Beides sind
privilegierte Geruststrukturen, die in vielen natirlich vorkommenden Isochinolin- und Indol-
Alkaloiden auftreten und eine wichtige physiologische und therapeutische Bedeutung
besitzen. Antitumor-Antibiotika, die aus verschiedenen naturlichen Quellen extrahiert wurden,
haben seit Gber 5 Jahrzehnten gro3e Aufmerksamkeit erregt, angefangen mit der Isolierung
von Naphthyridinomycin 44 im Jahr 1974.['%21431 Zydem gibt es viele in der Klinik verwendete
Arzneimittel, die ein Tetrahydroisochinolin-Grundgerist enthalten, wie der D1- und D2-
Rezeptor-Agonist Apomorphin 45 zur Behandlung der Parkinson-Krankheit.['*3144 Wright et al.
zeigten die Extraktion von Villalstonin 46 und Macrocarpamin 47 aus Alstonia angustifolia und

konnten eine Wirkung gegen Malaria und Amoben feststellen (siehe Abbildung 15c).['4°]

a) b) o
NH, A\, NH, )LH NH
©/\/ MeO” “OMe @(j A 6d N\ (e
_— NH _—
N N
HCl H H,S0, H
40 41 42 43
c)

45, Apomorphin 47, Macrocarpamin

Abbildung 15: Saure-katalysierte Pictet-Spengler-Reaktion zur Bildung von a) Tetrahydroisochinolin 41 und b)
Tetrahydro-B-carbolin 43, sowie c) bioaktive Molekiile mit diesen Strukturmotiven.

Die Pictet-Spengler-Reaktion startet mit der Bildung des Iminiumions 48, gefolgt von einem
nukleophilen Angriff durch die Arylgruppe (siehe Schema 13). Dadurch erfolgt die
Zyklisierung. Der Angriff auf das Iminiumion erfolgt entweder direkt an Position 2 oder an
Position 3 des Indols, wodurch ein Spiroindolenin 49 entsteht.['*¥! Durch eine

Isotopenmarkierung konnte das Spiro-Zwischenprodukt 49 identifiziert werden.
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Pictet-Spengler-Reaktion

Die Bildung dieses Zwischenproduktes ist schnell und reversibel. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist allerdings die Bildung des Pentahydro-
B-Carbolin-Carbonium-lons 50. Es konnte aber nicht geklart werden, ob die Bildung dieses
Carbonium-lons 50 durch die Umlagerung des Spiro-Zwischenproduktes 49 oder durch den
direkten Angriff auf Position 2 des Indols 48 erfolgt.['47:148]

H+/ :,B')R\
G A — oY S84
N o p?:'f (IR \ T i

42 6 48 1 R 43

Iz

49

Schema 13: Mechanismus der Saure-katalysierten Pictet-Spengler-Reaktion zur Bildung eines Tetrahydro-3-
carbolins 43.

Fir die Pictet-Spengler-Reaktion kdnnen ebenfalls Lewis-Sauren, als auch Brgnsted-Sauren
verwendet werden. Flr die erste enantioselektive Pictet-Spengler-Reaktion wurde ein chiraler
Thioharnstoff-Katalysator 51 eingesetzt. Jacobsen und Taylor erhdhten die Reaktivitat des
Imins durch die Erzeugung eines N-Acyliminium-lons. Dabei konnte nach einiger Entwicklung
des Katalysators eine Ausbeute von 70 % zum Ng-Acetyltetrahydro-B-carbolin 43a mit einer

Enantioselektivitat von 93 % erhalten werden (siehe Schema 14).04°]

\l/ 0
| ¥ $ N [51] (5 mol%), N /<
/N\[]/\NJLN“‘ N ¢ . i 2,6-Lutidin N\
\ /
51 42a 52 43a

Schema 14: Enantioselektive Pictet-Spengler-Reaktion unter Verwendung eines Thioharnstoff-Katalysators.['49

Dadurch, dass die einzelnen Komponenten der Pictet-Spengler-Reaktion ausgetauscht
werden koénnen, fand diese Reaktion vielfach Beachtung fir die Synthese von
kombinatorischen Molekdlbibliotheken. So konnte die Reaktion mit N-alkylierten, -acylierten
oder -sulfonylierten Derivaten des Phenylethylamins, sowie mit verschieden substituierten
Tryptaminen durchgefuhrt werden. Auch die Aldehyd-Komponente konnte unter Verwendung
von Acetalen, Enolethern, Hemiaminolen, Aminonitrilen, sowie auch Ketonen variiert

werden.[150.151]
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1.5 Palladium-katalysierte Reaktionen

Durch die Entwicklung von Palladium-katalysierten C-C-Bindungsreaktionen durch Richard
Heck, Ei-ichi Negishi und Akira Suzuki wurden Ubergangsmetallkatalysierte Kupplungen in
den letzten drei Jahrzehnten zu einem zuverlassigen und unverzichtbaren Werkzeug fur die
Synthese von Naturstoffen und Arzneimitteln. Zahlreiche dieser Synthesen enthalten einen
wichtigen Schllisselschritt, der aus metallkatalysierten Kreuzkupplungsreaktionen besteht.
Diese Reaktionen ermdéglichen den Zugang zu immer komplexeren bioaktiven Molekilen.
Zudem hat die Katalyse mit Metallen wie Pd, Ni, Cu, Zn, Co, Rh, Ru und Mo die Synthese
vieler bereits auf dem Markt befindlichen Arzneimittel vereinfacht. Besonders Palladium
katalysierte Reaktionen werden haufig erfolgreich eingesetzt, da die spezifische Kupplung von
Substraten mit geringer Reaktivitat und das meist bei geringeren Reaktionstemperaturen
ermdglicht wird. Zudem werden haufig héhere Umsatze mit Palladium als Katalysator erreicht.
Haufig angewendete Palladium-katalysierte Reaktionen sind die Heck-, Suzuki-Miyaura-,
Sonogashira-, Stille- und die Negishi-Kreuzkupplung, sowie die decarboxylative
Kreuzkupplung, carbonylative Kreuzkupplung, C-N-Bindungsbildungs-Kreuzkupplung und die
a-Arylierung von Enolaten (siehe Abbildung 16).152-15°

b) Suzuki-Miyaura

nBu yZ
H c) Sonogashira

Palladium-katalysierte
Kreuzkupplungs-
Reaktionen

e grs

d) Stille

e) Negishi

Abbildung 16: Darstellung haufig verwendeter Palladium-katalysierter Kreuzkupplungs-Reaktionen.
a) Heck-Kreuzkupplung; b) Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung; c¢) Sonogashira-Kreuzkupplung; d) Stille-
Kreuzkupplung; e) Negishi-Kreuzkupplung.
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Akira Suzuki und Norio Miyaura stellten im Jahre 1979 die Kupplungsreaktion von
Alkenylboranen 53 mit Arylhalogeniden 15a katalysiert durch Pd(PPhs)s und eine Base vor.

Dabei konnten stereoselektiv arylierte Alkene 54 hergestellt werden (siehe Schema 15).['%!

nBu H
Br H>=<B— [Pd(PPh3)4] (1 mol%) H
O d_3 > Ry
@ NaOEt/EtOH, Benzol H
15a 53 54

98 %

Schema 15: Stereoselektive Synthese von arylierten Alkenen 54 Uber die Palladium-katalysierte Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplung von Alkenylboranen 53 und Arylhalogeniden 15a.['5]

Allgemein handelt es sich bei der Suzuki-Miyaura-Reaktion um die Kreuzkupplung zwischen
einem bororganischen Reagenz, wie Boronsauren, Boranen, Boronsaureestern und
Boratkomplexen und einem Organohalogenid, z.B. einem Arylhalogenid, einem Alkylhalogenid
oder einem Alkenyltriflat, oder Arylsulfonat.['®? Der Mechanismus verlauft in drei Schritten:
einer oxidativen Addition, einer Transmetallierung und einer reduktiven Eliminierung (siehe
Abbildung 17).

R?2—R’ LnPd(0) X—R’
Reduktive Oxidative
Eliminierung Addition
2 X
N /
L,Pd(ll) L,Pd(ll)
Ngt MRt
Transmetallierung
HO—B(OH), R2-BH(OH),
X “OH

Abbildung 17: Darstellung des katalytischen Zyklus der Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung mit den drei Schritten:
oxidative Addition; Transmetallierung; reduktive Eliminierung.

Bei der oxidativen Addition wird die Bindung zwischen dem Heteroatom X und der organischen
R'-Gruppe gespalten und beide Gruppen addieren an den Pd(0)-Komplex, wobei zwei neue
Bindungen am Pd-Komplex gebildet werden. Dabei kommt es zu einer Oxidation des
Palladiums von der Oxidationsstufe 0 zu der Oxidationsstufe Il. Die Geschwindigkeit der
Reaktion hangt unter anderem von der Starke der R'-X-Bindung ab, wobei lodid als
Heteroatom X oftmals am reaktivsten ist gefolgt von Bromid und Triflat. Zudem begunstigen
elektronenziehende Gruppen am Aromaten R' die oxidative Addition. Bei der
Transmetallierung wird die organische Gruppe R? des bororganischen Reagenzes mit dem
Heteroatom X am Metallkomplex ausgetauscht. Dieser Schritt geschieht in Anwesenheit einer
Base. Der letzte Schritt ist die reduktive Eliminierung. Dabei wird die Bindung zwischen den
organischen Gruppen R' und R? gebildet und das gewtiinschte Biaryl entsteht. Gleichzeitig wird
das Metall von Pd(ll) auf Pd(0) reduziert und der aktive Katalysator regeneriert, womit er fur

den nachsten Zyklus wieder zur Verfligung steht.
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Die Pd(0)-Spezies, wie beispielsweise Pd(PPhs)s, Pd(dba), oder Pd(tBusP)., kann direkt zu
der Reaktion hinzugegeben werden. Als Alternative kann eine Pd(ll)-Spezies, wie Pd(OAc)z,
Pd(dppf)Cl., oder PdCI;(PPhs)., zu der Reaktion gegeben und in situ zu der aktiven Spezies
Pd(0) reduziert werden. Der Vorteil ist, dass Pd(Il)-Spezies stabiler im Vergleich zu der Pd(0)-
Spezies sind, allerdings auch oftmals weniger reaktiv.'"”! Die Palladium-katalysierte
Kreuzkupplung zeichnet sich durch milde Reaktionsbedingungen, die breite Kompatibilitat mit
funktionellen Gruppen und die kommerzielle Verfligbarkeit vieler Boronsauren aus. Daher
etablierte sich die Suzuki-Reaktion zu der effizientesten Methode zur Bildung von Aryl-Aryl-
Bindungen und wird routinemafig in der pharmazeutischen Industrie angewendet.!'*2-1%4 Die
Firma Merck stellte die Synthese eines Bradykinin-1-Antagonisten 58 im Malistab von
mehreren Kilogramm vor (sieche Schema 16a). Dabei wurde das Brompyridylamid 55 mit dem
Pd-Komplex Pd(dppf)Cl., dem Bororganischen Reagenz (BPin), und der Base KOAc in Toluol
zu dem B(Pin)-Ester 56 umgesetzt. Anschlieend wurde das Oxadiazolbromid 57 mit der Base
Kaliumphosphat hinzugegeben, wodurch das Produkt 58 mit 78 % Ausbeute gewonnen
werden konnte. Bei dieser Reaktion konnte die Kompatibilitdt mit verschiedenen funktionellen
Gruppen, wie beispielsweise den heterozyklischen Ringen, der Amidgruppe am Boronat,

sowie den Fluor- und Chlor-Substituenten am Oxadiazol, veranschaulicht werden.!"58!
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Schema 16: Synthese eines a) Bradykinin-1-Antagonisten 58 und b) des Fungizids Boscalid 63 (iber die Suzuki-
Miyaura-Kreuzkupplung.['34:158]

Auch bei der Synthese von Agrochemikalien findet die Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung
vielfaltige Anwendung. Ein bekanntes Beispiel ist die Synthese des Fungizids Boscalid 63
(siehe Schema 16b). Dabei reagiert die 4-Chlorphenylboronsdure 59a mit 1-Chlor-2-
nitrobenzol 60 in der Suzuki-Miyaura-Reaktion unter Verwendung des Katalysators Pd(PPhs)s
mit dem Phasentransferkatalysator Tetrabutylammoniumbromid (TBAB). Dabei entsteht das
Nitrobiphenyl-Zwischenprodukt 61, welches anschliefend zum Anilin reduziert wird und in
einer Kondensationsreaktion mit 2-Chlornicotinoylchlorid 62 das gewlinschte Produkt Boscalid

63 bildet.['*¥
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2. Zielsetzung

Das Ziel der Wirkstoffforschung ist die Suche nach bioaktiven Molekuilen und ihre Entwicklung
zu Arzneimitteln. Zur Identifikation solcher bioaktiven Molekule und deren Zielstruktur werden
verschiedene Screening-Technologien, wie das Hochdurchsatz-Screening, angewendet.
DNA-kodierte Substanzbibliotheken haben sich als eine attraktive Screeningtechnologie auch
fur kleinere Unternehmen oder fir Forschungsgruppen in der Akademie etabliert, um
kostengiinstig und zeitsparend bioaktive Molekile zu identifizieren. Bei diesen
Substanzbibliotheken wird ein kleines organisches Molekdil tber einen Linker an eine DNA-
Sequenz kovalent gebunden. Dabei wird das kleine organische Molekil aus verschiedenen
Molekilbausteinen  UGber chemische Reaktionen aufgebaut. Jeder verwendete
Molekilbaustein wird durch einen spezifischen DNA-Barcode, bestehend aus einer
unterschiedlichen Reihenfolge der vier Nucleobasen, beschrieben. Durch die Anwesenheit
des DNA-Barcodes ergeben sich einige Einschrankungen fir die chemische Synthese des
kleinen organischen Molekils. So muss die verwendete Reaktion in Wasser als Co-
Lésungsmittel ablaufen. Zudem durfen keine stark sauren, oder oxidierenden Bedingungen,
sowie hohe Temperaturen verwendet werden, da dies zu einer Zerstérung des DNA-Barcodes
fuhren kann, sodass das kleine organische Molekul nicht mehr identifiziert werden kann. Diese
Limitierungen resultieren in Substanzbibliotheken, die nur einen geringen Teil des chemischen
Raumes abdecken und demnach strukturell sehr ahnliche Molekile enthalten. Im Laufe dieser
Arbeit sollten amphiphile Block-Copolymere fir die Synthese einer DNA-kodierten
Substanzbibliothek verwendet werden und eine neue Aufreinigungs-Methode etabliert und
angewendet werden. Dadurch sollten einige Herausforderungen, wie die notwendige
Kompatibilitdt der verwendeten organischen Reaktionen mit dem DNA-Barcode, sowie die
erforderliche Reinheit einer Molekllbibliothek, reduziert werden. Daflir sollten zunachst
Copolymer-vermittelte chemische Reaktionen an DNA-Konjugaten etabliert werden.
mmu/;_\ NBoc
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Abbildung 18: Saure- und Palladium-vermittelte Reaktionen an DNA-Konjugaten durch die Verwendung von
amphiphilen Block-Copolymeren.
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Dabei sollten amphiphile Block-Copolymere, bestehend aus einem hydrophilen und
hydrophoben Abschnitt, sowie einer katalytisch aktiven Einheit, wie einer Sulfonsaure und
einem Palladium-Katalysator, verwendet werden. Diese Block-Copolymere sollten ab einer
kritischen Mizellbildungskonzentration nanometergro3e in hydrophil- und hydrophob-
abgetrennte Reaktionsraume bilden. Darin sollten organische Reagenzien und das kovalent
an die DNA gebundene Molekul vorliegen, welche durch den verwendeten Katalysator
miteinander zur Reaktion gebracht werden. Der DNA-Strang sollte dabei in dem hydrophilen
Medium vorliegen, was die Integritdt des DNA-Stranges erhalten sollte. In dieser Arbeit sollte,
basierend auf einer vorausgegangenen Masterarbeit, die Etablierung von Copolymer-
vermittelten Reaktionen an DNA-Konjugaten fortgefuhrt werden (siehe Abbildung 18). Dabei
sollte das Substratspektrum der Sdure-vermittelten Povarov-Reaktion zur Bildung von DNA-
Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]chinolin  Konjugaten untersucht werden. Es sollten die drei
Komponenten dieser Reaktion, das Olefin, das Amin, sowie der DNA-gebundene Aldehyd,
variiert werden. Daflr sollten speziell Olefine mit einem tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-
geschitzten Amin getestet werden, um in einer nachfolgenden Boc-Entschitzung ein freies
Amin fir einen weiteren Synthesezyklus zu erzeugen. Dafiir sollte die Saure-vermittelte
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe eines geschitzten Glycin-DNA-Konjugats mit Hilfe von
verschiedenen Copolymeren und Additiven optimiert werden. Dabei sollten Copolymere
verwendet werden, die sich in der Positionierung der Sulfonsaure (im Kern oder in der Huille
des Copolymers) unterscheiden. Somit sollte der Einfluss der Sulfonsaure-Positionierung auf
die Boc-Entschitzung bestimmt werden. Des Weiteren sollte eine Copolymer-vermittelte
Pictet-Spengler-Reaktion zur Bildung von DNA-B-Carbolin-Konjugaten etabliert werden. Daftr
sollten ebenfalls verschiedene Sulfonsaure-immobilisierte Copolymere verwendet werden. Bei
einer erfolgreichen Etablierung und Optimierung der Reaktion sollte das Substratspektrum
durch die Variation der Amin-Komponente und der Aldehyd-Komponente untersucht werden.
Um die Anwendbarkeit der Copolymer-vermittelten Reaktionen an DNA-Konjugaten nicht nur
auf Saure-vermittelte Reaktionen zu beschranken, sollte ein Copolymer mit einem
immobilisierten Palladium-Komplex in einer Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung verwendet
werden. Dazu sollte die Reaktion auf einem DNA-Arylbromid Startmaterial unter Veranderung
der Base und der Copolymer-Konzentration optimiert werden und anschlielend das
Substratspektrum durch die Variation der Boronsauren getestet werden.

Da allerdings nicht nur der chemische Raum, sondern auch die Lesbarkeit des DNA-Barcodes
und die Reinheit der Molekilbibliothek nach einer chemischen Reaktion, fir die erfolgreiche
biologische Anwendung von grofler Bedeutung ist, sollte in dieser Arbeit eine neue
Aufreinigungs-Methode fir die DNA-kodierte Chemie etabliert werden (siehe Abbildung 19).
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Dabei sollten mdglichst unterschiedlich polare Reagenzien entfernt werden, eine hohe
Wiedergewinnung der aufgereinigten DNA erhalten werden, keine Kontaminationen durch
Salze oder Elutionsmittel eingebracht werden und die Methode moglichst ohne groRRen
Aufwand auf verschiedene DEL-Designs angewendet werden kdnnen. Fir die Entwicklung
dieser Aufreinigungs-Methode soll die selektive Watson-Crick-Basenpaarung genutzt werdne,
die sequenzielle Waschschritte Uberstehen soll und final wieder gebrochen werden kann.
Dafir sollte ein PNA-Einzelstrang an eine feste Phase immobilisiert werden, welcher
komplementar zum aufzureinigenden DNA-Konjugate ist. So sollten (berschissige
Reagenzien aus den chemischen Reaktionen entfernt werden kénnen und somit zu einer
erhdhten Reinheit einer DNA-kodierten Substanzbibliothek fiihren.

é Legende
aufzureinigende DNA

Waschen

Hybridisieren

& Wasch-Losungsmittel
Elutions-Lésungsmittel
ffffffff Filter

‘ Eluieren ® Kontamination

komplementare PNA

Abbildung 19: Schematische Darstellung einer Affinitats-Aufreinigung von DNA-Einzelstrangen.

Sollte die Etablierung der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion mit anschlieRender Boc-
Entschitzung, sowie die Etablierung einer neuen Aufreinigungsmethode erfolgreich verlaufen,
so sollten diese Konzepte anschlieBend fir die Synthese einer DNA-kodierten
Substanzbibliothek kombiniert verwendet werden (siehe Abbildung 20).

Dafiir sollte eine Synthesestrategie, aus alternierenden Syntheseschritten und enzymatischen
Ligationen, entwickelt werden. In einer kombinatorischen Synthese sollte das kleine
organische Molekil Uber eine Amidsynthese mit Aldehyd-funktionalisierten Carbonséauren,
eine Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion mit diversen Aminen, einer anschlieRenden
Boc-Entschitzung und einer weiteren Amidsynthese mit diversen Carbonsauren synthetisiert
werden. Durch die enzymatische Ligation der Barcodes und der Affinitats-Aufreinigung nach
den jeweiligen Syntheseschritten sollte eine DNA-kodierte Molekulbibliothek mit etwa 100.000
Bibliotheksmitgliedern synthetisiert werden und anschlieRend in Selektionsexperimenten

getestet werden.
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Abbildung 20: Design fir die Synthese einer DNA-kodierten Molekilbibliothek unter Verwendung der Copolymer-
vermittelten Povarov-Reaktion und Boc-Entschiitzung.

Da fUr die mizellare Katalyse Wasser als Losungsmittel oder Co-Ldsungsmittel verwendet wird
und es dadurch noch immer zu Einschrankungen bezuglich der Wahl der chemischen
Reaktionen fir die Synthese einer DNA-kodierten Molekilbibliothek fiihrt, sollte eine Strategie
entwickelt werden, um Wasser als Losungsmittel zu vermeiden. Dabei sollten die amphiphilen
Block-Copolymere jedoch ohne die immobilisierte katalytische Einheit verwendet werden.

Durch die Interaktion des Copolymers mit dem DNA-Strang sollte versucht werden, die DNA

in organischen Losungsmitteln zu I6sen (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Schematische Darstellung fiir die Verwendung von amphiphilen Block-Copolymeren fiir DNA-
Konjugate in organischen Lésungsmitteln.
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Dies sollte durch Verwendung von Fluorophoren gebunden an einen DNA-Einzelstrang visuell
sichtbar gemacht werden. Zudem sollte die Interaktion der DNA mit dem Copolymer Uber
diverse analytische Methoden untersucht werden. Um dieses System flur die Entwicklung
neuer chemischer Reaktionen auf DNA-Konjugaten anzuwenden, sollte die Stabilitat dieses
DNA-Copolymer-Komplexes gegenuber verschiedenen Metallsalzen und organischen
Reagenzien in organischen Lésungsmitteln bestimmt werden und mit der Stabilitat der DNA in

wassrigen Losungsmitteln, sowie ohne die Verwendung des Copolymers verglichen werden.
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3. Copolymer-vermittelte Reaktionen an DNA-Konjugaten

DNA-kodierte Bibliotheken bieten die Moglichkeit, eine groRe Anzahl von Molekulen effizient
zu handhaben und die Bindung an Proteine zielgerichtet zu testen. Allerdings besteht eine
grol3e Herausforderung fur die Entwicklung neuer Synthesemethoden, da diese mit dem DNA-
Barcode kompatibel sein missen. Dazu gehdren Reaktionen, die mit Wasser als Co-
Lésungsmittel ablaufen, sowie hohe Ausbeuten mit mdglichst geringem Nebenprodukt-Anteil
liefern. Dies ist besonders wichtig, da im Laufe einer Molekilbibliothekssynthese die Mitglieder
nicht einzeln aufgereinigt werden kénnen. Zudem sollte fliir jede Reaktion ein breites Spektrum
an leicht verfigbaren Ausgangsmaterialien vorhanden sein. Fir die erfolgreiche Synthese
einer DEL muss der kodierte DNA-Strang wahrend der Bibliotheksynthese intakt bleiben.
Daraus folgt, dass harsche Reaktionsbedingungen, wie zum Beispiel die Verwendung von
starken Sauren, Oxidationsmitteln oder hohe Temperaturen, zu vermeiden sind. Die
Entwicklung von neuen Synthesemethoden ist daher ein unverzichtbarer Prozess, um den
chemischen Raum fiir DNA-kodierte Bibliotheken zu erweitern. 82829

Um diese Herausforderungen anzugehen, wurde in der Arbeitsgruppe Brunschweiger die
Verwendung von amphiphilen Block-Copolymeren fir die Synthese an DNA-Konjugaten
untersucht.l’s®-811 - Amphiphile Block-Copolymere bestehen aus einem hydrophilen und
hydrophoben Abschnitt und bilden ab einer kritischen Mizellenbildungskonzentration (CMC)
nanometergroRe Mizellen.['®1% Dadurch findet eine Abtrennung des hydrophilen und
hydrophoben Raumes statt, wodurch sich Nanoreaktoren bilden. In diesen Reaktoren kdnnen
Chemikalien  gelést, die  Aktivierungsenergie  herabgesetzt und somit die

Reaktionsgeschwindigkeit gesteigert werden.[108-110]

D -~

Abbildung 22: Schematische Darstellung einer Copolymer-vermittelten Reaktion an DNA-Konjugaten.
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Fir die DNA-kodierte Synthese bietet dieses System den Vorteil, dass eine Reaktion in
Wasser durchgefuhrt werden kann, sowie eine Abtrennung des reaktiven Mediums zu dem
DNA-Strang erfolgen kann, wodurch der DNA-Strang mdéglichst intakt bleibt (siehe Abbildung
22). Um diese Copolymer-DNA-Wechselwirkung zu untersuchen, wurden verschiedenste
Messungen, wie z.B. SAXS-, Zirkulardichroismus-, UV-Vis- und
Fluoreszenzléschungsexperimente, durchgefliihrt. Dabei konnte eine starke Wechselwirkung

der DNA mit den durch das Copolymer in Wasser gebildeten Mizellen bestimmt werden.!"6"!
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Das Konzept der Mizellen-vermittelten Synthese auf DNA-Konjugaten wurde von der
Arbeitsgruppe Waring aufgegriffen. Dabei wurde das kommerziell erhaltliche Tensid TPGS-
750-M, entwickelt von Lipshutz et al., in einer Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung an DNA-
Konjugaten mit verschiedenen Bororganischen Verbindungen, Basen und einem Palladium-
Katalysator verwendet. Es konnte mit einem breiten Reaktandenspektrum die gewilinschten
DNA-Biaryl-Produkte mit einer sehr geringen DNA-Degradierung erhalten werden.['6216% |n
einer vorausgegangenen Masterarbeit!'®! und in dieser vorliegenden Arbeit sollte die
Anwendung von Katalysator-immobilisierten Copolymeren fur die DNA-kodierte Synthese
getestet werden. Dafur wurden Saure-immobilisierte Copolymere und ein Pd-immobilisiertes
Copolymer verwendet. In den folgenden Kapiteln wird die Synthese der verwendeten
Copolymere, sowie deren Anwendung in der Povarov-Reaktion, der Boc-Entschitzung, der

Pictet-Spengler-Reaktion und der Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung untersucht.

3.1 Verwendete amphiphile Block-Copolymere

In dieser Arbeit wurden verschiedene Sulfonsaure-immobilisierte Copolymere, sowie ein
Palladium-immobilisiertes Copolymer verwendet. Diese Copolymere wurden von Dr. Christian
Gramse aus der Arbeitsgruppe Weberskirch hergestellt. Die Darstellung erfolgte Uber die
RAFT-Polymerisation (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer, RAFT) nach
Laschewsky et al..l'® Dabei handelt es sich um eine kontrollierte radikalische Polymerisation,
die nach den folgenden Schritten ablauft: Initiierung, reversibler Kettentransfer, Reinitiierung,
Kettengleichgewicht, Terminierung. Dabei werden sogenannte RAFT-Reagenzien
(Dithioesterkomponenten) verwendet. Diese binden reversibel an die wachsenden
radikalischen Polymerketten, wodurch eine Kontrolle der molaren Masse und
dementsprechend auch des Polymerisationsgrades ermdglicht wird. Der Polymerisationsgrad
dp bezeichnet dabei die Anzahl der Grundbausteine (Monomere) in einem Polymer-Molekail.
Zudem resultiert diese Polymerisation in einer geringen Dispersitat D, sowie in bekannten
Endgruppen.['®® Die in dieser Arbeit verwendeten Copolymere wurden Uber Acrylate als
Grundbausteine (Monomere) aufgebaut. Dabei wurde als erstes der hydrophile Polymerblock,
bestehend aus dem Monomer N,N-Dimethylacrylamid (DMA), und anschlieRend der
hydrophobe Polymerblock mit unterschiedlichen Monomeren aufgebaut. Fir die katalytisch-
aktive Einheit wurden spezielle Acrylat-Monomere in die Copolymere eingeflugt, um diese
nachtraglich zu funktionalisieren. Dabei konnte die katalytisch-aktive Einheit entweder in dem
hydrophoben Kern oder in der hydrophilen Hulle eingebaut werden. Zudem konnte die Polaritat
des Mizellenkerns durch die Wahl der Acrylat-Monomere variiert werden, sowie auch die
Anzahl der einzelnen Monomere (Polymerisationsgrad) in dem Kern und der Hille des

Copolymers.
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Sulfonsaure-immobilisierte Copolymere

3.1.1.Sulfonsaure-immobilisierte Copolymere

Fir Saure-vermittelte Reaktionen wurden Copolymere hergestellt, welche mit einer
Sulfonsaure immobilisiert wurden. Diese kann variabel im hydrophoben Kern (P1) oder in der
hydrophilen Hulle (P2) immobilisiert werden. Dabei wurde als katalytisch-aktives Monomer das
3-Sulfopropylacrylat Kaliumsalz (SPAK) verwendet. Nach der erfolgten radikalischen
Polymerisation wurde das Copolymer Uber einen sauren lonenaustauscher (Amberlyst® 15)
geleitet, um die Sulfonsaure zu erhalten. Die Eigenschaften der Copolymere kdnnen Uber
verschiedene Parameter kontrolliert werden. Um den hydrophoben Copolymerblock
aufzubauen, wurden Acrylate mit verschieden langen Alkylketten verwendet. Somit konnte die
Polaritat des Mizellenkerns von Methylmethacrylat (MMA, logP = 1,34) bis hin zu n-
Dodecylacrylat (DD, logP = 4,64) eingestellt werden. Eine weitere Variation liegt in dem

Polymerisationsgrad dp. Dabei konnte das Verhaltnis zwischen dem hydrophilen und dem

Wasser ‘
~

P1

hydrophoben Copolymerblock verandert werden.['6"

P1-BA-a x=65,y=33
P1-BA-b x=63,y=22

Wasser
—_—
P2

R =Et P2-EA-a x=65y=20
P2-EA-b x=60,y=23
P2-EA-c x=65y=24
P2-EA-d x=058,y=28
R=nBu P2-BA x=63,y=33

Abbildung 23: Copolymerstrukturen und schematische Darstellung der Sulfonsdure-immobilisierten Copolymere.
a) Allgemeine Struktur der Copolymerserie P1 mit immobilisierter Sulfonsdure im Kern; b) Allgemeine Struktur der
Copolymerserie P2 mit immobilisierter Sulfonsaure in der Hiille.

Die in dieser Arbeit verwendeten Copolymere sind in Abbildung 23 dargestellt. Es wurden die
Monomere n-Butylacrylat (BA), sowie Ethylacrylat (EA) fir die Darstellung des hydrophoben
Copolymerblocks verwendet. Dabei wurde der Polymerisationsgrad des hydrophilen
Polymerblocks (x) mdglichst konstant gehalten und nur der Polymerisationsgrad des
hydrophoben Bausteines (y) variiert. Diese Copolymere wurden fur Saure-vermittelte
Reaktionen, wie z.B. die Povarov-Reaktion, die Boc-Entschitzung und die Pictet-Spengler-

Reaktion, verwendet.
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Palladium-immobilisiertes Copolymer

3.1.2.Palladium-immobilisiertes Copolymer

Um das Reaktionsspektrum von Copolymer-vermittelten Reaktionen zu erweitern, wurde ein
Palladium-immobilisiertes  Copolymer  synthetisiert. Dieses bestand aus N,N-
Dimethylacrylamid (DMA) als hydrophiles Monomer und n-Butylacrylat (BA) und
Azidoethylacrylat als hydrophobe Monomere. Das Azid-funktionalisierte, eingebaute Monomer
konnte in einem zusatzlichen Syntheseschritt Gber eine Ruthenium-vermittelte Click-Reaktion
mit einem Pd-NHC-Komplex funktionalisiert werden (siehe Abbildung 24). N-heterozyklische
Carbene (NHC) sind elektronenreiche, sterisch gehinderte Liganden und haben sich in der
Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung von heterozyklischen Systemen als sehr effektiv erwiesen.!'s]
Das erhaltene Pd-funktionalisierte Copolymer P3 bildete in Wasser etwa 15 nm grof3e Mizellen

und wurde fir die Entwicklung einer Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung verwendet.

Wasser

P3

Abbildung 24: Copolymerstruktur und schematische Darstellung des Palladium-immobilisierten Copolymers P3.
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Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion

3.2 Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion

Die S&ure-katalysierte Povarov-Reaktion von Aldehyden, Anilinen und elektronenreichen
Olefinen ermdglicht einen schnellen Zugang zu Tetrahydrochinolinen, welches ein wichtiges
Grundgertst in der Wirkstoffforschung darstellt. So kann dieses Grundgerist zum Beispiel in
den Naturstoffen Martinellin und Martinellinsdure gefunden werden, oder auch in vielen
bioaktiven Molekiilen.['®”168 Aus diesem Grund wurde die Saure-katalysierte Povarov-
Reaktion in der Arbeitsgruppe Brunschweiger erfolgreich auf einem an der festen Phase
(CPG) gebundenen DNA-Aldehyd-Konjugat Uberflihrt. Es wurde gezeigt, dass die Stabilitat
der DNA gegenuber Sauren durch die feste Phase deutlich gesteigert werden kann, im
Vergleich zu einem DNA-Strang in Losung. Dies resultiert aus den mit Schutzgruppen
geschitzten Nucleobasen. Durch die erhohte Stabilitait der Nucleobasen konnten
verschiedene, normalerweise DNA-schadigende, Reaktionen, darunter auch die Povarov-
Reaktion, etabliert werden.®® Da bei der Synthese einer DEL mit Hilfe der festen Phase die
Kodierstrategie variiert werden muss, sollte die Povarov-Reaktion unter Verwendung von
Copolymeren in Lésung versucht werden. In einer vorausgegangenen Masterarbeit wurde die
Povarov-Reaktion auf einem DNA-Konjugat unter Verwendung eines amphiphilen

Blockcopolymers mit immobilisierter Sulfonséure entwickelt.!'84!

3.2.1.Vorausgegangene Experimente!'%4

Fir die Povarov-Reaktion wurde in ersten Experimenten die 2-(4-Formylphenoxy)essigsaure
64a Uber eine Amidsynthese an eine C6-Aminolinker modifizierte 14mer-DNA gekoppelt. Das
synthetisierte DNA-Konjugat DNA-1a wurde mit Hilfe der MALDI-MS auf die Produktidentitat
und mit der analytischen HPLC auf die Reinheit untersucht.

AnschlieBend wurde das DNA-Konjugat mit der Aldehyd-Funktionalitdt DNA-1a mit dem
amphiphilen Blockcopolymer P1-BA-b, 4-tert-Butylanilin 20b und 3,4-Dihydro-2H-pyran 21¢ in
Wasser Uber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt (siehe Abbildung 25a). Dabei wurde die
Konzentration und die Aquivalente des Copolymers P1-BA-b, sowie die Aquivalente des
Anilins 20b und des Olefins 21c variiert. Mit einer Konzentration von 0,5 mM und
50 Aquivalenten des Copolymers und 2000 Aquivalenten an Anilin und Olefin konnte das
Tetrahydrochinolin-DNA-Konjugat DNA-2a mit einem Umsatz von 90 % gebildet werden. Die
Produktbildung konnte mit Hilfe der analytischen HPLC und der MALDI-MS beobachtet werden
(siehe Abbildung 25b). In dem HPLC-Chromatogramm des Reaktionsgemisches konnte ein
Peak bei etwa 8,2 min mit einem friher eluierenden Nebenprodukt gemessen werden. Das
Povarov-Produkt und das friiher eluierende Nebenprodukt konnten iber eine Referenzprobe
anhand der Retentionszeit bestimmt werden und das Nebenprodukt konnte als das oxidierte
Povarov-Produkt, das 3,4-Dihydro-2H-pyrano[3,2-c]chinolin DNA-3a, identifiziert werden.['%"!
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Vorausgegangene Experimente[164]

Bei der Referenzprobe handelte es sich um das synthetisierte Molekill (das
Tetrahydrochinolin, sowie das Dihydrochinolin), welches tber die NMR-Spektroskopie und die
Massenspektrometrie analysiert wurde und anschlief3end Uber eine Amidsynthese an einen

DNA-EinzeIstrang gekoppelt wurde.

%\
@* -
O Copolymer P1 -BA-b,

H
N
H,0, RT, 18 h mw Y o
0

DNA-1a . DNA-2a
oxidiert I;
DNA-3a
mau b)
DNA-2a DNA-2a
" tR = 8,2 min m/zberechnet 4786,3
m/zgefunden - 4793,5 ’
504
25 DNA-3a
DNA-1a tr = 7,7 min )
tr = 4,2 min ™ | i |
U_ LTIV

min

Abbildung 25: Synthese des DNA-Tetrahydro-1H-pyrano[3,2-c]chinolin-Konjugats DNA-2a.

a) Reaktionsschema der Povarov-Reaktion. Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit 4-terf-Butylanilin
20b (2000 Aquiv.), 3,4-Dihydro-2H-pyran 21¢ (2000 Aquiv.) und Copolymer P1-BA-b (50 Aquiv., 0,5 mM) in
Wasser bei Raumtemperatur (iber Nacht geschittelt; b) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-Spektrum
(rechts).l'64]

Da das Anilin 20b und Olefin 21¢ in Wasser nicht I8slich sind, wurde die Verwendung von Co-
Losungsmittel getestet. Dabei konnte eine gleichbleibende Produktbildung bei der
Verwendung von 5 Vol-% EtOAc, CH.Cl, oder THF beobachtet werden.

Um die Povarov-Reaktion fir eine DEL-Synthese verwenden zu kénnen, musste die
Robustheit der Reaktion in Bezug auf die Diversitat der Reaktanden geprift werden. Dazu
wurden 20 verschiedenen Aniline 20 mit dem DNA-Konjugat DNA-1a und dem 3,4-Dihydro-
2H-pyran 21c¢ umgesetzt und analysiert. Dabei wurden Aniline mit Substituenten in ortho-,
meta- und para-Position, sowie auch trisubstituierte Aniline getestet. Da vermutet wurde, dass
diese Aniline unterschiedliche Reaktivitaten aufweisen, wurden hartere
Reaktionsbedingungen, wie 8000 Aquiv. der Reaktanten 20 und 21c¢c und eine
Reaktionstemperatur von 40 °C, verwendet. Dabei konnte beobachtet werden, dass eine
sterisch anspruchsvolle Gruppe an ortho-Position zu einer verminderten Produktbildung fuhrt.
Bei Reaktionen mit Substituenten in meta-Position wurden Umsatze von 10 % bis 90 %
erhalten, wobei kein Trend festgestellt werden konnte, ob elektronenschiebende oder -

ziehende Gruppen fir die Reaktion von Vorteil sind.
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Vorausgegangene Experimente[164]

Bei para-substituierten Anilinen konnte ein Umsatz von 20 % bis 70 % bestimmt werden, wobei
Aniline mit einer elektronenschiebenden Gruppe einen héheren Umsatz ergaben.

Auch konnte die Povarov-Reaktion mit dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d anstelle des 3,4-
Dihydro-2H-pyrans 21c¢ erfolgreich durchgefihrt werden (siehe Abbildung 26).

a) /@)‘\ H, Boc :l\::Bo

Copolymer P1-BA-b, n H
H,0, RT, 18 h Wf“ o
o}
DNA-1a DNA-2b
mu b)
= DNA-2b DNA-2b
tr = 8,8 min M/Zperechnet = 4871,4

M/Zgefunden = 4877,7

T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 26: Synthese des DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]chinolin Konjugats DNA-2b.

a) Reaktionsschema der Povarov-Reaktion. Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit 4-ter-Butylanilin
20b (2000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d (2000 Aquiv.) und Copolymer P1-BA-b (50 Aquiv., 0,5 mM)in
Wasser bei Raumtemperatur tUber Nacht geschiittelt; b) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-Spektrum
(rechts).['64]

Die Studien zur Blockcopolymer-vermittelten Povarov-Reaktion mit dem N-Boc-2,3-dihydro-
1H-pyrrol 21d wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit fortgefuhrt, da dieser
Molekulbaustein einen weiteren Synthesezyklus Uber die Boc-geschitzte Aminogruppe

ermoglicht und somit eine Synthese einer DNA-kodierten Molekulbibliothek durchfihrbar ist.
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Ergebnisse

3.2.2.Ergebnisse

Die Copolymer-vermittelte = Povarov-Reaktion konnte in der vorausgegangenen
Master-Arbeit!'®* erfolgreich etabliert werden und soll nun fiir eine DEL-Synthese in Betracht
gezogen und weiter entwickelt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Povarov-
Reaktion das Copolymer P2-EA-a verwendet, da sich in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt
hatte, dass eine Positionierung der Sulfonsaure in der Hulle bei dieser Reaktion zu hdoheren
Umsatzen fiihrt.['®" Die Povarov-Reaktion soll im zweiten Syntheseschritt einer DEL-Synthese
eingesetzt werden. Um die erhaltenen Povarov-Produkte weiter zu diversifizieren, muss fir
den dritten Syntheseschritt anschlieRend eine weitere funktionelle Gruppe zur Verfligung
stehen. Dafiir wurde die Reaktionskinetik der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-
Reaktion mit dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d analysiert. Zudem wurden in dieser
vorliegenden Arbeit verschiedene Olefine mit tert-Butyloxycarbonyl (Boc) geschitzten
Aminen, als zusatzliche funktionelle Gruppe, in der Copolymer P2-EA-a vermittelten Povarov-
Reaktion getestet, sowie der an die DNA-gekoppelte Aldehyd, sowie die Amin-Komponente,
variiert. Anschlielend sollte die Boc-Schutzgruppe abgespalten und ein freies Amin erhalten

werden, welches fir den nachsten Synthesezyklus zur Verfiigung steht.

3.2.2.1. Optimierung der Reaktions-Zeit und -Temperatur der
Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion zur
Synthese des DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]chinolin
Konjugats DNA-2b

Anschlieend an die zuvor erfolgreich durchgefihrte Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion
mit N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d soll diese Reaktion naher beleuchtet werden. Dafur
wurden die Reaktionszeit und die Temperatur fir die Synthese des DNA-Tetrahydro-1H-
pyrrolo[3,2-c]chinolin Konjugats DNA-2b optimiert. In einer ersten Testreihe wurde das DNA-
Aldehyd-Konjugat DNA-1a mit dem 4-tert-Butylanilin 20b, dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol
21d und dem Copolymer P2-EA-a bei verschiedenen Temperaturen (25 °C, 40 °C, 50 °C und
60 °C) geschuttelt und bei verschiedenen Reaktionszeiten (30 min, 1 h, 2 h, 4 h) gestoppt
(siehe Schema 17). Die Analyse bezuglich der Bildung von DNA-2b erfolgte mit Hilfe der
analytischen HPLC (siehe Abbildung 27, Anhang Abbildung 60 - 63). Zudem wurde die
Produktbildung bei 25 °C und 40 °C mit der Reaktionskinetik der Copolymer P2-EA-a-
vermittelten Povarov-Reaktion mit 3,4-Dihydro-2H-pyran 21c¢ verglichen. Fir die Reaktion mit
Dihydropyrrol 21d konnte bei 25 °C (siehe Abbildung 27, Viereck, durchgezogene schwarze
Linie) bereits nach 30 min 70 % des Produktes DNA-2b erhalten und nach 4 h ein vollstandiger

Umsatz des Startmaterials beobachtet werden.
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Optimierung der Reaktions-Zeit und -Temperatur der Copolymer P2-EA-a-vermittelten
Povarov-Reaktion zur Synthese des DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]chinolin Konjugats
DNA-2b

N
/O)‘\ Q Copolymer P2-EA-a, H O H
H,0, T, t Wm \n/\o
(o}

DNA-1a DNA-2b

Schema 17: Optimierung der Reaktions-Zeit und -Temperatur der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-
Reaktion zur Synthese des DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]chinolin Konjugats DNA-2b.

Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit 4-tert-Butylanilin 20b (2000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol
21d (2000 Aquiv.) und Copolymer P2-EA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in Wasser bei verschiedenen Temperaturen und
Reaktionszeiten geschuittelt.

Im Vergleich dazu konnte bei der Reaktion mit Olefin 21¢ nach 6 h erst ein Umsatz von 30 %
erhalten werden (siehe Abbildung 27, Viereck, gestrichelte schwarze Linie). Bei 40 °C konnte
mit Olefin 21d bereits nach 2 h ein vollstandiger Umsatz zu dem Produkt DNA-2b erhalten
werden und dieser Umsatz blieb auch bis zu einer Reaktionszeit von 18 h erhalten (siehe
Abbildung 27, Raute, durchgezogene dunkelgraue Linie, Tabelle 1, Eintrag 1). Mit Olefin 21¢
konnte bei 40 °C ein vollstandiger Umsatz zu DNA-2a nach 6 h erhalten werden (siehe
Abbildung 27, Raute, gestrichelte dunkelgraue Linie). Aus diesem Vergleich wird deutlich,
dass die Reaktion mit N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d deutlich schneller ablauft und somit
dieses Olefin eine erhdhte Reaktivitdt in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-

Reaktion gegenuber dem Olefin 21¢ aufweist.

100 5
—a— Olefin 21d, 25 °C
90 & ,I‘—_—-. -
: _-="" =a=0lefin 21c, 25°C
s0{ S - .
/ e ——Olefin 21d, 40 °C
z 01 * ke —+—Olefin 21¢, 40 °C
4 601 -7 Olefin 21d, 50 °C
§ 901 J/ Olefin 21d, 60 °C
< 40 - /I
2 30 - ’ _-n
4 -—
20 A __..l"
10 e
0 .
0 1 2 3 4 5 6

Abbildung 27: Produktbildung-Zeit-Diagramm der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion bei
verschiedenen Reaktionstemperaturen und mit Verwendung von Olefin 21d (durchgezogene Linie) gegenlber
Olefin 21¢ (gestrichelte Linie)64].

Bei einer weiteren Erhdhung der Reaktionstemperatur auf 50 °C kann bereits nach 1 h ein
vollstandiger Umsatz zu Produkt DNA-2b erhalten werden (siehe Abbildung 27, Dreieck,
durchgezogene graue Linie). Allerdings kann hier bei langerer Reaktionszeit eine
Degradierung der DNA beobachtet werden. Gleiches kann auch bei einer weiteren Erhéhung
der Temperatur auf 60 °C, allerdings schon bei kiirzeren Reaktionszeiten, beobachtet werden
(siehe Abbildung 27, Kreis, durchgezogene hellgraue Linie).
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Variation des Olefins in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

Fur eine DEL-Synthese werden Molekile mit unterschiedlichster Reaktivitdt verwendet. Eine
erhdhte Temperatur bei gleichzeitig langerer Reaktionszeit beglinstigt die Produktbildung bei
der Verwendung von Molekilen mit geringerer Reaktivitdt. Daher wurde fir weitere
Experimente eine Temperatur von 40 °C gewahlt, da hierbei auch bei langeren
Reaktionszeiten die DNA stabil blieb und bereits ein vollstandiger Umsatz bei kurzen

Reaktionszeiten (2 h) erhalten werden konnte.

3.2.2.2. Variation des Olefins in der Copolymer P2-EA-a-

vermittelten Povarov-Reaktion

Die Povarov-Reaktion ist eine Multikomponenten-Reaktion, in der die einzelnen Komponenten
variiert werden kénnen. In diesem Kapitel wird das Substratspektrum des elektronenreichen
Olefins mit abspaltbarere Boc-Schutzgruppe getestet. Bisher wurde die Reaktion mit dem 3,4-
Dihydro-2H-pyran 21c etabliert, sowie mit dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d
untersucht.!'® Im Folgenden wurden das tert-Butylvinylcarbamat 21e und das N-Boc-Allylamin
21f in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion getestet (siehe Tabelle 1). Dafiir
wurde das DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1a mit dem 4-tert-Butylanilin 20b, den Olefinen 21d - f
und dem Copolymer P2-EA-a bei 40 °C Uber Nacht geschuttelt und anschlieRend mit Hilfe der
analytischen HPLC und der MALDI-MS (siehe Anhang Abbildung 64) analysiert.

Tabelle 1: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion an
DNA-1a durch Einsatz verschiedener Olefine 21d - f.2

i NH2 @
H H, + [P R N
w,@”\n/\o R' Copolymer P2-EA-a,

H
H,O/EtOAC (5 Vol-%), ¢ N o
40°C,18h ) \{,'/\

o
DNA-1a 20b 21d-f DNA-2b-d

. . Umsatz m/zberechnet
Eintrag Olefin Produkt [%]° M2 getungor®

/ ~NBoc . 4871,5

1 21d ) DNA-2b > 90 48709

H 4845,5

2 21e ) LN DNA-2c 20 4845.6

H 4859,5

3 21f A~Ngoe DNA-2d n.d. nd.

a Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit Anilin 20b (2000 Aquiv.), Olefin (2000 Aquiv.) und Copolymer
P2-EA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in Wasser und 5 Vol-% EtOAc bei 40 °C Uber Nacht geschiittelt. ® Der Umsatz wurde
mit Hilfe der Flache des Produkt-Signals gegeniiber dem Edukt-Signal im HPLC-Chromatogramm (analytische
HPLC) und MALDI-MS bestimmt. ¢ Das Masse-zu-Ladungsverhaltnis wurde mit der MALDI-MS-Analyse gemessen.
n.d. = nicht detektiert.

Dabei konnte fir die Reaktion mit tert-Butylvinylcarbamat 21e nur ein Umsatz von etwa 20 %
erhalten werden (siehe Tabelle 1, Eintrag 2). In der MALDI-MS konnte kein Startmaterial mehr
beobachtet werden.
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Variation des Olefins in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

Dafiir konnte aber neben dem Produkt-Signal ein nicht identifiziertes Nebenprodukt mit der
Masse von 4727,2 g/mol bestimmt werden. Bei der Reaktion mit N-Boc-Allylamin 21f konnte
das Produkt DNA-2d nicht detektiert werden (siehe Tabelle 1, Eintrag 3). Es konnte lediglich
das Startmaterial DNA-1a wiedergewonnen werden. In diesem Fall fehlte die
elektronenschiebende Gruppe (hier das Stickstoff-Atom) in direkter Nachbarschaft zu der
Doppelbindung, weshalb die Doppelbindung eine geringere Reaktivitat aufweist und somit der
nukleophile Angriff auf das Imin abgeschwacht sein konnte.[*%17% Da die Copolymer P2-EA-
a-vermittelte Povarov-Reaktion nur mit dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d mit einer hohen
Ausbeute und ohne Nebenprodukte (siehe Tabelle 1, Eintrag 1) ablief, wurde im weiteren

Verlauf ausschlieBlich Olefin 21d weiter betrachtet.

51



Variation des Amins in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

3.2.2.3. Variation des Amins in der Copolymer P2-EA-a-

vermittelten Povarov-Reaktion

Die zweite Komponente, die in der Povarov-Reaktion variiert werden kann, ist das aromatische
Amin. In der vorausgegangenen Arbeit wurde bereits das Anilin in der Copolymer P1-BA-b-
vermittelten Povarov-Reaktion unter Verwendung des 3,4-Dihydro-2H-pyrans 21¢ und des
DNA-Aldehyd-Konjugates DNA-1a untersucht. Dabei konnten von 20 verschieden
substituierten Anilinen moderate bis gute Umsatze zu DNA-Tetrahydro-1H-pyrano[3,2-
c|chinolin-Konjugaten DNA-2 erhalten werden.l'® In dieser Arbeit sollte nun die
Produktbildung verschiedener Arylamine 20b - ad untersucht werden (siehe Tabelle 2).1'35171]
Fir diese Experimente wurde das DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1a mit den verschiedenen
Aminen 20b - ad, dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d und dem Copolymer P2-EA-a bei
40 °C uber Nacht geschattelt und anschlielend mit Hilfe der analytischen HPLC und der
MALDI-MS (siehe Anhang Abbildung 65) analysiert. Alle unterschiedlich substituierten
Aniline 20b -1 konnten mit einem vollstandigen Umsatz zu den gewunschten Produkten
reagieren und es konnten keine Nebenprodukte festgestellt werden. Dabei konnte sowohl das
nicht-substituierte Anilin 20c (siehe Tabelle 2, Eintrag 2), als auch das Anilin 20d mit einer
sterisch anspruchsvollen Gruppe in ortho-Position (siehe Tabelle 2, Eintrag 3) vollstandig
umgesetzt werden. Dies hat bei der Reaktion mit 3,4-Dihydro-2H-pyran 21¢ nur zu einem

Umsatz von 25 % gefuhrt.

Tabelle 2: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion an
DNA-1a durch Einsatz verschiedener aromatischer Amine 20b -ad zur Bildung von DNA-Tetrahydro-1H-
pyrrolo[3,2-c]chinolin-Konjugaten DNA-2b, -2e - af.@

c @
H, 5 6N + = 5
hEt Copolymer P2-EA-a, O
O/EtOAc (5 Vol-%), 0
Hy 1
40°C, 18 h W \ﬂ/\

DNA-1a 20b-ad  21d DNA 2b, -2e-af
. . Umsatz m/zberechnet
Eintrag Anilin Produkt [%]° MY/ Zgtincon”
NH,
4871,5
1 20b ? DNA-2b >90 48677
L 48153
2 20c @ DNA-2e >90 4816:1
L 4905 4
3 20d DNA-2f >90 4906:3
NH,
4851,3
4 20e /@\ DNA-2g > 90 4853.0
F F

52



Variation des Amins in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

Fortsetzung Tabelle 2
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DNA-2h

DNA-2i

DNA-2j

DNA-2k

DNA-2|

DNA-2m

DNA-2n

DNA-20

DNA-2p

DNA-2q

DNA-2r

DNA-2s

DNA-2t

DNA-2u

> 90

> 90

> 90

> 90

> 90

>90

> 90

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

35

4857,4
4859,4

4894,2
4894,1

4849,7
4849,7

4843,3
4843,3

4857,4
4858,9

4869,3
4870,0

4883,4
4881,8

4816,4
n.d.

4816,4
n.d.

4816,4
n.d.

4817,4
n.d.

4830,4
n.d.

4860,4
n.d.

4895,3
4893,9
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Variation des Amins in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

Fortsetzung Tabelle 2

HN 2 4866,5
19 20t @ DNA-2v 75 48028
L 4819.4
20 20u é\,« DNA-2w n.d. o1
! d.
NH2/©
48955
/ - 3
21 20v ;\N,N DNA-2x > 90 4898 2
NH,
\ 4819.4
22 20w O DNA-2y > 90 48199
\
NH,
\ 48334
23 20x C DNA-2z > 90 48352
\—
NH,
24 20y ﬁ,w DNA-2aa n.d. 48194
=N n.d.
NH,
\ ) 48334
25 20z Cx DNA-2ab 25 4853 3
NH,
7 NH 4861,5
26 20aa Qg\N DNA-2ac > 90 4860 6
NH,
4839,8
72 - ’
27 20ab ol DNA-2ad 25 48390
Cl
NH,
28 20ac (N DNA-2ae n.d. 4884,3
NH n.d.
Br
NH,
\ 48214
29 20ad Cn DNA-2af 20 4801 1
HO

a Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit Anilin (2000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d
(2000 Aquiv.) und Copolymer P2-EA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in Wasser und 5 Vol-% EtOAc bei 40 °C (iber Nacht
geschiittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Flache des Produkt-Signals gegeniiber dem Edukt-Signal im HPLC-
Chromatogramm (analytische HPLC) und MALDI-MS bestimmt. ¢ Das Masse-zu-Ladungsverhaltnis wurde mit der
MALDI-MS-Analyse gemessen. n.d. = nicht detektiert.

Bei Substituenten in para-Position konnte kein Trend bestimmt werden, ob eine
elektronenziehende (siehe Tabelle 2, Eintrag 6-7), oder elektronenschiebende (siehe Tabelle
2, Eintrag 1, 5, 8, 9) Gruppe von Vorteil flr die Povarov-Reaktion ist. Auch das Anilin 201 mit
einem Substituenten in meta-Position konnte vollstandig umgesetzt werden (siehe Tabelle 2,
Eintrag 11). Ebenso konnten auch di- und tri-substituierte Aniline 20e und 20k vollsténdig das
gewunschte Produkt bilden (siehe Tabelle 2, Eintrag 4, 10).
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Variation des Amins in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

Fir die Aminopyridine konnte bis auf das 3-Amino-5-Bromopyridin 20s und das 3-
Aminoquinolin 20t keine Produktbildung beobachtet werden. Die Position der Amino-Gruppe
(2-, 3-, 4-Aminopyridin) hatte keine Auswirkung auf die Produktbildung. Es konnte jeweils nur
das Startmaterial DNA-1a detektiert werden (siehe Tabelle 2, Eintrag 12-14). Auch das
Aminopyrimidin 20p lieferte nicht das gewtlinschte Produkt, sondern nur das wiedergewonnene
Startmaterial DNA-1a (siehe Tabelle 2, Eintrag 15). Dahingegen konnte fir 3-Amino-5-
Bromopyridin 20s neben dem Startmaterial DNA-1a ein Umsatz zu dem Produkt DNA-2u von
etwa 35 % bestimmt werden (siehe Tabelle 2, Eintrag 18). Ein Austausch des Brom-
Substituenten gegen eine Methyl- (20q) oder eine Carboxy-Gruppe (20r) fihrte zu keiner
Produktbildung (siehe Tabelle 2, Eintrag 16, 17). Anschlieliend wurde das 3-Aminoquinolin
20t getestet. Hierbei konnte die gewiinschte Masse des Produktes DNA-2v detektiert werden
und ein Umsatz von etwa 75 % bestimmt werden (siehe Tabelle 2, Eintrag 19). Als nachstes
wurden verschieden substituierte Aminopyrazole in der Povarov-Reaktion getestet. Dabei
konnte fur die Amine 20v - x und 20aa ein vollstandiger Umsatz zu dem gewiinschten Produkt
erhalten werden (siehe Tabelle 2, Eintrag 21-23, 26). Dabei handelte es sich um drei di-
substituierte Pyrazole mit Methyl- (20w), Ethyl- (20x) und fert-Butyl-Substituenten (20aa),
sowie um ein dreifach-substituiertes Pyrazol mit einer Methyl-Gruppe und einer sterisch
anspruchsvollen Phenyl-Gruppe (20v). Einen Umsatz von etwa 20 % - 25 % konnte mit den
Aminopyrazolen 20z, 20ab und 20ad erreicht werden (siehe Tabelle 2, Eintrag 25, 27, 29).
Hierbei handelte es sich um drei di-substituierte Pyrazole mit einer Ethyl- (20z), Chlor- (20ab)
und Hydroxyl-Gruppe (20ad) an der Position 3. Ein Austausch dieses Substituenten gegen
eine Methyl- (20y) oder Bromo-Gruppe (20ac) resultierte in keiner Produktbildung (siehe
Tabelle 2, Eintrag 24, 28). Auch fir das 5-Amino-1-Methylpyrazol 20u konnte kein Umsatz zu
dem gewlnschten Produkt bestimmt werden (siehe Tabelle 2, Eintrag 20).

Die Copolymer P2-EA-a-vermittelte Povarov-Reaktion lieferte mit dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-
pyrrols 21d im Vergleich zu dem 3,4-Dihydro-2H-pyran 21¢ insgesamt hdhere Umsatze mit
den verschieden substituierten Anilinen. Es konnte bei allen Anilinen 20b - | ein vollstandiger
Umsatz zu dem gewunschten Produkt beobachtet werden. Bei der Verwendung von
Aminopyridinen konnte insgesamt nur das Aminopyridin 20s zur Reaktion gebracht werden.
Bei den verschieden substituierten Aminopyrazolen konnte kein Trend bestimmt werden, um
das gewulinschte Produkt zu erhalten. Allerdings konnten die Aminopyrazole 20v - x und 20aa
erfolgreich mit vollstandigem Umsatz in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Reaktion

umgesetzt werden und fur eine DEL-Synthese in Betracht gezogen werden.
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Variation des DNA-Aldehyd-Konjugates in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-
Reaktion

3.2.2.4. Variation des DNA-Aldehyd-Konjugates in der Copolymer

P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

Die dritte Komponente der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion ist der Aldehyd.
Um Uber die Povarov-Reaktion ein exponentielles Wachstum der Molekilanzahl fir den
Aufbau einer DEL zu erméglichen, missen im ersten Synthesezyklus verschiedene Aldehyde
an die DNA gekoppelt werden. Diese werden in dem nachsten Synthesezyklus mit einem
madglichst hohen Umsatz in der Povarov-Reaktion mit verschiedenen Anilinen kombiniert. Um
die Reaktivitat der Aldehyde zu testen, wurden funf Carbonsaure-funktionalisierte Aldehyde
64b - f Uber eine Amidsynthese an eine C6-Aminolinker-modifizierte DNA gebunden (siehe
Anhang Abbildung 59). Diese DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-1b - f wurden mit Hilfe der
praparativen HPLC aufgereinigt und anschlieBend mit 4-tert-Butylanilin 20b, N-Boc-2,3-
dihydro-1H-pyrrol 21d und Copolymer P2-EA-a bei 40 °C Uber Nacht geschuttelt (siehe
Tabelle 3).

Tabelle 3: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion durch
Einsatz verschiedener DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-1b - f.2

H, NBoc
Boc
W Copolymer P2 EA-a,
H,O/EtOAc (5 Vol-%), _

40 °C, 18 h
DNA-1b-f DNA -2ag-ak

. . Umsatz M/ Zperechnet
Eintrag DNA-Aldehyd-Konjugat Produkt [%]° M2 gtungor®

48715

1 DNA-1b \g/\o DNA-2ag > 90 48709

N 7
2 DNA-1c O DNA-2ah 25 jggj'g
Ho\n/\o y
(o]

HO [o]
TN 4894.7
3 DNA-1d o 6_/ DNA-2ai > 90 4894.0

|
o N
4  DNA-le Ho%ojgﬁo DNA-2aj  >90 281 i,g
(0}

HO o]
YN/ 49087
5 DNA-1f o DNA-2ak 20 49089

a Das DNA-Aldehyd-Konjugat (500 pmol) wurde mit 4-tert-Butylanilin 20b (8000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-
pyrrol-21d (8000 Aquiv.) und Copolymer P2-EA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in Wasser und 5 Vol-% EtOAc bei 40 °C
Uber Nacht geschiittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Flache des Produkt-Signals gegeniiber dem Edukt-Signal
im HPLC-Chromatogramm (analytische HPLC) und MALDI-MS bestimmt. ¢ Das Masse-zu-Ladungsverhéltnis
wurde mit der MALDI-MS-Analyse gemessen.
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Variation des DNA-Aldehyd-Konjugates in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-
Reaktion

Die erhaltenen Produkte wurden mit der analytischen HPLC und der MALDI-MS (siehe
Anhang Abbildung 66) analysiert. Folgende Carbonsaure-funktionalisierten Aldehyde
wurden in der Povarov-Reaktion getestet: zwei unterschiedlich substituierte Benzaldehyde
(siehe Tabelle 3, Eintrag 1, 4), zwei Indol- (sieche Tabelle 3, Eintrag 3, 5) und ein Pyrrol-
Strukturmotiv (siehe Tabelle 3, Eintrag 2).

Bei der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion mit den Benzaldehyden DNA-1b
und DNA-1e konnte ein vollstandiger Umsatz zu dem gewinschten Produkt beobachtet
werden (siehe Tabelle 3, Eintrag 1, 4). Lediglich bei der Reaktion mit dem DNA-Aldehyd-
Konjugat DNA-1e konnten Spuren des oxidierten Startmaterials in der MALDI-MS detektiert
werden. Bei der Reaktion mit den Aldehyd-funktionalisierten Indolen konnte mit DNA-1d ein
vollstandiger Umsatz zu dem gewinschten Produkt bestimmt werden, wohingegen die
Reaktion mit DNA-1f nur zu etwa 20 % zu dem gewlnschten Produkt ablief (siehe Tabelle 3,
Eintrag 3, 5). Bei dieser Reaktion konnte noch das Startmaterial DNA-1f, sowie ein nicht-
identifiziertes Nebenprodukt mit einer Masse von 4751,4 g/mol detektiert werden. Der
Unterschied der beiden Indole liegt ausschlief3lich in der Methylgruppe an Position 2, welche
scheinbar eine grol’e Auswirkung auf die Reaktivitat des Aldehydes austbt. Das DNA-
Aldehyd-Konjugat DNA-1c mit dem Pyrrol-Strukturmotiv lieferte das gewtnschte Produkt zu
etwas 25 %. Hierbei konnte in der MALDI-MS kein Startmaterial DNA-1¢, sondern ein starkes
Signal fur das oxidierte Startmaterial mit einer Masse von 4678,6 g/mol beobachtet werden.
Daraus folgt, dass der fir die Reaktion bendtigte Aldehyd nicht mehr vorliegt und somit die
Copolymer P2-EA-a-vermittelte Povarov-Reaktion nicht weiter ablaufen konnte. Diese
Oxidation konnte allerdings schon nach der Abspaltung des DNA-Aldehyd-Konjugates von der
festen Phase und auch nach der praparativen HPLC-Aufreinigung beobachtet werden,
weshalb auch hier von einem vollstdndigen Umsatz des Aldehydes ausgegangen werden
kann.

Insgesamt konnte die Copolymer P2-EA-a-vermittelte Povarov-Reaktion unter Verwendung
von N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d mit vielen verschieden substituierten Anilinen und auch
einigen Aminopyrazolen, sowie auch auf verschiedenen DNA-Aldehyd-Konjugaten, inklusive
Indol- und Pyrrol-Strukturmotiv, erfolgreich durchgefihrt werden. Somit ist die Reaktion fur
eine DEL-Synthese geeignet, da sie ein breites Spektrum an Reaktanden abdeckt und mit
hohen Ausbeuten und geringen Nebenprodukten ablauft. Um anschlieliend einen weiteren
Synthesezyklus durchfuhren zu kénnen, wurde nachfolgend die Boc-Entschitzung mit Hilfe

verschiedener Copolymere untersucht.
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Copolymer-vermittelte Abspaltung der tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutzgruppe

3.3 Copolymer-vermittelte Abspaltung der
tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutzgruppe

Ein tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Substituent wird an freie Amine eingefiihrt, um diese vor einer
ungewollten Reaktion zu schitzen und wird haufig fur den Aufbau von Peptiden in der
Festphasensynthese eingesetzt. Ein freies Amin kann mit Di-fert-butyldicarbonat in einer
Basen-katalysierten Reaktion geschutzt und in einer Saure-katalysierten Reaktion wieder
entschutzt werden. Die Verwendung von Schutzgruppen wahrend einer DEL-Synthese ist
wichtig, um nach Abspaltung eine neue funktionelle Gruppe fur den nachsten Syntheseschritt
zu erhalten und somit den nachsten Molekilbaustein einbringen zu kénnen. Aus diesem Grund
wurde in einer vorausgegangenen Masterarbeit mit der Etablierung der Boc-Entschitzung auf
einem DNA-Konjugat unter Verwendung eines amphiphilen Blockcopolymers mit

immobilisierter Sulfonsaure begonnen.

3.3.1.Vorausgegangene Experimente!'®4
Fir die Etablierung der Abspaltung einer tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutzgruppe wurde ein
mit Boc-geschitztes Glycin 65a Uber eine Amidsynthese an eine C6-Aminolinker modifizierte
14mer-DNA gebunden und das DNA-Konjugat DNA-4 erhalten (Anhang Abbildung 67).
Die DNA-4 wurde anschlielend mit dem zuvor beschriebenen Blockcopolymer P1-BA-b mit

verschiedenen Konzentrationen, Aquivalenten und Reaktionszeiten bei 50 °C inkubiert (siehe

Abbildung 28a).

a)
H H
N Jj\ J< N
W \([)I/\H Copolymer P1-BA-b, \[ol/\
MgCl, [Aquiv.]
DNA-4 H,0, 50 °C,4 h DNA-5
- b) ohne MgCl, mw ¢) 1000 Aquiv. MgCl,
ﬂ| DNA-4
2] ‘|‘ tr = 6,0 min 100
DNA-5 | | | i DNA-5
tr = 4,8 min || [l tr = 4,8 min
50 il | |
‘.‘I| I‘" ‘ 50-]
[ [

[ 254
|

0 i 2 3 i 3 ‘ 7 H 5 1 2 3 H 5 8 7 g 9
Abbildung 28: Boc-Entschiitzung von DNA-Konjugat DNA-4 mit dem Blockcopolymer P1-BA-b in Wasser mit und

ohne MgClz.

a) Reaktionsschema der Boc-Entschiitzung. b) HPLC-Chromatogramm der Boc-Entschiitzung von DNA-Konjugat
DNA-4 (500 pmol) mit Copolymer P1-BA-b (12,5 Aquiv., ¢ =0,5mM) bei 50 °C, 4 h in Wasser; a) HPLC-
Chromatogramm der Boc-Entschitzung von DNA-Konjugat DNA-4 (500 pmol) mit Copolymer P1-BA-b
(12,5 Aquiv., ¢ = 1,5 mM) und MgCl2 (1000 Aquiv.) bei 50 °C, 4 h in Wasser.['%4]
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Vorausgegangene Experimente[164]

Dabei konnte als bester Kompromiss zwischen Produktbildung und Depurinierung nach vier
Stunden Reaktionszeit mit 12,5 Aquivalenten an Copolymer P1-BA-b und einer Konzentration
von 0,5 mM das Produkt-Konjugat DNA-5 mit 20 % erhalten werden. In dem HPLC-
Chromatogramm konnte aber trotz Verwendung des Copolymers P1-BA-b eine starke
Depurinierung anhand der Peaks bei 1-2 min und der friher eluierenden Nebenprodukte des
Start- und Produkt-Konjugates DNA-4 und DNA-5 beobachtet werden (siehe Abbildung 28b).
Um die DNA zu stabilisieren, wurde die Zugabe von MgCl, getestet. Dabei konnte mit
steigender Konzentration an MgCl, eine Abnahme der Depurinierung, sowie eine gleichzeitige
Senkung des Umsatzes zu dem Produkt-Konjugat DNA-5 beobachtet werden. Mit
1000 Aquivalenten an MgCl, konnte das Produkt-Konjugat DNA-5 mit 35 % mit einer
Depurinierung von 20 % erhalten werden (siehe Abbildung 28c).

Die Studien zur Blockcopolymer-vermittelten Boc-Entschitzung wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fortgefuhrt.
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Ergebnisse

3.3.2.Ergebnisse

Die Copolymer-vermittelte Boc-Entschitzung eines Glycin-DNA-Konjugats DNA-4 konnte in
der vorausgegangenen Master-Arbeit!'®4l erfolgreich durchgefiihrt werden und soll nun fir eine
DEL-Synthese in Betracht gezogen und dafur weiter entwickelt werden. Bisher konnte durch
den Einsatz von MgCl. die Depurinierung der DNA-4 auf 20 % gesenkt werden und das
entschitzte Glycin DNA-5 zu 35 % erhalten werden.!'®* Allerdings wurde durch den MgCl,-
Zusatz auch die Entschitzung gehemmt, weshalb in dieser Arbeit dieses Additiv variiert wurde.
Auch wurden verschiedene Copolymere verwendet, um den Einfluss der Copolymer-Struktur

auf die Boc-Entschiitzung zu analysieren. Alle Optimierungen wurden mit DNA-4 durchgeflhrt.

3.3.2.1. Variation des Additivs auf die Copolymer P1-BA-b-

vermittelte Boc-Entschitzung

Bei den in der vorausgegangenen Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnte ohne die
Verwendung eines Additivs das Boc-entschutzte Produkt DNA-5 mit etwa 20 % gebildet
werden. Allerdings wurde hierbei eine Depurinierung von etwa 50 % festgestellt. Es ist
bekannt, dass Mg?*-lonen einen erheblichen Einfluss auf die Stabilitat der DNA ausibt. Dabei
steigt die Schmelztemperatur der DNA mit zunehmender Mg?*-lonen-Konzentration an. Dies
soll durch die Abnahme der elektrostatischen AbstoBung zwischen den negativ-geladenen
Phosphatgruppen nach Bindung der positiv-geladenen Mg-lonen hervorgerufen werden.['"2-
74 Dieser Effekt wurde sich in der vorausgegangenen Arbeit zu Nutze gemacht und es konnte
mit harscheren Reaktionsbedingungen und nach Zugabe von 1000 Aquivalenten das Produkt-
Konjugat DNA-5 mit 35 % und einer Depurinierung von 20 % erhalten werden. Die DNA war
somit nach Zugabe des Additivs stabiler, allerdings wurde auch die Produktbildung reduziert.
Daher sollte nun ein anderes Additiv gefunden werden, das die Stabilitdt der DNA erhdht und
gleichzeitig die Produktbildung fordert. Dafur wurde die Copolymer-vermittelte Povarov-
Reaktion aus Kapitel 3.2 naher betrachtet. Bei dieser Reaktion konnte keine Depurinierung
der DNA beobachtet werden, obwohl gleiche Mengen an Copolymer P1-BA-b und auch
erhdéhte Temperaturen fur langere Zeit verwendet wurden. Dies konnte auf die Verwendung
von Anilinen bei der Reaktion zurtickzuflihren sein. Aniline sind schwache Basen und kénnten
somit die Starke der immobilisierten Sulfonsdure abschwachen. Diese puffernde Wirkung
sollte nun auch in der Copolymer P1-BA-b-vermittelten Boc-Entschutzung getestet werden
(siehe Tabelle 4).

Dazu wurde die DNA-4 mit Copolymer P1-BA-b mit variierten Aquivalenten und 4-
tert-Butylanilin 20b oder MgCl. fiir vier Stunden bei 50 °C inkubiert. Die erhaltenen Produkte
wurden mit der analytischen HPLC (siehe Anhang Abbildung 68, 69) und der MALDI-MS

analysiert.

60



Variation des Additivs auf die Copolymer P1-BA-b-vermittelte Boc-Entschiitzung

Tabelle 4: Untersuchung des Einflusses des Additives auf die Produktbildung und Degradierung der Copolymer P1-
BA-b-vermittelten Boc-Entschitzung der DNA-4.

|
(o} @ H
H
N PN J< WMN
g o N~ o " Y NH,
W \g/\H Copolymer P1-BA-b, \([)]/\

Additiv [Aquiv.]

DNA-4 H,0, 50 °C, 4 h DNA-5
. Copolymer . Additiv Umsatz Depurinierung

Eintrag 1R quiv.] Additiv [Aquiv]  [%]° [%]°

1 25 - - 20 45

2 25 4-tert-Butylanilin 20b 25 20 20

3 25 MgCl2 1000 30 <10

4 50 - - 20 50

5 50 4-tert-Butylanilin 20b 50 20 20

6 50 MgCl: 1000 10 <10

2Das DNA-Konjugat DNA-4 (500 pmol) wurde mit Additiv und Copolymer P1-BA-b (0,5 mM) in Wasser bei 50 °C
fur 4 h geschiittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Flache des Produkt-Signals gegenliber dem Edukt-Signal im
HPLC-Chromatogramm (analytische HPLC) bestimmt. ¢ Die Degradierung wurde mit Hilfe der Flache der friher
eluierenden Nebenprodukte und der Flache der Signale zwischen tr=1—-2 min im HPLC-Chromatogramm
(analytische HPLC) bestimmt.

Das Copolymer P1-BA-b, sowie auch 4-fert-Butylanilin 20b, wurden mit jeweils 25 (siehe
Tabelle 4, Eintrag 1 - 3) und 50 Aquivalenten (siehe Tabelle 4, Eintrag 4 - 6) verwendet. Die
Konzentration des Copolymers wurde dabei konstant gehalten. Die Ergebnisse zeigten, dass
die Verwendung eines Additives die Bildung des Produktes nicht erhéht. So wurde mit und
ohne Additiv das Produkt DNA-5 zu etwa 20 % gebildet. Allerdings konnte die Depurinierung
deutlich reduziert werden. So lag die DNA-Zerstérung ohne Additiv bei 45 % (siehe Tabelle 4,
Eintrag 1) und konnte mit 4-tert-Butylanilin 20b auf 20 % reduziert werden (siehe Tabelle 4,
Eintrag 2). Durch die Verwendung von MgClz konnte sogar eine Depurinierung der DNA von
unter 10 % erreicht werden (siehe Tabelle 4, Eintrag 3). Dabei hatte die Variation der
Aquivalente keinen Einfluss auf die Produktbildung und Depurinierung (sieche Tabelle 4,
Eintrag 4 - 6). Daraus folgt, dass 4-tert-Butylanilin 20b als Additiv in der Boc-Entschutzung
eingesetzt werden kann, was die DNA-Zerstérung reduziert. Allerdings war der puffernde
Effekt nicht stark genug, sodass weiterhin Depurinierungsprodukte beobachtet wurden. Im
Vergleich dazu erwies sich MgCl; als besseres Additiv fur die Boc-Entschitzung.
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Variation der Copolymer-Struktur auf die Copolymer-vermittelte Boc-Entschiitzung

3.3.2.2. Variation der Copolymer-Struktur auf die Copolymer-

vermittelte Boc-Entschitzung

Da die Verwendung von 4-tert-Butylanilin 20b als Additiv keine Verbesserung der
Produktbildung und Depurinierung in der Copolymer-vermittelten Boc-Entschitzung geliefert
hatte, wurde nun der Einfluss von unterschiedlichen Copolymer-Strukturen untersucht. Es
wurden zwei Copolymere mit einer immobilisierten Sulfonsaure im Kern (P1-BA-alb), sowie
funf Copolymere mit einer immobilisierten Sulfonsaure in der Hulle (P2-EA-a-d und P2-BA)
eingesetzt. Diese Copolymere wurden jeweils mit 25 und 50 Aquivalenten verwendet. Die
Konzentration des Copolymers wurde dabei konstant gehalten (siehe Tabelle 5). Die
erhaltenen Produkte wurden mit der analytischen HPLC (siehe Anhang Abbildung 70) und
der MALDI-MS analysiert.

Tabelle 5: Untersuchung des Einflusses der Copolymer-Struktur auf die Produktbildung und Depurinierung der
Copolymer-vermittelten Boc-Entschitzung der DNA-4.

|
H @ (% H
W”PN\H/\HJ\Ok Copolymer, W’PN\Q/\NHZ

° MgCl,,
DNA-4 H,0, 50 °C, 4 h DNA-5
Eintrag Copolymer C[OE(JOL);\T]er Ur[g/j]abtz Depu[roi/:]i? ring
1 P1-BA-a 25 20 <10
2 50 25 <10
3 P1-BA-b 25 30 <10
4 50 10 <10
5 P2-EA-a 25 25 <10
6 50 25 <10
7 P2-EA-b 25 40 20
8 50 35 15
9 P2-EA-c 25 45 <10
10 50 35 10
11 P2-EA-d 25 50 <10
12 50 40 10
13 P2-BA 25 20 <10
14 50 20 <10

a Das DNA-Konjugat DNA-4 (500 pmol) wurde mit MgCl> (1000 Aquiv.) und Copolymer (0,5 mM) in Wasser bei
50 °C fir 4 h geschittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Flache des Produkt-Signals gegeniber dem Eduki-
Signal im HPLC-Chromatogramm (analytische HPLC) bestimmt. ¢ Die Degradierung wurde mit Hilfe der Flache der
friher eluierenden Nebenprodukte und der Flache der Signale zwischen tr = 1 — 2 min im HPLC-Chromatogramm
(analytische HPLC) bestimmt.
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Variation der Copolymer-Struktur auf die Copolymer-vermittelte Boc-Entschiitzung

Bei Verwendung der Copolymere mit immobilisierter Sulfonsaure im Kern (P1-BA-a/b) konnte
das entschutzte DNA-Amin-Konjugat DNA-5 zu 20-30 % gebildet und eine Depurinierung von
unter 10 % erreicht werden. Der Unterschied der beiden Copolymere bestand in dem
Polymerisationsgrad dp des hydrophoben Monomers. Das Copolymer P1-BA-a wies einen
grolkeren hydrophoben Kern auf, als das Copolymer P1-BA-b. Ein Trend des
unterschiedlichen Polymerisationsgrades auf die Produktbildung konnte nicht festgestellt
werden. Bei Copolymer P1-BA-a stieg die Produktbildung von 20 % auf 25 % bei Erhdhung
der Aquivalente an (siehe Tabelle 5, Eintrag 1, 2). Mit Copolymer P1-BA-b konnte das Produkt
DNA-5 zu 30 % erhalten werden. Wobei eine Erhdhung der Aquivalente zu einer Absenkung
der Produktbildung auf 10 % flhrte (siehe Tabelle 5, Eintrag 3, 4). Wird die Position der
Sulfonsdure im Copolymer verglichen (P1-BA-a mit P2-BA), so konnte ebenfalls eine
Produktbildung von 20 % und eine Depurinierung von unter 10 % erhalten werden (siehe
Tabelle 5, Eintrag 13, 14). Hier konnte somit kein Unterschied bei der Position der Sulfonsaure
bestimmt werden.

Im Vergleich zu Copolymer P2-BA enthielten die Copolymere P2-EA Ethylacrylat als
hydrophobes Monomer. Dadurch konnte die Polaritat des Kerns der Copolymere verandert
werden. Insgesamt konnten mit den Copolymer P2-EA (mit Ausnahme von P2-EA-a) héhere
Umsatze zu dem gewulnschten Produkt erhalten werden, als mit den Copolymeren P2-BA.
Daraus folgt, dass ein hydrophilerer Kern der Copolymere die Produktbildung zu férdern
scheint.

AnschlieRend wurde der Polymerisationsgrad dp dieser Copolymer-Reihe P2-EA untersucht.
Dabei nahm der hydrophobe Kern mit zunehmender Menge an Ethylacrylat-Monomeren zu
(P2-EA-a < P2-EA-b < P2-EA-c < P2-EA-d). Bei der Reaktion mit dem Copolymer mit dem
kleinsten hydrophoben Kern (P2-EA-a) konnte eine Produktbildung von 25 % und einer
Depurinierung unter 10 % erhalten werden (siehe Tabelle 5, Eintrag 5). Mit zunehmender
Grofle des hydrophoben Kerns der Copolymere nahm auch die Bildung des gewiinschten
Produktes zu (siehe Tabelle 5, Eintrag 5, 7, 9, 11). Dabei konnte mit dem Copolymer mit dem
grofiten hydrophoben Kern (P2-EA-d) das Produkt DNA-5 zu 50 % gebildet werden und dabei
blieb die Depurinierung unter 10 % (siehe Tabelle 5, Eintrag 11). Eine Erhéhung der
Aquivalente der Copolymere P2-EA fiihrte zu einer leichten Abnahme der Umséatze zum
gewunschten Produkt, sowie einer leichten Erhdhung der Zerstérung der DNA (siehe Tabelle
5, Eintrag 6, 8, 10, 12).

Somit konnte durch Variation der Copolymer-Struktur die Produktbildung auf 50 % gesteigert
werden, bei gleichzeitig geringer Depurinierung unter 10 %. Dies konnte durch die
Verwendung des Copolymers P2-EA-d, welches eine immobilisierte Sulfonsaure in der Hille
und einen groRen hydrophoben Kern mit Ethylacrylat enthalt, mit 25 Aquivalenten erreicht

werden.
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Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion

3.4 Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion

Bei der Pictet-Spengler-Reaktion handelt es sich um eine Saure-katalysierte
Kondensationsreaktion eines Aldehydes und eines Amins zur Bildung von Alkaloid-Gerusten,
wie z.B. B-Carbolinen. Alkaloide sind eine wichtige Klasse von Naturprodukten, welche von
einer grof3en Vielfalt an Organismen produziert werden und somit in der Natur weit verbreitet
vorliegen. Sie weisen ein breites Spektrum an biologischer Aktivitat auf und finden somit
zahlreiche Anwendungen in der Medizin, wie beispielsweise der zugelassene
blutdrucksenkende Wirkstoff Ajmalicin. Daher ist die Synthese dieser Naturstoffe von groRem
Interesse.['®" Die Brensted-Saure-katalysierte Pictet-Spengler-Reaktion wurde bereits in der
Arbeitsgruppe Brunschweiger mit Hexathymidin-DNA-Konjugaten (hexT), gebunden an eine
feste Phase (CPG), etabliert. Dafir wurde Tryptophan an die DNA gebunden und mit
verschiedenen Aldehyden und 2 % TFA in CH2Clz zu den gewlnschten hexT-B-Carbolin-
Konjugaten umgesetzt.®? Diese Synthese konnte anschlieRend auch auf einem CPG-
gebundenen DNA-Strang erweitert werden, welcher beide Pyrimidin-Basen (Thymin und
Cytosin) enthalt.®® Einer weitere Variation des DNA-Stranges, gebunden an CPG, hin zu
Adenin- (ATC) und Adenin- und Guanin-enthaltender DNA (ATGC) fuhrte zu sehr geringen
Ausbeuten und einer starken Degradierung der DNA.*®! Erste eine Veranderung der Basen
Adenin und Guanin in 7-Deazaadenin und 8-Aza-7-deazaguanin ermdglichten die Saure-
katalysierte Pictet-Spengler-Reaktion mit hohen Ausbeuten und geringer Degradierung zu den
gewtlinschten B-Carbolin-Konjugaten. 8.9

In dieser Arbeit sollte nun die Pictet-Spengler-Reaktion mit Hilfe eines Sulfonsaure-
immobilisierten Copolymers in Lésung getestet werden. Daflir sollten geeignete Bedingungen
etabliert werden, um ein DNA-Konjugat mit einer Variation an Aminen oder Aldehyden mit

einem Copolymer zu den gewunschten B-Carbolin-Konjugaten umzusetzen.
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Etablierung der Pictet-Spengler-Reaktion auf einem DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1g mit
Sulfonsaure-funktionalisierten Copolymeren

3.4.1.Etablierung der Pictet-Spengler-Reaktion auf einem DNA-
Aldehyd-Konjugat DNA-1g mit Sulfonsaure-

funktionalisierten Copolymeren

Fur die Etablierung der Pictet-Spengler-Reaktion wurde ein Carbonsaure-funktionalisierter
Aldehyd 64g Uber eine Amidsynthese an eine C6-Aminolinker-modifizierte 14 Nucleobasen
lange DNA gebunden und mit Hilfe der MALDI-MS auf die Produktidentitat und der
analytischen HPLC auf Reinheit gepruft (siehe Anhang Abbildung 71). Es wurden Tryptamin
42b und Tryptophanmethylester 42c (8000 Aquiv.) mit zwei Copolymeren P1-/P2-BA in
unterschiedlichen Konzentrationen (0,5 mM, 0,25 mM) mit dem DNA-Konjugat DNA-1g bei
25°C und 50 °C Uber Nacht geschittelt (siehe Tabelle 6). AnschlieRend wurde das
Reaktionsgemisch mit Ethylacetat extrahiert und die wassrige Phase verdampft. Nach dieser
Aufreinigung wurde eine zweifache ethanolische Fallung durchgefiihrt, um Uberschiisse der
Amine zu entfernen. Die Proben konnten trotz der aufwandigen Aufreinigung nur mit Hilfe der
MALDI-MS analysiert werden, da Kontaminationen der Amine die HPLC-Chromatographie
stérten. Daher wurde im Folgenden ein Umsatzbereich ausschlieRlich anhand der Intensitat
der Signale der MALDI-MS-Spektren bestimmt (sieche Anhang Abbildung 72 - 74).

Bei der Verwendung von Tryptamin 42b und des Copolymers P1-BA-a konnte mit einer
Konzentration von 0,5 mM und den Temperaturen 25 °C und 40 °C in den MALDI-MS-
Spektren das Startmaterial DNA-1g mit einer Masse von 4541,3 g/mol, sowie ein
Nebenprodukt mit einer Masse von 4700,4 g/mol beobachtet werden (siehe Tabelle 6, Eintrag
1, 2). Bei einer Reaktionstemperatur von 40 °C konnte der Umsatz zum Nebenprodukt erhéht
werden. Durch eine Erhéhung der Copolymer-Konzentration auf 1 mM konnte nur noch das
Startmaterial DNA-1g in den MALDI-MS-Spektren detektiert werden. Wurde das Copolymer
mit immobilisierter Sulfonsdure in der hydrophilen Hille (P2-BA) verwendet, so konnte nur bei
einer Konzentration von 0,5 mM und einer Reaktionstemperatur von 40 °C das Nebenprodukt
neben dem Startmaterial DNA-1g beobachtet werden (siehe Tabelle 6, Eintrag 5 - 8). Da mit
Tryptamin 42b das gewiunschte Produkt nicht erhalten werden konnte, wurde
Tryptophanmethylester 42c mit dem Copolymer P1-BA-a bei 40 °C verwendet (sieche Tabelle
6, Eintrag 9). Dabei konnte die gewlinschte Masse von 4741,3 g/mol in dem MALDI-MS-

Spektrum detektiert werden und es konnte ein Umsatz von 30 - 60 % berechnet werden.
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Etablierung der Pictet-Spengler-Reaktion auf einem DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1g mit
Sulfonsaure-funktionalisierten Copolymeren

Tabelle 6: Optimierung der Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion an DNA-1g mit zwei verschiedenen
Aminen 42b und 42¢ zum DNA-B-Carbolin-Konjugat DNA- 6a b.2

R
4 Copolymer H HN
W N T2(1)éLr|]\/I (5 Vol-%), W"’ T O O
DNA-1g 42b,c DNA-6a,b
Eintrag Copolymer Cci‘r’]‘r&"f” R [cr:gnlc/ilri [02] Lésungsmittel Ur[? /f]abtz

1 P1-BA-a 0,5 -H 160 25 EtOAc n.d.

2 0,5 -H 160 40 EtOAc n.d.

3 1,0 -H 320 25 EtOAc n.d.
4 1,0 -H 320 40 EtOAc n.d.

5 P2-BA 0,5 -H 160 25 EtOAc n.d.

6 0,5 -H 160 40 EtOAc n.d.

7 1,0 -H 320 25 EtOAc n.d.

8 1,0 -H 320 40 EtOAc n.d.

9 P1-BA-a 0,5 -COOCH; 160 40 EtOAc 30 -60
10 0,5 -COOCH; 160 40 DMF > 60
1 0,5 -COOCH; 160 40 CH.Cl; 30 -60
12 0,5 -COOCH; 160 40 MeOH 30 -60
13 0,5 -COOCH; 160 40 THF 30 -60
14 0,5 -COOCH; 160 40 MeCN 30 -60
15 0,5 -COOCH; 160 40 1,2-DCE n.d.
16 0,5 -COOCH; 160 40 1,4-Dioxan n.d.
17 0,5 -COOCH; 160 40 DMSO > 60
18 0,5 -COOCH; 160 40 HFIP <30
19 P1-BA-a 0,5 -COOCH; 160 25 DMSO n.d.
20 0,5 -COOCH; 160 50 DMSO 30 -60
21 P1-BA-a 0,5 -COOCHj, 80 40 DMSO <30
22 0,5 -COOCH; 80 40 DMAc <30

@ Das DNA-Konjugat DNA-1g (500 pmol) wurde mit dem Amin (x mM) und Copolymer (x mM) in Wasser und
5 Vol-% Losungsmittel (LM) bei x°C Uber Nacht geschdittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Intensitat des Produkt-
Signals gegenuber dem Edukt-Signal im MALDI-MS-Spektrum bestimmt. n.d. = nicht detektiert.
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Um den Umsatz in der Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion zu steigern, wurde
zunachst das Co-Losungsmittel variiert. Der hochste Umsatz von > 60 % zum gewdlnschten
B-Carbolin-Konjugat DNA-6b konnte mit DMF und DMSO als Co-Ldsungsmittel erreicht
werden (siehe Tabelle 6, Eintrag 10, 17). Mit den Co-L6sungsmitteln 1,2-Dichlorethan und
1,4-Dioxan konnte das gewilnschte Produkt nur in Spuren in den MALDI-MS-Spektren
nachgewiesen werden (siehe Tabelle 6, Eintrag 15, 16). Mit den restlichen Co-Lésungsmitteln
(CH2Cl2, MeOH, THF, MeCN und HFIP) konnten moderate bis gute Umsatze von 30 - 60 %
der DNA-6b bestimmt werden (siehe Tabelle 6, Eintrag 11 - 14, 18). Da das MALDI-MS-
Spektrum mit dem Co-Losungsmittel DMSO weniger Signale von Nebenprodukten aufwies,
wurde im Anschluss die Reaktionstemperatur mit DMSO als Co-Losungsmittel auf 25 °C
reduziert und auf 50 °C erhoht (siehe Tabelle 6, Eintrag 19, 20). Bei einer Reaktion bei
Raumtemperatur konnte das gewiinschte Produkt in dem MALDI-MS-Spektrum nicht detektiert
werden, sondern nur das Startmaterial DNA-1g wiedergewonnen werden. Durch eine
Erhdhung der Reaktionstemperatur auf 50 °C konnte das Produkt nur noch zu 30 - 60 %
erhalten werden. Dabei konnte eine deutliche Reduzierung der DNA-Menge beobachtet
werden, wodurch eine Reaktionstemperatur von 40 °C als optimal angesehen werden konnte.
Darauffolgend wurden die Aquivalente des Tryptophanmethylesters 42¢ auf 4000 Aquivalente
reduziert. Dazu wurde neben dem Co-Ldsungsmittel DMSO auch N,N-Dimethylacetamid
(DMACc) verwendet (siehe Tabelle 6, Eintrag 21, 22). Durch die Reduzierung der Aquivalente
des Amins 42c wurde ebenfalls der Umsatz zu dem gewlnschten Produkt auf unter 30 %
reduziert. Die Reaktion mit dem Co-Ldsungsmittel DMAc lieferte ebenfalls einen Umsatz von
unter 30 %, wobei die MALDI-MS-Spektren allerdings weniger Nebenprodukt-Signale zeigten,
wodurch anschlieRend DMAc als Co-Lésungsmittel verwendet wurde. Somit wurde das
Copolymer P1-BA-a mit einer Konzentration von 0,5 mM, 8000 Aquivalente des Amins, sowie
DMAc als Co-Lésungsmittel bei 40 °C Uber Nacht als beste Reaktionsbedingungen fir die

Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion bestimmt.
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3.4.2.Variation der Amine in der Copolymer P1-BA-a-vermittelten

Pictet-Spengler-Reaktion

Um die Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion in einer DEL anwenden zu kénnen,
muss ein breites Reaktandenspektrum vorhanden sein und gute Ausbeuten mit wenigen
Nebenprodukten erhalten werden. Dazu wurde in einem ersten Schritt die Amin-Komponente
variiert. Dazu wurden acht verschiedene Amine mit dem DNA-Konjugat DNA-1g und
Copolymer P1-BA-a bei 40 °C uber Nacht in Wasser/DMAc geschuttelt. Es wurden drei
verschieden substituierte Tryptamine 42b - d zur Bildung von DNA-B-Carbolin-Konjugaten
DNA-6a - ¢, sowie funf verschieden substituierte Phenylethylamine 40a - e zur Bildung von
DNA-Tetrahydroisochinolin-Konjugaten DNA-7a - e getestet (siehe Tabelle 7). Die erhaltenen
Produkte wurden mit der MALDI-MS analysiert (siche Anhang Abbildung 75).

Tabelle 7: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P1-BA-a-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion
an DNA-1g durch Einsatz verschiedener Amine 42b - d und 40a - e.2

{ R1
HN™*
Y\[ o

W Copolymer P1-BA-a, H

H,O/DMAC (5 Vol-%), TN R?
40°C, 18 h o
DNA-1g 42b-d DNA-6a-c
40a-e DNA-7a-e
, . Umsatz M/Zperechnet
Eintra Amin Produkt
I g ! ! [%]b m/zgefundenc

1 42b @)\A DNA-6a n.d. 4683,3

n.d.
47413
2 42¢ @)\/\( DNA-6b > 60 17489
g2 <30 47273
3 42d @j\/\( DNA-6c "o pltdy
4 40a ©\/\ DNA-7a n.d. 4644,2

n.d.
5 40b \©\A DNA-7b n.d. 4002.3
6 40c m DNA-7c n.d. 4660,2

n.d.
7 40d \<)\A DNA-7d nd. aore.2
8 40e @\A DNA-7e nd. 4704,2

NH, n.d.

@ Das DNA-Konjugat DNA-1g (500 pmol) wurde mit dem Amin (160 mM) und Copolymer P1-BA-a (0,5 mM) in
Wasser und DMAc (5 Vol-%) bei 40°C Uber Nacht geschittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Intensitat des
Produkt-Signals gegenliber dem Edukt-Signal im MALDI-MS-Spektrum bestimmt. ¢ Das Masse-zu-
Ladungsverhaltnis wurde mit der MALDI-MS-Analyse gemessen. ¢ Nach 4 Tagen Reaktionszeit. n.d. = nicht
detektiert.
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Mit Tryptamin 42b konnte, wie bereits oben beschrieben, nur das Startmaterial DNA-1g
zurtiickgewonnen werden, sowie ein nicht-identifiziertes Nebenprodukt gebildet werden (siehe
Tabelle 7, Eintrag 1). Bei der Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion mit dem
geschitzten, sowie auch ungeschitzten Tryptophan 42c¢ und 42d konnte jeweils das
gewlnschte Produkt DNA-6b und DNA-6c detektiert werden (siehe Tabelle 7, Eintrag 2, 3).
Die Reaktion mit dem Tryptophanmethylester 42c¢ lieferte das B-Carbolin-Konjugat DNA-6b
mit Uber 60 % Umsatz, wohingegen die Reaktion mit dem ungeschutzten Tryptophan 42d das
Produkt DNA-6¢ nur zu unter 30 % beobachtet werden konnte. Durch eine Verlangerung der
Reaktionszeit auf vier Tage konnte anschlieRend ein Umsatz zum gewlnschten Produkt mit
etwa 30 - 60 % bestimmt werden. Allerdings wurde hierbei auch ein sehr dominantes Signal
bei einer Masse von 4681,5 g/mol detektiert, welches dem Produkt-Konjugat nach einer
Decarboxylierung entsprechen kénnte. Die Verwendung von Phenylethylaminen 40a - e in der
Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion flhrte zu keiner Produktbildung. Weder mit
dem nicht-substituierte Phenylethylamin 40a (siehe Tabelle 7, Eintrag 4), noch mit
elektronenziehenden (siehe Tabelle 7, Eintrag 5, 6) oder -schiebenden Gruppen (siehe
Tabelle 7, Eintrag 7, 8) konnte das Tetrahydroisochinolin-Konjugat DNA-7a - e erhalten
werden. Auch nach einer Reaktionszeit von vier Tagen konnte lediglich das Startmaterial
detektiert werden.

Insgesamt konnte mit zwei der acht Amine das gewunschte Produkt in der Copolymer-
vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion erhalten werden und darunter das geschutzte
Tryptophan mit guten Ausbeuten und geringen Nebenprodukten. Daher wurde im nachsten
Schritt das DNA-Startmaterial verandert.
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Reaktion

3.4.3.Variation des DNA-Startmaterials in der Copolymer P1-BA-a-

vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion

Bei einer Verwendung der Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion in einer DEL-
Synthese sollten verschiedene Aldehyde, gekoppelt an die DNA, zur Reaktion gebracht
werden. Dazu wurde DNA-1a-Konjugat mit Tryptophanmethylester 42¢ und Copolymer P1-
BA-a in Wasser und DMAc (5 Vol-%) bei 25 °C, 40 °C und 50 °C Uber Nacht geschittelt (siehe
Schema 18). Die erhaltenen Produkte wurden mit der MALDI-MS analysiert (sieche Anhang
Abbildung 76).

o__0
[o) 7
0 0 ( )
H HN"*
H + HoN — Xy .
b ,wN\n/\o 74 Copolymer P1-BA-a, H O
o N H,O/DMAG (5 Vol-%), P,-N\"/\o HN
H T, 18h iF o
DNA-1a 42c DNA-6d

Schema 18: Reaktionsschema der Pictet-Spengler-Reaktion mit dem DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1a und
Tryptophanmethylester 42c.

Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit Tryptophanmethylester 42¢ (8000 Aquiv.) und Copolymer P1-
BA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in Wasser und DMAc (5 Vol-%) bei 24 °C, 40 °C und 50 °C iiber Nacht geschiittelt.

Leider konnte mit diesem Aldehyd auf der DNA die Copolymer P1-BA-a-vermittelte Pictet-
Spengler-Reaktion nicht erfolgreich durchgefuhrt werden. In den MALDI-MS-Spektren konnte
lediglich das DNA-Startmaterial DNA-1a mit einer Masse von 4571,3 g/mol detektiert werden.
Somit konnte die Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion nur mit einem Aldehyd auf
der DNA und nur mit dem Tryptophanmethylester 42c mit guten Umsatzen und geringen
Nebenprodukten zu dem B-Carbolin-Konjugat DNA-6b umgesetzt werden.

Daher wurde anschliefend versucht, das Tryptophan an die DNA zu koppeln und die Pictet-
Spengler-Reaktion durch Zugabe der Aldehyde durchzufihren. Dazu wurde das Fmoc-
geschutzte Tryptophan 66a Uber eine Amidsynthese an die DNA gebunden und die Fmoc-
Schutzgruppe mit 20 % Piperidin in DMF abgespalten. Das aufgereinigte DNA-Konjugat
DNA-8a wurde mit der analytischen HPLC auf die Reinheit und mit der MALDI-MS-Analyse
auf die Produktidentitat Uberprift. Die DNA-8a wurde nun mit verschiedenen Aldehyden 6a,
6d - h und Copolymer P1-BA-a in Wasser und DMAc bei 40 °C Uber Nacht geschiittelt. Die
Produktbildung wurde mit Hilfe der MALDI-MS-Analyse untersucht. Unter den zugegebenen
Aldehyden wurden zwei aliphatische Aldehyde (6d, 6e) und vier aromatische Aldehyde (6a,
6f - h) mit elektronenschiebenden und -ziehenden Substituenten verwendet (siehe Tabelle 8).
Die erhaltenen Produkte wurden mit der MALDI-MS analysiert (sieche Anhang Abbildung 77).
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Reaktion

Tabelle 8: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P1-BA-a-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion
an DNA-8a durch Einsatz verschiedener Aldehyde 6a, 6d - h.2

NH
n o NH I o NN
NN + ) > H |
N *
g H” R Copolymer P1-BA-a, W
, i 0o

H,O/DMAC (5 Vol-%)

DNA-8a 6a.d-h 40°C, 18 h DNA-9a-f
Eintrag Aldehyd Produkt Uf[‘g/j]abtz n";Z:f:‘
1 6d o DNA-9a n.d. 40213
2 6e o DNA-9b n.d. #049.9

3 6a ©A° DNA-9c n.d. #089.9
HO.

4 6f :©A° DNA-9d n.d. 4729,4
o n.d.

5 69 e DNA-9¢ nd. 47622
Br n.d.

6 6h g DNA.-9f nd. 4r17.8
cl n.d.

@ Das DNA-Konjugat DNA-8a (500 pmol) wurde mit dem Aldehyd (160 mM) und Copolymer P1-BA-a (0,5 mM) in
Wasser und DMAc (5 Vol-%) bei 40°C (iber Nacht geschiittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Intensitat des
Produkt-Signals gegeniiber dem Edukt-Signal im MALDI-MS-Spektrum bestimmt. ¢ Das Masse-zu-
Ladungsverhaltnis wurde mit der MALDI-MS-Analyse gemessen. n.d. = nicht detektiert.

Es konnte keiner der Aldehyde in der Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion
umgesetzt werden. Es konnte lediglich das Startmaterial DNA-8a mit einer Masse von
4595,2 g/mol bestimmt werden. Des Weiteren kam es bei diesen Reaktionen zu einer
Zerstorung der DNA. Es konnte deutlich die Masse des DNA-Startmaterials DNA-8a nach
Abzug einer Nukleinbase Adenin (4462,3 g/mol) detektiert werden. Da diese Depurinierung
bei der Pictet-Spengler-Reaktion mit dem an die DNA gekoppelten Aldehyd nicht aufgetreten
war, kdnnte dies durch die fehlende puffernde Wirkung des Amins erklart werden.

Insgesamt konnte die Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion nur mit einem DNA-
Aldehyd-Konjugat DNA-1g und nur mit einem Amin 42c erfolgreich durchgefiihrt werden,
wodurch diese Reaktion nicht fur eine DEL-Synthese geeignet ist.
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3.5 Copolymer-vermittelte Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung

Da die Anwendbarkeit der Copolymer-vermittelten Reaktionen nicht nur auf Saure-vermittelte
Reaktionen beschrankt bleiben sollte, sollte das Spektrum Copolymer-vermittelter DNA-
markierter Chemie auf die Palladium-katalysierte Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung erweitert
werden. Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine Ubergangsmetall-katalysierte
C-C-Bindungsbildungsreaktion = mit  einer  Organoboran-Verbindung und einem
Halogenaromaten. Sie spielt aufgrund des breiten Reaktandenspektrums und ihrer Robustheit
eine prominente Rolle in der medizinischen Chemie, zum Beispiel bei der Synthese von
Narciclasin, einem Anti-Tumor Alkaloid.['"® Aus diesem Grund findet die Suzuki-Miyaura-
Reaktion schon vielfach Anwendung in der DNA-kodierten Chemie.['82176-179 Trotz der oft
beschriebenen milden Reaktionsbedingungen dieser Reaktion konnte bestimmt werden, dass
Palladium-lonen die DNA schadigen konnen.® Daher sollten geeignete Bedingungen etabliert
werden, um ein DNA-gekoppeltes Arylbromid DNA-10a mit einer Variation an Boronsauren 59
mit einem Palladium-modifizierten Copolymer P3 umzusetzen ohne eine Degradierung der

DNA hervorzurufen.

3.5.1.Etablierung der Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung auf einem
DNA-Arylbromid-Konjugat DNA-10a mit Hilfe eines Pd-

funktionalisierten Copolymers P3

Fir die Etablierung der Suzuki-Miyaura-Reaktion wurde eine 4-Brombenzoesaure 15b tUber
eine Amidsynthese an eine C6-Aminolinker-modifizierte 14 Nucleobasen lange DNA
gebunden und mit Hilfe der MALDI-MS auf die Produktidentitat und der analytischen HPLC auf
Reinheit geprift (siehe Abbildung 29a). Das DNA-gekoppelte Arylbromid DNA-10a wurde mit
Trifluoromethylboronsdure  59b  oder Phenylboronsdure 59c¢ (8000 Aquiv.) mit
unterschiedlichen Basen (KF, Cs2COs, K2CO3; 250 Aquiv.) und verschiedenen Copolymer P3-
Konzentrationen (0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM) bei 50 °C Uber Nacht geschittelt (siehe
Tabelle 9). Anschlielend wurde eine 1,3,5-Triazin-2,4,6-trithiol Trinatriumsalz-Lésung (TMT-
Lésung) verwendet, um das Copolymer P3 aus der Reaktionsldésung zu entfernen. Das TMT
hat freie Thiole als funktionelle Gruppe, welche in der Lage sind, Palladium aus Lésungen zu
binden und anschlieRend als dunkler Feststoff auszufallen. Nach dieser Aufreinigung wurde
eine ethanolische Fallung durchgefiihrt, um Uberschiisse der Boronséure zu entfernen. Die
aufgereinigte Reaktionsmischung wurden mit Hilfe der MALDI-MS und der analytischen HPLC
analysiert (sieche Anhang Abbildung 79).
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Etablierung der Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung auf einem DNA-Arylbromid-Konjugat DNA-
10a mit Hilfe eines Pd-funktionalisierten Copolymers P3

Tabelle 9: Optimierung der Copolymer P3-vermittelten Suzuki-Miyaura-Reaktion an einem DNA-Arylbromid
DNA-10a mit zwei verschiedenen Boronsauren 59b, ¢ zum DNA-Biphenyl-Konjugat DNA-11a, b.?

o
0 OH Pd :
_ B . Yt
i N + HO” _— H
H Copolymer P3 [mM],
Br R Base,
R

H,O/EtOAC (5 Vol-%),

DNA-10a 59b,c 50°C, 18 h DNA-11a,b
Eintrag Ccopalymer P3 Base R U msabtz
[mM] [%]
1 0,5 KF -CF3 15
2 0,5 Cs2CO03 -CF3 45
3 0,5 K2COs -CF3 50
4 0,25 KF -CF3 45
5 0,25 Cs2CO3 -CF3 50
6 0,25 K2COs -CF3 50
7 0,125 KF -CF3 25
8 0,125 Cs2CO3 -CF3; 40
9 0,125 K2COs3 -CF3 30
10 - KF -CF3 n.d.
1 0,25 KF -H 80
12 0,25 Cs2CO3 -H > 95
13 0,25 K>CO3 -H > 95

a Das DNA-Konjugat DNA-10a (1 nmol) wurde mit Boronséure (8000 Aquiv.), Base (250 Aquiv.) und Copolymer P3
(x mM) in Wasser und EtOAc (5 Vol-%) bei 50 °C (iber Nacht geschlittelt. > Der Umsatz wurde mit Hilfe der Flache
des Produkt-Signals gegenliber dem Edukt-Signal im HPLC-Chromatogramm (analytische HPLC) bestimmt.
n.d. = nicht detektiert.

Mit der Trifluoromethylboronsaure 59b konnte mit einer Copolymer-Konzentration von
0,125 mM mit allen Basen ein Umsatz zum gewilinschten Produkt DNA-11a von 25 - 40 %
erhalten werden (siehe Tabelle 9, Eintrag 7-9). Dies konnte durch eine Erhéhung der
Copolymer P3-Konzentration auf 0,25 mM auf 45 - 50 % gesteigert werden (siehe Tabelle 9,
Eintrag 4-6). Dabei konnte in dem HPLC-Chromatogramm als auch in dem MALDI-MS-
Spektrum eindeutig das Startmaterial DNA-10a (r = 4,2 min; 4594,8 g/mol) und das Produkt
DNA-11a (fr = 5,9 min; 4660,7 g/mol) der Reaktion mit KF beobachtet werden. In dem MALDI-
MS-Spektrum konnten zudem noch Kalium-Addukte detektiert werden. Eine weitere Zunahme
der Copolymer-Konzentration fuhrte zu keiner erneuten Umsatzsteigerung zum
Produktkonjugat DNA-11a (Tabelle 9, Eintrag 1-3). Mit der Phenylboronsaure 59¢ konnte ein
vollstandiger Umsatz zum Produktkonjugat DNA-11b mit den Basen Casiumcarbonat (Tabelle
9, Eintrag 12) und Kaliumcarbonat (Tabelle 9, Eintrag 13) erhalten werden. Mit Kaliumfluorid

konnte ein Umsatz von etwa 80 % erhalten werden (Tabelle 9, Eintrag 11, Abbildung 29b).
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Bei dieser Reaktion konnte das Startmaterial in dem MALDI-MS-Spektrum nicht detektiert
werden, da der Massenunterschied zwischen dem Startmaterial DNA-10a und dem Produkt-
Konjugat DNA-11b mit nur 1 g/mol nicht modglich zu detektieren ist. In dem HPLC-
Chromatogramm konnte allerdings das Startmaterial DNA-10a (tz = 4,2 min) von dem Produkt
DNA-11b (tr = 4,8 min) unterschieden werden. Es wurde zudem eine Kontrollreaktion
durchgefiihrt, in der das Copolymer P3 nicht zu der Reaktionsmischung zugegeben wurde.
Hier konnte kein Umsatz zu dem gewunschten Produkt DNA-11a beobachtet werden (Tabelle

9, Eintrag 10).

ma @)
300 0
i DNA-10a
250 DNA-10a | M/Zperechnet = 4594,8
fr =4,2 min . M/Zgetunden = 4591,2
200+
150+
100+
504
0 Mo
‘ T : ‘ ‘ T ‘ : ‘ e e e
0 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 4501 o0
AU b) min
70 5wt
DNA-11b ¢ {DNA-11b
3 tr =4,8 min | M/Zperechnet = 4589,2
w0 |M/Zgetynden = 4589,5
40
309
20] DNA-10a
tr =4,2 min
104 |
B L "'*w\.‘-'
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Abbildung 29: HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-Spektrum (rechts) a) des Startmaterials DNA-10a
und b) der Reaktionsmischung Tabelle 9 Eintrag 11 der Copolymer P3-vermittelten Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplung.

Mit allen getesteten Reaktionsbedingungen konnte das Produkt-Konjugat ohne Degradierung
der DNA gebildet werden. Als beste Reaktionsbedingung wurde eine Copolymer P3-

Konzentration von 0,25 mM und die Base Kaliumcarbonat gewahlt.
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Kreuzkupplung

3.5.2.Variation der Arylboronsaure in der Copolymer P3-

vermittelten Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung

Um die Copolymer P3-vermittelte Suzuki-Miyaura-Reaktion in einer DEL-Synthese anwenden
zu kénnen, muss das Spektrum der Reaktanden untersucht werden. Dazu wurden 13
verschieden substituierte Arylboronsauren 59a - m in der Copolymer P3-vermittelten Suzuki-
Miyaura-Reaktion getestet (siehe Tabelle 10). Dabei wurden Arylboronsauren mit
Substituenten in meta- und para-Position, sowie auch disubstituierte Arylboronsauren und eine
4-Pyridinylboronsaure getestet. Das DNA-Arylbromid-Konjugat DNA-10a wurde mit den
verschiedenen Boronsauren, dem Copolymer P3 und Kaliumcarbonat tiber Nacht bei 50 °C
geschuttelt. Dabei wurden die in dem vorherigen Kapitel optimierten Reaktionsbedingungen
von Reaktion Eintrag 13 verwendet (siehe Tabelle 9). Anschlielend wurden die
Reaktionsmischung, wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, aufgereinigt und mit der analytischen
HPLC und der MALDI-MS (siehe Anhang Abbildung 80) analysiert.

Tabelle 10: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P3-vermittelten Suzuki-Miyaura-Reaktion an
DNA-10a durch Einsatz verschiedener Boronsauren 59a - m.?

Pd

o o
’ (l)H . W“MN
W""’N + HO,B O — » H
H | R Copolymer P3,
Br

Z KOs, :—R
H,O/EtOAc (5 Vol-%),
DNA-10a 59a-m 50 °C, 18 h DNA-11a-m
. . Umsatz m/zberechnet
Eintra Boronsaure Produkt
g [%]b rn/zgefundenC
CI)H
1 59¢ HO’B\© DNA-11b > 90 jggg?
(?H
B
Ho” 46572
2 59b \©\KF DNA-11a 50 46582
F
?H
B 4614.2
HO . ,
3 59d \©\ DNA-11¢ 15 46132
Sy
?H
B
HO” 4617,3
4 59¢ Q/ DNA-11d > 90 46152
OH
5 50f Ho B DNA-11e > 90 4603,3
\©\ 4604,2
(I)H
B
HO” 4667,3
6 599 \©\§9 DNA-11f <10 prodl
7N
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Fortsetzung Tabelle 10

46732
! >oh \©\ )F< DNA-11g 70 46736
. 46323
8 59i \Q DNA-11h 15 46339
. . 46172
9 59j O\/ DNA-11i 30 4o167
. 46237
10 59a \©\ DNA-11j 85 4622.2
o 4590 2
B )
11 59k \O DNA-11k > 90 4290
12 591 \@ DNA-11I n.d. 4634,2
n.d.
46313
13 59m \©)\ DNA-11m > 90 46311

a Das DNA-Konjugat DNA-10a (1 nmol) wurde mit Borons&ure (8000 Aquiv.), K2COs (250 Aquiv.) und Copolymer
P3 (0,25 mM) in Wasser und EtOAc (5 VoI -%) bei 50 °C lber Nacht geschittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der
Flache des Produkt-Signals gegeniiber dem Edukt-Signal im HPLC-Chromatogramm (analytische HPLC) bestimmt.
¢ Das Masse-zu-Ladungsverhaltnis wurde mit der MALDI-MS-Analyse gemessen. n.d. = nicht detektiert.

Zu keinem oder nur sehr geringem Umsatz kam es bei den Boronsauren 59g und 59l (siehe
Tabelle 10, Eintrag 6, 12). Beide Arylboronsaduren haben einen elektronen-ziehenden
Substituenten in para-Position. Diese sind somit weniger nukleophil und die Transmetallierung
erfolgt langsamer als bei elektronen-neutralen oder -reichen Arylboronsauren. Elektronenarme
Arylboronsauren sind ebenfalls anfalliger far Homokupplungen, sowie
Protodeboronierungen.['8-182] Dieser Effekt konnte ebenfalls bei den Arylboronséuren Eintrag
59b, 59d, 59i und 59j beobachtet werden (siehe Tabelle 10, Eintrag 2, 3, 8, 9). Dort konnte
eine Produktbildung von 15 — 50 % bestimmt werden. Dem entgegen steht allerdings die 4-
Chlorophenylboronsaure 59a, fiir welche ein Produktumsatz von 85 % erhalten werden konnte
(siehe Tabelle 10, Eintrag 10). Fir Boronsauren mit elektronenschiebenden Gruppen, wie z.B.
Methyl- (59f), Dimethyl- (69e) und Isopropyl- (59m), konnte jeweils ein vollstdndiger Umsatz
zum gewunschten Produktkonjugat beobachtet werden (siehe Tabelle 10, Eintrag 4, 5, 13).
Dabei spielte die Position des Substituenten (para und meta), sowie die Anzahl der
Substituenten keine Rolle bei der Produktbildung. Die 4-(Trifluoromethoxy)phenylboronsaure
59h mit einem Trifluoromethoxy-Substituenten in para-Position konnte das Produkt zu etwa
70 % bilden (siehe Tabelle 10, Eintrag 7). Dies kdonnte an der etwas abgeschwachten

elektronen-schiebenden Gruppe liegen.
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Mit der heterozyklischen Boronsaure 4-Pyridinylboronsdure 59k konnte ein vollstandiger
Umsatz zu dem gewunschten Produkt detektiert werden (siehe Tabelle 10, Eintrag 11).
Insgesamt konnte die Copolymer P3-vermittelte Suzuki-Miyaura-Reaktion unter Verwendung
des DNA-Arylbromid-Konjugats DNA-10a mit vielen verschieden substituierten
Arylboronsauren ohne sichtbare Degradierung des DNA-Stranges erfolgreich durchgefuhrt
werden. Es konnten vollstandige Umsatze mit allen elektronenreichen Arylboronsauren
erhalten werden, sowie auch moderate bis gute Umsatze mit einigen elektronenarmen
Arylboronsauren.

Somit ist die Reaktion flr eine DEL-Synthese geeignet, da sie ein breites Spektrum an

Reaktanden abdeckt und mit hohen Ausbeuten und geringen Nebenprodukten ablauft.
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4. Aufreinigung von DNA-Konjugaten

Um DNA-Konjugate in Losung fur die Reaktionsoptimierung oder eine DEL-Synthese
aufzureinigen gibt es verschiedene Methoden, beruhend auf den unterschiedlichen
Loslichkeiten der DNA-Konjugate und der Kontaminationen. Weit verbreitete Methoden zur
DNA-Aufreinigung sind die ethanolische Fallung, die lonenpaar-, sowie die lonenaustausch-
Chromatographie.[100.101.105.183,184] - Finjge dieser Aufreinigungen wurden bereits in den
vorherigen Kapiteln fir die Etablierung von Copolymer-vermittelten Reaktionen angewendet
(sieche Kapitel 3). Dabei konnte oft beobachtet werden, dass die verschiedenen
Aufreinigungen nicht alle Kontaminationen entfernen konnten. Bei der Copolymer-vermittelten
Povarov-Reaktion konnten einige Aniline nicht durch die Extraktion mit EtOAc entfernt werden.
Im Falle der Copolymer-vermittelten Boc-Entschitzung wurden die Proben durch die
durchgefiihrte ethanolische Fallung mit Salzen verunreinigt, welches anhand der MALDI-MS-
Spektren beobachtet werden konnte. Des Weiteren waren die Proben der Copolymer-
vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion nach einer Extraktion mit EtOAc und ethanolischer
Fallung noch zu verunreinigt, um diese mittels HPLC analysieren zu kdnnen. All diese
Kontaminationen fuhren in einer DEL-Synthese zu sehr unreinen Proben, wodurch eventuell
falsch-positive Hits erhalten werden. Die Aufreinigungsmethode ist somit ein zentrales
Element fur die Etablierung von neuen Reaktionen und fur die Anwendung in DNA-kodierten
Bibliotheken. Eine Aufreinigungsmethode fur DNA-kodierte Substanzen sollte mdglichst 1)
unterschiedlich polare Reagenzien entfernen, 2) in einer hohen Wiedergewinnung resultieren,
3) keine Kontaminationen durch Salze oder Elutionsmittel verursachen, 4) auf viele DEL-
Kodierstrategien anwendbar sein und 5) einfach und parallel zu handhaben sein. Fir die
Entwicklung einer neuen Aufreinigungsmethode fir DNA-kodierte Substanzen sollten viele

dieser genannten Eigenschaften zutreffen.

4.1 Design der Affinitats-Aufreinigung von DNA-Konjugaten

Um eine neue Aufreinigungsmethode zu etablieren, wurde sich an der DNA-Chemie-
Etablierung auf fester Phase (CPG) der Arbeitsgruppe Brunschweiger®-° sowie an der
Affinitats-Aufreinigung von mRNA von Gagnon et al.['%-81 grientiert.

Der Vorteil der Chemie-Entwicklung auf einer festen Phase besteht durch das effiziente
Auswaschen der meisten Kontaminationen Uber einen Filter. Das synthetisierte DNA-Produkt
bleibt an der festen Phase gebunden auf dem Filter und Uberschissige Reagenzien kdnnen
entfernt werden. Dabei kdnnen verschiedene Losungsmittel eingesetzt werden, um auch

unterschiedlich polare und somit unterschiedlich l6sliche Kontaminationen zu entfernen. 8
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Die bereits 1972 beschriebene Affinitats-Aufreinigung beruht auf der Bindung von Poly-A-
reicher mRNA an 18 aufeinanderfolgende Thymin-Basen, welche an eine feste Phase
gebunden sind, Uber Wasserstoffbriickenbindungen.l'®®-88 Das Waschen erfolgt mit
wassrigen Puffer-Losungen, in denen EDTA, Natriumphosphat und Natriumchlorid enthalten
sind, und die Elution der aufgereinigten mRNA mit Hilfe eines Tris-Puffers mit niedriger
lonenstarke. Diese Form der Aufreinigung wurde nun wiederentdeckt fur die Verwendung von

mRNA in der Gentherapie, als auch firr Impfstoffe.['85-18]

é Legende

$

aufzureinigende DNA
® Kontamination
komplementare PNA
& Wasch-Lésungsmittel
Elutions-L6ésungsmittel
ffffffff Filter

Waschen Eluieren

Abbildung 30: Design der Affinitats-Aufreinigung.

Die aufzureinigende DNA in einer Reaktionsmischung soll zu einer komplementaren PNA, gebunden an einer
festen Phase, hinzugegeben werden. Die beiden Einzelstrange sollen Uber die Watson-Crick-Basenpaarung
aneinander gebunden werden. Die Kontaminationen sollen durch Waschschritte entfernt werden, wobei die feste
Phase zurlickgehalten wird (hier: durch einen Filter). Der aufgereinigte DNA-Einzelstrang soll durch ein
Elutionsmittel von der festen Phase abgetrennt werden.

Angelehnt an diese beiden Aufreinigungsmethoden wurde eine neue Aufreinigung von DNA
fur die DEL-Synthese basierend auf den Prinzipien einer dispersen Festphasenextraktion
(DSPE, disperse solid phase extraction) entwickelt (sieche Abbildung 30). Dies stellt eine
spezielle Form der Festphasenextraktion dar, wobei die feste Phase nicht stationar fixiert,
sondern in der Lésung dispergiert vorliegt. Dabei sollte ein PNA-Einzelstrang an eine feste
Phase (Matrix) gebunden werden, um anschlie3end eine komplementare DNA-Sequenz ber
die Watson-Crick-Basenpaarung zu binden. Da die PNA-DNA-Interaktion starker ist, als eine
DNA-DNA-Interaktion, sollte ein nachfolgendes Waschen mit verschiedenen Lésungsmitteln
ermoglicht werden, um moglichst viele Kontaminationen mit unterschiedlichen Loslichkeiten
zu entfernen.l'®! AbschlieRend sollte die aufgereinigte DNA-Sequenz von der PNA geldst
werden und fur die ndchste Reaktion in einem DEL-Zyklus zur Verfugung stehen. Da eine
PNA-Sequenz im Vergleich zu einer DNA-Sequenz teurer ist, wurde die Etablierung und
Optimierung dieses Aufreinigungsprozesses zu Beginn mit einer 14mer-DNA-Sequenz auf der
festen Phase durchgefiihrt. In den folgenden Abschnitten wird naher auf die einzelnen
Aufreinigungsschritte, wie die Matrix-Auswahl und -Vorbereitung, das Hybridisieren der zwei
DNA-Einzelstrange, das Waschen, sowie das Eluieren des aufgereinigten

DNA-Einzelstranges, eingegangen.
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Dazu wurden zu Beginn unterschiedliche Tragermaterialien getestet. AnschlieRend wurde die
Stabilitat der DNA-DNA-Bindung untersucht, um geeignete Losungsmittel zum Auswaschen
der Kontaminationen zu finden. Fir die Elution wurden verschiedene Bedingungen und
Elutionsmittel analysiert, um eine mdglichst reine DNA und eine moglichst hohe
Wiedergewinnung zu erhalten. Die optimierten Bedingungen der Aufreinigung wurden
anschlielBend flr verschieden lange DNA-Sequenzen, eine Amidsynthese und eine

Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion angewendet.

4.2 Untersuchung verschiedener Tragermaterialien fur die

Affinitats-Aufreinigung
In einer ersten Testreihe wurden zwei verschiedene Tragermaterialien zur Immobilisierung
eines gelosten DNA-Stranges nadher betrachtet. Hierfur wurden eine Agarose-Matrix und
magnetische Kigelchen miteinander verglichen, die Uber unterschiedliche Trennmethoden,
wie Uber einen Filter oder einen Magneten, die Separation der flissigen Phase von der festen
Phase ermdglichten (siehe Abbildung 31). Beide feste Phasen waren mit einer Azid-Gruppe
auf der Oberflache funktionalisiert, welches flir die kovalente Bindung eines DNA-
Einzelstranges genutzt werden kann. Hierflr wurde ein 14mer DNA-Einzelstrang DNA-12a (5'-
GAA TTC GGC AAG AC-3‘) mit einer Alkin-Modifikation am 5‘-Ende Uber eine Kupfer-
katalysierte Alkin-Azid Cycloaddition (CuAAC, copper-catalyzed alkyne-azide cycloaddition)

an die Matrix gebunden.

O-\N3 O\N3
~~— —_—
X
. A o
magnetische Agarose-Matrix —I I_
7| Kugelchen DNA-12a/b g .i:
CO

Abbildung 31: Vergleich der unterschiedlichen Trennmethoden der Tragermaterialien.

Die magnetischen Kugelchen (links) kénnen mit einem Magneten von der Ldsung (rot) abgetrennt werden. Die
Agarose-Matrix (rechts) kann durch eine Filtration von der Lésung (rot) abgetrennt werden.

In einem Reaktionsansatz wurde die Matrix als Feststoff vorgelegt, die DNA-12a zugegeben
und die homogen geldsten Reagenzien, CuSO,*5H20, THPTA und Natriumascorbat, zu der
Matrix-DNA-12a-Mischung hinzugefugt. Dabei wurde ein Verhaltnis von DNA-12a zu der
Azid-Funktionalitat bei der Agarose-Matrix von 1:150 und bei den magnetischen Klgelchen
von 1:100 gewahlt. Im Anschluss wurden die magnetischen Kiigelchen durch einen Magneten
von der Ldsung getrennt und die Ldsung vorsichtig abpipettiert. Dabei konnte eine
Ubertragung der magnetischen Kiigelchen in den Uberstand beobachtet werden, weshalb

nachfolgend nur noch die Agarose-Matrix verwendet wurde.
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Die Agarose-Matrix wurde in einen Saulenfilter Gberfihrt und mit dH,O, wassriger EDTA-
Lésung (0,1 M) und dH.O gewaschen (siehe Abbildung 32a). Es wurde EDTA-LO6sung als
Waschloésung verwendet, um Kupfer-Rickstande der CuUAAC-Reaktion zu entfernen. Die zwei
Aminogruppen, sowie die vier Carboxylgruppen des EDTAs dienen als Bindungsstellen fir
Metallionen und konnen somit stabile, wasserlosliche Chelate bilden, welche durch den
nachfolgenden Waschschritt mit Wasser entfernt werden kénnen.['® Die Menge an DNA-12a,
die nicht an die Matrix gebunden wurde und dementsprechend heruntergewaschen wurde,
konnte mit Hilfe der UV-Vis-Absorption nicht bestimmt werden, da die Reagenzien der CUAAC-

Reaktion die Messungen storte.

m O'\N3 LW')\/ waschen mit J

DNA-12a Matrix-DNA-12a b)  dH,0, EDTA,

. , deo
oder Agarose-Matnx, oder J
CuS0,4*5H,0, N=N\_Q
"\\\ THPTA, N c)
Natriumascorbat,
DNA-12b RT, 18 h Matrix-DNA-12b i _

Abbildung 32: Herstellung der Matrix-DNA-12a und der Kontroll-Matrix-DNA-12b Uber die CUAAC-Reaktion.
Bilder der Matrix-DNA-12a (a) und 12b (b) in Filtersaulen nach der CuAAC-Reaktion (linkes Foto) und nach dem
Waschen (rechtes Foto) mit Wasser und wassriger EDTA-L6sung (0,1 M) zur Entfernung von Riickstanden aus der
CuAAC-Reaktion. Die DNA-12b wurde mit einem Fluorophor als Prozess-Kontrolle markiert. Ein Kontrollexperiment
(c) wurde ohne die Reagenzien CuSO4*5H20/THPTA/Natriumascorbat mit DNA-12b durchgefiihrt, um eine
unselektive Bindung der DNA an die Matrix auszuschlieRen.

Als Prozesskontrolle wurde daher ein DNA-Einzelstrang mit einem Fluorophor am 3‘-Ende der
DNA-12b verwendet und mit Hilfe der CUAAC-Reaktion an die Matrix gebunden. Dabei war
die Matrix vor und nach dem Waschen gelb verfarbt, was auf eine erfolgreiche CuAAC-
Reaktion und somit eine erfolgreiche Bindung der DNA-12b an die Matrix schlieen Iasst
(siehe Abbildung 32b). Als Kontrollexperiment wurde die CuAAC-Reaktion mit der
Fluorophor-markierten DNA-12b ohne CuSO4*5H.O, THPTA und Natriumascorbat
durchgefiihrt. Dabei konnte nach dem Waschen keine gelbe Verfarbung der Matrix beobachtet
werden, wodurch eine nicht-spezifische Bindung der DNA-12b an die Matrix ausgeschlossen
werden konnte (siehe Abbildung 32c, Anhang Abbildung 82). Die Affinitats-Matrix war somit

vorbereitet fir den Aufreinigungsprozess.
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4.3 Etablierung des Affinitats-Aufreinigungs-Verfahrens

Nach der Funktionalisierung der Matrix mit einem DNA-Einzelstrang wurde anschlieRend die
Hybridisierung mit einem komplementaren DNA-Einzelstrang DNA-13a (5-GTC TTG CCG
AAT TC-3) getestet. Daflr wurde die Matrix-DNA-12a (0,5 mg, 1 nmol DNA-12a) mit einer
Fluorophor-markierten DNA-13b (500 pmol) und einem Puffer (TRIS (10 mM), EDTA (1 mM),
NaCl (50 mM)) zusammengegeben und auf 95 °C erhitzt, fir 2 min. gehalten und
anschliel®end langsam wieder abgekunhlt (siehe Abbildung 33b, c). Die beiden Einzelstrange

sollten Uber die Watson-Crick Basenpaarung einen Doppelstrang bilden und somit den

komplementaren DNA-Strang DNA-13b an die Matrix-DNA-12a binden.

DNA-13b

Hybridisierung Waschen Elution

Abbildung 33: Bilder der Matrix-DNA-12a in Filtersdulen (a) nach dem Hybridisieren von DNA-13b (b, ¢), dem
Waschen mit verschiedenen Lésungsmitteln (d) und der Elution von DNA-13b mit wassriger NaOH-Losung (e).
Die DNA-13b wurde mit einem Fluorophor als prozessbegleitende Kontrolle markiert.

AnschlieRend wurde das Gemisch auf einen Saulenfilter Ubertragen und mit verschiedenen
Lésungsmitteln Uber einen Vakuumverteiler gewaschen, um Kontaminationen zu entfernen
(siehe Abbildung 33d). Es wurde zuerst jeweils dreimal mit dH>.O, EDTA (0,1 M) und erneut
dH>O gespllt. Dabei konnte stets eine gelbe Farbung der Matrix von dem mit einem
Fluorophor-markierten  hybridisierten = DNA-Strang DNA-13b  beobachtet  werden.
Darauffolgend wurde mit organischen Lésungsmitteln unterschiedlicher Polaritaten (DMF,
MeOH, MeCN und CH.Cl;) gewaschen, da dieser Aufreinigungsprozess flir moglichst viele
verschiedenen Reaktionen mit unterschiedlichen Reagenzien mit unterschiedlichen
Lésungseigenschaften angewendet werden soll. Dabei wurde nach jedem Waschschritt das
Eluat aufgefangen und das Lésungsmittel verdampft. Der Ruckstand wurde wieder in Wasser
geldst und mit Hilfe der UV-Vis-Absorption analysiert. Dabei konnte die Menge an DNA-13b
nach dem Waschen mit DMF und CH.CI, nicht bestimmt werden, da L&sungsmittelreste
aufgrund ihrer Eigenabsorption die Messungen storte.['!] Die Waschfraktionen von MeOH und
MeCN enthielten keine detektierbare Menge an DNA-13b. Auch konnte stets eine gelbe
Farbung der Matrix nach jedem Waschschritt beobachtet werden, was auf einen stabilen DNA-
Doppelstrang hindeutet (sieche Anhang Abbildung 85).
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Dies steht im Widerspruch zu Beobachtungen, die zeigen, dass ein DNA-Doppelstrang in
wassrigen Mischungen mit polaren organischen Ldsungsmitteln oder reinen organischen
Lésungsmitteln, wie Formamid, Methanol, DMSO oder Pyridin, destabilisiert wird, sich entfaltet
und es zu einer Strangtrennung kommt.['8%192 Ein Grund flUr die Stabilitat des DNA-
Doppelstranges kénnte die kurze Inkubationszeit mit den organischen Lésungsmitteln sein.
Der DNA-Doppelstrang, sowie auch die Agarose-Matrix kédnnte noch von einer Hydrathille
umgeben sein, welche die Abspaltung des DNA-Einzelstranges verhindert.['®31%4 Nach dem
Auswaschen der Kontaminationen sollten mit einem abschlieRenden Waschschritt mit dH-O
Losungsmittelreste entfernt werden. AnschlieBend sollte der DNA-Einzelstrang DNA-13b
wieder von der festen Phase und seinem komplementaren Gegenstrang eluiert werden, um
die vollstandig aufgereinigte DNA-13b zu erhalten. Dafur wurde zunachst eine
Hitzedenaturierung getestet.

Die Matrix wurde in Wasser suspendiert, auf 95 °C erhitzt und mit Hilfe eines Eisbades schnell
abgekiihlt. Der Uberstand wurde direkt abpipettiert und mittels UV-Vis-Absorption und einer
analytische HPLC vermessen. Die DNA-13b konnte in dem Uberstand nicht wiedergefunden
werden. Auch zeigte die Matrix noch eine gelbe Farbung. Im Anschluss wurden verschiedene
wassrige Mischungen mit organischen Ldsungsmitteln (dH:O/EtOH, dH>O/MeOH,
dH>O/MeCN, jeweils 1:1 und 1:4, vol/vol) in Kombination mit einer Hitzedenaturierung (60 °C)
verwendet. Aber auch hier konnte keine DNA-13b in dem Uberstand detektiert werden und
die Matrix zeigte stets eine gelbe Farbung, wie am Beispiel mit MeOH als Elutionsmittel in
Abbildung 34 zu sehen ist.

nach dem nach Inkubation mit:
Hybridisieren
und Waschen dH,0/MeOH (1:1, vol/vol) dH,0/MeOH (1:4, vol/vol)

a)’ c) 60 °C d)

S |

Abbildung 34: Priifung verschiedener Elutionsbedingungen nach der Hybridisierung von DNA-13b an Matrix-
DNA-12a.

Bilder der Matrix-DNA-12a a) nach dem Hybridisieren von DNA-13b und dreimaligem Waschen mit dH20, EDTA
(0,1 M), dH20, DMF, MeOH, MeCN, CH2Cl2 und dHz20. Die Elution wurde mit dH20/MeOH (1:1, vol/vol) (b) bei
Raumtemperatur und (c) 60 °C und dH20/MeOH (1:4, vol/vol) (d) bei Raumtemperatur und (e) 60 °C durchgefiihrt.
Es konnte keine Farbveranderung beobachtet werden.

Da basische Bedingungen dafur bekannt sind, DNA-Doppelstrange zu denaturieren, wurden
verschieden konzentrierte wassrige NaOH-Lésungen (1 mM, 10 mM, 100 mM, 1 M)
verwendet.l'®! Die Matrix wurde in deren Lésung, beginnend mit der geringsten Konzentration
an wassriger NaOH-L6sung, fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend wurde
der Uberstand entfernt und mit dH.O nachgesplilt. Die Probe wurde mit einer wassrigen HCI-

Lésung neutralisiert.
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Bei diesen Experimenten konnte eine Entfarbung der Matrix beobachtet werden (siehe
Abbildung 33e, Anhang Abbildung 86). Das Eluat wurde mit Hilfe der UV-Vis-Absorption
(siehe Anhang Tabelle 42), der analytischen HPLC und der MALDI-MS analysiert.

Fir die Elution mit 100 mM konnte Uber die UV-Vis-Absorption eine wiedergewonnene Menge
von 46 % DNA-13b berechnet werden. Da Salzkontaminationen die Absorptionsmessungen
beeinflussen kdnnen, wurde ebenfalls die analytische HPLC mit einem internen Standard
(DNA-14a, 5°- Aldehyd - C6-Aminolinker - TTT TTT - 3°), welcher einen ausreichenden

Retentionszeiten-Unterschied zu DNA-13b aufweist, als quantitative und qualitative Methode

herangezogen.
mAU a mAU b
) )
Referenz Elution mit
1] NaOH,q) (100 mM)
] DNA-13b ] DNA-13b DNA-14a

(500 pmol, 87 %) (49 %) (500 pmol, 51 %)
tr = 3,7 min 204

100

DNA-14a
(500 pmol, 13 %) "
tr = 4,8 min

Abbildung 35: Quantitative und qualitative Bestimmung der wiedergewonnenen Menge an DNA-13b mit Hilfe der
analytischen HPLC und eines internen Standards (DNA-14a).

a) HPLC-Chromatogramm von jeweils 500 pmol DNA-13b und DNA-14a (int. Standard) und b) des Eluats mit
NaOH(aq.) (100 mM) nach Zugabe von DNA-14a (int. Standard).

Fur die quantitative Analyse wurde als erstes jeweils 500 pmol von DNA-13b und DNA-14a
(int. Standard) zusammengegeben, mit Hilfe der analytischen HPLC gemessen und die
Flachen bestimmt. Dabei konnte ein Verhaltnis von 87 % DNA-13b zu 13 % DNA-14a erhalten
werden. Fur die Bestimmung der wiedergewonnenen Menge an DNA-13b in dem Eluat wurde
der interne Standard DNA-14a (500 pmol) fur die analytische HPLC-Messung hinzugegeben
und es konnte ein Verhaltnis von 49 % DNA-13b zu 51 % DNA-14a erhalten werden. Durch
eine Normierung mit der Referenzprobe konnte hierdurch eine Wiedergewinnung an DNA-13b
von 56 % erhalten werden.
Flache DNA-13b [%]

g 8; (y()

Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der Wiedergewinnung von DNA-13b sind somit
vergleichbar und es kdnnen beide Messmethoden flr die Berechnung herangezogen werden.
Auch konnte bei der HPLC-Messung eine hohe Reinheit des Eluates festgestellt werden (siehe
Abbildung 35). Eine MALDI-MS-Analyse wurde nicht durchgeflihrt, da eine Kontamination mit
NaCl-Salz durch die Elution herbeigeflhrt wurde.
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4.4 Optimierung der einzelnen Aufreinigungsschritte

Da der Aufreinigungsprozess erfolgreich durchgefuhrt werden konnte, wurden die einzelnen
Arbeitsschritte nun optimiert, um eine bessere Wiedergewinnung zu erzielen. Dabei wurde mit

der Optimierung der Elution begonnen.

4.4.1.0ptimierung des Elutionsmittels

In einem ersten Optimierungsschritt wurde die Elution variiert. Die bis dahin verwendete
Elution mit wassriger NaOH-L6sung hatte den Nachteil, dass nach der Elution mit einer
wassrigen HCI-Lésung neutralisiert werden musste und anschlieBend NaCl-Salze als
Verunreinigung in der Probe vorhanden waren. Deshalb wurde das Elutionsmittel durch eine
wassrige Ammoniak-Ldsung ausgetauscht, da dieses ohne Riickstande verdampft und somit
ein reines DNA-Pellet erhalten werden kann, welches wiederum in Wasser gelést werden
kann. Daflir wurde die Matrix mit einer 32%igen wassrigen Ammoniak-Lésung (2 x 50 uL) flr
2 min inkubiert und anschlieRend mit Wasser nachgespiilt (2 x 50 pL). Die Uberstéande wurden
verdampft, das Pellet in Wasser gelést und mit Hilfe der analytischen HPLC, der UV-Vis-
Absorption und der MALDI-MS analysiert.

maU g mAU b
a) )

Referenz

so0 Elution mit NH3(5q,)

200+ DNA-13b
(500 pmol, 77 %) 2o DNA0-1 3b
tr = 3,6 min (67 %)
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DNA-14a
(500 pmol, 33 %)

100-|
DNA-14a

(500 pmol, 23 %)
tr = 4,6 min

B

*| Elution mit NH;oq
| M/Zperechnet = 4798,9
‘ m/zgefunden =4802,5

o v

Abbildung 36: Quantitative und qualitative Bestimmung der wiedergewonnenen Menge an DNA-13b mit Hilfe der
analytischen HPLC und eines internen Standards (DNA-14a) und der MALDI-MS nach zweifacher Elution mit
NHS(aq.).

a) HPLC-Chromatogramm von jeweils 500 pmol DNA-13b und DNA-14a (int. Standard) und b) des Eluats mit
NHs(aq.) nach Zugabe von DNA-14a; c) MALDI-MS-Spektrum des Eluats mit NH3(aq.).

85



Optimierung der Vorbereitung der Agarose-Matrix

Die quantitative Analyse ergab eine Wiedergewinnung von DNA-13b von 82 % (UV-Vis-
Absorption, sieche Anhang Tabelle 43) und 87 % (analytische HPLC, siehe Abbildung 36a,
b). Von dieser Gesamtmenge an DNA-13b Idsten sich bereits 80 % (340 pmol) durch das erste
Inkubieren und Waschen mit der wassrigen Ammoniak-Losung von dem immobilisierten,
komplementaren Strang an der Agarose-Matrix. Weitere 12 - 17 % (60 pmol - 85 pmol) an
DNA-13b konnten durch den zweiten Waschschritt mit der wassrigen Ammoniak-Lésung
eluiert werden. Daher war ein zweiter Elutionsschritt wichtig, um die Ausbeute der
wiedergewonnenen DNA-13b zu erhdhen. Mit diesem Elutionsmittel konnte eine hohe
Reinheit der DNA-13b, sichtbar in dem HPLC-Chromatogramm und in dem MALDI-MS-
Spektrum (siehe Abbildung 36b, c¢), erhalten werden. Die einfache Elution mit wassriger
Ammoniak-Lésung ergab somit eine héhere Wiedergewinnung im Vergleich zu der einfachen
Elution mit wassriger NaOH-L6sung (56 % mit NaOH und 68 % mit NHs(q,)), sowie eine hohere

Reinheit, da keine Verunreinigungen durch Salze wahrend der Elution eingetragen wurden.

4.4.2.0ptimierung der Vorbereitung der Agarose-Matrix

Als nachstes wurden die Bedingungen fiir eine optimale Beladung der Agarose-Matrix mit dem
DNA-Strang DNA-12a getestet. Dazu wurde die CuAAC-Reaktion mit unterschiedlichen
Mengen der Matrix (0,5-1 mg) und somit gleichbedeutend auch mit unterschiedlichen
Mengen an Azid-Funktionalitédt, als auch mit unterschiedlichen Mengen der DNA-12a
(1 - 2 nmol) angesetzt (siehe Tabelle 11, Eintrag 1-3). Desweiteren wurde die Agarose-Matrix
nach einer erfolgten CUAAC-Reaktion gewaschen und anschlieRend erneut angesetzt, um den
Effekt der wiederholten CuAAC-Reaktion auf die Beladung und somit auf die
Wiedergewinnung der DNA-13b zu beobachten (siehe Tabelle 11, Eintrag 4-6). Zudem wurde
als Kontrolle eine Agarose-Matrix verwendet, an die keine DNA-12a gebunden wurde (Tabelle
11, Eintrag 7). Der Einfluss der Beladung der Agarose-Matrix wurde Uber die Menge der
wiedergewonnenen DNA-13b validiert. Der Aufreinigungsprozess wurde mit DNA-13b
(500 pmol) und Matrix (0,5 mg) durchgefihrt und die Wiedergewinnung mit Hilfe der UV-Vis-
Absorption nach der zweiten Elution mit wassriger Ammoniak-Lésung berechnet (siehe
Tabelle 11). Durch eine Verdoppelung der gebundenen DNA-12a konnte eine leichte
Steigerung der Wiedergewinnung an DNA-13b von etwa 380 pmol auf 410 pmol erreicht
werden. Allerdings bewirkte eine Verdoppelung der Menge an Matrix eine Senkung der
wiedergewonnenen DNA-13b auf 350 pmol.
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Optimierung der Vorbereitung der Agarose-Matrix

Tabelle 11: Variation der verwendeten Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a fiir die CUAAC-Reaktion.
Wiedergewinnung

Eintrag Mhatix Flhaid-Funktionaitt MoNA-1za von DNA-13b
[mg] [nmol] [nmol] [pmol]
1 0,5 150 1 380
2 0,5 150 2 410
3 1,0 300 2 350
42 0,5 150 1 400
52 0,5 150 2 400
62 1,0 300 2 500
7 0,5 150 - 110

a) Wiederholung der CUAAC-Reaktion.

Durch eine Wiederholung der CuAAC-Reaktion konnte kein Unterschied mehr zwischen der
einfachen und der doppelten Menge an DNA-12a beobachtet werden (siehe Tabelle 11,
Eintrag 4, 5). Lediglich die Verwendung von mehr Matrix (1 mg) konnte eine Steigerung der
wiedergewonnenen Menge an DNA-13b auf etwa 500 pmol bewirken (siehe Tabelle 11,
Eintrag 6). Es konnte demnach kein signifikanter Unterschied der wiedergewonnenen Menge
an DNA-13b zwischen den verschiedenen CuAAC-Reaktionsbedingungen beobachtet
werden. Auch nach einer Wiederholung der CuAAC-Reaktion und anschlielendem
Aufreinigungsprozess konnte kein Trend fur eine Erhdhung der Wiedergewinnung der DNA-
13b bestimmt werden (siehe Tabelle 11, Eintrag 4 - 6). Nach dem Aufreinigungsprozess mit
der Agarose-Matrix ohne gebundene DNA-12a konnten etwa 110 pmol an DNA-13b
wiedergewonnen werden (siehe Tabelle 11, Eintrag 7). Daraus folgt, dass lediglich Spuren
der DNA-13b an die freie Agarose-Matrix binden und die Waschschritte Uberstehen. Die
Wiedergewinnung an DNA beruht demnach grofdtenteils auf der Bindung zu dem
komplementaren DNA-Strang, welcher an die Matrix gebunden wurde. Aus diesen
Experimenten folgt, dass die Menge an Matrix, sowie an DNA-12a keine signifikanten
Auswirkungen auf die Wiedergewinnung der DNA-13b ausibt und somit ausreichend

DNA-12a an die Matrix gebunden wurde, um mit der aufzureinigenden Probe zu hybridisieren.
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4.4.3.0ptimierung der Bedingungen der Hybridisierung

Darauffolgend wurde der Hybridisierungsprozess optimiert. Dabei wurde der Puffer, die
Hybridisierungstemperatur und die Menge an Matrix-DNA-12a und der aufzureinigenden
DNA-13b variiert.

FiUr die Analyse unterschiedlicher Puffer (Annealing-, T4-Ligase-, DNA-Duplex-Puffer) wurde
der Aufreinigungsprozess mit DNA-13b (500 pmol) und Matrix (0,5mg) bei einer
Hybridisierungstemperatur von 95 °C durchgefiihrt. Dabei konnte mit allen Puffersystemen die
Aufreinigung durchgefiihrt werden und eine vergleichbare Wiedergewinnung der DNA-13b
von etwa 80 % gemessen werden (siehe Anhang Abbildung 85).

Auch wurde die Hybridisierungstemperatur von 25 - 95 °C variiert. Dabei wurde die Matrix mit
der aufzureinigenden DNA-13b zusammengegeben und langsam auf die gewlnschte
Temperatur erhitzt, 10 min bei dieser Temperatur gehalten und anschlieRend langsam wieder
auf Raumtemperatur abgekihlt und wieder 10 min gehalten. Anschlielend wurde die
DNA-13b eluiert und mit Hilfe der UV-Vis-Absorption und der analytischen HPLC analysiert.
Fir diese Experimente wurde eine Dreifachbestimmung durchgeflhrt. Hierbei muss
angemerkt werden, dass der Prozess des Aufheizens und Herunterklihlens bei einer
Temperatur von 95 °C insgesamt l&nger gedauert hat, als bei einer Temperatur von 35 °C.

500 - I :

S~
o
=)
—
—
—
—

w
o
o

N

o

o
1

100 +

Wiedergewinnung von DNA-13b
[pmol]

25 35 45 55 65 75 85 95
Hybridisierungstemperatur [°C]

Abbildung 37: Wiedergewonnene Menge an DNA-13b nach der Elution mit wassriger Ammoniak-Lésung nach
einer Hybridisierung bei 25 — 95 °C bestimmt in Triplikaten mit Fehlerindikatoren.

Dabei konnte auch bei unterschiedlicher Hybridisierungs-Temperatur kein signifikanter
Unterschied in der Menge der wiedergewonnenen DNA-13b bestimmt werden (siehe
Abbildung 37). Die Werte liegen zwischen 370 pmol bei einer Hybridisierungstemperatur von
25 °C und 530 pmol bei 85 °C. Allerdings folgten die Werte keinem Trend.

Somit wurde flr weitere Experimente eine optimierte Hybridisierungstemperatur von 35 °C
gewahlt, da mit etwa 430 pmol (85 %) eine hohe Wiedergewinnung an DNA-13b erzielt
werden konnte und durch die geringere Temperatur eine mogliche thermische Degradation

von DNA-Produkten verhindert werden sollte.
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Des Weiteren kann die Menge der Matrix-DNA-12a, sowie die Menge an DNA-13b die
Ausbeute der aufgereinigten DNA-13b beeinflussen. Beide Parameter wurden variiert, um die
Wiedergewinnung an DNA-13b nach dem Hybridisieren, Waschen und der Elution zu
analysieren. Es konnte deutlich beobachtet werden, dass mit steigender Menge an Matrix-
DNA-12a auch die Wiedergewinnung an DNA-13b ansteigt, wohingegen eine Erhéhung der
eingesetzten Menge an DNA-13b bei gleichbleibender Matrix-Menge zu einer Abnahme an

aufgereinigter DNA-13b fuhrte (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: Wiedergewonnene Menge an DNA-13b nach der Elution mit wassriger Ammoniak-Lésung nach
einer Hybridisierung bei 35 °C mit unterschiedlichen Mengen an Matrix-DNA-12a und eingesetzter DNA-13b.

Die  Optimierungsexperimente  haben gezeigt, dass der Puffer und die
Hybridisierungstemperatur entsprechend der zu reinigenden Probe gewahlt werden kénnen.
Sollte sich die aufzureinigende Probe bereits in einem geeigneten Puffer befinden, z.B. nach
einer Ligation in einem Ligase-Puffer, so kdnnte diese Probe direkt fur die Affinitats-
Aufreinigung verwendet werden, ohne dass zuvor ein Austausch des Ldsungsmittels
durchgefuhrt werden muss. Zudem konnte bei der Verwendung von unterschiedlich langen
DNA-Strangen die Hybridisierungstemperatur angepasst werden, um eine optimale
Wiedergewinnung zu erhalten. Ein groRer Einfluss auf die wiedergewonnene Menge der
aufgereinigten Probe hatte die verwendete Menge an Matrix-DNA-12a. Als optimierte
Bedingung wurde daher eine Hybridisierung mit 1,5 mg Matrix-DNA-12a und 500 pmol
aufzureinigender DNA-13b in einem T4-Ligase-Puffer bei 35°C gewahlt. Mit diesen
optimierten Bedingungen wurde das Anwendungsspektrum der Affinitats-Aufreinigung

untersucht.
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4.5 Anwendung der Affinitats-Aufreinigung

Da die Affinitats-Aufreinigung fur ein Modellsystem mit einem 14mer-DNA-Einzelstrang
optimiert wurde, konnte anschlielend die Anwendung der Aufreinigung fur verschiedene DNA-
Langen und verschiedene Reaktionen mit unterschiedlich polaren Reagenzien getestet
werden. Dazu wurde die Amidsynthese und die Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion

verwendet.

4.5.1. Affinitats-Aufreinigung von unterschiedlichen DNA-Langen
Um die Affinitats-Aufreinigung auch fur die DEL-Synthese anzuwenden, wurden verschiedene
DNA-Langen getestet. Dafur wurde die Affinitats-Matrix, wie in Kapitel 4.4.2 beschrieben,
vorbereitet. Anschlieend wurden drei lAngere DNA-Sequenzen (30mer (DNA-15), 60mer
(DNA-16), 90mer (DNA-17)) verwendet, welche alle die komplementare Sequenz zu Matrix-
DNA-12a enthielten. Die Affinitats-Aufreinigung wurde mit den optimierten Bedingungen (siehe
Kapitel 4.4.3) durchgefihrt und die wiedergewonnene Menge mit Hilfe der UV-Vis-Absorption
bestimmt. Fir diese Experimente wurde eine Dreifachbestimmung durchgeflhrt (siehe

Abbildung 39).
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Abbildung 39: Wiedergewonnene Menge an DNA nach der Elution mit wassriger Ammoniak-Ldsung nach einer
Hybridisierung bei 35 °C mit unterschiedlichen DNA-Langen.

Dabei konnte festgestellt werden, dass mit zunehmender DNA-Lange die wiedergewonnene
DNA-Menge abnimmt. So kann mit dem vollstandig komplementaren 14mer-DNA-
Einzelstrang DNA-13a eine quantitative Wiedergewinnung erhalten werden, wohingegen mit
dem 30mer-DNA-Einzelstrang DNA-15 die Wiedergewinnung auf 78 % gesunken ist. Fur den
60mer-DNA-Einzelstrang DNA-16 konnte noch eine Wiedergewinnung von 64 % erhalten
werden und fur den 90 mer-DNA-Einzelstrang DNA-17 von 43 %.
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Affinitats-Aufreinigung einer Amidsynthese

Um die Wiedergewinnung flir langere DNA-Strange zu verbessern, konnte in weiteren
Experimenten die Hybridisierungs-Temperatur und die -Zeit variiert werden. In diesem
Experiment wurde fir 10 min auf 35 °C hochgeheizt. Dabei kdnnte die Temperatur, sowie die
Reaktionszeit zu gering gewesen sein. Zudem koénnte der an die Agarose-Matrix gebundene
DNA-Strang ebenfalls verlangert werden, um eine umfassendere Hybridisierung der

komplementaren DNA-Strange zu ermdglichen.

4.5.2. Affinitats-Aufreinigung einer Amidsynthese

SchlieBlich wurde die Affinitats-Aufreinigung mit den optimierten Bedingungen fir eine
Amidsynthese, einer weit verbreiteten Reaktion im DEL-Bereich, verwendet.['®®! Dabei wurde
ebenfalls die Affinitats-Aufreinigung mit der ethanolischen Fallung verglichen. An einen C6-
Aminolinker-modifizierten, 14-Nucleobasen-langen Einzelstrang DNA-13a wurde die
Carbonsaure 23a mit HOAt, EDC*HCI und DIPEA gekoppelt (sieche Abbildung 40a).'%
Anschlielfend wurde das Produkt DNA-13c durch eine ethanolische Fallung oder durch die
Affinitats-Aufreinigung gereinigt. Die gereinigte DNA-13c wurde mittels MALDI-MS und
analytischer HPLC analysiert. Die ethanolische Fallung ergab im HPLC-Chromatogramm den
Produktpeak bei 4,5 min, aber auch zwei markante Peaks bei 2,5 min und 7,1 min, die auf
niedermolekulare Verunreinigungen zuruckzuflhren sind, z. B. die aus der ethanolischen
Lésung ebenfalls ausgefallte und bei 2,5 min eluierte Carbonsaure 23a. Aufderdem sind im
MALDI-MS-Spektrum deutliche Salzaddukte zu beobachten (siehe Abbildung 40b, c¢). Fir die
ethanolische Fallung werden standardmafig Salze, wie hier Natriumacetat, hinzugegeben, um
die Menge an prazipitierter DNA zu erhéhen.!'®®! Im Vergleich dazu konnte in dem HPLC-
Chromatogramm der Affinitats-Aufreinigung ein einzelner Peak des Produktes DNA-13c
erhalten werden. Auch das MALDI-MS-Spektrum liefert ein einzelnes Signal bei der
gewunschten Masse. Es konnen keine Salzaddukte oder andere Verunreinigungen
beobachtet werden (siche Abbildung 40d). Die Affinitats-Aufreinigung einer Amidsynthese
konnte somit erfolgreich durchgeflihrt werden und lieferte ein reineres Produkt als durch die

konventionell durchgefuhrte ethanolische Fallung.

91



Affinitats-Aufreinigung einer Amidsynthese
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Abbildung 40: Vergleich der Aufreinigung einer Amidsynthese durch die ethanolische Fallung und die Affinitats-
Aufreinigung.
a) Reaktionsschema der Amidsynthese. Die Carbonséure 23a (5400 Aquiv.) wurde mit EDC*HCI (2400 Aquiv.),
HOAt (480 Aquiv.) und DIPEA (2400 Aquiv.) in DMSO aktiviert und zu dem DNA-Konjugat DNA-13a (500 pmol) in
MOPS-Puffer gegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt. Anschlielend wurde erneut die
Carbonsaure 23a aktiviert, zu dem Reaktionsgemisch gegeben und erneut vier Stunden bei Raumtemperatur
geschuttelt. Die Probe wurde entweder Uber die ethanolische Fallung, oder Uber die Affinitdts-Aufreinigung
gereinigt; b) HPLC-Chromatogramme der Startmaterialien DNA-13a (links) und der Carbonsaure 23a (rechts); c)
HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-Spektrum (rechts) der Amidsynthese nach der ethanolischen
Fallung; d) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-Spektrum (rechts) der Amidsynthese nach der Affinitats-
Aufreinigung.
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Affinitats-Aufreinigung der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

4.5.3. Affinitats-Aufreinigung der Copolymer P2-EA-a-vermittelten

Povarov-Reaktion

Bei der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion an DNA-Konjugaten in Losung handelt es
sich um eine Saure-katalysierte Multikomponenten-Reaktion, welche in Kapitel 3.2 etabliert
wurde. Dabei bilden ein Aldehyd, ein Anilin und ein Olefin ein Tetrahydrochinolin, eine N-
heterozyklischen Verbindung. Bei der Reaktion befinden sich viele Reagenzien (Copolymer,
Anilin, Olefin) unterschiedlichster Polaritdten und Aquivalenten in der Lésung, welche, nach
erfolgter Reaktion, entfernt werden muissen. Die in Kapitel 3.2 beschriebene Extraktion mit
Ethylacetat als Aufreinigung konnte nicht alle Kontaminationen entfernen, welches vor allem
bei der Verwendung verschiedener Aniline beobachtet werden konnte. Um diese Reaktion in
einer DEL-Synthese durchflihren zu kénnen, wurde die Affinitats-Aufreinigung getestet. Dabei
wurde die Povarov-Reaktion, wie in Kapitel 3.2 beschrieben, mit DNA-1a, 4-fert-Butylanilin
20b, dem N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d und dem Copolymer P2-EA-a angesetzt und tber
Nacht bei 40 °C geschuttelt. Anschlielend wurde das Losungsmittel verdampft und die
Affinitats-Aufreinigung mit den optimierten Bedingungen aus Kapitel 4.4.3 mit T4-Ligase-
Puffer bei 35 °C und einer Elution mit wassriger Ammoniak-Lésung durchgefihrt. Das Eluat
wurde mit Hilfe der analytischen HPLC und der MALDI-MS analysiert (siehe Abbildung 41).
Dabei ist in dem HPLC-Chromatogramm lediglich der Produktpeak von DNA-2b bei einer
Retentionszeit von 10,4 min zu sehen, was auf eine vollstandige Entfernung der
uberschussigen Reagenzien, wie das Anilin 20b und Olefin 21d, schlielen lasst. Auch die
MALDI-MS-Analyse zeigt nur das Signal des gewlnschten Produktes DNA-2b. Somit konnte
die Affinitats-Aufreinigung ebenfalls erfolgreich auf ein komplexes Reaktionsgemisch, wie die

Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion, angewendet werden.
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Affinitats-Aufreinigung der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion
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Abbildung 41: Affinitats-Aufreinigung einer Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion.

a) Reaktionsschema der Povarov-Reaktion. Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit 4-terf-Butylanilin
20b (8000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d (8000 Aquiv.) und Copolymer P2-EA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in
Wasser und 5 Vol-% EtOAc bei 40 °C Uber Nacht geschuttelt; b) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-
Spektrum (rechts) von DNA-1a; c) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-Spektrum (rechts) von DNA-2b
nach der Affinitats-Aufreinigung.
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Copolymer-vermittelte DNA-kodierte Molekdulbibliothek

5. Copolymer-vermittelte DNA-kodierte Molekilbibliothek

In den vorherigen Kapiteln konnten die Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion, die Boc-
Entschitzung, sowie die Suzuki-Miyaura-Reaktion erfolgreich etabliert werden. Die
Reaktionsbedingungen konnten optimiert werden und mit einem breiten Reaktandenspektrum
erfolgreich umgesetzt werden. Die Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion zu dem DNA-
Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]chinolin Konjugat bietet in einer Molekilbibliothek die Moglichkeit,
ein exponentielles Wachstum der Molekilanzahl tGber eine 3-Zyklen-basierte kombinatorische
Chemie zu generieren. In einem ersten Zyklus kénnen diverse Aldehyde verwendet werden.
Diese kénnen darauffolgend in einem zweiten Synthesezyklus Uber die Povarov-Reaktion mit
verschiedenen Anilinen und einem Boc-geschitzten Pyrrolin zum Grundgerist der DNA-
kodierten Molekilbibliothek reagieren. Nach einer anschlieRenden Boc-Entschitzung kénnen
in einem dritten Zyklus diverse Carbonsauren tber das freie Amin gebunden werden.

Das Tetrahydropyrrolochinolin ist ein wichtiges Grundgerist in der Wirkstoffforschung und
kann in vielen Naturstoffen und bioaktiven Molekiilen wiedergefunden werden.['6"168 |n der
herzustellenden DNA-kodierten Molekulbibliothek kann dieses zentrale Strukturmotiv
vorteilhaft fur ein Bindungsassay mit verschiedenen Proteinen sein und die Chancen, bioaktive
Molekule zu erhalten, steigern.

Zudem sollte die zuvor beschriebene Affinitats-Aufreinigung in dieser DNA-kodierten
Molekulbibliothek angewendet werden. Dazu sollte das Kodierdesign der DEL fur die neu
entwickelte Aufreinigung angepasst werden. Durch die Verwendung dieser Aufreinigung
kénnte eine reinere Molekulbibliothek erhalten werden und somit falsch positive Hits reduziert
werden.

In den folgenden Kapiteln wird auf das Design der DNA-kodierten Molekilbibliothek
eingegangen, sowie auf die Auswahl und Kodierung der Molekulbausteine mit Hilfe von
computergestiutzten Methoden. Zudem wird die chemische Synthese und die enzymatische
Kodierung der DEL fur jeden Bibliothekszyklus beschrieben. AnschlieRend sollte die
synthetisiete DNA-kodierte Molekilbibliothek auf verschiedenen Proteinen in einem
Bindungsassay getestet werden.
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Design der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekulbibliothek (MiDEL)

5.1 Design der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten
Molekiilbibliothek (MiDEL)

Fur die Synthese der DNA-kodierten Molekiilbibliothek sollten zwei zentrale Strategien
angewendet werden. Zum einen die in der Arbeitsgruppe Brunschweiger etablierte
Festphasen-DNA-Chemie (controlled pore glass, CPG)®>% sowie die in dieser Arbeit
entwickelten Copolymer-vermittelten Reaktionen (siehe Kapitel 3). Die Copolymer-vermittelte
DNA-kodierte Molekilbibliothek (micelle-mediated DNA-encoded library, MiDEL) sollte mit vier
Synthese- und drei Ligationszyklen aufgebaut werden. Um das Molekul aufzubauen, sollte
eine Amidsynthese, eine Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion mit anschlieRender
Copolymer-vermittelter Boc-Entschitzung und eine zweite Amidsynthese verwendet werden.
Als kodierende Molekllbausteine waren 25 Carbonsaure-funktionalisierte Aldehyde, 39
Aniline, zwei Aminopyrazole und 107 verschieden substituierte Carbonsauren geplant. Daraus
sollte eine DNA-kodierte Molekulbibliothek mit 109.675 Bibliotheksmitgliedern (25 x 41 x 107)
entstehen. Der Syntheseweg ist in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Design der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekiilbibliothek (MiDEL) bestehend aus 3
Zyklen.
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Design der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekdlbibliothek (MiDEL)

Als Ausgangspunkt sollte eine Primer-Sequenz, die eine C6-Aminolinker-Modifikation tragt,
Uber eine Amidsynthese mit 25 Carbonsaure-funktionalisierten Aldehyden in einem ersten
Syntheseschritt diversifiziert werden. Nach der Synthese sollten die DNA-Aldehyd-Konjugate
von der festen Phase abgespalten werden und mit Hilfe der praparativen HPLC aufgereinigt
und mittels MALDI-MS und analytischer HPLC analysiert werden. Wurden die DNA-Konjugate
erfolgreich hergestellt, so sollte der entsprechende Barcode ///* flr den ersten Molekulbaustein
Uber eine enzymatische Ligation angebunden werden. Dabei sollte der Barcode / einen
spezifischen Uberhang (sticky ends) zu der Primer-Sequenz enthalten. Der Gegenstrang der
Primer-Sequenz (Primer‘) sollte allerdings nicht vollstandig die Primer-Sequenz abdecken,
damit die Mdglichkeit geboten wird, die Affinitats-Aufreinigung anzuwenden (siehe Kapitel 4).
Dafir sollte als Affinitdts-Matrix der freibleibende Teil-Gegenstrang zu der Primer-Region
verwendet werden (siehe Abbildung 42, Zyklus 1). Somit koénnte in jedem Schritt der
Bibliothekssynthese die Affinitats-Aufreinigung verwendet werden. Die nun kodierten DNA-
Aldehyd-Konjugate sollten Uber eine ethanolische Fallung aufgereinigt werden und vermischt
werden (pool) (siehe Abbildung 42, Zyklus 1).

Fur den nachsten Synthesezyklus sollten diese DNA-Aldehyd-Konjugate flr die Copolymer-
vermittelte Povarov-Reaktion aufgeteilt werden (split). Im Anschluss an die Reaktion mit dem
zweiten Molekulbaustein sollte die Affinitats-Aufreinigung durchgefihrt werden, um die
Uberschiisse der Reagenzien, vor allem der Aniline, zu entfernen. Darauffolgend sollte die
Copolymer-vermittelte Boc-Entschitzung mit ethanolischer Fallung durchgefihrt werden. Die
so hergestellten Molekdle sollten mit dem dazugehoérigen Barcode ////l* iber eine enzymatische
Ligation versehen werden und vermischt werden (pool) (siehe Abbildung 42, Zyklus 2).

Der dritte und letzte Zyklus der Bibliothekssynthese sollte mit der Ligation des Barcode /Il/Ill*
und der endstandigen Primer-Sequenz begonnen werden. Der letzte Schritt sollte somit die
Amidsynthese der Carbonsduren an das freie Amin des DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-
c]chinolin-Konjugates darstellen. Um mdglichst viele Kontaminationen zu entfernen, sollte
erste eine ethanolische Fallung und anschliefiend eine Aufreinigung mittels der Affinitats-
Matrix durchgefiihrt werden (siehe Abbildung 42, Zyklus 3).

Uber diesen Syntheseweg sollte die Copolymer-vermittelte DNA-kodierte Molekilbibliothek
(MiDEL) mit hohen Ausbeuten und mdglichst geringen Kontaminationen aufgebaut werden

konnen.
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5.2 Computer-gestiitzte Auswahl der Molekilbausteine und

Generierung der Barcodes

Die Auswahl der Molekilbausteine, sowie die Generierung der Barcodes fur die einzelnen
Syntheseschritte einer DNA-kodierten Bibliothek ist von groRer Bedeutung fir die
Wabhrscheinlichkeit, bioaktive Molekile zu finden. Fir die Auswahl von bioaktiven Molekdlen
gibt es viele Richtlinien bezlglich der Eigenschaften dieser Molekile. So sind beispielsweise
die ,Rule of 5%, vorgeschlagen von Lipinski et al., wichtige Richtlinien fur die Erfolgschancen
von oral-verabreichten Arzneimitteln. Die Moleklle, die diesen Regeln folgen, enthalten
weniger als 5 Wasserstoffbricken-Donatoren und weniger als 10 Wasserstoffbricken-
Akzeptoren, ein Molekulargewicht von unter 500 g/mol, sowie einen logP unter 5.1197.1%]
Vergleichbar dazu sind die ,Rule of 2%, vorgestellt von Goldberg et al., welche Richtlinien fir
Molekullbausteine darstellen. Dabei sollte der Molekulbaustein dem finalen Molekul nicht mehr
als 200 g/mol Molekulargewicht hinzufligen, sowie weniger als 2 Woasserstoffbriicken-
Donatoren und weniger als 4 -Akzeptoren aufweisen. Durch diese Richtlinien soll die Qualitat
der entstehenden Molekile verbessert werden, sowie der Zugang zu vielfaltigen
Molekiilbausteinen ermdoglicht werden.['% Da eine manuelle Auswahl der Molekiilbausteine,
sowie die Generierung der Barcodes sehr zeitaufwandig und mihsam ist, wurden in dieser
Arbeit verschiedene Computer-assistierte Methoden verwendet.

Fir die Auswahl von Molekilbausteinen wurde zunachst eine Datenbank-Abfrage uber
kauflich erwerbliche Startmaterialien durchgefiihrt. Diese wurde in einem weiteren Schritt
definierten Filtern zugefihrt. Fir den ersten Syntheseschritt wurde nach bifunktionellen
Molekilen mit einer Aldehyd- und einer Carbonsaure-Funktionalitat des Anbieters Enamine
gesucht. Die erhaltene Liste enthielt knapp 3000 Eintrage zu diesen bifunktionellen Molekdlen.
Diese Liste wurde anschlieRend mit der freien Software KNIME® zusammen mit Dr. Silvia
Chines gefiltert. KNIME® (Konstanz Information Miner) ermdglicht es, Daten durch
nacheinander geschaltete Befehle (Nodes) zu analysieren und anschlie®end die Ergebnisse
zu visualisieren (siehe Anhang Abbildung 92).200-2021 F{jr die Aldehyd-funktionalisierten
Carbonsauren wurde das Molekulargewicht zwischen 150 g/mol und 300 g/mol festgelegt,
sowie ein Preis von maximal 350€ pro 250 mg. Aus der erhaltenden Liste wurden
anschlieRend mit dem Befehl ,Diversity Picker” die vielfaltigsten Molekile ausgewahlt. Dieser
Befehl bestimmt fir jedes eingegebene Molekil einen individuellen Code, den sogenannten
Jfingerprint“. AnschlieBend wird der Tanimoto-Abstand, die Ahnlichkeit zweier Molekiile,
anhand der fingerprints“ berechnet und basierend auf dem MaxMin-Algorithmus die
verschiedensten Molekiile bestimmt.l2°32041 Die Auswahl moglichst diverser Molekiile beruht
auf der Annahme, dass strukturell diverse Molekile ein unterschiedliches Aktivitatenprofil
aufweisen und somit die Menge an Informationen Uber die Struktur-Aktivitat-Wechselwirkung

maximiert wird.[2%3
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Synthese der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekiilbibliothek

Dieser Vorgang wurde fir die Auswahl der Aniline und der Carbonsauren wiederholt. Bei der
Auswahl der Aniline wurde das Molekulargewicht auf maximal 200 g/mol beschrankt und bei
den Carbonsauren sollte eine Masse zwischen 100 g/mol und 200 g/mol vorliegen.

Um anschlieRend diese Molekiile einem individuellen Barcode zuzuordnen, mussten zu
Beginn Barcodes aus den vier naturlichen Nucleobasen generiert werden. Dabei sollte ein
Barcode aus 8 Nucleobasen bestehen. Daraus ergibt sich eine maximale Anzahl an Barcodes
von 4.096 (8Lange des Barcodes”4Anzahl der natiiriichen Nucleobasen). Darunter befinden sich allerdings auch
Barcodes, welche in einer DNA-kodierte Molekulbibliothek unerwinscht sind, wie z.B.
Palindrome (5°- CGAATTCG -3") und Barcodes bestehend aus der gleichen Base
(5 - GGGG GGGG - 3Y). Um dies zu umgehen, wurde ein Programm (SequenceGenerator,
RStudio) verwendet, welches von Lukas Arendt und Ina Dormuth (Prof. Dr. Jérg Rahnenfiihrer
und Prof. Dr. Roland Fried, Fakultat fir Statistik, TU Dortmund) entwickelt wurde. Dabei konnte
die Lange der Barcodes (hier: 8 Nucleobasen), die Anzahl der zu generierenden Barcodes,
die H6chstmenge jeder Nucleobase in einem Barcode (hier: jeweils 4), sowie die maximale
Lange eines Teils des Barcodes, der nur eine Nucleobase enthalt (hier: jeweils 2), eingestellt
werden (siehe Anhang Abbildung 93). Mit diesen Bedingungen wurden fir die drei
Molekulbausteine Barcodes generiert und den einzelnen Molekulbausteinen zugeordnet. Die
verwendeten Molekllbausteine mit den zugeordneten Barcodes sind im Anhang in Tabelle
45 - 47 zu finden.

5.3 Synthese der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten
Molekulbibliothek

In diesem Kapitel wird im Detail die Synthese der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten
Molekulbibliothek (MIDEL) erlautert. Diese wurde basierend auf dem bereits vorgestellten
Design und dem Syntheseweg durchgefihrt. Die Uber Computer-gestitzte Methoden
ausgewahlten und kodierten Molekulbausteine (sieche Anhang Tabelle 45 - 47) wurden hier in
den drei chemischen Syntheseschritten umgesetzt. Dabei werden die chemischen

Syntheseschritte und die enzymatischen Ligationsschritte getrennt beschrieben.

5.3.1.Chemische Synthese der einzelnen Zyklen der Copolymer-
vermittelten DNA-kodierten Molekilbibliothek

In den folgenden Kapiteln wird die chemische Synthese der Molekilbibliothek, sowie die
durchgefihrten Aufreinigungen beschrieben. Die enzymatischen Ligationsschritte werden in
Kapitel 5.3.2 erlautert.
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Zyklus 1 - Synthese von DNA-Aldehyd-Konjugaten

5.3.1.1. Zyklus 1 - Synthese von DNA-Aldehyd-Konjugaten

Begonnen wurde die Synthese der Molekulbibliothek mit einer Amidsynthese. Dazu wurde
eine Primer-Sequenz DNA-18 (5' - AGGT CGGT GTGA ACGG ATTT GAGT C - 3) gebunden
an einer festen Phase (controlled pore glass, CPG) verwendet. An dieser Primer-Sequenz war
ein C6-Amino-Linker mit einem geschitzten primaren Amin gebunden. Um den Abstand
zwischen Molekul und DNA-Strang zu vergroRRern, sollte als erstes ein Polyethylenglykol-
Linker 66b an die Primer-Sequenz DNA-18 (iber eine Amidsynthese gebunden werden (siehe
Abbildung 43).
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Abbildung 43: Synthese des Primer-PEG(5)-Konjugats DNA-19.

a) Reaktionsschema der Amidsynthese. Das DNA-Konjugat DNA-18 (4 umol) wurde mit Fmoc-NH-(PEG)s-COOH
66b (100 Aquiv.), HATU (100 Aquiv.) und DIPEA (250 Aquiv.) in DMF bei Raumtemperatur zweimal 2,5 h
geschittelt. AnschlieRend wurde das DNA-Konjugat DNA-19 mit der AMA-LOsung bei Raumtemperatur fir 4 h von
dem CPG entfernt; b) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS-Spektrum (rechts) des DNA-Konjugats
DNA-19.

Dazu wurde zunachst die Mmt-Schutzgruppe der DNA-18 mittels 3 %iger Trichloressigsaure
in CH2Cl2 entfernt, bis keine gelbe Farbung mehr beobachtet werden konnte. Anschlief3end
wurde der Fmoc-NH-(PEG)s-COOH-Linker 66b mit [O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-
tetramethyl-uronium-hexafluorphosphat] (HATU) und Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF
fur 15 min aktiviert. Diese Losung wurde zu der in DMF suspendierten DNA-18 gegeben und
fur 2,5 Stunden geschittelt. Die DNA-19 wurde Uber einen Filter mit DMF, MeOH, MeCN und
CHCl, gewaschen, um den Uberschuss an Reagenzien zu entfernen. Die Amidsynthese
wurde einmal wiederholt. Um den Reaktionserfolg zu bestimmen, wurde ein kleiner Teil des
CPGs (0,5 mg) des DNA-19 entnommen. Das gebundene DNA-Konjugat DNA-19 wurde mit
einer Lésung aus Ammoniak und Methylamin (AMA) von der festen Phase abgespalten und
mit Hilfe der MALDI-MS auf die Produktidentitat und Uber die analytische HPLC auf die

Reinheit untersucht.
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Zyklus 1 - Synthese von DNA-Aldehyd-Konjugaten

Dabei konnte in dem HPLC-Chromatogramm ein Hauptpeak bei einer Retentionszeit von
tr = 3,4 min beobachtet und in dem MALDI-MS-Spektrum die gewinschte Masse mit
8264,4 g/mol detektiert werden. Da die Amidsynthese des PEG(5)-Linkers an die Primer-
Sequenz erfolgreich ablief, konnte anschlielend der erste Molekllbaustein, die 25
verschiedenen Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren 64a und 64d - aa ebenfalls tiber eine
Amidsynthese gekuppelt werden. Zuvor wurden alle nicht umgesetzten freien Amine acyliert
und die Fmoc-Schutzgruppe des PEG(5)-Linkers mit 20 % Piperidin in DMF entfernt. Mit
diesem Konjugat DNA-19 wurde die Amidsynthese analog mit den 25 verschiedenen Aldehyd-
funktionalisierten Carbonsdauren durchgefuhrt (siehe Tabelle 12). Die erhaltenen DNA-
Konjugate DNA-20a - y wurden von der festen Phase abgespalten und Uber die praparative
HPLC aufgereinigt. Die gesammelten Fraktionen der einzelnen DNA-Konjugate wurden mit
Hilfe der MALDI-MS-Analyse und der analytischen HPLC-Chromatographie analysiert (siehe
Anhang Abbildung 94). Zudem wurde die Ausbeute der Produkt-Konjugate tber die UV-Vis-
Absorption bestimmt (siehe Anhang Tabelle 45). Unter diesen 25 Aldehyd-funktionalisierten
Carbonsauren waren viele N-Heterozyklen, insbesondere viele Indole, sowie auch einige O-
Heterozyklen zu finden, da diese in vielen Naturstoffen prasent sind und eine hohe Bioaktivitat

aufweisen. 2%
Tabelle 12: Amidsynthese der 25 Aldehyd-funktionalisierten Carbonséuren 64a und 64d - aa an die DNA-19.2

1) HATU, DIPEA,
o DMF, o
ANt HO\KD)LH RT, 3x25h . Hm,@)‘\"'
2) AMA, RT, 4 h Wf’
0o o]
DNA-19 64a, 64d-aa DNA-20a-y

Aldehyd-funktionalisierte Umsatz  M/Zperechnet Ausbeute

Eintrag Produkt

Carbonsaure [%]° M/Zgetunden [nmol]¢
8434,8
1 64h DNA-20a 60 8435.4 11,2
. 8398,7
2 64i I DNA-20b 55 8400.9 9,9
P ) 8435,8
. / o ’
3 64j HO DNA-20c 60 8436.3 11,2
0 v
o
—0
A 8434,8
4 64k HO N DNA-20d 60 8436.8 111
o
O_
0= 8464,8
5 64l o, ! ) DNA-20e 45 8464.9 7,4
H
(o]
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Zyklus 1 - Synthese von DNA-Aldehyd-Konjugaten

Fortsetzung Tabelle 12

10

11

12

13

14

15

16

17

64m

64d

64e

64n

640

64p

64f

64q

64r

64s

64t

64u

o ! DNA-20f 55

~o
Ho YLo]@/\ DNA-20h 60
_O
HO\"KJ\¢O DNA-20i 50
(o]

DNA-20j 45

“°7‘)©\/N N DNA-20k 40

o = (o]
Ho\n/\N N /
o DNA-20l 60
o=
R
N DNA-2
"o \n)\ Om 55
(0]
Cl
Y DNA-20n 40
HO. N
H
o
— =0
O
Me DNA-200 40
HO.
(o]
cli ~o
HO\n/\Oj@/\ DNA-20p 40
o
o
\
B

DNA-20q 40

DNA-20g n.d.

8462,8
8462,9

8448,8
n.d.

8469,8
8470,0

8425,8
8425,9

8448,8
8448,7

8502,9
8502,5

8462,8
8462,5

8462,8
8462,0

8469,2
8469,0

8475,8
8474,3

8460,2
8462,2

8488,9
8489,9

9,4

n.d.

9,5

10,0

7,4

7,6

10,2

8,2

6,5

6,5

6,4

8,0
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Zyklus 1 - Synthese von DNA-Aldehyd-Konjugaten

Fortsetzung Tabelle 12

H
N
8434,8
18 64v HOYGE/C DNA-20r 55 54335 9,0
fo) =0

8455,8

Lo
19 64w HO\n/\O DNA-20s 65 8454.4 8,9

20  64x DNA-20t 55 gj?g:? 8,0
21 6dy DNA-20u 15 2222:2 2.7
22 64z DNA-20v 65 gjgg:g 2,5
23 64aa DNA-20w 50 gj;g:g 8,0
24  64a DNA-20x 50 gjgg:; 9,2
25  64g DNA-20y 30 2288:; 9,4

a Das DNA-Konjugat DNA-19 (100 nmol) wurde mit der Aldehyd-funktionalisierten Carbonséaure (100 Aquiv.), HATU
(100 Aquiv.) und DIPEA (250 Aquiv.) in DMF bei Raumtemperatur dreimal 2,5 h geschiittelt. AnschlieRend wurde
das DNA-Konjugat DNA-20 mit der AMA-L6sung bei Raumtemperatur fiir 4 h von dem CPG entfernt. ® Der Umsatz
wurde mit Hilfe der Flache des Produki-Signals gegeniiber dem Edukt-Signal im HPLC-Chromatogramm
(préparative HPLC) bestimmt. ¢ Das Masse-zu-Ladungsverhaltnis wurde mit der MALDI-MS-Analyse gemessen. ¢
Die Ausbeute des gesammelten DNA-Produktes wurde Uber die UV-Vis-Absorption bestimmt. n.d. = nicht
detektiert.

Insgesamt konnten von den 25 Molekilbausteinen 64a und 64d - aa 14 mit einem Umsatz von
uber 50 % erhalten werden. Darunter befanden sich einige Indol-Strukturmotive (siehe Tabelle
12, Eintrag 4, 6, 12, 13, 18, 23), sowie auch andere heterozyklische Strukturen, wie ein
Indolizin 46h (siehe Tabelle 12, Eintrag 1), ein Pyrrol 64i (siehe Tabelle 12, Eintrag 2), ein
Pyrazolo[1,5-a]pyridin 64j (siehe Tabelle 12, Eintrag 3) und ein Dihydrobenzofuran 64z (siehe
Tabelle 12, Eintrag 22). Acht weitere Aldehyd-funktionalisierte Carbonsauren konnten mit
einem Umsatz von 30-50 % erhalten werden. Darunter waren unter anderem drei Indole 64l,
640, 64r (siche Tabelle 12, Eintrag 5, 10, 14), zwei Pyrrole 64p, 64u (siche Tabelle 12, Eintrag
11, 17) und ein Furan 64s (siehe Tabelle 12, Eintrag 15).
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Zyklus 1 - Synthese von DNA-Aldehyd-Konjugaten

Durch die Aufreinigung mit Hilfe der praparativen HPLC konnte auch bei den DNA-Konjugaten
mit geringerem Umsatz das reine Produkt in einer ausreichenden Menge isoliert werden und
fur die weitere Synthese eingesetzt werden.

Lediglich fir die Amidsynthese mit dem Indol-Derivat 64d (siehe Tabelle 12, Eintrag 7) konnte
das Produkt DNA-20g nicht erhalten werden und wurde demnach fiir die weitere Synthese der
Molekulbibliothek nicht weiterverwendet.

Far die weitere Synthese sollte eine Menge von 1 nmol pro DNA-Aldehyd-Konjugat eingesetzt
werden. Da die Ausbeuten, mit Ausnahme von Indol-Derivat 64d (siehe Tabelle 12, Eintrag
7), im Bereich von 2,5 nmol bis 11,2 nmol lagen, konnte die Synthese mit 24 der 25 DNA-
Aldehyd-Konjugaten DNA-20 fortgesetzt werden (siehe Tabelle 12). Die Ligation des
Barcodes I/I* fur jeden Molekilbaustein 64a und 64d - aa ist in Kapitel 5.3.2 beschrieben.
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Zyklus 2

5.3.1.2. Zyklus 2

Der zweite Synthesezyklus der Molekulbibliothek umfasst die Copolymer-vermittelte Povarov-
Reaktion mit diversen Anilinen und Aminopyrazolen und die Boc-Entschitzung. Die
Etablierung beider Reaktionen sind in den Kapiteln 3.2 und 3.3 beschrieben. Da mit Hilfe von
Computer-unterstutzten Methoden neue Molekulbausteine ausgewahlt wurden (siehe Kapitel
5.2, Anhang Tabelle 46), wurden einige dieser Moleklle vor der eigentlichen
Bibliothekssynthese auf ihre Reaktivitat in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion

untersucht.

5.3.1.21. Validierung der ausgewahlten DNA-Aldehyd-
Konjugate und Aniline in der Copolymer-vermittelten

Povarov-Reaktion

Um die Reaktivitat der Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren in der Copolymer-vermittelten
Povarov-Reaktion zu testen, wurden 15 der fir die DEL ausgewahlten 25 Molekile 64a, 64e,
64f, 64h - s an eine 14-Nucleobasen lange DNA Uber eine Amidsynthese gebunden. Die
erhaltenen Produkte wurden mit der analytischen HPLC-Chromatographie und der MALDI-MS
analysiert (sieche Anhang Abbildung 96) Diese DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-1a, e, f, h-s
wurden anschlieBend mit 4-tert-Butylanilin 20b, N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d und
Copolymer P2-EA-a bei 40 °C Uber Nacht geschittelt (siehe Tabelle 13). Die erhaltenen
Produkte wurden mit der analytischen HPLC-Chromatographie und der MALDI-MS analysiert
(siehe Anhang Abbildung 97). EIf der 15 ausgewahlten DNA-Aldehyd-Konjugate konnten in
der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion mit einem vollstdndigen Umsatz zu dem
gewilnschten Produkt reagieren. Darunter befanden sich einige Indol-Strukturmotive DNA-1Kk,
I, q, r (sieche Tabelle 13, Eintrag 4, 5, 12, 13), sowie auch andere heterozyklische Strukturen,
zwei Pyrrole DNA-1i, p (siehe Tabelle 13, Eintrag 2, 10), ein Pyrazolo[1,5-a]pyridin DNA-1j
(siehe Tabelle 13, Eintrag 3) und ein Furan DNA-1s (siche Tabelle 13, Eintrag 14). Zwei
weitere Indole DNA-1m, o (siehe Tabelle 13, Eintrag 6, 9) und ein Indolizin DNA-1h (siehe
Tabelle 13, Eintrag 1) konnten mit einem Umsatz von 60 % - 80 % zur Reaktion gebracht
werden. Nur fir das Indol DNA-1f (siehe Tabelle 13, Eintrag 11) konnte das Produkt nur zu
25 % beobachtet werden, wobei noch Startmaterial, sowie ein nicht-identifiziertes

Nebenprodukt mit einem Masse-zu-Ladungsverhaltnis von 4751,4 detektiert werden konnte.
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Validierung der ausgewahlten DNA-Aldehyd-Konjugate und Aniline in der Copolymer-
vermittelten Povarov-Reaktion

Tabelle 13: Validierung einiger DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-1a, e, f, h - s in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten

Povarov-Reaktion.?
@ NBoc

*

o NH,
Boc
H H + + N’ —>
Wﬂ' E/) Copolymer P2-EA-a, n H
o H,O/EtOAC (5 Vol-%), m”
20b 21d

40 °C,18 h (o]
DNA-1a, e, f, h-s DNA-2b, aj-aw
. . Umsatz m/zberechnet
Eintra DNA-Aldehyd-Konjugat Produkt p
g y 149 [O/O]b m/defunden
4880,7
1 DNA-1h DNA-2al 70 48815
. 48446
2 DNA-1i DNA-2am > 90 48437
(o]
NN 7 4881,7
-1i Y - ’
3 DNA-1j DNA-2an  >90 48814
0 v
(o}
—0
] \ _ 4880,7
4 DNA-1k m DNA-2a0 > 90 48509
o
o_
o= 4910,7
5 DNA-1I . DNA-2ap  >90 49101
H
(o]
i 49087
6  DNA-1m L DNA-2aq 80 :
4908,8
°o )
6
o . 4915,7
7 DNA-1e ’S\)“K)A DNA-2aj  >90 4915.0
(o]
~° 48717
8 DNA-1n /("J@vo DNA-2ar > 90 4872.0
o
0= 48947
9 DNA-10 [ DNA-2as 60 48949
H
(o]
) 49488
10 DNA-1p /I(C(N\\ N DNA2at > 90 49491
AnA NS 4908,7
11 DNA-1f o DNA-2ak 25 49089
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Validierung der ausgewahlten DNA-Aldehyd-Konjugate und Aniline in der Copolymer-
vermittelten Povarov-Reaktion

Fortsetzung Tabelle 13

Z’ Q 4908,7

DNA-2au > 90

’SH\ 4907,6

4915,1
13 DNA-1r q@ DNA-2av > 90 49147

4921,5
14 DNA-1s &(g\e DNA-2aw > 90 4920,8

4871,5
15  DNA-1a An/\ /@2 DNA-2b  >90 ,
4870.9

@ Das DNA-Aldehyd-Konjugat (500 pmol ) wurde mit 4-tert-Butylanilin 20b (8000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-
pyrrol 21d (8000 Aquiv.) und Copolymer P2-EA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in Wasser und 5 Vol-% EtOAc bei 40 °C
Uber Nacht geschiittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Flache des Produkt-Signals gegentiber dem Edukt-Signal
im HPLC-Chromatogramm (analytische HPLC) und MALDI-MS bestimmt. ¢ Das Masse-zu-Ladungsverhaltnis
wurde mit der MALDI-MS-Analyse gemessen. ¢ Es konnte die Oxidation des DNA-Aldehydes zur Carbonsaure
beobachtet werden. n.d. = nicht detektiert. Geschwungene Linie = Amidbindung zum C6-Aminolinker.

12 DNA-1q

Die Auswahl der Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren schien fur die Copolymer-
vermittelte Povarov-Reaktion geeignet zu sein, da sehr hohe Umsatze mit wenigen
Nebenprodukten erhalten werden konnten.

Im Anschluss wurden 15 der fir die DEL ausgewahlten 39 Aniline auf die Reaktivitat in der
Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion getestet. Dazu wurde DNA-Aldehyd-Konjugat
DNA-1a mit Anilin 20ae - as, N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d und Copolymer P2-EA-a bei
40 °C Uber Nacht geschittelt (siehe Tabelle 14). Die erhaltenen Produkte wurden mit der
analytischen HPLC-Chromatographie und der MALDI-MS (siehe Anhang Abbildung 98)
analysiert. EIf der 15 ausgewahlten Aniline konnten in der Copolymer-vermittelten Povarov-
Reaktion mit einem Umsatz von tber 70 % zu dem gewtinschten Produkt reagieren. Darunter
befanden sich Aniline mit elektronenschiebenden, sowie elektronenziehenden Gruppen in
ortho-, meta- und para-Position und auch di-substituierte Aniline. Die Aniline 20af und 20ag
(siehe Tabelle 14, Eintrag 2, 3) konnten nur mit einem Umsatz von 30 % und 35 % zu dem
gewulnschten Produkt reagieren. Beide Aniline verfugen jeweils Uber einen Substituenten in
ortho- und meta-Position. Dabei ist der Substituent bei beiden Anilinen in ortho-Position

sterisch anspruchsvoll, wodurch eventuell die Povarov-Reaktion gehindert werden kdnnte.
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Validierung der ausgewahlten DNA-Aldehyd-Konjugate und Aniline in der Copolymer-
vermittelten Povarov-Reaktion

Tabelle 14: Validierung einiger Aniline 20ae - as in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion.?

i NH; Boc
T
W"”N\n/\o XX E/)
R
(o]

O

Copolymer P2-EA-a,
H,O/EtOAc (5 Vol-%),

Wy

NBoc

40 °C, 18 h
DNA-1a 20ae-as 21d DNA-2ax-bl
m/z,
. - o/ 1b berechnet
Eintrag Anilin Produkt Umsatz [%] M2 gotungor®
NH,
1 20ae /@F DNA-2ax 85 2882; 18
P NH,
2 20af j@\ DNA-2ay 30 raone
NH,
o 4911,2
3 20ag DNA-2az 35 ’
\ofj T 49109
NH,
O~ 4903,2
4 20ah Q/ DNA-2ba > 90 49031
NH,
. F 48471
5 20ai ©/ DNA-2bb > 90 48469
L 4829,2
6 20aj @/ DNA-2bc > 90 4830.4
NH,
4879,6
7 20ak /@/\oH DNA-2bd > 90 48905
Cl
NH,
F
48491
8 20al ©/ DNA-2be > 90 1649'8
OH
NH,
9 20am /@/F DNA-2bf n.d. 4?]43’1
HO e
NH,
4829,2
10 20an @ DNA-2bg > 90 48305
NH,
4899,1
11 2020 F gj DNA-2bh > 90 48993
Y
NH,
o . 4906,1
12 20ap //©/ T DNA-2bi <10 49005
7z
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Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion und Boc-Entschitzung

Fortsetzung Tabelle 14

NH, O
i . 48912
13 20aq @/ I DNA-2bj 75 48915
NH,
48452
14 20ar @) DNA-2bk > 90 45481
HO
L 4833 1
F y
15 20as ©/ DNA-2bl 85 48327

a Das DNA-Konjugat DNA-1a (500 pmol) wurde mit Anilin (8000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d
(8000 Aquiv.) und Copolymer P2-EA-a (50 Aquiv., 0,5 mM) in Wasser und 5 Vol-% EtOAc bei 40 °C iber Nacht
geschiittelt. ® Der Umsatz wurde mit Hilfe der Flache des Produkt-Signals gegeniiber dem Edukt-Signal im HPLC-
Chromatogramm (analytische HPLC) und MALDI-MS bestimmt. ¢ Das Masse-zu-Ladungsverhaltnis wurde mit der
MALDI-MS-Analyse gemessen. n.d. = nicht detektiert.

Lediglich die Aniline 20am und 20ap (siehe Tabelle 14, Eintrag 9, 12) konnten nur in Spuren,
oder gar nicht das gewlnschte Produkt bilden. Beide Aniline haben auch hier jeweils einen
Substituenten in ortho- und meta-Position und kénnten Uber eine sterische AbstoRung in der
Reaktion gehindert worden sein. Dieses Argument wurde durch das Ergebnis der Copolymer-
vermittelten Povarov-Reaktion mit Anilin 20al (siche Tabelle 14, Eintrag 8) unterstitzt. Bei
diesem Anilin 20al befindet sich die Hydroxy-Gruppe in para-Position statt in meta-Position
(siehe Tabelle 14, Eintrag 9) und es konnte ein vollstandiger Umsatz zu dem gewunschten
Produkt DNA-2be beobachtet werden.

Insgesamt konnten 11 der 15 getesteten Aniline in der Copolymer-vermittelten Povarov-
Reaktion das gewunschte Produkt mit sehr guten Umsatzen bilden. Somit waren die

ausgewahlten Aniline gut fir die Synthese der Molekilbibliothek geeignet.

5.3.1.2.2. Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion und Boc-

Entschiitzung

Die durch Computer-assistierte Methoden ausgewahlten und kodierten Molekulbausteine
20ae - as konnten erfolgreich in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion validiert
werden und kénnen somit fur die Synthese der Molekulbibliothek eingesetzt werden. Dazu
wurden die in Kapitel 5.3.2 erfolgreich synthetisierten und kodierten DNA-Aldehyd-Konjugate
DNA-20a - y anschliefsend vermischt, um das erste Gemisch der Molekiilbibliothek poo/-DNA-
20a -y zu erhalten. Mit diesen Produkten aus dem ersten Synthesezyklus wurde nun die
Copolymer-vermittelte Povarov Reaktion und Boc-Entschitzung durchgefihrt (siehe Schema
19). Die Etablierung dieser Reaktionen erfolgte in Kapitel 3.2 und 3.3. Als Molekulbaustein
wurden die in Kapitel 5.2 ausgewahlten Amine 20c, g, i, w, X, ae - bn (insgesamt 41 Molekdle)

verwendet (sieche Anhang Tabelle 46).
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Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion und Boc-Entschitzung

NH,

»
H g
»N H \R1
RO i = Copolymer P2 EA-a (0.5 mM) —R oder
N v o )0 + oder + NBoc
N 2 H,O/ EtOAc (5%), 40 °C, 18 h
H,N SN
Y 2 ﬂ/ N-R Affinitats-Aufreinigung NBoc NBoc
= A — mit Matrix-DNA-22
pool-DNA-20a-y 20c, g, i, W, X, 21d DNA-21a-ao
20ae-bn
* | \—R1 * /N‘N—Rz Copolymer P2 EA-d (0.5 mM) —R
LA oder [, Jx oder
MgCl,,
NBoc NBoc H,0, 50 °C, 4 h
DNA-21a-ao ethanolische Fallung DNA-23a-ao

Schema 19: Reaktionsschema der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion und Boc-Entschiitzung fir den
zweiten Synthesezyklus der Molekdlbibliothek mit dem DNA-Aldehyd-poo/ DNA-20a-y und den Aminen 20c, g, i,
w, X, ae - bn als Molekuilbausteine.

Die Amine 20c, g, i, w, X, ae - bn wurden in Reaktionsgefallen vorgelegt und in Ethylacetat
geldst. AnschlieRend wurde das N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d hinzugegeben, sowie die
vermischten DNA-Aldehyd-Konjugate pool-DNA-20a -y (500 pmol). Das Copolymer P2-EA-
a wurde zugefigt und bei 40 °C lber Nacht geschittelt. Nach der Reaktion wurde zuerst mit
Ethylacetat extrahiert, um Uberschiisse des Copolymers, sowie des Amins und Olefins zu
entfernen. Anschlielend wurde die Affinitats-Aufreinigung durchgeflhrt. Dazu wurde eine
Matrix-DNA-22, wie in Kapitel 8.10.1 beschrieben, mit dem komplementaren DNA-
Oligonucleotid DNA-22 (5-TCCG TTCA CACC GACC T-3%) zu der Primer-Region hergestellt.
Diese wurde nun zu jeder Povarov-Reaktion hinzugegeben und der Aufreinigungsprozess
wurde, wie in Kapitel 8.10.6 beschrieben, durchgefiihrt. Die aufgereinigten Povarov-Produkte
DNA-21a - ao wurden direkt fur die Copolymer-vermittelte Boc-Entschitzung eingesetzt. Dazu
wurde das Copolymer P2-EA-d in Wasser mit Magnesiumchlorid gemischt, zu jedem Povarov-
Produkt hinzugegeben und fir 4 h bei 50 °C geschuttelt. Im Anschluss an die Reaktion wurden
die Produkte DNA-23a - ao zweifach mittels der ethanolischen Fallung aufgereinigt. Nach dem
Vermischen der DNA-Aldehyd-Konjugate pool-DNA-20a -y konnte die Produktbildung nicht
mehr beobachtet werden, da nun ein komplexes Reaktionsgemisch vorliegt. Es konnte somit
keine analytische HPLC-Chromatographie und auch keine MALDI-MS Analyse durchgefuhrt
werden. Es konnte ausschlie3lich die Menge der erhaltenen Produkte mit Hilfe der UV-Vis-
Absorption bestimmt werden (sieche Anhang Tabelle 46).

Fir den letzten Synthesezyklus der Molekilbibliothek sollten etwa 100 pmol pro DNA-Konjugat
DNA-23a - ao verwendet werden, um eine Derivatisierung dieser DNA-Konjugate mit 107
verschiedenen Carbonsauren in einem 30 pmol-Maf3stab zu ermdglichen.

Ntotal zykius3 = 30 pmol * 107 = 3.210 pmol

3.210 pmol
MDNA-23a-a0 = T 1 78,3 pmol
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Zyklus 3 - Derivatisierung der DNA-Konjugate Uber eine Amidsynthese

Da die Ausbeuten der DNA-Konjugate DNA-23a - ao im Bereich von 240 pmol bis 450 pmol
lagen, konnte die Synthese der Molekulbibliothek mit allen DNA-Konjugaten DNA-23a - ao
fortgesetzt werden. Die verwendeten Amine 20c, g, i, w, X, ae -bn wurden in einem
Ligationsschritt mit Barcode Il/II’ kodiert (sieche Kapitel 5.3.2) und zu pool-DNA-23a - ao

vereinigt.

5.3.1.3. Zyklus 3 - Derivatisierung der DNA-Konjugate liber eine

Amidsynthese

Im Anschluss an den zweiten Synthesezyklus sollte eine Amidsynthese mit 107 ausgewahlten
Carbonsauren (siehe Anhang Tabelle 47) durchgefihrt werden. Dazu wurde zuerst der
Barcode /IlI/III* mit dem enthaltenen endsténdigen Primer angefugt, indem der pool-DNA-
23a - ao auf 107 Reaktionsgefalie aufgeteilt und Uber eine enzymatische Ligation ligiert wurde
(siehe Kapitel 5.3.2). Im Anschluss wurden die Carbonsauren 23a - dc mit HOAt, EDC*HCI
und DIPEA aktiviert und zu den aufgereinigten Ligationsprodukten hinzugegeben. Diese
Amidsynthese wurde tber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt und anschliel3end mit frisch
aktivierter Carbonsaure flir weitere vier Stunden bei Raumtemperatur geschittelt (siehe
Schema 20).1'%%!

EDC*HCI, HOAt, DIPEA, H H
MOPS-Puffer/DMSO, N N N N
H H RT, 18 h, * 2 R1 * = ‘W—R2
N N o . . )l R . N-R
| SN R . /N\N i Wiederholung: RT, 4 h, * Z P
* TR oder N —R7+ oder
¥ Z 2= Hob ethanolische Fallung, N o N o
NH NH Affinitats-Aufreinigung f E
23a-dc DNA-24a-dc

Aldehyd
‘:l%ﬁw“r = A

Schema 20: Reaktionsschema der Amidsynthese flr den dritten Synthesezyklus der Molekdlbibliothek mit dem
pool-DNA-23a - ao und den Carbonsauren 23a - dc als Molekilbausteine.

Nach der Reaktion wurden die Produkte zunachst dreifach mittels einer ethanolischen Fallung
gereinigt, um Uberschiisse der Reagenzien und Carbonsauren zu entfernen. Da die DNA-
Konjugate bereits kodiert wurden, konnten die aufgereinigten Proben anschlieend vereinigt
werden und lieferten den finalen pool-DNA-24a - dc (MiDEL). Die Molekulbibliothek wurde in
einem letzten Schritt zuséatzlich zu der ethanolischen Fallung Uber die Affinitats-Aufreinigung
gereinigt. Dieser Schritt war nétig, da selbst nach der ethanolischen Fallung noch sichtbare
Verunreinigungen in dem Rickstand zu beobachten waren (siehe Anhang Abbildung 101).
Diese Verunreinigungen konnten sowohl von den Reagenzien, als auch von den

Carbonsauren der Amidsynthese verursacht worden sein.
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Zyklus 3 - Derivatisierung der DNA-Konjugate tber eine Amidsynthese

Die verwendeten Carbonsauren wiesen unterschiedliche Loslichkeiten, z.B. in Ethanol, auf,
weshalb nicht alle Uber eine ethanolische Fallung entfernt werden konnten. Um diese
Verunreinigungen zu entfernen und somit die Qualitat der Molekulbibliothek zu verbessern,
wurde die in Kapitel 4 etablierte Affinitats-Aufreinigung angewendet. Dazu wurde die gleiche
Matrix-DNA-22 verwendet, die auch schon fir die Aufreinigung der Produkte der Copolymer-
vermittelten Povarov-Reaktion eingesetzt wurde (siehe Kapitel 5.3.1.2.2). Dies ist moglich, da
der DNA-Einzelstrang DNA-22, welcher an die Matrix gebunden wurde, komplementar zu der
beginnenden Primer-Sequenz ist. Diese Primer-Sequenz wurde als Startmaterial fir die
Synthese der Molekulbibliothek verwendet. Fur die Affinitats-Aufreinigung wurde die Matrix-
DNA-22 zu der Molekulbibliothek hinzugegeben und, wie in Kapitel 8.10.6 beschrieben,
verwendet. Vor und nach dieser Aufreinigung wurde mittels der UV-Vis-Absorption die
erhaltene DNA-Menge analysiert. Dabei konnte deutlich eine Abnahme der Menge an MiDEL
von 6,5 nmol vor der Aufreinigung zu etwa 500 pmol nach der Affinitats-Aufreinigung
beobachtet werden. Durch eine Analyse mit Hilfe der Gel-Elektrophorese konnte allerdings
beobachtet werden, dass die gleiche eingesetzte Menge (je 25 pmol nach UV-Vis-
Absorptionsmessung) fir die Gel-Elektrophorese bei der Probe vor der Aufreinigung zu keiner
Bande flihrte, wohingegen die Probe nach der Aufreinigung eine Bande bei der gewlinschten
Lange an Basen zeigte (siehe Abbildung 44).
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:

35 " Abbildung 44: Visualisierung der MIiDEL vor und nach der Affinitats-
Aufreinigung mit Hilfe der Gel-Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel).

25 M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder); 1 =25 pmol der

20 MIiDEL vor der Affinitats-Aufreinigung; 2 =25 pmol der MIiDEL nach der
Affinitats-Aufreinigung.

Dadurch wurde deutlich, dass nach der ethanolischen Fallung noch sehr viele
Kontaminationen in der Probe enthalten waren, wodurch die Messung der UV-Vis-Absorption
gestort wurde. Im Anschluss an die Affinitats-Aufreinigung konnte die gewilinschte Bande
beobachtet werden, wodurch die finale Molekilbibliothek weniger Kontaminationen enthielt

und somit der Wert der UV-Vis-Absorption nicht verfalscht wurde.
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Kodierung der Molektilbausteine der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten
Molekulbibliothek

5.3.2.Kodierung der Molekulbausteine der Copolymer-
vermittelten DNA-kodierten Molekilbibliothek

In diesem Kapitel wird nun die Kodierung der einzelnen MolekUlbausteine beschrieben. Die
verwendeten Barcodes, sowie die Zuordnung zu den Molekilbausteinen sind im Anhang
aufgelistet (sieche Anhang Tabelle 45 - 47). Die Kodierung erfolgte in drei Einzelschritten tber
eine enzymatische Ligation (siehe Abbildung 45). Dabei wurden komplementare DNA-

Strange als Uberhange (sticky ends) und die T4 DNA-Ligase verwendet.[2%!

Zvklus 1:

y g y
Molekiil” “im, Py —}Primer' \(N‘”m .
5 Py b QW 5 M g

Primer Barcode I/I’ Primer-Barcode /I

Zvklus 2:

H
N
Hm'» g il
4’% X ey

Barcode I/iI" Primer-Barcode //I'-Barcode /Il

Zvklus 3:

| W W

Barcode I/’ Primer-Barcode //I'-Barcode ll/lI'-Barcode lll/Ill'

Abbildung 45: Kodierschema der enzymatischen Ligationen der Molekilbausteine der Copolymer-vermittelten
DNA-kodierten Moleklbibliothek.

Der erste Zyklus wurde mit der Phosphorylierung der 5-Enden der DNA Barcodes / und [/,
sowie einer verkirzten Primer-Sequenz begonnen. Die Barcodes l/* sollten dabei die
verschiedenen Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren 64a und 64d - aa kodieren. Die
verkirzte Primer-Sequenz enthielt eine komplementare Region zu dem Primer und zu
Barcode /, wodurch eine VerknUpfung dieser beiden Strange ermdglicht werden sollte. Zudem
wurde ein verkurzter Primer‘ verwendet, um eine freie Region fur die Affinitats-Aufreinigung zu
erhalten. Nach erfolgter Phosphorylierung wurden die DNA-Strange hybridisiert, Uber Nacht
ligiert und anschlieRend wurde die T4 DNA-Ligase inaktiviert. Diese erste Ligation wurde mit
1 nmol der jeweiligen DNA-Strange und der DNA-Aldehyde-Konjugate DNA-20a -y
durchgefuhrt, um den nachfolgenden Syntheseschritt der Molekdilbibliothek mit 41
Molekulbausteinen in einem Malstab von 500 pmol durchfiihren zu kénnen. Die Produkte
wurden zweifach durch eine ethanolische Fallung aufgereinigt und mittels einer Gel-
Elektrophorese analysiert (siehe Abbildung 46, Linie 2, Anhang Abbildung 95). Dabei
konnte eine Verschiebung zu einer héheren Anzahl an Basenpaaren im Vergleich zu der
Primer-Sequenz (siehe Abbildung 46, Linie 1) beobachtet werden. Die entstandene Sequenz
sollte eine Lange von 41 Basenpaaren aufweisen und konnte in dem Agarose-Gel anhand des

Markers zwischen 35 und 50 Basenpaaren detektiert werden.
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Kodierung der Molektlbausteine der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten
Molekulbibliothek

Der Primer-DNA-Strang lief deutlich unter den enthaltenen 25 Basen, da es sich hierbei um
einen Einzelstrang handelt und der Marker fir die Gel-Elektrophorese fiur Basenpaare
ausgelegt ist. Nach einer erfolgreichen ersten Ligation konnte mit der chemischen Synthese
der Molekdlbibliothek fortgesetzt werden. Im Anschluss an die Copolymer-vermittelte Povarov-
Reaktion und Boc-Entschiitzung fand die zweite Ligation statt. Dieser zweite Ligationsschritt
wurde mit 500 pmol der Produkt-Konjugate DNA-23a - ao und der dazugehdrigen DNA-
Sequenzen durchgefiihrt. Dabei wurden zunachst die Barcodes ///llI, welche die Povarov-
Reaktion kodierten, phosphoryliert. AnschlieRend wurden die Produkte der Molekiilbibliothek
mit den Barcodes /l/llI* zusammengegeben, hybridisiert und tGber Nacht ligiert. Nach erfolgter
Inaktivierung der T4 DNA-Ligase wurden die Produkte zweifach Uber eine ethanolische
Fallung aufgereinigt und mittels der Gel-Elektrophorese analysiert. Dabei konnte ein deutlicher
Anstieg der Anzahl der Banden auf 50-75 Basenpaare beobachtet werden (siehe Abbildung
46, Linie 3, Anhang Abbildung 99). Dieser Bereich entspricht der gewtinschten Anzahl an

Basen mit 53 Basenpaaren. Dabei konnten 20,5 nmol des pool-DNA-23a - ao hergestellt

werden.
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~ Abbildung 46: Visualisierung der Kodierung der
75 | .. . einzelnen Molekilbausteine der Copolymer-vermittelten
- DNA-kodierten Molekdlbibliothek mit Hilfe der Gel-
50— ‘ Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel).
35 M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder);
1 =200 pmol des Primers; 2 = Ligation der DNA-Aldehyd-
25 Konjugate DNA-20a - y mit Barcode //I5; 3 = Ligation der
ig ‘ Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion mit Barcode

I/II'; 4 = Ligation der Derivatisierung der Carbonsauren
23a - dc mit Barcode /Il/llIY, 5= MIDEL nach erfolgter
Affinitats-Aufreinigung.

Direkt im Anschluss an die erfolgreiche zweite Ligation wurde der dritte Barcode //l/lll* mit der
endstandigen Primer-Sequenz angefugt. Dazu wurde erneut das 5’-Ende des Barcodes /Il
phosphoryliert. Im Anschluss wurde das Produkt der zweiten Ligation mit dem
phosphorylierten Barcode /I, sowie mit Barcode /lI* hybridisiert, ligiert und inaktiviert. Dabei
wurde die Ligation mit 30 pmol des pool-DNA-23a-ao und der zu ligierenden DNA-
Sequenzen angesetzt. Nach der erfolgten dritten Ligation wurde ebenfalls zweifach eine
ethanolische Fallung durchgefiihrt und der Erfolg der Ligation mit Hilfe der Gel-Elektrophorese

untersucht.
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Selektionsexperimente der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekdlbibliothek mit
diversen Proteinen

Dabei konnte eine deutliche Verschiebung der Anzahl der Banden auf 75-100 Basenpaare
beobachtet werden (sieche Anhang Abbildung 100). Dies entspricht der gewlnschten Anzahl
an Basenpaaren von 88. Im Anschluss an den letzten Syntheseschritt konnte nun die finale
DNA-kodierte Molekilbibliothek vereinigt werden und Uber eine anschlieRende Affinitats-
Aufreinigung gereinigt werden (siehe Abbildung 46, Linie 5). Die Analyse der MiDEL vor und
nach der Affinitats-Aufreinigung mit der Gel-Elektrophorese zeigten erneut, dass eine
zusatzliche Aufreinigung deutlich zu der Qualitat der Molekulbibliothek beitragt. So kann bei
der zusatzlich aufgereinigten Molekilbibliothek nur eine definierte Bande bei der gewlinschten
Anzahl an Basenpaaren (88 Basenpaare, sieche Abbildung 46, Linie 5) beobachtet werden,
wohingegen die Molekulbibliothek nach der ethanolischen Fallung zu vielfachen Banden fihrt
(siehe Abbildung 46, Linie 4).

Dieser Unterschied zeigt deutlich, dass die bisher verfiigbaren Aufreinigungsmethoden zu sehr
verunreinigten Molekulbibliotheken fuhren. Die in Kapitel 4 etablierte Affinitats-Aufreinigung
konnte sowohl fiir die Entwicklung neuer Chemien an DNA-Konjugaten eingesetzt, sowie auch

erfolgreich fur die Aufreinigung einer Molekilbibliothek angewendet werden.

5.4 Selektionsexperimente der Copolymer-vermittelten DNA-

kodierten Molekiilbibliothek mit diversen Proteinen

Durch eine Amidsynthese, eine Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion, eine Copolymer-
vermittelte Boc-Entschiitzung, sowie eine weitere Amidsynthese konnte eine Moleklbibliothek
MIiDEL mit 105.288 Mitgliedern erfolgreich hergestellt werden. Dabei konnte die Qualitat der
Molekulbibliothek durch die in Kapitel 4 etablierte Affinitats-Aufreinigung verbessert werden.
Diese  aufgereinigte  Molekdlbibliothek  solte nun in  Selektionsexperimenten
(Selektionsassays) mit verschiedenen Proteinen getestet werden, um mdgliche bioaktive

Molekule zu identifizieren (siehe Abbildung 47).
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Abbildung 47: Selektionsexperiment einer DNA-kodierten Molekiilbibliothek mit einem immobilisierten Protein
(protein of interest, POI, hier: PDB-Code: 6QFL) mit anschlieRender PCR (polymerase chain reaction) und DNA-
Sequenzierung zur Identifizierung méglicher bioaktiver Molekile (Hits).
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Selektionsexperimente der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekdlbibliothek mit
diversen Proteinen

Eine viel verwendete Strategie, um die DEL in einem Selektionsassay zu testen, ist die
Immobilisierung der Zielstruktur an magnetischen Kugelchen. Dafur wurde das gewulnschte
Protein mit Histidinen markiert, was eine Koordinierung an den magnetischen Kuigelchen
immobilisierten Nickel-lonen ermdglicht.[?°72081 Um eine unspezifische Adsorption des Proteins
an die magnetischen Kiigelchen zu reduzieren und zusatzlich freie Histidin-Bindestellen zu
blockieren, wurden die magnetischen Kigelchen nach der Immobilisierung des Proteins mit
einer Waschlésung mit enthaltenem Bovinem Serumalbumin behandelt. AnschlieRend wurde
die aufgereinigte MIiDEL (250 fmol) mit dem immobilisierten Protein (5 ug) flr 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nicht-bindende Molekiile wurden durch acht Waschschritte entfernt. Die gebundenen
Molekile wurden durch eine Hitzedenaturierung des Proteins bei 80 °C fir 5 min eluiert. Mit
diesem Eluat wurde das Selektionsexperiment mit einem frisch immobilisierten Protein
wiederholt. Im Anschluss an den zweiten Selektionszyklus wurden die DNA-Sequenzen der
gebundenen Molekule mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt. Zudem
wurde die Molekll-Sequenz durch eine zweite PCR mit Adapter-Sequenzen verlangert und in
einem dritten PCR-Experiment Selektionsexperiment-spezifische DNA-Barcodes angeflgt.
Dadurch sollte ein Auslesen der DNA-Sequenzen nach dem Prinzip der lllumina-
Sequenzierung (next generation sequenzing) ermdglicht werden. Die Adapter-Sequenzen,
sowie die Selektionsexperiment-spezifischen DNA-Barcodes sind im Anhang aufgelistet
(siehe Anhang Tabelle 40, 48).

Es wurden wahrend der Selektionsexperimente verschiedene Kontrollexperimente
durchgefuhrt. Zum einen wurde die Molekulbibliothek mit magnetischen Kiigelchen inkubiert,
welche nicht mit einem Protein versehen waren (siehe Tabelle 15, Eintrag 9). Dadurch sollten
Molekile gefunden werden, die nicht spezifisch an das Protein gebunden haben, sondern an
die magnetischen Kuigelchen. Zudem sollte eine Validierung des Prozesses des
Selektionsexperiments, bestehend aus dem Inkubieren der Molekilbibliothek, dem
Herauswaschen von nicht-bindenden Molekulen, sowie dem Eluieren der bindenden Molekle,
ermdglicht werden. Dafir wurde in dem letzten Syntheseschritt der Molekilbibliothek d-
Desthiobiotin  23dc als Carbonsaure-Baustein verwendet. Die mit diesem Baustein
diversifizierten Molekile sollten in einem Selektionsexperiment an magnetische Kugelchen
binden, welche mit dem Protein Streptavidin modifiziert waren (siehe Tabelle 15, Eintrag 10).
Dieses Protein ist in der Lage, Biotin mit einer hohen Affinitat zu binden und wird somit haufig
fir viele Markierungs- und Selektionsexperimente eingesetzt.?%-2'2 Zudem wurde die
Molekulbibliothek direkt mit Hilfe der drei PCRs amplifiziert und verlangert, ohne dass ein
Selektionsexperiment durchgefiihrt wurde. Das Ergebnis sollte als Ausgangswert dienen, um
die Verteilung der einzelnen Molekile, bzw. der DNA-Strange, in der Molekilbibliothek zu

bestimmen (siehe Tabelle 15, Eintrag 17).
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Selektionsexperimente der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekdlbibliothek mit
diversen Proteinen

Es wurden verschiedene Proteine in den Selektionsexperimenten mit den oben beschriebenen

Bedingungen verwendet (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Eingesetzten Proteine und verwendete Bedingungen fir die Selektionsexperimente zur Identifizierung
von Hit-Strukturen der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekdlbibliothek, sowie die berechneten
Stoffmengen der aufgereinigten PCR-3-Produkte.

Eintrag Protein ma"gnetische Abweichungep von dena Eluatb
Klgelchen Standard-Bedingungen [pmol]
1 MKK-7 Ni-NTA 9,9
2 hTEAD4 Ni-NTA 11,6
3 MDM2 Ni-NTA 8,4
4 Bcl-xL Ni-NTA 15,8
5 XIAP Ni-NTA 13,9
6 NKD2 Ni-NTA 14,7
7 CXCL4 Ni-NTA 12,9
8 BAG3 Ni-NTA 14,6
9 - Ni-NTA kein immobilisiertes Zielprotein 16,8
10 - Streptavidin Streptavidin-Kigelchen 14,5
11 hTEAD4palm. Ni-NTA palmityliertes hnTEAD4 13,3
12 hTEAD4 Ni-NTA 10 pg Protein 20,5
13 hTEAD4 Ni-NTA 500 fmol MiDEL 20,0
14 hTEAD4 Ni-NTA Wiederholung Eintrag Nr. 2 22,0
15 hTEAD4 Ni-NTA Denaturierling Eies Proteins bei 20,0

80 °C fur 5 min.
16 hTEAD4 Ni-NTA 3 aufeinanderfolgende 17.2

Selektionsrunden
17 - - amplifizierte MiDEL 17,2

2 Das Protein (5 ug) wurde an den magnetischen Kiigelchen immobilisiert und anschlieRend mit der MiDEL
(250 fmol) fir 45 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die nicht-bindenden Molekule durch Waschschritte
entfernt und die gebundenen Molekile durch eine Hitzedenaturierung bei 80 °C fir 5 min eluiert. Die DNA-
Sequenzen der gebundenen Molekiile wurden amplifiziert und aufgereinigt. ® Die Menge der aufgereinigten PCR-
3-Produkte wurde mit Hilfe der UV-Vis-Absorption bestimmt.

Fir das Protein hTEAD wurden =zusatzlich noch verschiedene Bedingungen im
Selektionsexperiment getestet. Zum einen wurde die Menge an immobilisiertem Protein auf
10 ug und zum anderen die Menge an inkubierter Molekilbibliothek auf 500 fmol verdoppelt
(siehe Tabelle 15, Eintrag 12, 13). Zudem wurde das Protein hTEAD durch eine
posttranslationale Palmitoylierung an der hydrophoben Bindetasche im Zentrum der YAP-
bindenden Domane verandert und ebenfalls in einem Selektionsexperiment getestet (siehe
Tabelle 15, Eintrag 11). Sollte eine Bindung von Molekilen aus der Molekilbibliothek
detektiert werden, so kdnnte dies entweder auf eine erhdhte Bindungsaffinitat hinweisen, oder

aber auf einen anderen Bindungsmodus. 213219
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Selektionsexperimente der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekulbibliothek mit
diversen Proteinen

Ein zusatzliches Kontrollexperiment mit dem Protein hTEAD sollte eine unspezifische Bindung
an das denaturierte Protein ausschlielen (siehe Tabelle 15, Eintrag 15). Dazu wurde das
Protein zuerst an die magnetischen Kugelchen Uber eine Histidin-Markierung gebunden.
AnschlieRend wurde das Protein bei 80 °C fur 5 min denaturiert. Mit diesem immobilisierten
und denaturierten Protein wurde nun die Molekilbibliothek inkubiert und auf bindende
Molekile hin untersucht. Dieses Kontrollexperiment wurde durchgeflihrt, da nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass wahrend des Selektionsexperiments auch denaturiertes
Protein vorlag und Molekile an dieses gebunden haben. Daher sollten durch das
Kontrollexperiment jene Molekile herausgefunden werden, die an das denaturierte Protein
gebunden haben. Des Weiteren wurden in einem hTEAD-Selektionsexperiment drei
Selektionszyklen anstelle von zwei Zyklen nacheinander durchgeflihrt (sieche Tabelle 15,
Eintrag 16). Dabei sollten nur starke Binder den dritten Selektionszyklus Uberstehen und in
dem Eluat wiedergefunden werden.

Nach den erfolgten Selektionsexperimenten sollten die DNA-Sequenzen der bindenden
Molekdule vervielfaltigt und verlangert werden (siehe Abbildung 48). Diese PCR-Experimente

wurden zuvor mit der MiDEL optimiert.

" 3 PCR 1 >
NN ——— SN
5' imer ¥
i Primer
MiDEL S PCR 1 - Produkt
88bp
PRz IRNONISOSOSONG
\/ Adapter 5
PCR 2 - Produkt
155bp
e RNNDSONONNONY
N/ Indexi7 PCR 3 - Produkt
. 224bp
Index i5

Abbildung 48: Schema der Polymerase-Kettenreaktionen PCR 1 - 3 fir die Vervielfaltigung und Verlangerung der
DNA-Sequenzen der bindenden Molekile aus dem Selektionsexperiment fir das next generation sequencing.

Bei dem ersten PCR-Experiment sollten die DNA-Sequenzen der bindenden Molekuile nur
vervielfaltigt und nicht verlangert werden. Dazu wurden genau die komplementaren Primer-
Sequenzen (forward/ reverse primer) verwendet. Als optimierte Bedingungen konnte eine
Annealing-Temperatur von 64 °C und eine Zyklenzahl von 25 bestimmt werden. In dem
zweiten PCR-Experiment sollten die DNA-Strange um eine Adapter-Sequenz (forward/
reverse adapter) fur das next generation sequencing (llumina) verlangert werden. Dabei
konnte mit einer Zyklenzahl von 8 die Produktbande beobachtet werden und nur geringe

Nebenprodukte erhalten werden.
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Selektionsexperimente der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekdlbibliothek mit
diversen Proteinen

In dem dritten PCR-Experiment sollte fir jedes Selektionsexperiment eine spezifische
Kombination des Index i5 und i7 an den verlangerten DNA-Strang angefiigt werden, um die
einzelnen Selektionsexperimente nach dem dritten PCR-Experiment vermischen zu kénnen.
Dafir wurde die Annealing-Temperatur auf 55 °C reduziert und eine Zyklenzahl von 15
verwendet. Mit diesen Bedingungen konnte die gewlinschte Bande mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese bestimmt werden.

Somit konnten nun die PCR-Experimente flr die Eluate der Selektionsexperimente
durchgefiihrt und Uber die Gel-Elektrophorese analysiert werden (siehe Abbildung 49 und
Anhang Abbildung 102-104). Die Ergebnisse der Amplifikationen der
Selektionsexperimente mit den Proteinen MKK-7, hTEAD und MDM2 (Tabelle 15, Eintrag
1 - 3), sowie der Kontrollexperimente (Tabelle 15, Eintrag 9, 10, 17) sind in Abbildung 49
dargestellt. Dabei konnte fir die Vervielfaltigung der DNA-Sequenzen jeweils eine Bande bei
den gewunschten 88 Basenpaaren  beobachtet werden. Die Banden der
Selektionsexperimente mit den Proteinen MKK-7, hTEAD und MDM2 wiesen eine geringere
Konzentration auf als die Kontrollexperimente, wodurch die Bande in dem Gel vermutlich ein
anderes Laufverhalten aufwies und somit eine Bande bei etwas Uber 100 Basenpaaren zeigte
(siehe Abbildung 49, PCR 1, Spuren 1-3).
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Abbildung 49: Visualisierung der drei PCR-Vervielfaltigungen der Selektionsexperimente (siehe Tabelle 15) mit
Hilfe der Gel-Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel).

M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder); 1 -3 = Selektionsexperimente mit verschiedenen
Proteinen (Tabelle 15, Eintrag 1 - 3); 4 = Selektionsexperiment mit magnetischen Kiigelchen ohne immobilisiertes
Protein (Tabelle 15, Eintrag 9); 5 = Selektionsexperiment mit Streptavidin-immobilisierten magnetischen Kiigelchen
(Tabelle 15, Eintrag 10); 6 = PCR-Vervielfaltigung der MiDEL ohne Selektionsexperiment (Tabelle 15, Eintrag 17).

Nach dem zweiten PCR-Experiment, der Verlangerung mit den Adapter-Sequenzen fir die
Sequenzierung, konnte fir alle Experimente ein Anstieg der Banden auf etwa 150 Basenpaare
beobachtet werden (siehe Abbildung 49, PCR 2, Spuren 1-6). Es konnte noch eine weitere
prominente Bande bei etwa 125 Basenpaaren detektiert werden. Dies kdnnte auf eine
unvollstandige PCR hindeuten. Im Anschluss wurde die dritte PCR durchgefuhrt. Dabei
wurden die Selektionsexperiment-spezifischen DNA-Barcodes angefiigt und die DNA-Strange

dabei auf etwa 224 Basenpaare verlangert.
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diversen Proteinen

Dies konnte mit Hilfe der Gel-Elektrophorese bestatigt werden (siehe Abbildung 49, PCR 3,
Spur 1-6). Die finalen PCR-3-Produkte wurden nachfolgend mit einem Aufreinigungs-Kit
gereinigt, um verbliebene Polymerase und Nebenprodukte der PCR zu entfernen. Die
Konzentrationen der einzelnen Proben wurden mit Hilfe der UV-Vis-Absorption bestimmt.
Dabei lagen die Werte zwischen 8,4 pmol und 22 pmol (siehe Tabelle 15). Anschlielend
wurden diese Proben aquimolar vereinigt und durch die Firma CeGaT uber das next
generation sequencing analysiert. Zu Beginn wurde die Qualitat der gepoolten Bibliothek mit
Hilfe einer fluoreszenzbasierten Quantifizierungsmethode und einer Fragmentlangenanalyse
untersucht. Fur die Probe konnte ein Q30-Wert von 88,08 % erhalten werden. Daraus folgt,
dass etwa 90 % der sequenzierten Basen einen Phred-Score = 30 haben. Dies ist ein Mal3 flr
die Qualitat der DNA-Sequenzierung. Ein Phred-Score von 30 fur eine Base bedeutet, dass
die Wahrscheinlichkeit flr ein falsches Auslesen dieser Base bei 1 zu 1000 liegt. Da fur etwa
90 % der sequenzierten Basen ein Phred-Score von = 30 bestimmt werden konnte, wurde die
Qualitatskontrolle bestanden und die Probe konnte anschlielfend sequenziert werden. Dabei
konnten fir die einzelnen Selektionsassays zwischen 500.000 und 900.000 Datenpunkte
(Reads) erhalten werden. Diese Menge an Daten wird nun mit einem Algorithmus ausgewertet.
Der Algorithmus wurde von Lukas Arendt, Ina Dormuth und Nils Jannik Schii8ler (Prof. Dr.
Jorg Rahnenfuhrer und Prof. Dr. Roland Fried, Fakultat fur Statistik, TU Dortmund) entwickelt
und optimiert. Dadurch kénnen die jeweiligen Anreicherungsfaktoren von bestimmten
Molekilen in den einzelnen Selektionsexperimenten bestimmt werden und anschlieRend

potenziell bioaktive Moleklle extrahiert und validiert werden.

120



Verwendung von DNA-Konjugaten in organischen Lésungsmitteln

6. Verwendungq von DNA-Konjugaten in organischen

Losungsmitteln

Im Laufe dieser Arbeit wurden chemische Reaktionen an DNA-Konjugaten in Lésung mit Hilfe
von amphiphilen Copolymeren, die eine katalytisch-aktive Einheit immobilisiert hatten, etabliert
und fur die Synthese einer DNA-kodierten Molekulbibliothek angewendet (siehe Kapitel 3 und
5). Das genutzte Lésungsmittel war, aufgrund der Léslichkeit des vielfach negativ geladenen
DNA-Startmaterials, Wasser. Dazu konnten Co-L&sungsmittel gegeben werden, um die
organischen Reagenzien zu Idsen. Die starke Hydrophilie des DNA-Stranges birgt
Einschrankungen in der Wahl der durchzufuhrenden chemischen Reaktion, da viele
Reaktionen nur unter Ausschluss von Wasser erfolgreich ablaufen. Die schwach (Brgnsted)
saure und basische Aktivitat, sowie die Nucleophilie des Sauerstoffatoms eines
Wassermolekuls kénnen einen negativen Einfluss auf den Reaktionsverlauf haben, was zu
unerwunschten Nebenreaktionen fuhren kann. Fur die Etablierung von chemischen
Reaktionen an DNA-Konjugaten wurden daher verschiedene Strategien entwickelt, um
Wasser als Losungsmittel zu vermeiden.[?62'¢1 Dabei wurde die DNA entweder kovalent oder
reversibel an einer festen Phase immobilisiert, oder soweit chemisch modifiziert, dass eine
Loslichkeit der DNA in organischen Losungsmitteln ermdglicht werden konnte. Die
Arbeitsgruppe Brunschweiger nutzte an pordse Glaskugelchen (controlled pore glass, CPG)
kovalent gebundene DNA-Startmaterialien fur die Etablierung neuer chemischer Reaktionen.
Dieser Ansatz ermdglichte die Reduzierung von Wasser durch eine Trocknung der
Glaskulgelchen und die Verwendung von organischen Lésungsmitteln. Mit dieser Methode
konnte beispielsweise die Castagnoli-Cushman-Reaktion, eine (1,3)-Cycloaddition und eine
aza-Diels-Alder Reaktion erfolgreich durchgefiihrt werden.!>%€! Um organische Lésungsmittel
fur chemische Reaktionen an DNA-Konjugaten zu verwenden, wurde neben der kovalenten
Bindung auch eine reversible Bindung der DNA an eine feste Phase beschrieben. In 2004
verwendeten Harbury et al. Diethylaminoethanol (DEAE) gebunden an Sepharose als feste
Phase, um DNA-Strange uber ionische Wechselwirkungen reversibel zu binden. Anschlielend
konnte die DNA, gebunden an die feste Phase, in verschiedenen organischen Losungsmitteln,
wie MeOH, DMSO, DMF, EtOAc oder CH.Cl;, suspendiert werden. Nach der erfolgten
Reaktion konnte die DNA mit einer wassrigen Pufferldésung wieder von der festen Phase
entfernt werden. Durch diese Methode konnten verschiedene Amidsynthesen, sowie auch die
Click-Reaktion, erfolgreich in organischen Losungsmitteln durchgefiihrt werden.!%1%41 Inspiriert
von diesem Prinzip verwendeten Dawson et al. eine inerte, nicht quellende feste Phase
basierend auf Polystyrol mit immobilisierten quaternaren Ammonium-Gruppen, um das DNA-
Startmaterial reversibel an diese feste Phase zu binden. Dabei konnten verschiedenste
organische Lésungsmittel, wie CH2Cl,, THF, DMF, 1,4-Dioxan, DMSO, MeCN und DMA, fur

die Entwicklung von chemischen Reaktionen verwendet werden.
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Mit dieser Methode konnte eine C(sp?)-C(sp®)-Kreuzkupplung, eine elektrochemische
Aminierung, eine reduktive Aminierung, sowie eine kontrollierte ortsspezifische Biokonjugation
durchgefihrt werden.'°%2'7] Zur selben Zeit entwickelten Berst et al. ebenfalls eine alternative
feste Phase flr die Léslichkeit von DNA in organischen Lésungsmitteln. Sie verwendeten ein
kationisches, amphiphiles Polymer auf Polyethylenglykol (PEG)-Basis, welches ebenfalls eine
reversible Bindung und Elution von DNA-Startmaterialien und eine chemische Reaktion unter
wasserfreien Bedingungen ermdglichte. Dabei konnte eine Umpolungsreaktion, eine
Heterozyklen-Reaktion basierend auf dem Zinn (Sn)-Amin-Protokolls (SnAP) und eine
Photoredox-Decarboxylierungs-Kreuzkupplung erfolgreich durchgefihrt werden.['®"l Neben
den Immobilisierungs-Methoden wurden auch Strategien vorgestellt, bei denen keine feste
Phase fir die Lésung von DNA-Molekiilen in organischen Lésungsmitteln bendtigt wird. /to et
al. modifizierten daflir einen DNA-Strang mit einer Polyethylenglykol-Einheit (PEG) und
konnten so die modifizierte DNA in 1,4-Dioxan, 1,2-Dichlorethan, Acetonitril und Methanol
I6sen.’® Um eine Modifikation der DNA zu umgehen, verwendeten Herrmann et al. ein
kationisches Tensid (Didodecyldimethylammoiniumbromid, DDAB), um die DNA zu
komplexieren und in organischen Ldsungsmitteln, wie DMF, DMSO, THF und CHCI; zu
l6sen.2'® Inspiriert von der von Herrmann et al. beschriebenen Methode sollten in dieser Arbeit
amphiphile Copolymere verwendet werden, um DNA fur die chemische Synthese in diversen

organischen Losungsmitteln zu I6sen.

6.1 Copolymer-vermittelte Verwendung von DNA-Konjugaten

in organischen Losungsmitteln

Um DNA-Startmaterialien in organischen Lésungsmitteln I6sen zu kdnnen, sollten amphiphile
Copolymere verwendet werden. Diese sollten eine ahnliche Struktur aufweisen, wie die
Copolymere, die in den Kapiteln 3 und 5 eingesetzt wurden, da bereits bekannt war, dass
diese Copolymere eine starke Interaktion mit der DNA geldst in Wasser eingehen.!'"
Allerdings sollte keine katalytisch aktive Einheit in diesen Copolymeren immobilisiert sein.
Nach der Auswahl der Copolymere sollten erste Ldslichkeitsexperimente in verschiedenen
organischen Losungsmitteln durchgefihrt werden. Zudem sollte die Interaktion der
Copolymere mit der DNA in organischen Lésungsmitteln mit Hilfe der UV-Vis-Absorption und
der dynamischen Lichtstreuung (DLS) untersucht werden. AnschlieRend sollten
Stabilitatsuntersuchungen durchgefiihrt werden. Dabei sollte die Stabilitdt zwischen der DNA
in Wasser und der DNA in organischen Losungsmitteln nach Zugabe von diversen
Metallkatalysatoren und Organokatalysatoren unter Verwendung der Copolymere verglichen

werden.
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6.2 Verwendete Copolymere P4

In dieser Arbeit wurden amphiphile Block-Copolymere verwendet, die Uber eine RAFT-
Polymerisation nach Laschewsky et al. von Dr. Christian Gramse und Marvin Dieter aus der
Arbeitsgruppe Weberskirch hergestellt wurden.['®® Dabei wurde als erstes der hydrophile
Polymerblock, bestehend aus dem Monomer N,N-Dimethylacrylamid (DMA), und
anschliellend der hydrophobe Polymerblock, bestehend aus dem Monomer n-Butylacrylat
(BA), aufgebaut (P4-a). Dabei wurde in einem Copolymer (P4-b) die Trithiocarbonat-Gruppe
entfernt, um den Einfluss dieser Gruppe auf die L&slichkeit der DNA in organischen
Losungsmitteln zu bewerten. Die in diesem Abschnitt verwendeten Copolymere sind in
Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 50: Copolymerstruktur und schematische Darstellung der nicht-funktionalisierten Copolymere.
a) Allgemeine Struktur des Copolymers P4-a mit Trithiocarbonat-Endgruppe; b) Allgemeine Struktur des
Copolymers P4-b nach Abspaltung der Trithiocarbonat-Endgruppe.

6.3 Etablierung der Copolymer-vermittelten Verwendung von

DNA-Konjugaten in organischen Losungsmitteln

Fir die ersten Versuche wurde eine 14-Nucleobasen lange einzelstrangige DNA mit
gebundenem Fluorophor (6-FAM) DNA-13b verwendet. Diese wurde mit dem Copolymer
P4-a in Wasser geldst und vermischt. Das Lésungsmittel des Copolymer-DNA-Gemisches
wurde entfernt und der Ruickstand wurde Uber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Im
Anschluss wurde versucht, den Rlckstand in verschiedenen trockenen Lésungsmitteln zu
I6sen. Es wurde Acetonitril, 1,2-Dichlorethan, Dichlormethan und Toluol als Lésungsmittel
verwendet. Als Kontrolle wurde ein Copolymer-DNA-Rickstand in Wasser und in einem
Gemisch aus Wasser und Acetonitril (1:1) geldst. Zudem wurde versucht, die DNA-13b in
Dichlormethan und in Toluol zu I6sen, ohne dass das Copolymer P4-a hinzugegeben wurde.
Anhand der Markierung der DNA-13b mit einem Fluorophor kann eine gelbe Farbung

beobachtet und fotografisch festgehalten werden (siehe Abbildung 51).
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Lésungsmitteln
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Abbildung 51: Bilder der Copolymer-DNA-Mischungen in verschiedenen Lésungsmitteln.

1 = Copolymer-DNA in Wasser; 2 = Copolymer-DNA in Wasser/Acetonitril (1:1); 3 = Copolymer-DNA in Acetonitril;
4 = Copolymer-DNA in 1,2-Dichlorethan; 5 = Copolymer-DNA in Dichlormethan; 5b = DNA-13b in Dichlormethan
(aufgenommen von Dr. Mateja Klika Skopié); 6= Copolymer-DNA in Toluol; 6b=DNA-13b in Toluol
(aufgenommen von Dr. Mateja Klika Skopi¢); 7 = Copolymer-P4-b-DNA in Toluol; 8 = Copolymer-DNA-25 in Toluol;
9 = Copolymer-DNA-26 in Toluol.

Das Copolymer-DNA-Gemisch gelost in Wasser zeigte eine intensive homogen verteilte gelbe
Farbung der Lésung (siehe Abbildung 51, Eintrag 1). Durch Hinzugabe der organischen
Lésungsmittel (MeCN, 1,2-DCE, CH2Cl; und Toluol) zu dem Copolymer-P4-a-DNA-13b-
Rickstand konnte ebenfalls eine leichte Gelbfarbung beobachtet werden (siehe Abbildung
51, Eintrag 2 - 6). Allerdings war diese Farbung nicht so intensiv, wie bei der in Wasser
geldsten Probe. Zudem konnte eine Tribung der Lésung beobachtet werden. Die gelbe
Farbung der DNA-13b war allerdings homogen verteilt und setzte sich mit der Zeit nicht ab,
weshalb auf eine Emulsion geschlossen werden kann. Die Proben ohne zugegebenes
Copolymer P4-a in CH.CI, und Toluol zeigten ein deutlich abgetrenntes gelbes Pellet, welches
sich auch durch 30-minutiges Mischen und nach Verwendung eines Ultraschallbades nicht
I6ste (siehe Abbildung 51, Eintrag 5b und 6b). Daher kann ein positiver Effekt auf die
Durchmischung der DNA-13b in verschiedenen organischen Losungsmitteln durch die Zugabe
des Copolymers P4-a beobachtet werden.

Eine ahnliche Farbung zu Eintrag 6 konnte ebenfalls nach Verwendung des Copolymers P4-b
ohne die Trithiocarbonat-Gruppe detektiert werden (siehe Abbildung 51, Eintrag 7). Daher
schien die Trithiocarbonat-Gruppe keinen Effekt auf die Ldslichkeit der DNA-13b in
organischen Lésungsmitteln zu haben. AnschlieBend wurden langere DNA-Einzelstrange (28
Nucleobasen DNA-25, 42 Nucleobasen DNA-26) mit einem gebundenen Fluorophor (Alexa-
430) verwendet und ebenfalls mit dem Copolymer P4-a vermischt, getrocknet und versucht in
Toluol zu l6sen. Dabei konnte ebenfalls eine tribe gelbe Farbung der Lésung beobachtet
werden (siehe Abbildung 51, Eintrag 8 und 9). Daher konnte davon ausgegangen werden,
dass auch langere DNA-Einzelstrange mit dem Copolymer P4-a interagieren und sich in
organischen Lésungsmitteln emulgieren lassen.

Im Anschluss sollte die DNA-13b wieder aus dem organischen Losungsmittel entfernt werden.
Dazu wurde eine Extraktion mit Wasser und unterschiedlich konzentrierten NaCl-Losungen
versucht, da bekannt war, dass die Copolymer-DNA-Interaktion durch Zugabe von NaCl-Salz

gel6st werden kann und dadurch die DNA in die wéassrige Phase Uberfiihrt werden sollte.[8"]
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Dazu wurden verschieden konzentrierte NaCl-Losungen hergestellt (dH2O (Eintrag 10), 0,5 M
(Eintrag 11), 2,5 M (Eintrag 12), 5 M (Eintrag 13)) und zu der in Toluol emulgierten Probe
(siehe Abbildung 52a) hinzugegeben. Diese Mischung wurde fir 10 sec. vermischt (siehe
Abbildung 52b) und die organische Phase anschliel®end von der wassrigen Phase getrennt
(siehe Abbildung 52c¢). Die Extraktion wurde wiederholt und die erhaltene wassrige Phase
wurde mit Hilfe der UV-Vis-Absorption analysiert. Durch die Markierung der DNA-13b mit
einem Fluorophor konnte mit allen Extraktionsmitteln der Ubergang der DNA-13b von der
organischen Phase in die wassrige Phase beobachtet werden.
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Abbildung 52: Bilder der ersten Extraktion von Copolymer-DNA-Mischungen in Toluol mit dH20 und wassrigen
NaCl-Lésungen.

a) Copolymer-DNA-Gemisch in Toluol; b) Zugabe der Extraktionsmittel: 10 = dH20; 11 = NaCl-Lésung (0,5 M);
12 = NaCl-Lésung (2,5 M); 13 = NaCl-Lésung (5 M); b) Trennung der organischen (rechts) von der wassrigen
(links) Phase.

Durch die Markierung der DNA-13b mit einem Fluorophor konnte mit allen Extraktionsmitteln
der Ubergang der DNA-13b von der organischen Phase in die wassrige Phase beobachtet
werden. Bei der Verwendung von Wasser als Extraktionsmittel (siehe Abbildung 52, Eintrag
10) konnte ebenfalls eine gelbe Farbung der wassrigen Phase beobachtet werden, obwohl
davon ausgegangen wurde, dass eine erhdhte Salz-Konzentration fur die Trennung der
Copolymer-DNA-Interaktion bendtigt wird. Allerdings konnte hier eine Tribung beider Phasen
beobachtet werden. Diese Tribung nahm mit Zunahme der Salz-Konzentration von 0,5 M auf
bis zu 5 M ab (siehe Abbildung 52, Eintrag 11 - 13).

Aus diesen Experimenten folgt, dass eine Uberfiinrung der DNA aus der organischen Phase
in die wassrige Phase moglich ist. Nach der zweiten Extraktion und Trennung der Phasen
konnte die wiedergewonnene Menge an DNA-13b Uber die UV-Vis-Absorption bestimmt
werden. Dabei konnte fir alle Extraktionsmittel 1,3 nmol - 1,5 nmol an DNA-13b (eingesetzt:
2 nmol) berechnet werden. Dies entspricht 65 % - 75 % der eingesetzten Menge an DNA-13b.
Diese Menge an wiedergewonnener DNA-13b konnte eventuell durch erneute

Wiederholungen der Extraktion gesteigert werden.
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6.4 Charakterisierung der Copolymer-DNA-Interaktion in

organischen Losungsmitteln

Da das Copolymer P4-a in der Lage war, die DNA-13b in organischen Losungsmitteln zu
emulgieren, sollte die Interaktion dieser beiden Molekiile analysiert werden. Es sollte der
hydrodynamische Durchmesser (dh) mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) untersucht
werden. Dadurch sollte die Bildung von Aggregaten und die GrélRe dieser Aggregate in
Abhangigkeit von der Anwesenheit von DNA in verschiedenen Ldsungsmitteln beobachtet
werden kdnnen. Dazu wurde eine zehn Nucleobasen-lange einzelstrangige DNA-27 mit dem
Copolymer P4-a in Wasser gel6ést. Anschlielend wurde das Ldsungsmittel unter Vakuum
entfernt und der Ruickstand getrocknet. Dieser wurde mit verschiedenen Lésungsmitteln
(Wasser, Acetonitril, 1,2-Dichlorethan, Dichlormethan. Toluol) gelést und in
Dreifachbestimmungen von Marvin Dieter aus der Arbeitsgruppe Weberskirch vermessen.
Dazu wurde das jeweilige Lésungsmittel als Nullpunkt (Blank) verwendet. Als Kontrolle zu den
Copolymer-DNA-Mischungen wurden ebenfalls Proben angefertigt, die nur das Copolymer P4-
a in den verschiedenen Ldsungsmitteln enthielten. Zudem wurde der hydrodynamische
Durchmesser fir die in Wasser geloste DNA-27 bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16

aufgefihrt.

Tabelle 16: DLS-Messungen des Copolymers P4-a und der Copolymer-DNA-Mischungen in verschiedenen
Lésungsmitteln.

Eintrag DNA-27 Losungsmittel dh [nm]?
1 - Wasser 19,07 + 3,22
2 X Wasser 18,45 + 2,96
3° X Wasser (3839,12 + 460,60)
4 - Acetonitril 0,14 + 0,06
5 X Acetonitril (400,39 * 44,94)
6 - 1,2-Dichlorethan 2,15+ 2,68
7 X 1,2-Dichlorethan (523,36 + 511,77)
8 - Dichlormethan 0,22 + 0,01
9 X Dichlormethan (1008,89 + 58,05)
10 - Toluol 0,21 £ 0,01
11 X Toluol 60,59 + 23,74

@ Der hydrodynamische Durchmesser wurde Uber die dynamische Lichtstreuung (DLS)
von Copolymer P4-a (1 mM) und Copolymer-DNA-Mischungen (1 mM Copolymer P4-a;
0,04 mM DNA-27) bestimmt. ® Es wurde kein Copolymer P4-a hinzugegeben.
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Das Copolymer P4-a wies in Wasser einen hydrodynamischen Durchmesser von 19 nm auf
(siehe Tabelle 16, Eintrag 1). Durch Zugabe der DNA-27 veranderte sich der
hydrodynamische Durchmesser in Wasser nicht signifikant (siehe Tabelle 16, Eintrag 2).
Wurde allerdings der hydrodynamische Durchmesser von DNA-27 in Wasser ohne das
Copolymer P4-a gemessen, so konnte ein Wert von etwa 3840 + 460 nm bestimmt werden
(siehe Tabelle 16, Eintrag 3). Da besonders einzelstrangige DNA sehr flexibel ist und sich die
Struktur schnell verandern kann, kann durch die dynamische Lichtstreuung kein definierter
Wert erhalten werden.[?2%22"1 Es wird allerdings deutlich, dass durch Zugabe des Copolymers
P4-a eine Stabilisierung der DNA-Einzelstrange hervorgerufen wurde, da bei dieser Messung
ein expliziter hydrodynamischer Durchmesser erhalten werden konnte. Dieses Phanomen
wurde auch schon in der Literatur beschrieben. Erst durch die Interaktion von DNA-Strangen
mit Additiven, wie z.B. Chitosan oder Gold-Nanopartikeln, konnte die DNA Uber die DLS-
Messung nachgewiesen werden.??22231 Bei den DLS-Messungen des Copolymers P4-a in
allen organischen Lésungsmitteln (MeCN, 1,2-DCE, CHxCl, und Toluol) konnte keine Bildung
von Aggregaten beobachtet werden (siehe Tabelle 16, Eintrag 4, 6, 8, 10). Fir die DLS-
Messungen der Copolymer-DNA-Mischungen in den organischen Lésungsmitteln konnten
allerdings grofl’e Aggregate gemessen werden (siehe Tabelle 16, Eintrag 5, 7, 9, 11). Dabei
nahm der hydrodynamischer Durchmesser von 400 nm in Acetonitril bis zu 1000 nm in
Dichlormethan zu. Bei der Probe in Toluol konnte ein hydrodynamischer Durchmesser von
60 nm bestimmt werden. Daraus folgt, dass sich durch die Zugabe der DNA-27 zu dem
Copolymer P4-a Aggregate bilden, welche sich abhangig vom Lésungsmittel unterscheiden
Die AggregatgroRe kann einen Rickschluss auf die Copolymer-DNA-Interaktion zulassen.
Méoglicherweise ist die Copolymer-DNA-Interaktion abgeschwacht, je unpolarer das
Lésungsmittel ist (mit Ausnahme von Toluol). Dies ginge mit einer starkeren Fluktuation der
Strukturen einher, welche in einem hdéheren hydrodynamischen Durchmesser resultieren.
Zusatzlich zu den DLS-Messungen sollte die Copolymer-DNA-Interaktion mit Hilfe der UV-Vis-
Absorption analysiert werden. Dabei sollte sowohl die Absorption der Trithiocarbonat-Gruppe
des Copolymer P4-a bei einer Wellenlange von 270 - 360 nm, sowie auch die Absorption der
DNA-27 bei einer Wellenldnge von 240 - 280 nm betrachtet werden. Die Proben wurden
analog zu den DLS-Messungen vorbereitet und in Dreifachbestimmungen von Marvin Dieter
aus der Arbeitsgruppe Weberskirch vermessen. Dazu wurde das jeweilige Losungsmittel als
Nullpunkt (Blank) verwendet. Als Kontrolle zu den Copolymer-DNA-Mischungen wurden
ebenfalls Proben angefertigt, die nur das Copolymer P4-a in den verschiedenen
Losungsmitteln enthielten. Daruber sollte eine Veranderung der Absorption der
Trithiocarbonat-Gruppe des Copolymers P4-a mit und ohne Zugabe der DNA-27 detektiert
werden (siehe Abbildung 53).
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In Wasser kann eine Absorption des Copolymers P4-a bei einer Wellenlange von 280 - 330 nm
fur die Trithiocarbonat-Gruppe erhalten werden (siehe Abbildung 53a, schwarz).

Diese Absorption kann neben einer Absorption der DNA-27 bei 260 nm auch in dem Spektrum
der Copolymer-DNA-Mischung beobachtet werden (siehe Abbildung 53a, grau). Wurde die
Absorption der Copolymer P4-a-Probe von der Copolymer-DNA-Mischung abgezogen, so
konnte die Absorption der DNA-27 sichtbar gemacht werden (siehe Abbildung 53a, gelb).
Ahnliche Absorptionen konnten auch bei den Proben in Acetonitril beobachtet werden (siehe
Abbildung 53b). Dort konnte eine Absorption der Trithiocarbonat-Gruppe des Copolymers
P4-a bei 280 - 330 nm (schwarz), sowie eine Absorption der DNA-27 bei 260 nm (grau und
gelb) bestimmt werden. Daraus folgt, dass die DNA-27 der Copolymer-DNA-Probe in

Acetonitril gemischt vorlag, da ansonsten keine Absorption der DNA-27 gemessen werden

konnte.
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Abbildung 53: UV-Vis-Spektren des Copolymers P4-a (schwarz), der Copolymer-DNA-Mischungen (grau) und der
Subtraktionskurve (gelb) in verschiedenen Lésungsmitteln.

Die UV-Vis-Spektren wurden in den Lésungsmitteln a) Wasser; b) Acetonitril; c) 1,2-Dichlorethan; d) Dichlormethan;
e) Toluol aufgenommen.

Diese Beobachtung konnte bei den Lésungsmitteln 1,2-Dichlorethan, Dichlormethan und
Toluol nicht gemacht werden (siehe Abbildung 53¢ - e). Dort konnte lediglich eine Absorption
der Trithiocarbonat-Gruppe des Copolymers P4-a bei einer Wellenlange von 280 - 330 nm
gemessen werden. Es konnte keine Veranderung der Proben mit und ohne Zugabe von
DNA-27 beobachtet werden.

128



Stabilitatsuntersuchungen der Copolymer-vermittelten Verwendung von DNA-Konjugaten in
organischen Losungsmitteln

Um die Interaktion zwischen der DNA und dem Copolymer in organischen Losungsmitteln
weiter zu charakterisieren, kdnnten analoge Messungen angelehnt an die Charakterisierung
der DNA-Copolymer-Interaktion in Wasser durchgefiihrt werden.!'®"! Dabei konnte durch
Kleinwinkel-Rontgenstreuung-Messungen (small-angle X-ray scattering, SAXS), analog zu
den DLS-Messungen, die GroRe und Form der Aggregate bestimmt werden. Zudem kénnte
die Aufnahme von Circulardichroismus-Spektren (circular dichroism, CD) Aufklarung zu der
vorliegenden DNA-Struktur geben. Des Weiteren koénnten Fluoreszenz-Léschungs-

Experimente durchgefihrt werden, um die Position der DNA an dem Copolymer zu

bestimmen.
6.5 Stabilitatsuntersuchungen der Copolymer-vermittelten
Verwendung von DNA-Konjugaten in organischen

Losungsmitteln

Die DNA-13b konnte mit dem Copolymer P4-a in organischen Ldsungsmitteln emulgiert
werden. Zudem konnten Indizien fir eine Copolymer-DNA-Interaktion in organischen
Lésungsmitteln mit Hilfe von DLS- und UV-Vis-Absorptions-Messungen gefunden werden.
Nun sollte das Ausmal’ der DNA-Stabilitat nach einer Inkubation mit diversen Metallsalzen und
organischen Reagenzien betrachtet werden (siehe Abbildung 54). Ferner sollte der Einfluss
des Copolymers P4-a auf die DNA-Stabilitat bestimmt werden. Dies ist nétig, um mittels des
Copolymers P4-a in organischen Ldsungsmitteln gemischte DNA-Startmaterialien fir die

Entwicklung einer neuen Chemie zu verwenden.
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Abbildung 54: Schema der Stabilitatsuntersuchungen der Copolymer-vermittelten Verwendung von DNA-
Konjugaten in organischen Lésungsmitteln gegenlber diversen Reagenzien.

Fir diese Experimente wurden zwei zehn Nucleobasen lange einzelstrangige DNA-
Startmaterialien mit einer unterschiedlichen Nucleobasen-Zusammensetzung verwendet.
DNA-27 war aus allen vier Nucleobasen zusammengesetzt, wohingegen der DNA-28 die
instabilere Nucleobase Guanin fehlte. Diese DNA-Strange wurden jeweils mit dem Copolymer
P4-a in Wasser geldst. Das Losungsmittel wurde verdampft und der Rickstand getrocknet.
Anschliellend wurde das Metallsalz oder das organische Reagenz geldst in dem gewtiinschten
Lésungsmittel zu dem Copolymer-DNA-RUckstand hinzugegeben und Uber Nacht bei

Raumtemperatur inkubiert.

129



Inkubation von Metallsalzen mit DNA-Konjugaten in wassrigen Losungsmittelgemischen und
reinen organischen Lésungsmitteln unter Verwendung des Copolymers P4-a[224]

Anschlielend wurde das Gemisch aufgereinigt und der Grad der DNA-Degradierung mit Hilfe
der analytischen HPLC-Chromatographie und die Identitdt der Fragmente oder depurinierten
DNA anhand der MALDI-MS bestimmt.

Diese Ergebnisse wurden von Anna Schéne im Rahmen einer Bachelorarbeit in der
Arbeitsgruppe Brunschweiger erarbeitet.”?*l Die Testungen der Metallsalze wurde mit
Experimenten ohne Zugabe des Copolymers in wassrigen L&sungsmittelgemischen
verglichen.?? Die Ergebnisse der Testung von diversen organischen Reagenzien in reinen
organischen Lésungsmitteln wurde mit Versuchen mit an eine feste Phase gebundene DNA
(on-CPG) verglichen.

6.5.1.Inkubation von Metallsalzen mit DNA-Konjugaten in

wassrigen Losungsmittelgemischen und reinen

organischen Losungsmitteln unter Verwendunq des

Copolymers P4-al?24l

Ein wichtiges Werkzeug, um chemische Transformationen durchzufuhren, ist die Verwendung
von Metallsalzen, welche eine Reaktion katalysieren kénnen oder als Hilfsstoff fungieren
kdnnen. In diesem Abschnitt wurden diverse Metallsalze in einem Gemisch aus Wasser und
organischem Lésungsmittel oder in reinem organischen Lésungsmittel mit den beiden DNA-
Strangen DNA-27 und DNA-28 inkubiert. Dabei sollte die Stabilitat der beiden DNA-Strange
verglichen werden, sowie die Anwesenheit von Wasser auf die Stabilitdt der DNA-Strange
untersucht werden. Die Auswahl der Metallsalze orientierte sich an der Bachelorarbeit von
Elena aus der Arbeitsgruppe Brunschweiger.??®! Die Ergebnisse, sowie die Vergleichswerte
aus der Bachelorarbeit, sind in Tabelle 17 aufgeflhrt. Bei der Testung von vielen Metallsalzen
konnte nur eine geringe DNA-Degradierung von unter 20 % beobachtet werden. Dabei konnte
kein Unterschied bestimmt werden zwischen den verwendeten DNA-Strangen, der
Anwesenheit von Wasser und auch der Anwesenheit des Copolymers P4-a. Darunter fielen
die Metallsalze InCls;, Sc(OTf)s, Ti(Oi-Pr)s, La(Oi-Pr)s, Ni(acac). und ZnClz, sowie der Grubbs
I-Katalysator und das Pd.dbas. Im Unterschied dazu zeigte das zweite Ru-Metallsalz ([Ru(Me-
ally),COD]), sowie das zweite Pd-Metallsalz (Pd(PPh;),) jeweils eine DNA-Degradierung von
Uber 60 %. Hierbei konnten nur noch sehr geringe Mengen der DNA-Startmaterialien und sehr
viele Degradierungs-Produkte detektiert werden. Dies war sowohl bei der DNA-28 als auch
bei der etwas stabileren DNA-27 der Fall. Zudem hatte auch der Wasseranteil keinen Einfluss
auf die DNA-Degradierung. Bei diesen beiden Metallsalzen konnte der Ligand Einfluss auf die
DNA-Schadigung haben.
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Inkubation von Metallsalzen mit DNA-Konjugaten in wassrigen Losungsmittelgemischen und
reinen organischen Lésungsmitteln unter Verwendung des Copolymers P4-a[224]

Fir die Lewis-Sauren BiBrs und SbCls; konnten sehr ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Dabei
konnte bei einem Wasseranteil von 50 % eine fast vollstandige DNA-Degradierung bei beiden
DNA-Strangen beobachtet werden, wohingegen die Inkubation der Metallsalze in reinem
organischem Lésungsmittel zu keiner DNA-Schadigung fiihrte. Diese Ergebnisse kénnen
damit erklart werden, dass die beiden Metallsalze in Kontakt mit Wasser zu BiOBr/SbOCI und
HBr/HCI reagieren und demnach jeweils eine starke Saure in der Lésung vorliegt, die die DNA-
Strange schadigen kann. Diese Reaktion lauft in reinem organischem Lésungsmittel nicht ab,
wodurch keine Schadigung der DNA beobachtet werden konnte. Das Cerammoniumnitrat
([Ce(NO3)6](NH,),) lieferte nach einer Inkubation mit der DNA-27 eine Degradierung von unter
20 %. Dies konnte sowohl flr das wassrige Lésungsmittelgemisch als auch flr das reine

organische Losungsmittel beobachtet werden.

Tabelle 17: DNA-Stabilitdt von DNA-27 und DNA-28 nach Inkubation von diversen Metallsalzen in wassrigen
Losungsmittelgemischen und organischen Losungsmitteln mit und ohne Copolymer P4-a.2[224]

mit Copolymer P4-a ohne Copolymer P4-al?%!

DNA-27 DNA-28 DNA-27 DNA-28
Anteil Wasser

[%] 50 0 50 O 50 50
Metallsalz Losungsmittel
BiBr; MeCN
[Ce(NO3)s](NH,), MeOH
Grubbs | MeCN
InCl, MeCN
La(Oi-Pr), THF
Ni(acac), MeCN
Pd,dbas* MeOH
Pd(PPh;),° MeOH
[Rh(COD)CI],* MeOH
[Ru(Me-ally),COD]° MeCN
SbCl, MeCN
Sc(OTf), MeCN
Ti(Oi-Pr),° MeOH
ZnCl, MeCN

DNA-Degradierung® - 21-40% 41-60% -

a Die DNA (2nmol) wurde mit Metallsalz (200 Aquiv.) und Copolymer P4-a (1 mM) in wéssrigen
Lésungsmittelgemischen oder organischen Lésungsmitteln bei RT Uber Nacht geschuttelt. Die DNA-Degradierung
wurde mit Hilfe der Flache des Startmaterial-Signals gegenlber den Degradierungs-Signalen im HPLC-
Chromatogramm (analytische HPLC) und MALDI-MS bestimmt.  Es bildete sich nach Zugabe zum Copolymer-
DNA-Gemisch ein weif3er Niederschlag. ¢ Es wurde eine Suspension zu dem Copolymer-DNA-Gemisch gegeben.
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Inkubation von organischen Reagenzien mit DNA-Konjugaten in organischen Lésungsmitteln
unter Verwendung des Copolymers P4-a[224]

Wurde allerdings die DNA-28 mit dem Cer-Komplex inkubiert, konnte in dem wassrigen
Lésungsmittelgemisch eine DNA-Degradierung von etwa 50 % beobachtet werden. Diese
Degradierung konnte durch die Verwendung des reinen organischen Lésungsmittels auf unter
20 % reduziert werden.

Im Vergleich zu den Ergebnissen im wassrigen Losungsmittelgemisch ohne die Verwendung
des Copolymers wurde eine hohere DNA-Degradierung fiir die Metallsalze BiBr;, SbCl; und
[Ru(Me-ally),COD] erhalten. Im Falle der Metallsalze BiBr; und SbCl; konnte die DNA-
Stabilitat allerdings durch die Entfernung des Wassers deutlich gesteigert werden. Dies konnte
mit dem Metallsalz [Ru(Me-ally),COD] nicht erreicht werden. Eine Hypothese fiir die hohere
DNA-Schadigung mit dem Copolymer kdnnte sein, dass sich das Metallsalz in der Umgebung
des Copolymers besser 16st und somit ein engerer Kontakt zu der DNA besteht.

Allerdings zeigten die Ergebnisse der drei Metallsalze BiBrs, SbCl; und [Ce(NO;)s](NH,4),
deutlich, dass eine Entfernung des Wassers flir die DNA-Stabilitat von Vorteil ist. Dies ist

allerdings nur durch die Verwendung des Copolymer-DNA-Gemisches mdglich.

6.5.2.Inkubation von organischen Reagenzien mit DNA-

Konjugaten in organischen Losungsmitteln unter

Verwendung des Copolymers P4-al?24l

Neben Metallsalzen sind auch organische Reagenzien von grof3er Bedeutung flur die
Etablierung von chemischen Reaktionen. Daher wurden acht diverse Reagenzien mit zwei
DNA-Strangen DNA-27 und DNA-28 (ATC- und ATCG-DNA) tber Nacht bei Raumtemperatur
in organischen Ldsungsmitteln inkubiert. Dazu wurden die DNA-Strange zuerst mit dem
Copolymer P4-a vermischt und getrocknet, um das Copolymer-DNA-Gemisch anschlielend
in den organischen Losungsmitteln zu emulgieren. Dabei wurden einerseits polare organische
Losungsmittel und auch 1,2-Dichlorethan als unpolares organisches Losungsmittel verwendet.
Die Auswahl der organischen Reagenzien erfolgte auf Basis der bereits durchgefuhrten
Testung dieser Reagenzien, bei der die DNA an eine feste Phase (CPG) gebunden war.[
Dabei sollte die Stabilitat der beiden DNA-Strange, sowie auch die beiden Strategien
(Festphase, Lésung) miteinander verglichen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18
dargestellt. Dabei kann beobachtet werden, dass die meisten der organischen Reagenzien
((R)-BNDHP, TADDOL, Chinin, L-Prolin, PH-PYBOX, TEMPQO) beide DNA-Strange nur zu
unter 20 % schadigen. Bei der Verwendung des (R)-BNDHP’s konnte bei beiden DNA-
Strangen auf der Festphase eine leichte Degradierung von 21 - 40 % beobachtet werden.
Diese konnte durch die Verwendung des Copolymer-DNA-Gemisches auf unter 20 % reduziert
werden. Das Oxidationsmittel PIDA fihrte bei beiden DNA-Strangen auf der Festphase zu
einer Degradierung von 41 - 60 %.
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Inkubation von organischen Reagenzien mit DNA-Konjugaten in organischen Lésungsmitteln
unter Verwendung des Copolymers P4-a[224]

Tabelle 18: DNA-Stabilitdt von DNA-27 und DNA-28 nach Inkubation von diversen organischen Reagenzien in
organischen Lésungsmitteln unter Verwendung des Copolymers P4-a oder der festen Phase (CPG).2224

mit ohne mit
: Copolymer P4-a Copolymer P4-a Copolymer P4-a
organisches Reagenz LM in LM (L6sung) (Festphase)® in 1,2-DCE

DNA-27 DNA-28 DNA-27 DNA-28 DNA-27 DNA-28

(R)-BNDHP

OQ Qo MeOH

TADDOL

HO pny

MeOH

MeOH

L-Prolin
O~ MeCN
N OH
H
PH-PYBOX
(o] o
Ph'v'\ _ 3—Ph MeCN

N |N\ N
=

\ N / MeCN
@ MeCN

N
*)fr:]:‘” EtOH
y Cl

NZ o

DNA-Degradierung® 41-60 %

a Die DNA (2nmol) wurde mit dem Reagenz (200 Aquiv.) und Copolymer P4-b (1 mM) in organischen
Lésungsmitteln (LM) bei RT uber Nacht geschittelt. Die DNA-Degradierung wurde mit Hilfe der Flache des
Startmaterial-Signals gegeniber den Degradierungs-Signalen im HPLC-Chromatogramm (analytische HPLC) und
MALDI-MS bestimmt.
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Inkubation von organischen Reagenzien mit DNA-Konjugaten in organischen Lésungsmitteln
unter Verwendung des Copolymers P4-a[224]

Dies konnte bei dem ATC-DNA-Strang DNA-27 unter Verwendung des Copolymers P4-a
reduziert werden. Auch das Oxidationsmittel DDQ flhrte bei beiden DNA-Strangen auf der
Festphase zu einer DNA-Degradierung von 21 - 40 %.

Diese Schadigung wurde durch die Verwendung des Copolymers P4-a erhoht. Allerdings
konnte durch die Anderung des Lésungsmittels zu dem unpolaren 1,2-Dichloroethan eine
Verringerung der DNA-Schadigung erreicht werden und sogar eine Verbesserung in Bezug
auf die ATC-DNA DNA-27 im Vergleich zu der Festphase. Somit konnte durch die Reduzierung
des Wassers ein positiver Effekt auf die DNA-Stabilitat bestimmt werden, was nur mdglich war,
durch die Verwendung der amphiphilen Block-Copolymere. Somit kénnten mit dieser
Copolymer-DNA-Interaktion chemische Reaktionen an DNA-Konjugaten in organischen
Losungsmitteln realisiert werden, um so den chemischen Raum zu erweitern und

strukturreiche DNA-kodierte Substanzbibliotheken herzustellen.
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Zusammenfassung und Ausblick

7. Zusammenfassung und Ausblick

Durch eine Kombination von molekularbiologischen Methoden, wie die genetische Kodierung,
Selektion, DNA-Amplifikation und DNA-Sequenzierung, mit der kombinatorischen organischen
Synthese konnten grol’e Sammlungen an Molekllen, sogenannte DNA-kodierte Bibliotheken,
hergestellt und fur die Identifikation von bioaktiven Molekulen genutzt werden. Ziel dieser
Arbeit war es, amphiphile Block-Copolymere fir die Synthese einer DNA-kodierten
Substanzbibliothek zu verwenden, sowie eine neue Aufreinigungs-Methode zu etablieren und
anzuwenden und dadurch einige Herausforderungen, wie die notwendige Kompatibilitat der
verwendeten organischen Reaktionen mit dem DNA-Barcode und die erforderliche Reinheit
einer Molekulbibliothek, zu reduzieren. Um den chemischen Raum zu erweitern, sollten
amphiphile  Block-Copolymere  verwendet werden, die ab einer kritischen
Mizellbildungskonzentration nanometergrof’e in hydrophil- und hydrophob-abgetrennte
Reaktionsraume bilden, wodurch der polare DNA-Barcode von dem reaktiven hydrophoben
Reaktionsmedium getrennt vorliegen sollte. Daflir wurde in Kapitel 3, basierend auf einer
vorausgegangenen Masterarbeit, die Etablierung von Copolymer-vermittelten Reaktionen an
DNA-Konjugaten fortgesetzt (siehe Abbildung 55). Die Block-Copolymere wurden von Dr.
Christian Gramse aus der Arbeitsgruppe Weberskirch hergestellt und enthielten einen
hydrophilen Polymerblock aus N,N,-Dimethylacrylamid (DMA)-Monomeren und einem
hydrophoben Polymerblock aus verschieden langen Alkylacrylat-Monomeren, sowie einer

katalytisch aktiven Einheit, wie einer Sulfonsadure oder einem Palladium-Komplex.

25 Beispiele
20 ->90 % Umsatz

50 % Umsatz
<10 % Degradierung

1 Beispiel

HNT
H O = >60 % Umsatz
m”N HN O
\ )
o)
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WMNH 15 - >90 % Umsatz

Abbildung 55: Etablierung der Copolymer-vermittelten a) Povarov-Reaktion; b) Boc-Entschutzung; c) Pictet-
Spengler-Reaktion und d) Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung an DNA-Konjugaten.

Die katalytisch aktive Einheit konnte dabei sowohl in den hydrophoben Block als auch in den
hydrophilen Polymerblock eingebaut werden. Zudem konnte durch die Wahl des hydrophoben

Monomers die Polaritat des Mizellenkerns variiert werden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die Sulfonsaure-immobilisierten Copolymere wurden anschlieRend flr die Etablierung der
Povarov-Reaktion, einer Boc-Entschiitzung, sowie der Pictet-Spengler-Reaktion eingesetzt.
Die Copolymer P1-BA-b-vermittelte Povarov-Reaktion konnte in einer vorausgegangenen
Masterarbeit mit einem DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1a, verschiedenen Anilinen 20 und dem
3,4-Dihydro-2H-pyran 21c erfolgreich etabliert werden. In dieser Arbeit wurde darauffolgend
das Reaktandenspektrum untersucht, um die Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion fir die
Synthese einer DNA-kodierten Molekulbibliothek zu verwenden. Dafur wurde zunachst das
Olefin 21¢ durch das N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d ausgetauscht, um nach einer
anschlieBenden Boc-Entschitzung eine freie Aminogruppe zu bilden, welche als
Ausgangsvektor fur einen nachsten Syntheseschritt dient. Bei der Untersuchung der
Produktbildung nach unterschiedlichen Zeitpunkten konnte festgestellt werden, dass mit dem
Olefin 21d bereits nach einer Stunde das gewilnschte Produkt DNA-2b zu 90 % gebildet
wurde, wohingegen die Produktbildung mit dem Olefin 21¢ erst bei 10 % lag. Eine Erhéhung
der Temperatur auf 40 °C erzielte ebenfalls eine vollstandige Produktbildung. Daher wurde fur
die Erweiterung des Reaktandenspektrums eine Reaktionstemperatur von 40 °C gewahlt. Als
erste Komponente wurden weitere Olefine mit einer enthaltenen Boc-Schutzgruppe 21e und
21f in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion eingesetzt. Dabei konnte das gewlinschte
Produkt nicht oder nur mit geringem Umsatz erhalten werden. Daher wurde im weiteren Verlauf
nur das Olefin 21d verwendet. Darauffolgend wurde die zweite Komponente, das Amin, in der
Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion variiert. Dabei wurden elf verschieden substituierte
Aniline 20b -1, sechs Aminopyridine 20m - 200, 20q - 20s, ein Aminopyrimidin 20p, ein
Aminoquinolin 20t, sowie neun Aminopyrazole 20u - 20ad eingesetzt. Alle Aniline konnten mit
einem vollstandigen Umsatz und keinem Nebenprodukt in der Copolymer-vermittelten
Povarov-Reaktion = umgesetzt werden. Dahingegen konnte mit den meisten
heteroaromatischen Aminen das gewilnschte Produkt nicht detektiert werden. Nur die
Aminopyrazole 20v - x und 20aa konnten das gewlinschte Produkt mit einem vollstandigen
Umsatz bilden und konnten fiir die Synthese einer DNA-kodierten Molekiilbibliothek in Betracht
gezogen werden. Zuletzt wurde die dritte Komponente, der an die DNA gebundene Aldehyd,
verandert. Dazu wurden finf Carbonsaure-funktionalisierte Aldehyde 64b -f Uber eine
Amidsynthese an die DNA gebunden und in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion mit
dem Anilin 20b und Olefin 21d umgesetzt. Dabei konnten sowohl die DNA-Aldehyd-Konjugate
mit einem Indol-, als auch mit einem Pyrrol-Strukturmotiv erfolgreich umgesetzt werden. Somit
konnte die Amin- und die Aldehyd-Komponente erfolgreich mit dem Olefin 21d in der
Copolymer-vermittelten Reaktion variiert werden und war daher geeignet fur die Synthese
einer DNA-kodierten Substanzbibliothek.

Um im Anschluss an die Povarov-Reaktion einen weiteren Synthesezyklus anschlie3en zu

kénnen, musste die Boc-Entschitzung etabliert und optimiert werden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die Etablierung erfolgte mit einem Boc-geschitzten Glycin-DNA-Konjugat DNA-4. Dieses
DNA-Konjugat wurde mit dem Sulfonsaure-immobilisierten Copolymer P1-BA-b fir vier
Stunden bei Raumtemperatur in Wasser geschiittelt. Dabei konnte das freie Amin DNA-5 zu
etwa 20 % und eine starke Depurinierung der DNA zu etwa 45 % beobachtet werden. Da trotz
der Verwendung des Copolymers P1-BA-b eine Zerstérung der DNA festgestellt werden
konnte, wurde die Zugabe verschiedener Additive, wie MgCl, oder 4-tert-Butylanilin 20b
getestet, um die Depurinierung zu reduzieren. Dabei konnte mit 1000 Aquivalenten an MgCl,
die Depurinierung auf unter 10 % gesenkt werden bei einer Produktbildung von etwa 30 %.
Um die Produktbildung weiter zu erhdhen, wurden verschiedene Copolymer-Strukturen
verwendet. Zum einen wurde die Position der immobilisierten Sulfonsaure untersucht, indem
die Sulfonsaure entweder im hydrophilen, oder im hydrophoben Polymerblock immobilisiert
wurde. Zum anderen wurde die Alkylkette des hydrophoben Acrylat-Monomers, sowie die
Anzahl der eingebauten Monomere, auch Polymerisationsgrad genannt, variiert, um die
Polaritdten des hydrophoben und hydrophilen Polymerblocks zu verandern. Aus diesen
Untersuchungen zur Copolymer-vermittelte Boc-Entschiitzung konnte beobachtet werden,
dass die Positionierung der Sulfonsaure keinen groRen Einfluss auf die durchgefiihrte
Reaktion austbte, wohingegen die Wahl des hydrophoben Monomers eine grof3e Auswirkung
auf die Produktbildung hatte. Mit einer kirzeren Alkylkette und somit einem hydrophileren
Mizellenkern konnte eine erhdhte Produktbildung beobachtet werden. Auch der
Polymerisationsgrad zeigte einen Effekt auf die Produktbildung in der Copolymer-vermittelten
Boc-Entschitzung. So konnte mit zunehmender Menge des hydrophoben Monomers eine
Steigerung der Produktbildung beobachtet werden. Durch die Variation der Copolymer-
Struktur konnte die Produktbildung auf 50 % gesteigert werden mit einer Depurinierung von
unter 10 %. Somit war die Copolymer-vermittelte Boc-Entschitzung fir die Synthese einer
DNA-kodierten Molekiilbibliothek geeignet.

Anschlie3end sollte die Pictet-Spengler-Reaktion als eine weitere Sdure-katalysierte Reaktion
mit Hilfe der Copolymere auf DNA-Konjugaten etabliert werden. Dabei konnte das gewtinschte
B-Carbolin-Konjugat DNA-6b nur mit dem DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1g und mit dem Amin
42c erfolgreich durchgefuhrt werden. Durch die Variation der Reaktionsbedingungen, wie die
Konzentration des Copolymers und des Amins, das Co-Ldsungsmittel oder die Copolymer-
Struktur, konnte das gewtinschte S-Carbolin-Konjugat DNA-6b mit iber 60 % gebildet werden.
Allerdings konnte anschliefend das Reaktandenspektrum nicht erweitert werden. Es wurden
verschieden substituierte Tryptamine und Phenylethylamine getestet, als auch ein weiteres
DNA-Aldehyd-Konjugat DNA-1a. Zudem wurde die Reaktion mit einem Tryptamin-DNA-
Konjugat DNA-8a und verschiedenen Aldehyden 6d - h durchgefiihrt. Allerdings konnte auch
hier keine Produktbildung beobachtet werden, wodurch diese Reaktion nicht fur die Synthese

einer DNA-kodierten Molekdlbibliothek in Betracht gezogen wurde.
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Zusammenfassung und Ausblick

Um die Copolymere nicht nur fir Saure-katalysierte Reaktionen einzusetzen, wurde ein
Copolymer mit einem immobilisierten Palladium-Komplex hergestellt. Dieses Copolymer P3
sollte fir die Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung an DNA-Konjugaten eingesetzt werden. Dazu
wurde ein Arylbromid tber eine Amidsynthese an ein DNA-Oligonukleotid DNA-10a gebunden
und mit der Trifluoromethylboronsaure 59b, einer Base (KF, Cs;COs, K:COs) und dem
Copolymer P3 bei 50 °C Uber Nacht geschittelt. Dabei konnte mit einer Copolymer-
Konzentration von 0,25 mM und der Base Kaliumcarbonat als beste Bedingung das Produkt
DNA-11a zu 50 % gebildet werden, ohne eine Degradierung der DNA zu beobachten. Mit
diesen Reaktionsbedingungen wurde die Copolymer-vermittelte Suzuki-Miyaura-Reaktion mit
13 verschiedenen Boronsauren 59a - m durchgefihrt. Dabei konnte flr alle elektronenreiche
Arylboronsduren 59e, f, m ein vollstdndiger Umsatz und mit einigen elektronenarmen
Arylboronsauren 59b, h, a, k moderate bis gute Umsatze erhalten werden. Da die Reaktion
mit hohen Umsatzen, wenigen Nebenprodukten und ohne eine Zerstérung der DNA ablief, war
diese Reaktion fur die Synthese einer DNA-kodierten Molekulbibliothek geeignet.

Somit konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass es mdglich war, sowohl Saure-
katalysierte Reaktionen, als auch eine Palladium-katalysierte Reaktion mit Hilfe von
amphiphilen Block-Copolymeren mit nur geringen Zerstérungen der DNA-Sequenzen und
einem breiten Reaktandenspektrum erfolgreich durchzufiihren und daher fur die Synthese
einer DNA-kodierten Molekulbibliothek eingesetzt werden kdnnen.

Eine weitere Herausforderung neben der Erweiterung des chemischen Raumes ist die
erforderliche Qualitat, wie die Reinheit, einer DNA-kodierten Molekilbibliothek fir die
Identifikation von bioaktiven Molekilen. Daher wurde in Kapitel 4 eine neue
Aufreinigungsmethode auf Basis einer dispersen Festphasenextraktion etabliert (siehe
Abbildung 56). Daflir wurde ein DNA-Einzelstrang DNA-12a Uber eine Kupfer-katalysierte
Alkin-Azid Cycloaddition an eine feste Agarose-Matrix gebunden. Anschliellend konnte ein
aufzureinigender DNA-Einzelstrang DNA-13b, welcher vollstdndig komplementar zu der an
der Matrix gebundenen DNA ist, Uber Watson-Crick-Wechselwirkungen an die feste Phase
immobilisiert werden. Dies geschah durch Inkubation der Matrix-DNA-12a mit der
aufzureinigenden DNA-13b in einem Puffer bei erhdhter Temperatur. Der Erfolg der
Hybridisierung konnte Uber eine Markierung der aufzureinigenden DNA-13b mit einem
Fluorophor beobachtet werden. Anschliel3end konnte die gebundene DNA-13b mit diversen
wassrigen und organischen Lésungsmitteln, wie dH.O, EDTA, DMF, MeOH, MeCN und
CH.CI,, gewaschen werden, ohne sich von dem komplementaren Strang DNA-12a und der
Matrix zu I6sen. Durch die Verwendung verschieden polarer Losungsmittel ist es moglich, viele
unterschiedlich polare Kontaminationen zu entfernen. Der aufgereinigte DNA-Strang DNA-13b
konnte anschlieRend durch die Verwendung von wassriger Ammoniak-Lésung von dem

komplementaren DNA-Strang und der festen Phase abgeldst werden.
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Das Ammoniak konnte riickstandsfrei entfernt werden, wodurch die aufgereinigte DNA-13b

ohne eine Kontamination durch das Elutionsmittel erhalten werden konnte.

500 pmol i
DNA Legende

o ‘ aufzureinigende DNA
Hybridisieren Waschen Eluieren ® Kontamination
Puffer, *..e dH,0,EDTA, dH,0, Inkubation mit = komplementére DNA
37 °C, 10 min, k8 DMF, MeOH, MeCN, NHs (aq, (2 X 50 L), & Wasch-Lésungsmittel
abkiihlen O/ ch,Cl,, aH,0 dH,0  (2x50 L), O Elutions-Lésungsmittel
/ 2 j i in (0l Filter
15mg . jeweils 2 min
Matrix A W

Abbildung 56: Affinitdts-Aufreinigung fur den DEL-Syntheseprozess mit den optimierten Bedingungen.

Die etablierte Aufreinigung wurde anschlieffend mit unterschiedlich langen aufzureinigenden
DNA-Einzelstrangen durchgefuhrt. Dabei konnte beobachtet werden, dass mit zunehmender
DNA-Lange die DNA-Wiedergewinnung abnimmt. Diese kénnte durch die Optimierung der
Bedingungen der Hybridisierung oder durch die Verwendung langerer an die Matrix
gebundener DNA-Einzelstrange gesteigert werden. Darauffolgend konnte die Affinitats-
Aufreinigung erfolgreich fur eine Amidsynthese, sowie eine Copolymer-vermittelte Povarov-
Reaktion eingesetzt werden, wobei eine deutliche Steigerung der Reinheit der DNA-Konjugate
im Vergleich zu herkdmmlichen Aufreinigungs-Methoden, wie der ethanolischen Fallung,
beobachtet werden konnte. Somit war es in dieser Arbeit gelungen, eine neue
Aufreinigungsmethode fir DNA-Konjugate zu etablieren. Es ist méglich, unterschiedlich polare
Reagenzien zu entfernen, eine hohe Wiedergewinnung der aufgereinigten Probe zu erhalten,
sowie keine Kontaminationen durch die Elution einzutragen. Zudem konnte diese Aufreinigung
auf alle DEL-Designs angewendet werden, die einzelstrangige oder partiell-einzelstrangige
DNA verwenden. Auch eine Automatisierung dieser Affinitats-Aufreinigung konnte durch die
Zusammenarbeit mit Robin Dinter und Leon Justen aus der Arbeitsgruppe Kockmann (TU
Dortmund, Fakultat Bio- und Chemieingenieurwesen) ermoglicht werden.226]

Mit den Copolymer-vermittelten Reaktionen und der geeigneten Aufreinigungsmethode in der
Hand wurde in Kapitel 5 die Synthese einer 105.288-Mitglieder groRen DNA-kodierten
Molekulbibliothek (MiDEL) beschrieben (siehe Abbildung 57). Dabei wurden vier Synthese-
und drei Ligationsschritte durchgefihrt. Die Auswahl der Molekllbausteine und der DNA-
Barcodes wurde mit Computer-gestutzten Methoden durchgefiihrt. Der Aufbau des Molekils
wurde mit einer Festphasen-Amidsynthese von 25 diversen Carbonsaure-funktionalisierten
Aldehyden 64a und 64d - aa an eine Primer-Sequenz DNA-19 Uber einen Polyethylenglykol-
Linker 66b begonnen.
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Davon konnten 24 Carbonsaure-funktionalisierte Aldehyde 64a und 64e - aa erfolgreich an die
DNA-19 gebunden und mit Hilfe der praparativen HPLC aufgereinigt werden. Im Anschluss
erfolgte die enzymatische Ligation mit DNA-Barcode / und damit die Kodierung der 24 DNA-
Aldehyd-Konjugate. Diese kodierten DNA-Konjugate DNA-20a - y konnten gemischt werden
(pool-DNA-20a - y) und fiir die Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion mit dem N-Boc-2,3-
dihydro-1H-pyrrol 21d, und 41 diversen Aminen 20c, g, i, w, X, ae - bn aufgeteilt und in der
Povarov-Reaktion umgesetzt werden. Diese Produktgemische wurden mit Hilfe der Affinitats-
Aufreinigung gereinigt. In einem nachsten Schritt wurde die Boc-Schutzgruppe unter
Verwendung des Copolymers P2-EA-d entfernt. Das eingefiigte Amin wurde Uber eine
enzymatische Ligation mit DNA-Barcode /I kodiert und gemischt (pool-DNA-23a - ao). Im
Anschluss wurde der letzte DNA-Barcode /Il fur 107 verschiedene Carbonsduren 23a - dc,
welche Uber eine Amidsynthese an das freie Amin gebunden wurden, ligiert. Die finalen DNA-

Konjugate (MiDEL) wurden gemischt und erneut mit Hilfe der Affinitats-Aufreinigung gereinigt.
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Abbildung 57: Synthese der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekulbibliothek (MiDEL).

Durch eine Analyse der nicht-aufgereinigten und aufgereinigten MIDEL mittels der Gel-
Elektrophorese konnte eine deutliche Verbesserung der Konzentrationsbestimmung mittels
UV-Vis-Absorption durch eine abgenommene Menge an Kontaminationen erzielt werden.
Diese aufgereinigte Molekilbibliothek wurde anschlieBend in Selektionsassays gegen
verschiedene Proteine mit verschiedenen Bedingungen getestet. Sollten Molekile aus der
DEL wahrend dieser Selektionsexperimente angereichert worden sein, so missen diese Hit-
Strukturen anschlieend validiert werden.

Aufgrund der starken Hydrophilie des DNA-Stranges muss Wasser als (Co-) Lésungsmittel fir
die Etablierung von chemischen Reaktionen an DNA-Konjugaten, sowie die Synthese einer
DNA-kodierten Molekulbibliothek verwendet werden.
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Dies birgt allerdings Einschrankungen in der Wahl der chemischen Reaktion. Um Wasser als
Lésungsmittel bei der Durchfiihrung von chemischen Reaktionen an DNA-Konjugaten zu
vermeiden, sollten ebenfalls amphiphile Block-Copolymere verwendet werden. Diese sollten
mit der DNA interagieren und durch diesen Copolymer-DNA-Komplex ein Mischen mit
organischen Losungsmitteln ermdglichen (siehe Abbildung 58).

Die Block-Copolymere wurden von Dr. Christian Gramse und Marvin Dieter aus der
Arbeitsgruppe Weberskirch hergestellt und enthielten einen hydrophilen Polymerblock aus
N,N,-Dimethylacrylamid (DMA)-Monomeren und einem hydrophoben Polymerblock aus n-
Butylacrylat (BA)-Monomeren. Dabei wurde keine katalytisch aktive Einheit eingebaut. Das
Copolymer P4-a wurde mit einem Fluorophor-markierten DNA-Einzelstrang DNA-13b in
Wasser vermischt, getrocknet und anschlie®Bend mit verschiedenen organischen
Lésungsmitteln (MeCN, 1,2-DCE, CH2ClI, und Toluol) versucht zu I6sen. Dabei konnte bei allen
Ldsungsmitteln eine homogen verteilte gelbe Farbung beobachtet werden, welche sich mit der
Zeit nicht absetzte. Im Vergleich dazu zeigte eine DNA-Probe ohne die Verwendung des
Copolymers ein deutlich abgetrenntes gelbes Pellet. Somit konnte ein positiver Effekt auf die
Durchmischung der DNA-13b in verschiedenen organischen Losungsmitteln unter
Verwendung des Copolymers P4-a beobachtet werden. Durch Zugabe von Wasser oder NaCl-
Ldsungen konnte eine deutliche Phasentrennung und eine Anreicherung der DNA-13b in der
wassrigen Phase beobachtet werden, wodurch ein Uberfithren der DNA-13b wieder in die

wassrige Phase ermdoglicht werden konnte.
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Abbildung 58: Copolymer-vermittelte Verwendung von DNA-Oligonukleotiden in organischen L&sungsmitteln.
Léslichkeitsversuche, Analyse der Copolymer-DNA-Interaktion und Untersuchung der DNA-Degradierung
gegenuber diversen Metallsalzen und organischen Reagenzien.

Die Copolymer-DNA-Interaktion wurde mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) und der
UV-Vis-Absorption analysiert. Bei den DLS-Messungen konnte fir das Copolymer keine
Bildung von Aggregaten in den organischen Ldsungsmitteln festgestellt werden. Die
Copolymer-DNA-Komplexe lieferten allerdings sehr grof3e und stark fluktuierende Aggregate.

Die Aggregatgréle schien dabei von der Polaritat des Lésungsmittels beeinflusst zu werden.
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Je unpolarer das Losungsmittel war, desto grolder war der hydrodynamische Durchmesser,
welches eventuell auf eine starkere Fluktuation und somit auf eine Abschwachung der
Copolymer-DNA-Interaktion hindeutet. Uber UV-Vis-Messungen konnte mittels der Absorption
der Trithiocarbonat-Gruppe des Copolymers P4-a, sowie der Absorption der DNA-27
gemessen werden, ob die einzelnen Komponenten detektierbar waren. Lediglich in Wasser
und Acetonitril konnten beide Absorptionen beobachtet werden. Daraus folgt, dass die DNA-27
durch den Copolymer-DNA-Komplex in Acetonitrii gemischt vorlag, da ansonsten keine
Absorption der DNA-27 beobachtet werden kdnnte. Des Weiteren wurde die Stabilitat von
DNA-Einzelstrangen gegenuber verschiedenen Metallsalzen und organische Reagenzien in
organischen Ldsungsmitteln unter Verwendung des Copolymers P4-a untersucht. Dabei
konnte beobachtet werden, dass sich eine Reduzierung des Wassers positiv auf die Stabilitat
der DNA-Einzelstrange auswirkt, was nur durch die Verwendung der amphiphilen Copolymere
moglich ist. Diese Copolymer-DNA-Interaktion kann es demnach mdglich machen, chemische
Reaktionen an DNA-Konjugaten in organischen Losungsmitteln durchzufihren und somit den
chemischen Raum zu erweitern und strukturreiche DNA-kodierte Substanzbibliotheken
herzustellen.

Im Zuge dieser Arbeit konnte der chemische Raum von DNA-kodierten Substanzbibliotheken
erfolgreich durch die Verwendung von amphiphilen Block-Copolymeren durch die Etablierung
von zwei Saure-vermittelten Reaktionen, sowie einer Palladium-vermittelten Reaktion an DNA-
Konjugaten, erweitert werden und fur die Synthese einer 105.288-Mitglieder groRen DNA-
kodierten Molekulbibliothek eingesetzt werden. Zudem konnte eine neue Aufreinigungs-
Methode entwickelt und wahrend der Synthese der Molekiilbibliothek verwendet werden.
Dadurch konnten sowohl einzelne DNA-Konjugate als auch komplexe Molekulbibliotheks-
Gemische aufgereinigt werden. Des Weiteren wurden amphiphile Block-Copolymere ohne
eine immobilisierte katalytische Einheit dazu verwendet, DNA-Konjugate in organischen
Lésungsmitteln zu mischen. Dadurch bietet sich die Mdglichkeit, chemische Reaktionen an
DNA-Konjugaten in organischen Lésungsmitteln, durchzufiihren und somit den chemischen
Raum von DNA-kodierten Molekilbibliotheken zu erweitern ohne die Herstellung von

Reaktions-spezifischen Copolymeren.
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8. Experimenteller Teil

8.1 Hilfssoftware

Die in dieser Arbeit dargestellten chemischen Strukturen wurden mit dem Programm
ChemDraw® Professional 21.0.0 der Fa. PerkinElmer Informatics erstellt. Abbildungen und
deren Bearbeitung erfolgte mit der Software Microsoft Paint 3D und PowerPoint. Die Literatur

wurde mit dem Programm Mendeley 1.17.13 verwaltet.

8.2 Chemikalien und Losungen

Chemikalien und Losungsmittel

Wenn nicht anders beschrieben, wurden Chemikalien der Firmen abcr, Acros Organics,
Aldrich Market Select, AlfaAesar, Biozym, Carbolution Chemicals, Carl Roth, Fisher Scientific,
Fluka, Fluorochem, Honeywell, llumina, Merck, New England Biolabs, Nippon Genetics
Europe GmbH, Sigma Aldrich, TCI, Thermo Scientific, TCl Chemicals und VWR verwendet.
Die Chemikalien und trockenen Lésungsmittel (MeCN, CH.Cl,, 1,2-DCE, DMF, MeOH, THF,
Toluol) wurden wie vom Hersteller erhaltlich verwendet. Das verwendete Wasser wurde durch
das Reinstwasser-System MicroPure der Firma TKA destilliert.

Die 5'-Aminolinker-modifizierte DNA, gebunden an controlled pore glass (CPG, 1000 A),
wurden von den Firmen IBA und EllaBiotech hergestellt. DNA in Losung wurde von der Firma

Integrated DNA Technologies genutzt.

Angesetzte Losungen

AMA: wassrige Ammoniak-Ldsung (30 %)/ Methylamin (40 %), 1:1, vol/vol.

Capping-Lésung:  1:1 Mischung von  THF/Methylimidazol, 9:1, vol/vol, und
THF/Pyridin/Essisdureanhydrid, 8:1:1, vol/vol.

MALDI-Matrix 1: 2,5:1 Mischung von 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (90 mg/mL) in MeOH und
Ammoniumcitrat tribasisch (113 mg/mL) in dH20.

MALDI-Matrix 2: Gesattigte Losung von 3-Hydroxypicolinsaure in einer 1:1 Mischung von
0,1 % TFA in dH20 und Ammoniumcitrat (10 mg/mL) in MeCN.

Verwendete Puffer

Annealing-Puffer: TRIS (10 mM), EDTA (1 mM), NaCl (50 mM).

T4 Ligase-Puffer (New England Biolabs): TRIS (50 mM), MgCl, (10 mM), ATP (1 mM), DTT
(10 mM), pH 7,5.

Nukleasefreier Duplexpuffer (IDT): HEPES (30 mM), pH 7,5, Kaliumacetat (100 mM).
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8.3 Allgemeine chemische Arbeitstechniken und Gerate
Waagen

Zum Abwiegen aller Chemikalien wurden die Waagen CP225D der Firma Sartorius und Kern
770 der Firma Kern & Sohn GmbH verwendet.

Verteilen von Lésungen/ Reaktionsmischungen
Fir das Verteilen von Lésungen und Reaktionsgemischen wurden Pipetten fir
unterschiedliche Volumina (0,1 - 2,5 pL, 0,5- 10 pL, 2 - 20 pL, 20 - 200 pL, 100 - 1000 uL) der

Firma Eppendorf verwendet.

pH-Meter
Zur Einstellung des pH-Wertes von Puffern und anderen Lésungen wurde das pH-Meter
FiveEasy™ FE20 mit der Elektrode LE409 der Firma Mettler Toledo verwendet.

Lésen/Vermischen

FUr ein kurzzeitiges Vermischen von Ldsungen und angesetzten Reaktionen wurde der
Reagenzglasschuttler REAX top der Firma Heidolph verwendet. Sollten sich Feststoffe nicht
I6sen lassen, wurde das Ultraschallbad mit Heizfunktion SONOREX Super RK 255 H der Firma
Bandelin verwendet. Zum Vermischen von Proben Uber einen langeren Zeitraum und bei
verschiedenen Temperaturen wurden die Thermoschittler TS-100 der Firma Lab4you,
Thermoshaker der Firma Thermo Scientific, Mixing Block MB-102 der Firma Bioer und der
Heiz-Thermomixer der Firma HTC DiTabis mit verschiedenen Aufsatzen flr unterschiedliche
Gefalkgréfhen (0,6 mL, 1,6 mL) verwendet.

Vakuumverteiler

Far die Aufreinigung von CPG-gebundenen und Matrix-gebundene DNA-Proben wurden diese
in Filtersaulen der Firma HT/ Bio-X uberflhrt und mit Hilfe eines Vac-Man-Vakuumverteilers
der Firma Promega und der Firma Sigma Aldrich und einer Vakuumpumpe der Firma /Imvac

gereinigt.

Vakuumzentrifugen
Zum Einengen und Trocknen von DNA-Proben wurden die Vakuumzentrifugen Concentrator
5301 der Firma Eppendorf, RVC 2-18CDplus der Firma Christ und miVac Duo Concentrator

der Firma GeneVac bei 40 - 45 °C verwendet.
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Zentrifugen
Fur das Zentrifugieren von einzelnen kleinen Gefalien wurde die Zentrifuge 5415R der Firma
Eppendorfbei4 °C und 11.000 rpm verwendet. Zum Zentrifugieren von Mikrotiterplatten wurde

die Heraeus Megafuge 8R der Firma Thermo Scientific bei 4 °C und 4.400 rpm verwendet.

Analytische Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie (analytische RP-
HPLC)

Die in dieser Arbeit hergestellten DNA-Konjugate und die Reaktionsgemische wurden mit
Hilfe der analytischen HPLC der Fa. Shimadzu Prominence analysiert. Dabei wurde eine
C1s-Séule (Phenomenex, Gemini; 5 um, C18, 110 A, 50 x 4,6 mm) mit einer Vorséaule
(Phenomenex, Security Guard™) verwendet. Die Methode bestand aus einem Gradienten
aus wassrigem Triethylammoniumacetat-Puffer (10 mM, pH = 8) und Methanol bei einer
Flussrate von 1 ml/min. Es wurde mit 10 % MeOH gestartet und auf 80 % innerhalb von
9 min erhoht. AnschlieBend wurde auf 100 % MeOH innerhalb einer halben Minute
geandert und flr 3 min gehalten. AnschlieRend wurde innerhalb einer Minute auf einen
Gehalt von 10 % MeOH umgestellt und fur 4,5 min gehalten. Die erhaltenen HPLC-

Chromatogramme wurden mit dem Programm LabSolutions (Version 5.54 SP5) analysiert.

Praparative Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatographie (praparative RP-
HPLC)

Die in dieser Arbeit hergestellten DNA-Konjugate wurden mit Hilfe der praparativen HPLC
der Fa. Shimadzu Prominence aufgereinigt. Dabei wurde eine C1s-Saule (Phenomenex,
Gemini; 5um, C18, 110 A) mit einer Vorsdule (Phenomenex, Gemini, SemiPrep
Cartridges, C18, 10 x 10 mm) verwendet. Die Methode bestand aus einem Gradienten aus
wassrigem Triethylammoniumacetat-Puffer (100 mM, pH = 8) und Methanol bei einer
Flussrate von 5 ml/min. Es wurde mit 20 % MeOH gestartet und auf 70 % innerhalb von
13 min erhdht. AnschlieRend wurde auf 100 % MeOH innerhalb einer Minute geandert und
fir 3 min gehalten. AnschlieRend wurde innerhalb einer Minute auf einen Gehalt von 20 %
MeOH umgestellt und fur 4 min gehalten. Die erhaltenen HPLC-Chromatogramme wurden

mit dem Programm Labsolution (Version 5.54 SP5) analysiert.
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Matrix-assistierte Laser-Desorption/-lonisierung mit Flugzeitanalyse (MALDI-TOF)

Die DNA-Konjugate, sowie Reaktionsgemische und —Produkte wurden mit Hilfe des
MALDI-TOF/TOF Systems der Firma Bruker Daltonics des Max-Planck-Instituts analysiert. Flr
kurze DNA-Oligonukleotide (< 4000 g/mol) wurde die MALDI-Matrix 1 verwendet. Fir langere
DNA-Oligonukleotide (> 4000 g/mol) wurde die MALDI-Matrix 2 eingesetzt. Von dieser Matrix

wurde 1 pL auf einen Probentrager aufgetragen, mit 1 uL der Probe vermischt und getrocknet.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Fur die Analyse der Mizell-/Partikelgrof3e wurden DLS-Messungen mit dem Gerat NanoBrook
ZetaPals Zeta der Firma Brookhaven Instruments mit einem He-Ne-Laser (A = 633 nm) der
Arbeitsgruppe von Prof. Weberskirch durchgefihrt. Die Copolymere wurden mit einer
Konzentration von 1 mM in dem jeweiligen Losungsmittel bei 25 °C vermessen. Es wurden 3-
fach Messungen durchgefihrt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm BIC Particle

Solutions der Firma Brookhaven Instruments.

Spektralphotometer

Die Oligonukleotid-Konzentration wurde durch die UV-Vis-Absorption (A = 260 nm) mit einem
Spektralphotometer NanoDrop 2000 der Firma Thermo Fisher Scientific bestimmt. Dazu wurde
zunachst mit Wasser (1 pL) der Blindwert bestimmt und anschlie’end die Probe (1 uL)
vermessen. Es wurde fir jede Probe eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. Fir die
Berechnung der DNA-Konzentration aus der gemessenen Absorption wurde das Oligo Calc:
Oligonucleotide Properties Calculator-Tool verwendet.
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)

Fir die Messung der UV-Vis-Absorption der Copolymer-DNA-Interaktion wurde das
Doppelstrahl-Spektralphotometer UV6300-PC der Firma VWR verwendet.

8.4 Allgemeine biologische Arbeitstechniken, Materialien und

Gerate

Ethanolische Fallung von DNA-Oligonukleotiden

Zu dem aufzureinigenden DNA-Oligonukleotid (40 yL) wurde wassrige NaOAc-L6sung (4 pL,
3 M, pH =4,75) und Ethanol (176 pL, 100 %ig) gegeben und bei -80 °C Uber Nacht inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (4 °C, 11.000 rpm, 50 min) und der Uberstand
wurde abgenommen. Das DNA-Pellet wurde bei 37 °C fur 10 min getrocknet. AnschlieRend
wurde erneut Ethanol (220 pL, 100 %ig) hinzugegeben und die Probe fiir mindestens eine
Stunde bei -80 °C inkubiert, darauffolgend zentrifugiert und getrocknet. Die DNA-Probe wurde
in dH20 oder IDTE-Puffer (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA,pH = 8,0, IDT) aufgenommen.
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Phosphorylierung

Fur die Phosphorylierung der 5'-Enden von DNA-Oligonukleotiden (280 pmol, 100 mM) wurde
eine T4 Polynukleotidkinase (1 yL, Thermo Fisher Scientific), PNK-Puffer A (2 uL, 50 mM Tris-
HCIl, 10 mM MgCl;, 5 mM DTT, 0,1 mM Spermidin, pH=7,6 bei 25°C, Thermo Fisher
Scientific) und ATP (2 yL, 10 mM, Thermo Fisher Scientific) verwendet und auf 20 yL mit dH.O
aufgeflllt. Die Inkubation erfolgte flir 20 min bei 37 °C. Anschlieliend wurde die Kinase fir
10 min bei 75 °C inaktiviert. Die Probe wurde langsam auf 4 °C heruntergekihlt. Dies geschah

in einem Thermocycler Biometra TOne (analytic jena).

Ligation

Fir die enzymatische Ligation wurden die komplementaren DNA-Oligonukleotide (40 pmol)
mit einem T4 DNA-Ligasepuffer (2 uL, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM
ATP, pH = 7,5 bei 25 °C, New England Biolabs) versetzt und auf ein Volumen von 20 pL mit
dH>O aufgefllt. Diese Reaktionsmischung wurde auf 85 °C erhitzt, fir 10 min bei der
Temperatur gehalten und anschlieRend in 5 °C-Schritten je 2 min auf 4 °C heruntergekuhlt.
AnschlieRend wurde eine T4 DNA-Ligase (1 yL, T4 DNA Ligase, New England Biolabs)
hinzugegeben und fiir 16 h bei 25 °C inkubiert. Die Ligase wurde durch Erhitzen auf 75 °C flr
15 min inaktiviert. Die Probe wurde auf 4 °C heruntergekuhlt und gelagert. Dies geschah in
einem Thermocycler Biometra TOne (analytic jena)

Die Kodierungen der MIDEL (Phosphorylierung und enzymatische Ligation) erfolgten in
Mikrotiterplatten STERILIN mit 96 Kavitaten (Kisker Biotech) mit selbstklebenden

Verschlussfolien Optical Clear Adhesive Seal Sheets (Thermo Scientific).

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von DNA-Oligonukleotiden wurde eine Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (0,5 pL, 2.000 U/mL, New England Biolabs), 5 x Phusion HF
Puffer (8 uL, New England Biolabs), MgCl (2,4 uL, 50 mM, New England Biolabs), dNTP-Mix
(1 pL, 100 mM, Biozym) mit den Primern und den DNA-Oligonukleotiden vermischt und mit
einem Temperaturprogramm in einem Thermocycler Biometra TOne (analytic jena) inkubiert.
Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kits (Qiagen) aufgereinigt.
Fur die Einflhrung der Selektionsexperiment-spezifischen DNA-Barcodes wurden in
nacheinander folgenden PCR-Experimenten DNA-Adapter (100 uM, /DT) und anschlieRend

Primer aus dem Nextera® XT Index Kit (llumina) verwendet.
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Gel-Elektrophorese

Fir die Auftrennung von unterschiedliche langen DNA-Oligonukleotiden flir die Analyse von
enzymatischen Ligationen und Vervielfaltigung mittels PCR wurde die Gel-Elektrophorese
verwendet. Dazu wurde ein 4 oder 5,5 % Agarose-Gel (4 g oder 5,5 g, LE Agarose, Biozym)
in Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (100 mL, 89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH = 8)
durch Erhitzen in der Mikrowelle und gief3en in eine Gelkammer (Febikon Labortechnik GmbH)
hergestellt. Nach Ausharten des Agarose-Gels wurden die DNA-Proben und der DNA-Marker
GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), gefarbt mit Midori Green
Direct (Nippon Genetics Europe GmbH), in die Gelkammern geladen. Die Auftrennung erfolgte
10 min bei 100 V und anschlief3end 40 min bei 150 V durch das Netzgerat PowerPac Universal
(Bio-Rad). Das Gel wurde anschlielend Uber das Dokumentationssystem FastGene FAS-Digi

Pro (Nippon Genetics) visualisiert.

Selektionsassay

Fir das Selektionsassay wurden HisPur™ Ni-NTA Magnetic Beads (12,5 mg/mL in 20 %
Ethanol, Thermo Scientific), sowie Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads (10 mg/mL in
Wasser mit 0,05 % NaNs, Thermo Scientific) vermischt und 4 pyL pro Experiment in ein
Reaktionsgefall (1,6 mL) uberfihrt. Die Kigelchen wurden mit PBS-Puffer (4 x 100 yL) mit
anschlieBendem Abnehmen des Uberstands mit Hilfe einer magnetischen
Reaktionsgefallhalterung magnetic separation rack (New England Biolabs) gewaschen.
AnschlieRend wurden die Kigelchen mit einem Protein-spezifischen Immobilisierungs-Puffer
(2 x 100 L) gewaschen. Das Protein (10 pyL) wurde hinzugegeben und fir 30 min bei 4 °C auf
einem Plattformschuttler Unimax 1010 (Heidolph Instruments) mit den Kigelchen inkubiert.
Darauffolgend wurden die Protein-beschichteten Kiigelchen mit dem Immobilisierungs-Puffer
(2x100 yL), einem Bead Blocking Puffer (100 puL, Immobilisierungspuffer —mit
Rinderserumalbumin (BSA, 0,1 mg/mL, Fisher Scientific) und herring sperm DNA (0,2 mg/mL,
Invitrogen) und wieder dem Immobilisierungs-Puffer (2 x 100 uL) mit Hilfe der magnetischen
Reaktionsgefalhalterung gewaschen. AnschlieRend wurde die DEL (1 pL, 250 fmol) mit dem
Immobilisierungs-Puffer (49 pyL) zu den Protein-beschichteten Kigelchen gegeben und fur
45 min bei Raumtemperatur auf dem einem Plattformschuttler inkubiert. Die magnetischen
Kugelchen wurden mit einem Wasch-Puffer (8 x 100 yL, Immobilisierungs-Puffer mit BSA
(0,1 mg/mL)) gewaschen. Die gebundenen Molekille der DEL wurden durch zweifache
Inkubation von dH>0 (20 uL) mit den magnetischen Kiigelchen bei 80 °C fiir 5 min eluiert. Im
Anschluss wurde der Selektionsassay wiederholt, indem 20 L des Eluats anstelle der DEL zu
einem frisch immobilisierten Protein gegeben wurde. Bei einigen Experimenten wurde Tween-

20 (0,01 %, Fisher Scientific) in den PBS- und Immobilisierungs-Puffer gegeben.
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8.5 Amidsynthese von DNA-Konjugaten
Synthese von DNA-PEG-Linker Konjugaten

1) HATU, DIPEA,
DMF,
RT, 2x2,5h

) H
o ,,pNHZ . o > . J‘N\n/\‘éo\/}o/\/NHz
HO 077 ~""NHFmoc o) ava RT, 4 h ¢ 7 5

66b

DNA-18

DNA-19

Schema 21: Reaktionsschema der Amidsynthese eines Polyethylenglykol-Linkers an eine DNA-Sequenz.

Schritt 1: Fur die Amidsynthese wurde ein DNA-Einzelstrang (1 pmol) mit einem C6-Amino-
Linker am 5’-Ende modifiziert, welcher GUber eine MMt- oder DMt-Schutzgruppe geschutzt war,
gebunden an controlled pore glass (CPG, 1000 A), verwendet. Die MMt- oder DMt-
Schutzgruppe wurde durch Zugabe von 3 %iger Trichloressigsaure in trockenem CHCl»
(3 x 200 pL) far je 1 min entfernt. Die vollstandige Entschutzung konnte Uber den Farbwechsel
der Lésung von gelb Uber orange zu farblos beobachtet werden. Anschlieliend wurde die DNA
Uber eine Filtersaule mit 1 % TEA in MeCN neutralisiert und mit DMF, MeOH, MeCN und
CH2Cl (je 3 x 200 uL) gewaschen.

Schritt 2: Die DNA (4 x250 nmol), der Fmoc-NH-PEG(X)-COOH-linker (100 pmol,
100 Aquiv.) und HATU (38 mg, 100 pmol, 100 Aquiv.) wurden 15 min unter Vakuum
getrocknet. AnschlieRend wurde jedes Reagenz in trockenem DMF (je 300 uL) geldst und die
DNA suspendiert. Zur Aktivierung der Carbonsdure wurde HATU und DIPEA (42,5 L,
250 pumol, 250 Aquiv.) zugegeben und fir 15 min bei RT geschittelt. Im Anschluss wurde
diese Losung auf die DNA verteilt und 2,5 h bei RT geschuttelt (1.000 U/min). Nach der
Amidsynthese wurde das DNA-Konjugat auf der Festphase uber eine Filtersaule mit DMF,
MeOH, MeCN und CHxCI; (je 3 x 200 uL) gewaschen. Die Aktivierung der Carbonsaure, die
Amidsynthese und das anschliefende Waschen wurde einmal wiederholt. Nicht umgesetzte
Amine wurden mit der Capping-Ldsung (3 x 200 uL je 30 sek.) behandelt, zwischendurch mit
DMF, MeOH, MeCN und CHCI; (je 3 x 200 pL) gewaschen und anschlielend unter Vakuum
getrocknet.

Schritt 3: Sollte eine weitere Amidsynthese durchgefiihrt werden, wurde die
Fmoc-Schutzgruppe durch Schitteln mit einer 20 %igen Lésung von Piperidin in trockenem
DMF (800 pL) innerhalb von 10 min bei RT entfernt. AnschlieBend wurde das DNA-Konjugat
uber eine Filtersaule mit DMF, MeOH, MeCN und CHCI; (je 3 x 200 uL) gewaschen und unter

Vakuum getrocknet.
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Synthese von DNA-Konjugaten
Tabelle 19: Synthese verschiedener DNA-Startmaterialien iber die Amidsynthese auf fester Phase (CPG).

1) HATU, DIPEA,
DMF, H
RT, 2x2,5h
! ’ N R
> ity
2) AMA,RT, 4 h 0
Carbonsaure Produkt

NH, NH
66a HOY% DNA-8a
(o]

o (o]
65a “°Y\N 0J< DNA-4 15b Ho)‘\@ DNA-10a
o H Br
(o]
649 HO\'KQ)LH DNA-1g
(o]

Schritt 1: Fur die Amidsynthese wurde ein DNA-Einzelstrang (1 pmol) mit einem C6-Amino-
Linker am 5’-Ende modifiziert, welcher tiber eine MMt- oder DMt-Schutzgruppe geschutzt war,
gebunden an controlled pore glass (CPG, 1000 A), verwendet. Die MMt- oder DMt-
Schutzgruppe wurde durch Zugabe von 3 %iger Trichloressigsaure in trockenem CH2Cl2
(3 x 200 yL) far je 1 min entfernt. Die vollstandige Entschitzung konnte tUber den Farbwechsel
der Lésung von gelb Uiber orange zu farblos beobachtet werden. Anschliel3end wurde die DNA
Uber eine Filtersaule mit 1 % TEA in MeCN neutralisiert und mit DMF, MeOH, MeCN und
CH2Cl (je 3 x 200 uL) gewaschen.

Schritt 2: Die DNA (4 x 250 nmol), die Carbonsdure (100 umol, 100 Aquiv.) und HATU
(38 mg, 100 umol, 100 Aquiv.) wurden 15 min unter Vakuum getrocknet. AnschlieRend wurde
jedes Reagenz in trockenem DMF (je 300 pL) geldst oder suspendiert. Zur Aktivierung der
Carbonsaure wurde HATU und DIPEA (42,5 uL, 250 ymol, 250 Aquiv.) zugegeben und fir
15 min bei RT geschuttelt. Im Anschluss wurde diese Losung auf die DNA verteilt und 2,5 h
bei RT geschuttelt (1.000 U/min). Nach der Amidsynthese wurde das DNA-Konjugat auf der
Festphase Uber eine Filtersdule mit DMF, MeOH, MeCN und CH:Cl> (je 3 x 200 pL)
gewaschen. Die Aktivierung der Carbonsaure, die Amidsynthese und das anschlieRende
Waschen wurde einmal wiederholt. Nicht umgesetzte Amine wurden mit der Capping-Lésung
(3 x200 pL je 30 sek.) behandelt, zwischendurch mit DMF, MeOH, MeCN und CHCl. (je
3 x 200 pL) gewaschen und anschlief3end unter Vakuum getrocknet.
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Schritt 3: Das DNA-Konjugat wurde durch Schitteln mit der AMA-L6sung (500 L) Gber 4 h
bei RT von dem CPG getrennt und entschiitzt. Nach dieser Reaktion wurde der Uberstand in
ein weiteres Reaktionsgefa® Uberfihrt und der Feststoff mit dH.O/EtOH (200 uL, 1:1)
gewaschen. Die Lésungen wurden vereinigt und ein 1 M Tris-Puffer (20 yL) wurde
hinzugegeben. Das Ldsungsmittel wurde in der Vakuumzentrifuge verdampft und das
entstandene Pellet in dH>O (100 pL) geldst.

Schritt 4: Das Produkt wurde Uber eine praparative RP-HPLC gereinigt. Die Fraktionen, die
das Produkt enthielten, wurden gesammelt und das Ldsungsmittel wurde in der
Vakuumzentrifuge entfernt. Das entstandene Pellet wurde in dH20 (200 pL) gelést und mit
Hilfe der MALDI-MS analysiert. Anschlieiend wurde EtOH (800 pL) hinzugegeben und das
DNA-Konjugat tUber Nacht bei -80 °C ausgefallt. Das Gemisch wurde zentrifugiert (50 min,
11000 rpm, 4 °C), der Uberstand abdekantiert und das Pellet bei 37 °C getrocknet. Zu dem
Pellet wurde erneut EtOH (800 pL) zugegeben und mindestens 1 h bei -80 °C ausgefallt. Die
Probe wurde erneut zentrifugiert (50 min, 11000 rpm, 4 °C), der Uberstand abdekantiert und
das Pellet bei 37 °C getrocknet.

Schritt 5: Der weil3e Rickstand wurde in dH20 (200 uL) geldst und die Konzentration der
DNA-Probe wurde mit Hilfe des Spektralphotometers und die Reinheit mit Hilfe der
analytischen HPLC bestimmt.
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8.6 Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion

%\
/O)L Copolymer P1-BA-b,

H,O/EtOAC (5 Vol-%), m \n/\o g
40°C, 18 h

DNA-1a DNA-2b

Zu einer Losung des DNA-Konjugats DNA-1a (500 pmol, 1 Aquiv.) in destilliertem Wasser
wurde 4-tert-Butylanilin 20b (0,159 uL, 1 nmol, 2000 Aquiv.) und N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol
21d (0,173 yL, 1 nmol, 2000 Aquiv.) zugegeben. Fiir das Copolymer P2-EA-a wurde eine
Stammlésung (fur finf Reaktionen a 50 Aquiv.. 1,125 mg, 125 nmol, 250 Aquiv.) in
destilliertem Wasser (80 pL, 16 yL pro Reaktion) hergestellt und zu der Reaktionsmischung
hinzugegeben. Um eine Konzentration an Copolymer P2-EA-a von 0,5 mM zu erhalten, wurde
mit destilliertem Wasser und EtOAc (5 pL) auf 50 pL aufgefiillt und die Reaktionsmischung bei
40 °C fir 18 h geschiittelt. Die Reaktionsmischungen wurden mit EtOAc (6 x 200 uL)
extrahiert, die wassrige Phase in einer Vakuumzentrifuge verdampft und der Rickstand in
destilliertem Wasser (40 pL) gelost. Mit Hilfe der analytischen HPLC und der MALDI-MS-

Analyse wurde die Probe auf Produktbildung und Produktidentitat untersucht.

8.6.1.Variation der Reaktionsbedingungen

Kinetik der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion
Die Reaktionen wurden nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.6 bei 25 °C, 40 °C, 50 °C und
60 °C mit unterschiedlichen Reaktionszeiten durchgefliihrt (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Variation der Reaktionszeit und Temperatur fir die Synthese des DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-
c]chinolin Konjugats DNA-2b.

Eintrag T[°C] t[h] Eintrag T[°C] t[h]
1 25 0,5 10 50 1
2 25 1 11 50 2
3 25 2 12 50 4
4 25 4 13 60 0,5
5 40 0,5 14 60 1
6 40 1 15 60 2
7 40 2
8 40 4
9 50 0,5
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8.6.2.Reaktandenspektrum der Copolymer P2-EA-a-vermittelten

Povarov-Reaktion

Variation des Olefins
Die Reaktion wurde mit tert-Butylvinylcarbamat 21e oder N-Boc-Allylamin 21f anstelle des N-

Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.6 durchgefuhrt.

Variation des Amins

Zu einer Lésung des DNA-Konjugats DNA-1a (500 pmol) in destillietem Wasser wurde ein
Anilin (Tabelle 21; 4 umol, 8000 Aquiv.), geldst in 2,5 uL EtOAc (von einer Stammldsung mit
40 pymol Anilin gelést in 25 pL EtOAc), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d (0,69 pL, 4 uymol,
8000 Aquiv.) und das Copolymer P2-EA-a (25 nmol, 50 Aquiv.), geldst in destilliertem Wasser
(16 yL von einer Stammlésung mit 1,25 ymol Copolymer P2-EA-a gelést in 800 pL
destilliertem Wasser), zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mit destilliertem Wasser auf
50 uL aufgeflllt, um eine Endkonzentration des Polymers von 0,5 mM zu erhalten und
anschliefiend bei 40 °C fir 18 h geschuttelt. Im Anschluss wurde mit EtOAc (6 x 200 uL)
extrahiert, die wassrige Phase in einer Vakuumzentrifuge verdampft, der Rickstand mit
destilliertem Wasser (40 uL) gelost und mit Hilfe der analytischen HPLC mit einem Gradienten
von TEAA-Puffer (10 mM, pH=8) und Methanol (10 % - 60 % Methanol) Gber 9 min.
analysiert. AulRerdem wurde von der Reaktionsmischung eine MALDI-MS-Analyse
durchgefuhrt.

Tabelle 21: Verwendete Amine fir die Etablierung der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion zur
Synthese von Tetrahydrochinolin-Konjugaten.

Eintrag Anilin Produkt Eintrag Anilin Produkt
NH,
NH,
1 20b DNA-2b 16 20q | SN DNA-2s
4
NH, NH,
2 20c © DNA-2e 17 20r NZ | DNA-2t
N~ cooH
NH, NH,
3 20d ‘/\‘ DNA-2f 18 20s Y DNA-2u
SA® L,
NH, H N
4 20e /@\ DNA-2g 19 20t DNA-2v
F F
NH,

Z
SN
NH,

5 20f DNA-2h 20 20u é\N/ DNA-2w
=N
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Fortsetzung Tabelle 21

NH

2 NH,
6 209 DNA-2i 21 20v z N@ DNA-2x

Z
I =
N

NH,
7 20h © DNA-2j 22 20w (N DNA-2y
N
Cl \
NH, NH,
8 20i DNA-2k 23 20x (N DNA-2z
AN
NH, NH,
9 20j 9 DNA-2I 24 20y /é\,nu DNA-2aa
—N
NH, NH,
10 20k /@ DNA-2m 25 20z (SN DNA-2ab
F F NH
F
NH, NH,
11 201 @/N DNA-2n 26 20aa A?\N,NH DNA-2ac
HN~,\]’N
NH, NH2
12 20m SN DNA-20 27 20ab 7 "NH DNA-2ad
| =N
Cl
NH, NH,
13 20n 2 DNA-2p 28 20ac (N DNA-2ae
N NH
Br
NH, NH,
14 200 | DNA-2q 29 20ad ﬁ," DNA-2af
N/ Ho NH
NH,
15  20p | \)N DNA-2r

-4
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Variation des DNA-Aldehyd-Konjugates
Die Reaktion wurde mit verschiedenen DNA-Aldehyd-Konjugaten DNA-1b - f nach Kapitel 8.6

durchgeflhrt.

Tabelle 22: Verwendete DNA-Aldehyd-Konjugate flir die Etablierung der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-
Reaktion.

Eintrag DNA-Aldehyd-Konjugat Produkt

1 DNA-1b “o\n/\o©\¢° DNA-2ag
0

— /0

N/
2 DNA-lc @( DNA-2ah

(o}

Ho\n/\N N /0
3 DNA-1d 0 6_/ DNA-2ai

0. o
4  DNA-le HO%OK)A DNA-2aj

(o)

HO\n/\N A\ /0

5 DNA-1f 0 DNA-2ak
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8.7 Copolymer-vermittelte Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

|
@ H
H
. N N J< WMN NH
Wﬂ‘ \(r)l/\lr:ll ° Copolymer, \ \([)I/\ ’

MgCl,,
DNA-4 H,0, 50 °C, 4 h DNA-5

Zu einer Lésung des DNA-Konjugats DNA-4 (500 pmol, 1 Aquiv.) und MgCl, (1.000 Aquiv.) in
destilliertem Wasser wurde das Copolymer P2-EA-d aus einer Stammldsung (fur finf
Reaktionen a 25 Aquiv.: 0,58 mg, 62,5 nmol, 125 Aquiv.) in destilliertem Wasser (80 L, 16 uL
pro Reaktion) hergestellt und zu der Reaktionsmischung hinzugegeben. Um eine
Konzentration an Copolymer P2-EA-d von 0,5 mM zu erhalten, wurde mit destilliertem Wasser
auf 12,5 pL aufgefillt und die Reaktionsmischung bei 50 °C flir 4 h geschittelt. Mit Hilfe der
analytischen HPLC und der MALDI-MS-Analyse wurde die Probe auf Produktbildung und

Produktidentitat untersucht.

Variation des Additivs

Die Reaktionen wurden nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.7 mit Zugabe
unterschiedlicher Additive durchgeflhrt. Daflir wurde eine Stammlésung fur MgCl. (4,76 mg,
5.000 nmol, 10.000 Aquiv.) und 4-tert-Butylanilin 20b (1,49 mg, 10.000 nmol, 20.000 Aquiv.)

hergestellt und entsprechend verdunnt.

Tabelle 23: Variation der Additive und der Copolymer P1-BA-b-Konzentration auf die Boc-Entschiitzung des DNA-
Konjugats DNA-4.

Eintrag C‘[’}E’ggy]er Additiv g‘jﬂiﬁ%
1 25 - -
2 25 4-tert-Butylanilin 20b 25
3 25 MgCl. 1000
4 50 - -
5 50 4-tert-Butylanilin 20b 50
6 50 MgCl. 1000
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Variation der Copolymer-Struktur

Die Reaktionen wurden nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.7 mit Zugabe
unterschiedlicher Copolymere und unterschiedlicher Aquivalenten durchgefihrt. Dazu wurde
jeweils eine Stammldsung (Beispiel: fir finf Reaktionen a 50 Aquiv.: 0,58 mg, 125 nmol,
250 Aquiv.) in destilliertem Wasser (80 uL, 16 uL pro Reaktion) hergestellt und zu der

Reaktionsmischung hinzugegeben.

Tabelle 24: Untersuchung des Einflusses der Copolymer-Struktur auf die Produktbildung und Depurinierung der
Copolymer-vermittelten Boc-Entschiitzung der DNA-4.

Eintrag ~ Copolymer C([)ngy ]er Eintrag ~ Copolymer C([)Kgllj,/\r,n ]er

1 P1-BA-a 25 9 P2-EA-c 25
2 50 10 50
3 P1-BA-b 25 11 P2-EA-d 25
4 50 12 50
5 P2-EA-a 25 13 P2-BA 25
6 50 14 50
7 P2-EA-b 25

8 50
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8.8 Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion

(o)
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Zu einer Lésung des DNA-Konjugats DNA-1g (500 pmol, 1 Aquiv.) in destilliertem Wasser
wurde Tryptophanmethylester 42¢ (1,02 mg, 4 nmol, 8000 Aquiv.) und Copolymer P1-BA-a
zugegeben. Fur das Copolymer P1-BA-a wurde eine Stammldsung (fur funf Reaktionen a
50 Aquiv.: 0,65 mg, 62,5 nmol, 250 Aquiv.) in destilliertem Wasser (80 uL, 16 uL pro Reaktion)
hergestellt und zu der Reaktionsmischung hinzugegeben. Um eine Konzentration an
Copolymer P1-BA-a von 0,5 mM zu erhalten, wurde mit destilliertem Wasser und DMAc (5 L)
auf 50 uL aufgeflllt und die Reaktionsmischung bei 40 °C fir 18 h geschiittelt. Die
Reaktionsmischungen wurden mit EtOAc (6 x 200 L) extrahiert, die wassrige Phase in einer
Vakuumzentrifuge verdampft und der Rickstand zweifach mit Ethanol (20 yL) ausgefalit.
Dabei wurde die Probe jeweils bei -80 °C Uber Nacht gelagert, anschlieRend zentrifugiert
(11.000 rpm, 4 °C, 50 min) und getrocknet (37 °C, 10 min). Das Produkt wurde in destilliertem
Wasser (40 yL) geldst und mit Hilfe der analytischen HPLC und der MALDI-MS-Analyse auf
Produktbildung und Produktidentitat untersucht.

8.8.1.Variation der Reaktionsbedingungen

Variation der Copolymer-Struktur, der Copolymer-Aquivalenten und der
Reaktionstemperatur

Die Reaktionen wurden nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.8 mit Tryptamin 42b und mit
Zugabe unterschiedlicher Copolymere und unterschiedlicher Aquivalenten durchgefiihrt.
Zudem wurde die Reaktionstemperatur variiert. Dazu wurde jeweils eine Stammldsung
(Beispiel: fur finf Reaktionen a 50 Aquiv.: 0,65 mg, 62,5 nmol, 250 Aquiv.) in destilliertem
Wasser (31,25 uL, 6,25 yL pro Reaktion) hergestellt und zu der Reaktionsmischung
hinzugegeben. Fur Tryptamin 42b wurde ebenfalls eine Stammlésung angefertigt (fur funf
Reaktionen & 8000 Aquiv.: 3,20 mg, 40.000 Aquiv.) und zur Reaktion hinzugegeben. Um die
gewunschten Konzentrationen zu erhalten, wurde mit unterschiedlichen Mengen an

destilliertem Wasser verdinnt.
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Tabelle 25: Effekt der Copolymer-Struktur, der Copolymer-Aquivalenten und der Reaktionstemperatur auf die
Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion von DNA-1g und Tryptamin 42b.

CCopolymer Camin T CCoponmer Camin T

Eintrag Copolymer o Eintrag Copolymer o
9 ~OPoly mM] [mM] [°C] 9 ~opoly MMl [mM] [°C]

1 P1-BA-a 0,5 160 25 5 P2-BA 0,5 160 25
2 0,5 160 40 6 0,5 160 40
3 1,0 320 25 7 1,0 320 25
4 1,0 320 40 8 1,0 320 40

Variation des Co-L6sungsmittels
Die Reaktionen wurden nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.8 mit DNA-1g,
Tryptophanmethylester 42¢ und Copolymer P1-BA-a unter Verwendung verschiedener Co-
Losungsmittel (5 Vol%, EtOAc, DMF, CH:Cl;, MeOH, THF, MeCN, 1,2-DCE, 1,4-Dioxan,
DMSO, HFIP, DMAc) durchgefiihrt.

8.8.2.Reaktandenspektrum der Copolymer P1-BA-a-vermittelten
Pictet-Spengler-Reaktion

Variation des Amins

Die Reaktion wurde mit verschiedenen Aminen nach Kapitel 8.8 durchgeflihrt.

Tabelle 26: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P1-BA-a-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion
an DNA-1g durch Einsatz verschiedener Amine 42b - d und 40a - e.?

Produkt

>
3.
5

Eintrag Amin Produkt Eintrag

HN\
1 42b @j\»wz
HN\ HoN HO
2 42c @]\/\“ﬂ\ DNA-6b 6 40c O\A
o
HN\ NH, _o
@j\/\,(o“ DNA-6c 7 40d \©\» DNA-7d
o NH,
@\/\NH2 @\/\

DNA-6a 5 40b DNA-7b

DNA-7c

3 42d

4 40a

DNA-7a 8 40e DNA-7e

Variation des DNA-Aldehyd-Konjugats
Die Reaktion wurde mit DNA-1a nach Kapitel 8.8 durchgefiihrt.
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Reaktandenspektrum der Copolymer P1-BA-a-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion

Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion mit einem DNA-Tryptophan-Konjugat

DNA-8a und verschiedenen Aldehyden 6a, 6d - h

Die Reaktion wurde mit DNA-8a nach Kapitel 8.8 durchgefiihrt. Es wurden verschiedene

Aldehyde 6a, 6d - h verwendet.

Tabelle 27: Untersuchung des Substratspektrums der Copolymer P1-BA-a-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion

an DNA-8a durch Einsatz verschiedener Aldehyde 6a, 6d - h.2

Eintrag Aldehyd Produkt Eintrag Aldehyd

Produkt

HO S

1 6 o DNA-9a 4 of :©/\°
o

2 6 Yo DNA-9b 5 6 /<)A °
€ Y 9 Br

3 e (J ° DNAgc 6 e L] °
Cl

DNA-9d

DNA-9e

DNA-9f
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Copolymer-vermittelte Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung

8.9 Copolymer-vermittelte Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung
o OH Pd W o
1 i "N
WMN)KQ\ + HO™B —_— H O
H E Copolymer P3,
Br \©\K KoCO3, O F
F H,O/EtOAc (5 Vol-%), F
DNA-10a 59b 50°C, 18 h DNA-11a F

Zu einer Lésung des DNA-Konjugats DNA-10a (1000 pmol, 1 Aquiv.) in destilliertem Wasser
wurde 4-(Trifluoromethyl)phenylboronséure 59b (8000 nmol, 8000 Aquiv.), gelést in EtOAc
(5 L), und KoCO; (250 nmol, 250 Aquiv.), gelést in 2,5 uL destilliertem Wasser, und
Copolymer P3 (50 nmol, 50 Aquiv.) zugegeben. Fur das Copolymer P3 wurde eine
Stamml6sung (fiir fiinf Reaktionen & 50 Aquiv.: 0,65 mg, 62,5 nmol, 250 Aquiv.) in destilliertem
Wasser (40 pL, 8 pL pro Reaktion) hergestellt und zu der Reaktionsmischung hinzugegeben.
Um eine Konzentration an Copolymer P3 von 0,25 mM zu erhalten, wurde mit destilliertem
Wasser und EtOAc (2,5 pL) auf 50 yL aufgefillt und die Reaktionsmischung bei 50 °C flir 18 h
geschuttelt. Die wassrige Phase wurde in einer Vakuumzentrifuge entfernt. Anschlielend
wurde eine Aufreinigung mit 1,3,5-Triazin-2,4,6-trithiol Trinatriumsalz-Lésung (TMT-L6sung)
durchgeflhrt. Dafir wurde der Rickstand mit destilliertem Wasser (45 uL) aufgenommen und
TMT (5 uL) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 30 min bei 25 °C geschuttelt,
anschlieRend zentrifugiert (11.000 rpm, 4 °C, 50 min). Der Uberstand wurde abdekantiert und
ausgefallt. Dazu wurde Natriumacetat-Lésung (1 uL, 5M, pH 4,75) und Ethanol (200 uL)
zugegeben und tber Nacht bei -80 °C gelagert. AnschlieRend wurde die Reaktion zentrifugiert
(11.000 rpm, 4 °C, 50 min) und erneut fir eine Stunde bei -80 °C mit EtOH (200 uL) ausgefallt
und zentrifugiert. Das Pellet wurde in destilliertem Wasser (40 pL) gelést und mit Hilfe der
analytischen HPLC und der MALDI-MS-Analyse auf Produktbildung und Produktidentitat

untersucht.
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Variation der Reaktionsbedingungen

8.9.1.Variation der Reaktionsbedingungen

Optimierung der Aquivalente und Konzentrationen von Copolymer P3

Die nachfolgenden Reaktionen wurden, wie in der Synthesevorschrift in Kapitel 8.9
beschrieben, mit Variation der Aquivalente und der Konzentration des Copolymers P3 (siehe
Tabelle 28) durchgeflhrt.

Tabelle 28: Optimierung der Aquivalente und Konzentration des Copolymer P3 und Variation der Base fiir die
Suzuki-Miyaura-Reaktion des DNA-10a-Konjugats.

COpOIymerCCopolymer

. f . . Co_polymercoopo.ymer .
Eintrag [Aquiv.]  [mM] Base BoronsaureEintrag [Aquiv.] [mM] Base Boronsaure
1 100 0,5 KF -CF3 7 25 0,125 KF -CF3
2 100 0,5 Cs2CO3 -CFs 8 25 0,125 Cs,CO3  -CF3
3 100 0,5 KxCO3 -CF3 9 25 0,125 KCOs;  -CF3
4 50 0,25 KF -CF3 10 - - KF -CF3
5 50 0,25 Cs2CO3  -CFs 11 50 0,25 KF -H
6 50 0,25 KxCO3 -CF3 12 50 0,25 CsCOs -H

13 50 0,25 KyCOs3 -H
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Reaktandenspektrum der Copolymer P3-vermittelten Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung

8.9.2.Reaktandenspektrum

der

Copolymer

Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung

Reaktion mit verschiedenen Boronsauren 59a - m

P3-vermittelten

Die nachfolgenden Reaktionen wurden, wie in der Synthesevorschrift in Kapitel 8.9

beschrieben, mit Variation der Boronsaure 59a - m (siehe Tabelle 29) durchgefuhrt.

Tabelle 29: Verwendete Boronsauren 59a - m fiir die Etablierung der Copolymer P3-vermittelten Suzuki-Miyaura-
Reaktion zur Synthese von DNA-Biphenyl-Konjugaten.

Eintrag Boronsaure Produkt Eintrag Boronsaure Produkt
oH i
1 59c HO’B\© DNA-11b 8 591 *"° \©\ DNA-11h
N/
|
OH
B OH
2 590 . DNA-11a 9 59 Ho® DNA-11i
F 0
F
OH OH
_B
3 59d HO \©\ DNA-11c 10  59a HO’B\©\ DNA-11j
\\N Cl
i on
4 59 MO \Q/ DNA-11d 11 59k  wo®yN  DNA-11k
~-N
(I)H ?H
5 59f HO’B\©\ DNA-11e 12 59| Ho'BO DNA-111
NO,
OH
Ho™® g DNA-
6 599 Tl DNatif 13 59m wo”
Sl/ 11m
//\
o
(I)H
7  59h Ho® DNA-11g
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Affinitats-Aufreinigung

8.10 Affinitats-Aufreinigung

Far die Affinitats-Aufreinigung wurden die Agarose-Matrix und die magnetischen Kugelchen
TurboBeads™-Azid von der Firma Sigma Aldrich verwendet. Die Agarose-Matrix wurde in
Mobicol "Classic" der Firma Mo Bi Tec GmbH mit einer Filterporengréfe von 35 um oder in
Filtersdulen X-Col der Firma HTI Automation mit einer FilterporengroRe von 7 -12 um
gewaschen. Die magnetischen Kigelchen wurden mit Hilfe einer magnetischen
Reaktionsgefallhalterung magnetic separation rack (New England Biolabs) von der Losung
getrennt. Die 5’-Aminolinker-modifizierte DNA-13a, DNA-13c und DNA-14a, gebunden an
eine feste Phase (CPG, 1000 A), wurden von der Firma Ella Biotech GmbH bezogen. Die
restlichen DNA-Sequenzen wurden von der Firma IDT hergestellt. Die DNA-Sequenzen DNA-
12b und DNA-13b trugen das 6-Carboxyfluorescein (6-FAM). Die Sequenzen sind in Tabelle
30 dargestellt. Die verwendeten Puffer mit ihrer Zusammensetzung sind in Tabelle 31

aufgelistet.

Tabelle 30: Die verwendeten DNA-Sequenzen fir die Affinitats-Aufreinigung.

DNA Sequenz (5’ - 3)
DNA-12a /5Hexynyl/iSp9/GAA TTC GGC AAG AC/3
DNA-12b /5Hexynyl/iSp9/GAA TTC GGC AAG AC/36-FAM/
DNA-13a C6-Aminolinker-GTC TTG CCG AAT TC
DNA-13b GTC TTG CCG AAT TC/36-FAM/
DNA-13c Carbonsaure 23a-GTC TTG CCG AAT TC
DNA-14a Aldehyd 64a-C6-Aminolinker-TTT TTT
DNA-15 GTCTTGCCGAATTCAGTCGTCCTAACGCTA
DNA-16 GTCTTGCCGAATTCAGTCGTCCTAACGCTACTCTCTTTAACT-

ACCTGTATGTTCCAACCC

GTCTTGCCGAATTCAGTCGTCCTAACGCTACTCTCTTTAACTACCT-

DNA-17 GTATGTTCCAACCCTAGATCCAGATGACCTCAACTACATGGTCT

Tabelle 31: Die verwendeten Puffer fiir die Affinitats-Aufreinigung mit ihren Zusammensetzungen.

Puffer Hersteller Zusammensetzung
Hybridisierungs-Puffer eigen TRIS (10 mM), EDTA (1 mM), NaCl (50 mM)
, i New England TRIS (50 mM), MgClz (10 mM), ATP (1 mM),
T4 Ligase-Puffer Biolabs DTT (10 mM), pH 7,5
Nukleasefreier DT HEPES (30 mM), pH 7,5, Kaliumacetat
Duplexpuffer (100 mM)
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CuAAC-Reaktion der DNA-12a/b an die Agarose-Matrix

8.10.1. CuAAC-Reaktion der DNA-12a/b an die Agarose-Matrix

¢S Q. g SO0

DNA-12a - Matrix-DNA-12a
oder Agarose-Matrix, oder
CuS0,*5H,0, N=N\N_Q
\ THPTA, ~
Natriumascorbat,
DNA-12b RT, 18 h Matrix-DNA-12b

Schema 22: CuAAC-Reaktion der DNA-12a (oben) und DNA-12b (unten) an die Agarose-Matrix.

Die Agarose-Matrix wurde geschittelt und in ein Reaktionsgefa® (1,6 mL) tGberfuhrt (100 L,
Beladung der Agarose-Matrix mit N3 = 15 ymol/mL, 1,5 ymol, 1 Aquiv., 5 mg). Die Agarose-
Matrix wurde mit dH.O (650 uL) gewaschen und zentrifugiert (11.000 rpm, 1 min). Der
Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert. AnschlieRend wurde dH2O (90 uL), DNA-12a/DNA-
12b (10 nmol, 0,07 Aquiv.) und eine Mischung aus CuSQO,;*5H.0O (0,75 umol, 0,5 Aquiv.),
THPTA (3,75 umol, 5 Aquiv.) und Natriumascorbat (15 ymol, 10 Aquiv.) zu der Agagrose-
Matrix gegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt (1.000 U/min). Nach der
Reaktion wurde das Gemisch mit der Agarose-Matrix in einen Saulenfilter Gberflhrt und mit
dH>0, EDTA (0,1 M), dH2O (je 3*200 uL) gewaschen.

8.10.2. CuAAC-Reaktion der DNA-12a/ b an magnetische

Kugelchen
= 9
ERS T QD g
N3
DNA-12a > Matrix-DNA-12a
oder magnetisch Kigelchen, oder
CuS04*5H,0, N=N, _Q
\ THPTA, N
Natriumascorbat,
DNA-12b RT, 18 h Matrix-DNA-12b

Schema 23: CuAAC-Reaktion der DNA-12a (oben) und DNA-12b (unten) an magnetische Kigelchen.

Zu den magnetischen Kiigelchen (10 mg, Beladung der magnetischen Kigelchen mit
N3 = 0,1 mmol/g, 1,0 umol, 1 Aquiv.) wurde dH.O (90 uL), DNA-12a/DNA-12b (10 nmol,
0,07 aquiv.) und eine Mischung aus CuSO4*5H-0 (0,75 pmol, 0,5 &quiv.), THPTA (3,75 ymol,
5 aquiv.) und Natriumascorbat (15 pymol, 10 aquiv.) gegeben und im Ultraschallbad bis zu einer
kompletten schwarzen Farbung vermischt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung Uber
Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt (1.000 U/min). Nach der Reaktion wurde das Gemisch
in die magentische Reaktionsgefallhalterung gegeben und die Lésung vorsichtig abpipettiert.
Die magnetischen Kuigelchen wurden mit dH.O, EDTA (0,1 M), dH.O (je 3*200 pL)

gewaschen.
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Optimierter Prozess der Affinitats-Aufreinigung

8.10.3. Optimierter Prozess der Affinitats-Aufreinigung

Die Matrix-DNA-12a (30 pL, 1,5 mg, 3 nmol DNA-12a) wurde mit der aufzureinigenden DNA
(500 pmol), T4-Ligase Puffer (10-fach, 6 uL) und dH>O (auf 60 pL aufgefilllt) suspendiert. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 35 °C aufgeheizt, fir 10 min bei dieser Temperatur gehalten und
anschlielfend langsam auf 25 °C abgekuhlt. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a wurde in
einen Saulenfilter GUberflhrt und mit dH.O, EDTA (0,1 M), dH>O, DMF, MeOH, MeCN, CH2Cl»
und dH20 (je 3*200 pL) gewaschen. Zu der Matrix-DNA-12a in einem Saulenfilter wurde eine
wassrige Ammoniak-Loésung (32 %, 50 pL) hinzugegeben und fir 2 min inkubiert. Die Probe
wurde zentrifugiert (11.000 rpm, 1 min.) und das Eluat wurde aufgefangen und gesammelt.
Dieser Vorgang wurde wiederholt und anschlieRend wurde die Matrix-DNA-12a mit dHO
(2*50 pL) gewaschen. Die Eluate wurden vereinigt und in einer Vakuumzentrifuge bei 45 °C
eingeengt und getrocknet. Anschliefend wurde das DNA-Pellet in dH>O (40 uL) geldst. Die
wiedergewonnene Menge und die Reinheit der DNA wurden mit Hilfe der UV-Vis-Absorption
und der analytischen HPLC bestimmt. Fir die Bestimmung der Wiedergewinnung an DNA
mittels der analytischen HPLC wurde als interner Standard die DNA-14a (500 pmol) zu der

aufgereinigten Probe gegeben.

8.10.4. Etablierung der Affinitats-Aufreinigung

Priifung einer selektiven und unselektiven Bindung der DNA-12b an die Agarose-Matrix
mit und ohne Cu/Ligand/Na-Ascrobat-Gemisch

Die Matrix-DNA-12b (113) wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit DNA-12b
hergestellt. Bei der Probe 114 wurden die CuAAC-Reagenzien CuSO4*5H.0O, THPTA,
Natriumascorbat nicht verwendet. Die Matrix wurde in eine Filtersaule (Mobicol) Uberflhrt und
mit dH>0, EDTA (0,1 M) und dH»O (je 3*200 uL) gewaschen. Die Matrix 113 war durch das an
DNA-12b gebundene Fluorophor gefarbt, was auf eine erfolgreiche CuUAAC-Reaktion hinwies.
Die Matrix 114 wurde nach dem Waschen nicht von der DNA-12b gefarbt, sodass keine

unselektive Bindung an die Matrix erfolgte.

Priifung verschiedener Waschbedingungen nach der CuUAAC-Reaktion von Matrix-DNA-
12b

Die Matrix-DNA-12b (112 und 113) wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit
DNA-12b hergestellt. Die Matrix wurde in eine Filtersaule (Mobicol) tberfihrt und mit dH-0,
EDTA (0,1 M), dH20, DMF, MeOH, MeCN, CH>Cl, und dH-O (je 3*200 puL) gewaschen. Die
Matrix 112 und 113 waren noch durch das an DNA-12b gebundene Fluorophor gefarbt.
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Etablierung der Affinitats-Aufreinigung

Hybridisieren eines komplementaren DNA-Strangs DNA-13a und DNA-13b an der
Matrix-DNA-12a

Die Matrix-DNA-12a wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit DNA-12a
hergestellt. Die Matrix-DNA-12a (10 uL, 0,5mg, 1 nmol DNA-12a) wurde mit der
aufzureinigenden DNA (500 pmol, DNA-13b (109), DNA-13a (110)), T4-Ligase Puffer (10-
fach, 2 yL) und dH>O (auf 20 pL aufgefillt) suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf
95 °C aufgeheizt, fur 3 min bei dieser Temperatur gehalten und anschlielend langsam auf
25 °C abgekuhlt. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a wurde in einen Saulenfilter (Mobicol)
uberfuhrt und mit dH.0, EDTA (0,1 M), dH.0O, DMF, MeOH, MeCN, CHxCl, und dH-O (je
3*200 pL) gewaschen. Die Matrix 109 war noch durch das an DNA-13b gebundene Fluorophor
gefarbt.

Hybridisieren eines komplementaren DNA-Strangs DNA-13b and die Matrix-DNA-12a in
verschiedenen Puffern

Die Matrix-DNA-12a wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit DNA-12a
hergestellt. Bei der Probe 111 wurden die CuAAC-Reagenzien CuSO4*5H,0O, THPTA,
Natriumascorbat nicht verwendet. Die Matrix-DNA-12a (10 uL, 0,5 mg, 1 nmol DNA-12a)
wurde mit der aufzureinigenden DNA-13b (500 pmol) und entweder mit T4-Ligase Puffer (10-
fach, 2 pL, 110), Hybridisierungs-Puffer (1-fach: 108, 111; 10-fach: 109) oder Nukleasefreier
Duplexpuffer (1-fach) und dH.O (auf 20 yL aufgefullt) suspendiert. Das Reaktionsgemisch
wurde auf 95 °C aufgeheizt, fir 3 min bei dieser Temperatur gehalten und anschlielend
langsam auf 25 °C abgeklhlt. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a wurde in einen
Saulenfilter (Mobicol) Uberfihrt und mit dH.O, EDTA (0,1 M), dH-.O, DMF, MeOH, MeCN,
CH2Cl> und dH20 (je 3*200 pL) gewaschen. Die Matrix-DNA-12a der Proben 108-110 waren
noch durch das an DNA-13b gebundene Fluorophor gefarbt. Die Matrix-DNA-12a der Probe
111 zeigte keine gelbe Farbung, weshalb keine unselektive Bindung der DNA-13b an der

unbeladenen Agarose-Matrix stattfand.

Priifung verschiedener Elutionsbedingungen nach der Hybridisierung von DNA-13b an
Matrix-DNA-12a

Die Matrix-DNA-12a wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit DNA-12a
hergestellt. Die Matrix-DNA-12a (10 uL, 0,5mg, 1 nmol DNA-12a) wurde mit der
aufzureinigenden DNA-13b (500 pmol) und entweder mit T4-Ligase Puffer (10-fach, 2 uL, 110)
oder mit Hybridisierungs-Puffer (10-fach: 109) und dH.O (auf 20 pL aufgefillt) suspendiert.
Das Reaktionsgemisch wurde auf 95 °C aufgeheizt, fir 3 min bei dieser Temperatur gehalten

und anschlielend langsam auf 25 °C abgekhit.
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Optimierung der Affinitats-Aufreinigung

Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a wurde in einen Saulenfilter (Mobicol) Gberfihrt und mit
dH»0, EDTA (0,1 M), dH20, DMF, MeOH, MeCN, CH-Cl> und dH-0 (je 3*200 pL) gewaschen.
Es wurde versucht, DNA-13b mit verschiedenen wassrigen L&sungsmittelgemischen
(dH20 : MeCN/MeOH/EtOH) in verschiedenen Verhaltnissen (50 % oder 80 % des
organischen Lésungsmittels) und bei verschiedenen Temperaturen (25 °C, 60 °C) zu eluieren.
Dazu wurde das wassrige Losungsmittelgemisch (50 yL) auf die Matrix gegeben, 2 min
inkubiert und das Eluat abzentrifugiert (11.000 rpm, 1 min, 4 °C) und mit dH>O (50 L)
gewaschen. Es konnte keine Elution von DNA-13b beobachtet werden. Zur Elution der DNA-
13b wurden anschlieRend verschiedene wassrige NaOH-L6sungen (0,1 mM, 1 mM, 10 mM)
verwendet. Dazu wurde die NaOH-Lésung (50 pL) auf die Matrix gegeben, flr 2 min inkubiert
und das Eluat abzentrifugiert (11.000 rpom, 1 min, 4 °C) und wiederholt. Danach wurde die

Matrix mit dH20 (2 x 50 yL) gewaschen und das Eluat mit wassriger HCI-L6sung neutralisiert.

8.10.5. Optimierung der Affinitats-Aufreinigung

CuAAC-Reaktion: Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b

Die Matrix-DNA-12a/-12b wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit
verschiedenen Mengen an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b hergestellt. Bei der Probe 121
wurden die CUAAC-Reagenzien CuSO4*5H,0, THPTA, Natriumascorbat nicht verwendet. Das
Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-12b wurde in einen Saulenfilter (Mobicol) Gberfuhrt und mit
dH20, EDTA (0,1 M) und dH20 (je 3*200 pL) gewaschen.

Tabelle 32: CuAAC-Reaktionsbedingungen mit Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b.

Eintrag 115 117 119 116 118 120 121
Menge Agarose- 5 05 1,0 0.5 0.5 1,0 05
Matrix [mg]
verwendete DNA DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA-
12a 12a 12a 12b 12b 12b 12b
Menge DNA 1 > > 1 > > 1
[nmol]

Priifung verschieden konzentrierter wassriger NaOH-Losungen fir die Elution von DNA-
13b

Die Matrix-DNA-12a/-12b wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit
verschiedenen Mengen an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b hergestellt (siehe Tabelle 32).
Bei der Probe 121 wurden die CuAAC-Reagenzien CuSO4*5H,0, THPTA, Natriumascorbat
nicht verwendet. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-12b wurde in einen Saulenfilter
(Mobicol) tberfihrt und mit dH,O, EDTA (0,1 M) und dH-20 (je 3*200 uL) gewaschen.
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Optimierung der Affinitats-Aufreinigung

Die Matrix-DNA-12a/-12b (10 uL, 0,5mg, 1 nmol DNA-12a/-12b) wurde mit der
aufzureinigenden DNA-13b (500 pmol), T4-Ligase Puffer (10-fach, 2 uL) und dH2O (auf 20 yL
aufgeflllt) suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf 95 °C aufgeheizt, fir 3 min bei
dieser Temperatur gehalten und anschlielend langsam auf 25 °C abgekuhlt. Das Mobicol von
Probe 120 war wahrend des Heizens undicht. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-12b
wurde in einen Saulenfilter (Mobicol) tberfihrt und mit dH.O, EDTA (0,1 M), dH».0, DMF,
MeOH, MeCN, CHxCl, und dH20 (je 3*200 pL) gewaschen. Zur Elution der DNA-13b wurden
anschlieflend verschiedene wassrige NaOH-Lésungen (1 mM, 5§ mM, 10 mM, 100 mM, 1 M)
verwendet. Dazu wurde die NaOH-Ldsung (50 yL) auf die Matrix gegeben, fiir 2 min inkubiert
und das Eluat abzentrifugiert (11.000 rpm, 1 min, 4 °C) und wiederholt. Danach wurde die
Matrix mit dH20 (2 x 50 yL) gewaschen und das Eluat mit wassriger HCI-L6sung neutralisiert.

Die wiedergewonnene Menge DNA-13b wurde mit Hilfe der UV-Vis-Absorption bestimmt.

Priifung einer wassrigen Ammoniak-Lésung fiir die Elution von DNA-13b

Die Matrix-DNA-12a/-12b wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit
verschiedenen Mengen an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b hergestellt (siehe Tabelle 32).
Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-12b wurde in einen Saulenfilter (Mobicol) Uberflihrt
und mit dH>O, EDTA (0,1 M) und dH20 (je 3*200 uL) gewaschen. Die Matrix-DNA-12a/-12b
(10 pL, 0,5 mg, 1 nmol DNA-12a/-12b) wurde mit der aufzureinigenden DNA-13b (500 pmol),
T4-Ligase Puffer (10-fach, 2 pyL) und dH.O (auf 20 pyL aufgeflllt) suspendiert. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 95 °C aufgeheizt, fir 3 min bei dieser Temperatur gehalten und
anschlielend langsam auf 25 °C abgekuhlt. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-12b
wurde in einen Saulenfilter (Mobicol) Uberfihrt und mit dH.O, EDTA (0,1 M), dH20, DMF,
MeOH, MeCN, CH2Clz und dH20 (je 3*200 pL) gewaschen. Zur Elution der DNA-13b wurde
anschlielend eine wassrige Ammoniak-Lésungen (32 %, 50 uL) auf die Matrix gegeben, flr
2 min inkubiert und das Eluat abzentrifugiert (11.000 rpm, 1 min, 4 °C) und wiederholt. Danach
wurde die Matrix mit dH,O (2 x 50 yL) gewaschen und das Ldsungsmittel der kombinierten
Eluate wurde bei 45 °C verdampft. Die wiedergewonnene Menge DNA-13b wurde mit Hilfe

der UV-Vis-Absorption bestimmt.

CuAAC-Reaktion: Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b und
einmalige Wiederholung der CuAAC-Reaktion

Die Matrix-DNA-12a/-12b wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit
verschiedenen Mengen an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b hergestellt. Bei der Probe 128
wurden die CuUAAC-Reagenzien CuSO4*5H,0, THPTA, Natriumascorbat nicht verwendet.
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Optimierung der Affinitats-Aufreinigung

Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-12b wurde in einen Saulenfilter Uberflihrt und mit
dH»0, EDTA (0,1 M) und dH-O (je 3*200 uL) gewaschen. Die CuAAC-Reaktion wurde einmal

wiederholt und erneut gewaschen.

Tabelle 33: CuAAC-Reaktionsbedingungen mit Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b und
Wiederholdung der CUAAC-Reaktion.

Eintrag 122 124 126 123 125 127 128
Menge Agarose- 5 05 1,0 05 05 1,0 05
Matrix [mg]
verwendete DNA DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA-
12a 12a 12a 12b 12b 12b 12b
Menge DNA 1 o o y o 2 1
[nmol]

Die Matrix-DNA-12a/-12b (10 yL, 0,5mg, 1 nmol DNA-12a/-12b) wurde mit der
aufzureinigenden DNA-13b (500 pmol), T4-Ligase Puffer (10-fach, 2 yL) und dH2O (auf 20 pyL
aufgeflllt) suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf 95 °C aufgeheizt, fir 3 min bei
dieser Temperatur gehalten und anschlielend langsam auf 25 °C abgekihlt. Das Gemisch mit
der Matrix-DNA-12a/-12b wurde in einen Saulenfilter Uberfuhrt und mit dH.O, EDTA (0,1 M),
dH>0, DMF, MeOH, MeCN, CHxCl, und dH-0 (je 3*200 pyL) gewaschen. Zur Elution der DNA-
13b wurde anschlieRend eine wassrige Ammoniak-Lésungen (32 %, 50 pL) auf die Matrix
gegeben, fur 2 min inkubiert und das Eluat abzentrifugiert (11.000 rpom, 1 min, 4 °C) und
wiederholt. Danach wurde die Matrix mit dH>O (2 x 50 yL) gewaschen und das Lésungsmittel
der kombinierten Eluate wurde bei 45 °C verdampft. Die wiedergewonnene Menge DNA-13b

wurde mit Hilfe der UV-Vis-Absorption bestimmt.

Variation der Hybridisierungstemperatur

Die Matrix-DNA-12a/-12b wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit DNA-12a/-
12b hergestellt. Die Matrix-DNA-12a/-12b (10 pL, 0,5 mg, 1 nmol DNA-12a/-12b) wurde mit
der aufzureinigenden DNA-13b (500 pmol), T4-Ligase Puffer (10-fach, 2 yL) und dH20O (auf
20 pL aufgefiillt) suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf verschiedene Temperaturen
(25 °C - 95 °C) aufgeheizt, fir 10 min bei dieser Temperatur gehalten, anschlief’end langsam
auf 25 °C abgeklhlt und wieder fir 10 min gehalten. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-
12b wurde in einen Saulenfilter dberfuhrt und mit dH.O, EDTA (0,1 M), dH.O, DMF, MeOH,
MeCN, CHxCl> und dH2O (je 3*200 yL) gewaschen. Zur Elution der DNA-13b wurde
anschlielend eine wassrige Ammoniak-Lésungen (32 %, 50 yL) auf die Matrix gegeben, flr
2 min inkubiert und das Eluat abzentrifugiert (11.000 rpm, 1 min, 4 °C) und wiederholt. Danach
wurde die Matrix mit dH>O (2 x 50 yL) gewaschen und das Lésungsmittel der kombinierten
Eluate wurde bei 45 °C verdampft. Die wiedergewonnene Menge DNA-13b wurde mit Hilfe
der UV-Vis-Absorption bestimmt.
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Anwendung der Affinitats-Aufreinigung

Variation der Menge an Matrix-DNA-12a/-12b und DNA-13b

Die Matrix-DNA-12a/-12b wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit DNA-12a/-
12b hergestellt. Verschiedene Mengen an Matrix-DNA-12a/-12b (10 pL - 30 pL,
0,5mg-1,5mg, 1nmol-3nmol DNA-12a/-12b) wurde mit verschiedenen Mengen an
aufzureinigender DNA-13b (500 pmol - 3.000 pmol), T4-Ligase Puffer (10-fach, 2 uL - 6 uL)
und dH20 (auf 20 uL - 60 uL aufgefiillt) suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf 35 °C
aufgeheizt, fur 10 min bei dieser Temperatur gehalten, anschlielend langsam auf 25 °C
abgekuhlt und wieder fur 10 min gehalten. Das Gemisch mit der Matrix-DNA-12a/-12b wurde
in einen Saulenfilter Uberfihrt und mit dH.O, EDTA (0,1 M), dH.0, DMF, MeOH, MeCN,
CH2CI2 und dH>O (je 3*200 pL) gewaschen. Zur Elution der DNA-13b wurde anschlielend
eine wassrige Ammoniak-Lésungen (32 %, 50 L) auf die Matrix gegeben, fur 2 min inkubiert
und das Eluat abzentrifugiert (11.000 rpm, 1 min, 4 °C) und wiederholt. Danach wurde die
Matrix mit dH20 (2 x 50 pL) gewaschen und das Losungsmittel der kombinierten Eluate wurde
bei 45 °C verdampft. Die wiedergewonnene Menge DNA-13b wurde mit Hilfe der UV-Vis-

Absorption bestimmt.

8.10.6. Anwendung der Affinitats-Aufreinigung

Affinitats-Aufreinigung von unterschiedlichen DNA-Langen

Die Matrix-DNA-12a wurde nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit DNA-12a
hergestellt. Die Affinitats-Aufreinigung wurde anschlieRend nach der Synthesevorschrift in
Kapitel 8.10.3 mit den DNA-Sequenzen DNA-13a, DNA-15, DNA-16 und DNA-17
durchgeflhrt.

Amidsynthese der Carbonsdure 23a an DNA-13a und Reinigung durch eine

ethanolische Féllung oder die Affinitats-Aufreinigung

o EDC, HOAt, o
' . DIPEA
\v{i}.r‘--ww"‘”z + HOT A N\= T U i
| I 0
Ng N7  ethanolische Fallung T N N7
DNA-13a 23a oder DNA-13c

5" GTC TTG CCG AAT TC -3' Affinitats-Aufreinigung

Zu einer Lésung von DNA-13a (500 pmol), gelést in MOPS-Puffer (71,3 yL, 50 mM, pH = 8,
0,5 M NaCl), wurde eine Mischung aus Carbonsaure 23a (2,7 umol, 5400 Aquiv.), geldst in
14,3 yL DMSO (enthommen aus einer Stammldsung: 25 ymol, gelést in 132,7 uL DMSO),
EDC x HCI (1,2 umol, 2400 Aquiv.), gelést in 14,3 yL DMSO (entnommen aus einer
Stammlésung: 10,5 ymol, geldst in 125,4 uL DMSO), HOAt (240 nmol, 480 Aquiv.), geldst in
14,3 uyL DMSO (entnommen aus einer Stammlésung: 8,4 umol, geldst in 500 uL DMSO), und
DIPEA (1,2 ymol, 2400 Aquiv.), geldst in 14,3 yL DMSO (entnommen aus einer Stammlésung:
10,5 umol, gelést in 125,4 yL DMSO), zuvor 15 min lang bei Raumtemperatur aktiviert.
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Anwendung der Affinitats-Aufreinigung

Die Reaktionsmischung wurde 18 Stunden lang bei Raumtemperatur geschuttelt.
AnschlieRend wurde ein zweites Aliquot der frisch aktivierten Carbonsaure 23a zu der
Reaktionsmischung gegeben und weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. Das
Amidkupplungsprodukt DNA-13¢c wurde durch ethanolische Fallung (siehe Kapitel 8.4) oder
Affinitats-Aufreinigung isoliert. Fir die Affinitats-Aufreinigung wurde die Probe in der
Vakuumzentrifuge bei 45 °C eingeengt. AnschlielRend wurde die Synthesevorschrift in Kapitel

8.10.3 verwendet.

Affinitats-Aufreinigung der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion

o NH, @ NBoc

H ﬁ°° Copolymer P2-EA-a : O
H + + ' N
W#N\H/\o ;\ ; Affinitats-Aufreinigung H O H
0 W" Y o
o

DNA-1a 20b 21d DNA-2b

Zu einer Lésung des DNA-Konjugats DNA-1a (500 pmol) in destilliertem Wasser wurde das 4-
tert-Butylanilin 20b (0,64 L, 4 ymol, 8000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d (0,69 pL,
4 ymol, 8000 Aquiv.) in 2,5 uL EtOAc und das Copolymer P2-EA-a (25 nmol, 50 Aquiv.),
geldst in destilliertem Wasser (16 pL von einer Stammldsung mit 125 nmol Copolymer P2-EA-
a gelost in 80 yL destilliertem Wasser), zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mit
destilliertem Wasser auf 50 uL aufgeflillt, um eine Endkonzentration des Copolymers von
0,5 mM zu erhalten und anschlieend bei 40 °C fur 18 h geschittelt. Im Anschluss wurde mit
EtOAc (2 x400 uL) extrahiert und der Rickstand in der Vakuumzentrifuge bei 45 °C
verdampft. AnschlieRend wurde fur die Affinitats-Aufreinigung die Synthesevorschrift in Kapitel

8.10.3 verwendet.
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Copolymer-vermittelte DNA-kodierte Molekulbibliothek

8.11 Copolymer-vermittelte DNA-kodierte Molekiilbibliothek

Die 5-Aminolinker-modifizierte Primer-Sequenz DNA-18, gebunden an eine feste Phase
(CPG, 1000 A), wurde von der Firma Ella Biotech GmbH bezogen. Die DNA-Barcodes, die

Primer-Sequenz, sowie die Adapter-Sequenzen wurden von der Firma IDT verwendet.

8.11.1. Zyklus 1 - Synthese und Kodierung

Die 5'-Aminolinker-modifizierte Primer-Sequenz DNA-18 (4 umol, 1 Aquiv.), gebunden an eine
feste Phase (CPG, 1000 A), wurde iiber eine Amidsynthese nach der Synthesevorschrift in
Kapitel 8.5 mit einem Polyethylenglykol-Linker 66b (Fmoc-NH-(PEG)s-COOH, 400 umol,
100 Aquiv.) modifiziert (siehe Schema 24). Nach der Amidsynthese wurde ein kleiner Teil des
Produktes (0,5 mg) enthommen und von der festen Phase mit AMA-Lésung (150 uL) fur 4 h
bei Raumtemperatur abgespalten. Das Reaktionsgemisch wurde anhand der analytischen
HPLC und MALDI-MS-Analyse auf die Produktbildung untersucht.

1) HATU, DIPEA,
DMF,

H
meoNHe 8 . RT, 2x25h > \PN\n/\‘éo\/)\o/\/NHz
HOMO/\); \/\NHFmoc 2) AMA, RT, 4 h W g 5
66b

DNA-19

DNA-18

Schema 24: Reaktionsschema der Amidsynthese des DNA-PEG(5)-Konjugats DNA-19.

Im Anschluss wurde die DNA-19, gebunden an eine feste Phase, auf 25 Reaktionsgefalie
(1,6 mL) aufgeteilt (je 100 nmol, 1 Aquiv.) und Uber eine Amidsynthese nach der
Synthesevorschrift in Kapitel 8.5 mit den Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren 64a und
64d - aa aus Tabelle 45 (10 ymol, 100 Aquiv.) modifiziert. Die Amidsynthese wurde insgesamt
dreimal nacheinander durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die DNA-Aldehyd-Konjugate von
dem CPG unter Verwendung der AMA-L6sung abgespalten und Uber die praparative HPLC
aufgereinigt. Anhand der Flache des Produkt-Signals gegenuber dem Edukt-Signal der HPLC-
Chromatogramme wurde der Umsatz der Amidsynthese bestimmt. Die Produkt-Fraktionen
wurden anhand der MALDI-MS-Analyse bestimmt, vereinigt und Gber die ethanolische Fallung
gereinigt. Die aufgereinigten Proben wurden erneut Uber die MALDI-MS-Analyse auf die
Porduktidentitdt und Uber die analytische HPLC auf die Reinheit Gberprift. AnschlieRend
wurde anhand der UV-Vis-Absorption die Konzentration der einzelnen DNA-Aldehyd-
Konjugate bestimmt.

Die hergestellten DNA-Aldehyd-Konjugate wurden mit den dazugehorigen DNA-Barcodes
enzymatisch ligiert (siehe Tabelle 34).
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Zyklus 1 - Synthese und Kodierung

Tabelle 34: Reaktionsschema und verwendete DNA-Sequenzen der enzymatischen Ligation des Primers* und der
DNA-Barcodes //I* an die DNA-Aldehyd-Konjugate.

H H
N Primer' N
Molekil ™™ “giny, g flyy ———) g 0, B
5 g s 3 QWS’ \( 5 P S
Primer Barcode /I Primer-Barcode //I’
DNA Sequenz (5’ - 3)
Primer AGGT CGGT GTGA ACGG ATTT GAGT C
Primer’ AGAG GACT CAAA
Barcode / CTCT XXXX XXXX ACCT
Barcode I’ ATAC AGGT XXXX XXXX

Dazu wurden die 5’-Enden des Primers’ (28 x 1 nmol), der DNA-Barcodes / (je 1 nmol), sowie
der Gegenstrange DNA-Barcode I’ (je 1 nmol) nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 im
1 nmol-Malstab phosphoryliert. Im Anschluss wurde die enzymatische Ligation nach der
Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 im 1 nmol-Mal3stab durchgefiihrt. Dazu wurde das DNA-
Aldehyd-Konjugat DNA-10a -y (je 1 nmol) mit dem phosphorylierten Primer und den
entsprechenden phosphorylierten DNA-Barcodes / und /I’ vermischt. Zunachst wurde dieses
Gemisch mit dem T4 Ligase-Puffer hybridisiert und anschliefend durch Zugabe der T4 DNA-
Ligase Uber Nacht bei 25 °C ligiert. Nach der Inaktivierung wurde ein Aliquot (1 pL) aus jeder
enzymatischen Ligation fur die Analyse mit Hilfe der Gel-Elektrophorese nach der
Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 entnommen. Die Proben wurden Uber eine ethanolische
Fallung nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 aufgereinigt. Die kodierten DNA-Aldehyd-
Konjugate wurden in dH>O (40 yL) gelést und vereinigt. Die verwendeten Aldehyd-
funktionalisierten Carbonsauren 64a und 64d - aa und der dazugehérige DNA-Barcode / sind

in Tabelle 45 dargestellt.
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Zyklus 2 - Validierung der ausgewahlten DNA-Aldehyd-Konjugate und Aniline in der
Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion

8.11.2. Zyklus 2 - Validierung der ausgewahlten DNA-Aldehyd-
Konjugate und Aniline in der Copolymer-vermittelten

Povarov-Reaktion
Testung verschiedener DNA-Aldehyd-Konjugate

Die 14-Nucleobasen lange DNA-13a (je 100 nmol, 1 Aquiv.), gebunden an eine feste Phase,
wurde Uber eine Amidsynthese nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.5 mit den Aldehyd-
funktionalisierten Carbonsduren aus Tabelle 35 (10 ymol, 100 Aquiv.) modifiziert. Zu einer
Losung des DNA-Konjugats DNA-1a, e, f, h - s (500 pmol) in destilliertem Wasser wurde das
4-tert-Butylanilin 20b (0,64 uL, 4 pmol, 8000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d
(0,69 L, 4 umol, 8000 Aquiv.) in 2,5 uL EtOAc und das Copolymer P2-EA-a (25 nmol,
50 Aquiv.), geldst in destilliertem Wasser (16 uL von einer Stammldsung mit 1,25 umol
Copolymer P2-EA-a gelost in 800 uL destiliertem Wasser), zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde mit destilietem Wasser auf 50 yL aufgefill, um eine
Endkonzentration des Copolymers von 0,5 mM zu erhalten und anschlieRend bei 40 °C fur
18 h geschiittelt. Im Anschluss wurde mit EtOAc (2 x 400 uL) extrahiert und der Rickstand in
der Vakuumzentrifuge bei 45 °C verdampft. AnschlieRend wurde fur die Affinitats-Aufreinigung

die Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.3 verwendet.
Tabelle 35: DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-1a, e, f, h - s fiir die Validierung in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten

Povarov-Reaktion.
@ NBoc

NH,
(o}
’Boc
H H 4+ + N —_—
Wﬂ' E/) Copolymer P2-EA-a, H H
o H,O/EtOAG (5 Vol-%), W"‘
20b 21d

40°C, 18 h o

DNA-1a, e, f, h-s DNA-2b, aj-aw

DNA-Aldehyd-Konjugat Produkt DNA-Aldehyd-Konjugat Produkt

DNA-1h DNA-2al DNA-10 o | DNA-2as
N
0
N DNA
DNA-1i [/ vy DNA-1p NA DNA-2at
am o =/ Y%
/<n/\ 0
NN //

DNA-1j DNA-2an DNA-1f 0o DNA-2ak

o=

A 2/ ; )
- - - N -

DNA-1k H DNA-2ao DNA-1q /Qn)\ DNA-2au

o 0
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Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion

Fortsetzung Tabelle 35

o0— Cl
DNA-l O ) DNA-2ap  DNA-1r Y DNA-2av
N N
o o
_ =0
o= O
DNA- ; DNA-
el \ DNA-2aq  DNA-1s me o
° )
(o]
| (o]

o N |
(o}
DNA-1e ,(n)\ K)/\ DNA-2aj DNA-1a /@2 DNA-2b
O (o)
I A
_O
DNA-1n /L"J@vo DNA-2ar

Testung verschiedener Aniline

Zu einer Losung des DNA-Konjugats DNA-1a (500 pmol) in destilliertem Wasser wurden
verschiedene Aniline 20ae - as (siche Tabelle 36, 4 umol, 8000 Aquiv.), N-Boc-2,3-dihydro-
1H-pyrrol 21d (0,69 uL, 4 umol, 8000 Aquiv.) in 2,5 L EtOAc und das Copolymer P2-EA-a
(25 nmol, 50 Aquiv.), gel6st in destilliertem Wasser (16 uL von einer Stammlésung mit
1,25 ymol Copolymer P2-EA-a geldst in 800 uL destillietem Wasser), zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde mit destillietem Wasser auf 50 pyL aufgeflllt, um eine
Endkonzentration des Copolymers von 0,5 mM zu erhalten und anschlieend bei 40 °C fir
18 h geschuttelt. Im Anschluss wurde mit EtOAc (2 x 400 pL) extrahiert und der Rickstand in
der Vakuumzentrifuge bei 45 °C verdampft. AnschlieRend wurde fur die Affinitats-Aufreinigung

die Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.3 verwendet.

Tabelle 36: Aniline 20ae - as fiir die Validierung in der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion.

NBoc
[0}
NH
2 Boc - | \—R
z N N =

r @ i
H + .
N | 4 N
s il o (0} N E/) Copolymer P2-EA-a, H
W \([)I/\ R H,O/EtOAc (5 Vol-%), W,,N\n/\o

40 °C, 18 h o

DNA-1a 20ae-as 21d DNA-2ax-bl
Anilin Produkt Anilin Produkt
NH, NH,
20ae F DNA-2ax Zr?‘a F DNA-2bf
HO

NH,

0 NH,
N
20af j@\ DNA-2ay 20an @ DNA-2bg
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Fortsetzung Tabelle 36

NH,
20a °F  DNA-2az 20a0 © DNA-2bh
g9 ~o F F

NH, NH,
o _~Nn" o_ _F
zga ° DNA-2ba 20ap \Fr DNA-2bi
NZ
NH, O
20ai ©/ DNA-2bb 20aq ©/'|°\ DNA-2bj
NH,
NH,
20aj ©/ DNA-2bc 20ar @j DNA-2bk
HO
NH, NH,
20ak /@AOH DNA-2bd 20as ©/F DNA-2bl
F
20al DNA-2be
OH
8.11.3. Zyklus 2 - Synthese und Kodierung
NH,
S
H v
Wﬁ,«vwmw"\goj\gH . Od\e,:1 . E:NBOC Copolymer P2 EA-a (0.5 mM) —R oder
' HN_No _R? H,0/ EtOAC (5%), 40 °C, 18h NBoc NBoc
Y N7 Affinitats-Aufreinigung
= A = mit Matrix-DNA-22
pool-DNA-20a-y 20c, g, i, W, X, 21d DNA-21a-ao
20ae-bn
N N
%/\@w oder %EN_RZ Copolymer P2 EA-d (0.5 mM) /%/\GR odor /g(\[/\/
MgCl,,
NBoc NBoc H,0,50 °C, 4 h
DNA-21a-ao ethanolische Féllung DNA-23a-ao

Die in Kapitel 8.11.1 synthetisierten und kodierten DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-20a -y
wurden aquimolar (1 nmol je DNA-Aldehyd-Konjugat) vereinigt und fir 10 min vermischt, um
den pool-DNA-20a -y zu erhalten. Mit diesem Pool wurde nun die Copolymer-vermittelte
Povarov-Reaktion durchgefiihrt. Die Amine 20c, g, i, w, X, ae - bn (4 ymol, 8000 Aquiv.)
wurden in Reaktionsgefafie (0,6 mL) vorgelegt und in EtOAc (2,5 pL) geldst. AnschlieRend
wurde das N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d (0,69 uL, 4 ymol, 8000 Aquiv.) hinzugegeben. Die
vermischten DNA-Aldehyd-Konjugate wurden auf die 41 ReaktionsgefaRe (je 500 pmol)

verteilt und mit dH.O auf ein Volumen von 34 uL aufgefllit.
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Zyklus 2 - Synthese und Kodierung

AnschlieRend wurd das Copolymer P2-EA-a (25 nmol, 50 Aquiv.), geldst in destilliertem
Wasser (16 yL von einer Stammlésung mit 1,5 umol Copolymer P2-EA-a geldst in 960 uL
destilliertem Wasser), zugegeben und fir 18 h bei 40 °C geschittelt (1.000 U/min). Die
Reaktionsmischung wurde mit EtOAc (2 x 400 uL) extrahiert und der Rickstand in der
Vakuumzentrifuge bei 45 °C verdampft. AnschlieRend wurde fiir die Affinitats-Aufreinigung die
Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.3 verwendet. Dazu wurde eine Matrix-DNA-22 nach der
Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.1 mit der komplementaren Sequenz (5-TCCG TTCA CACC
GACC T-3Y) zu der Primer-Region hergestellt. Nach dem Verdampfen des Elutionsmittels
wurde die Boc-Entschitzung angeschlossen. Daflr wurde das Copolymer P2-EA-d
(12,5 nmol, 25 Aquiv.), gelost in destilliertem Wasser (5 uL von einer Stammlésung mit
385 nmol Copolymer P2-EA-d geldst in 308 pL destilliertem Wasser) mit MgClz (500 nmol,
1.000 Aquiv.) und dH,O (5 L) vermischt und auf die 41 Reaktionsgefalke der Povarov-
Reaktion verteilt (je 12,5 pL). Die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fur 4 h geschuttelt. Die
Proben wurden anschlieRend mittels einer ethanolischen Fallung nach der Synthesevorschrift
in Kapitel 8.4 ausgefallt. Das DNA-Pellet wurde in dH>O (40 uL) geldst und die Ausbeute
wurde anhand der UV-Vis-Absorption berechnet. Die hergestellten DNA-Povarov-Produkte

wurden mit den dazugehdérigen DNA-Barcodes enzymatisch ligiert (siehe Tabelle 37).

Tabelle 37: Reaktionsschema und verwendete DNA-Sequenzen der enzymatischen Ligation der DNA-Barcodes
II/1I' an die DNA-Povarov-Produkte.

H H
. N —} N _
Molekt™” o S MR G
5| 3- AP 5-

9
Primer-Barcode /I Barcode /Il Primer-Barcode //I'-Barcode Il/II'
DNA Sequenz (5’ - 3)
Barcode /I GTAT XXXX XXXX
Barcode II’ TAGG XXXX XXXX

Dazu wurden die 5’-Enden der DNA-Produkte DNA-23a - ao (je 140 pmol), der DNA-Barcodes
Il (je 280 pmol), sowie der Gegenstrange DNA-Barcode /I’ (je 280 pmol) nach der
Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 phosphoryliert. Im Anschluss wurde die enzymatische
Ligation nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 im 100 pmol-Mal3stab durchgefihrt. Dazu
wurde das phosphorylierte DNA-Produkt DNA-23a-ao mit den entsprechenden
phosphorylierten DNA-Barcodes // und /I’ vermischt. Zunachst wurde dieses Gemisch mit dem
T4 Ligase-Puffer hybridisiert und anschlieBend durch Zugabe der T4 DNA-Ligase uber Nacht
bei 25 °C ligiert. Nach der Inaktivierung wurde ein Aliquot (1 yL) aus jeder enzymatischen
Ligation fur die Analyse mit Hilfe der Gel-Elektrophorese nach der Synthesevorschrift in
Kapitel 8.4 enthommen. Die Proben wurden Uber eine ethanolische Fallung nach der

Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 aufgereinigt.
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Zyklus 3 - Synthese und Kodierung

Die kodierten DNA-Aldehyd-Konjugate wurden in dH>O (20 uL) geldst, vereinigt und flir 10 min
vermischt. Die verwendeten Amine 20c¢, g, i, w, X, ae - bn, die dazugehérigen DNA-Barcodes

Il und die Ausbeuten nach der Boc-Entschiitzung sind in Tabelle 46 dargestellt.

8.11.4. Zyklus 3 - Synthese und Kodierung

EDG*HCI, HOAt, DIPEA, H "
MOPS-Puffer/DMSO, N NN

H H ; =N,

N NN o RY, 18 h, .l R : N-R?

Wiederholung: RT, 4 h, * Z - IS

% | X R1 d % Cad \N RZ > d
* J ™ oder * R+ oder

2 NF $ Hob ethanolische Fallung, N o N o
NH NH Affinitats-Aufreinigung E E

pool-DNA-23a-ao 23a-dc DNA-24a-dc
m_‘,AIdehyd= A

Die kodierten und vermischten DNA-Povarov-Produkte wurden Uber eine enzymatische
Ligation mit dem DNA-Barcode /ll/lll’ versehen (siehe Tabelle 38).

Tabelle 38: Reaktionsschema und verwendete DNA-Sequenzen der enzymatischen Ligation der DNA-Barcodes
1/l an den kodierten DNA-Pool pool-DNA-23a - ao.

H H
N e N ‘ ‘ vy
Molekiil” “ s GBS SDG X i, OO P
5' 3 5'

1

e . e
T

Primer-Barcode //I'-Barcode /Il Barcode li/ir’ Primer-Barcode I/I-Barcode Il/lI*-Barcode I/l

DNA Sequenz (5’ - 3)

Barcode /lI CCTA XXXX XXXX TGAC CTCA ACTA CATG GTCT ACA
Barcode /II’ TGT AGAC CATG TAGT TGAG GTAC XXXX XXXX

Dazu wurden die 5’-Enden des DNA-Pools pool-DNA-23a - ao (12 x 280 pmol) und der DNA-
Barcodes /Il (je 280 pmol) nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 phosphoryliert. Im
Anschluss wurde die enzymatische Ligation nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 im
30 pmol-Mafdstab durchgefiihrt. Dazu wurde der phosphorylierte DNA-Pool pool-DNA-
23a - ao auf 107 Reaktionsgefalie (je 6,54 pL, 30 pmol) verteilt und mit dem entsprechenden
phosphorylierten DNA-Barcode /// und DNA-Barcode /II’ vermischt. Zunachst wurde dieses
Gemisch mit dem T4 Ligase-Puffer hybridisiert und anschlieend durch Zugabe der T4 DNA-
Ligase Uber Nacht bei 25 °C ligiert. Nach der Inaktivierung wurde ein Aliquot (1 uL) aus jeder
enzymatischen Ligation fur die Analyse mit Hilfe der Gel-Elektrophorese nach der
Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 entnommen. Die Proben wurden Uber eine ethanolische
Fallung nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 aufgereinigt. Anschlielliend wurden die 107
diversen Carbonsauren 23a - dc Uber eine Amidsynthese gebunden.

Zu dem DNA-Pellet (30 pmol) wurde MOPS-Puffer (10 L, 50 mM, pH =28, 0,5 M NaCl)

gegeben. Eine Mischung aus einer Carbonséaure 23a - dc (162 nmol, 5400 Aquiv.), geldst in
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Selektionsassay

2 uL DMSO (entnommen aus einer Stammlésung: 8,1 pmol, gelést in 100 yL DMSO),
EDC x HCI (72 nmol, 2400 Aquiv.), gelést in 2uyL DMSO (enthommen aus einer
Stammlésung: 41,86 umol, geldst in 500 uL DMSO), HOAt (14,4 nmol, 480 Aquiv.), geldst in
2 yL DMSO (entnommen aus einer Stammldsung: 8,4 umol, gelést in 500 yL DMSO), und
DIPEA (72 nmol, 2400 Aquiv.), gelost in 2 uyL DMSO (entnommen aus einer Stammlésung:
41,86 pmol, gelost in 500 yL DMSO), wurde 15 min bei Raumtemperatur aktiviert. Die
aktivierte Carbonsaure wurde zu der DNA gegeben und 18 Stunden bei Raumtemperatur
geschuttelt. AnschlieRend wurde ein zweites Aliquot der frisch aktivierten Carbonsaure zu der
Reaktionsmischung gegeben und weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. Das
Amidkupplungsprodukt DNA-24a - dc wurde durch eine dreifache ethanolische Fallung (siehe
Kapitel 8.4) aufgereinigt und vereinigt. AnschlieRend wurde die Affinitdts-Aufreinigung des
DNA-Pools (500 pmol) nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.10.3 durchgefuhrt. Die
Konzentration des aufgereinigten finalen MiDEL-Pools wurde anhand der UV-Vis-Absorption
bestimmt und anschliefiend mit IDTE-L6sung verdunnt (250 nM) und aliquotiert.

Die verwendeten Carbonsauren 23a - dc und die dazugehérigen DNA-Barcodes /Il sind in
Tabelle 47 dargestellt.

8.11.5. Selektionsassay

Die Selektionsassays wurden nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4 mit der finalen
aufgereinigten MIiDEL (1 uL, 250 fmol) durchgefiihrt. Die verwendeten Proteine mit den

Protein-spezifischen Puffern sind in Tabelle 39 dargestellt.

Tabelle 39: In den Selektionsassays eingesetzten Proteine, die verwendeten Puffer und ihre Zusammensetzungen.

Protein-
Protein  Konzentration Puffer-Zusammensetzung
[mg/mL]
) 25 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, pH = 7,4,
MKK-7 1040 0,01 % Tween-20
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPQO4, 1,8 mM
hTEAD4 9,50 KH,PO4, pH = 7.4
hTEAD4 1250 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Naz;HPO4, 1,8 mM
palm. ’ KH.PO4, pH=7,4
25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH = 8,
MDM2 188 5 % Glycerol, 0,01 % Tween-20
25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH = 7,5,
Bel-xL 0.80 5 % Glycerol, 0,01 % Tween-20
XIAP 103 25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH = 7,5,
’ 5 % Glycerol, 0,01 % Tween-20
25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH = 7,5,
NKD2 2,15 0,01 % Tween-20
25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, pH = 7,5,
CXCL4 0.95 0,01 % Tween-20
BAG3 0,50 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1 mM PMSF, pH = 8.0,

10 % Glycerol, 0,01 % Tween-20

180



Selektionsassay

Als Kontrollexperiment wurde ein Selektionsassay ohne die Verwendung eines Proteins
durchgeflihrt. Zudem wurden in einem Selektionsassay Streptavidin-gebundene magentische
Klgelchen (Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads) anstelle der Nickel-lonen-gebundenen
magentischen Kigelchen (HisPur™ Ni-NTA Magnetic Beads) eingesetzt. Fir diese beiden
Experimente wurde der PBS-Puffer mit 0,01 % Tween-20 eingesetzt. Anschliefend wurden
die Bedingungen fir das Selektionsassay mit dem Protein hTEAD variiert. Es wurde zum Einen
die Proteinmenge von 5 ug auf 10 ug erhéht. Zum anderen wurde die Menge der zugegebenen
MIDEL von 250 fmol auf 500 fmol verdoppelt. Auch wurde ein Selektionsassay mit drei
aufeinanderfolgenden Selektionsrunden durchgefihrt. Dabei wurde flr die zweite und dritte
Runde jeweils 20 yL des Eluats verwendet. In einem Experiment wurde zudem das
immobilisierte Protein denaturiert. Daflir wurden die magnetischen Kigelchen mit dem
immobilisierten Protein mit dH20 (20 pL) fur 5 min bei 80 °C erhitzt. Anschlielend wurde der
Uberstand entfernt, mit dem Immobilisierungs-Puffer (2 x 100 uL) mit Hilfe der magnetischen
Reaktionsgefal3halterung gewaschen und die DEL (1 L, 250 fmol) wurde mit dem
Immobilisierungs-Puffer (49 yL) zu dem denaturierten Protein gegeben. Die weitere
Durchfiihrung erfolgte analog zu der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4. Nach der ersten
Selektionsrunde wurde eine weitere Selektionsrunde angeschlossen mit der erneuten
Denaturierung des Proteins.

Die Eluate der Selektionsexperimente wurden anschlieffend in drei aufeinandernfolgenden
Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) verlangert und mit Experiment-spezifischen DNA-
Barcodes versehen fir das nachfolgende next generation sequencing. Dabei wurden die PCR-
Experimente nach der Synthesevorschrift in Kapitel 8.4. durchgefiihrt und mit Hilfe der Gel-
Elekrophorese analysiert. Die verwendeten DNA-Oligonukleotide fir die PCR-Experimente

sind in Tabelle 40 gezeigt.

Tabelle 40: Fir die Polymerase-Kettenreaktion verwendete DNA-Oligonukleotide zur Kodierung der
Selektionsexperimente.

DNA Sequenz (5’ - 3)
forward primer
(PCR 1) AGGT CGGT GTGA ACGG ATTT G
r eV‘(*IQSCeRp;’Ter ACTG GAGT TGAT GTAC CAGA TGT
forward adapter ~ TCGT CGGC AGCG TCAG ATGT GTAT AAGA GACA GAGG TCGG
(PCR 2) TGTG AACG GATT TG
reverse adapter ~ ACTG GAGT TGAT GTAC CAGA TGTG ACAG AGAA TATG TGTA
(PCR 2) GAGG CTCG GGTG CTCT G
index i7 CAAG CAGA AGAC GGCA TACG AGAT XXXX XXXX GTCT CGTG
GGCT CGG

AATG ATAC GGCG ACCA CCGA GATC TACA CXXX XXXX XTCG

Index i5 TCGG CAGC GTC
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Selektionsassay

Es wurde das Eluat (10 yL) der einzelnen Experimente entnommen und jeweils mit der
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (0,5 uL, 2.000 U/mL), 5 x Phusion HF Puffer (8 uL),
MgClz (2,4 uL einer 50 mM Lésung), dem dNTP-Mix (1 uL einer 100 mM Lésung) und mit den
Primern (PCR 1, 1 pL einer 40 uM Lésung) vermischt und mit dH.O auf 40 pyL aufgefillt.

AnschlielRend wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

TI[°C] t][s] Reaktionsschritt
95 30 Initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
64 30 Hybdridisierung 25 x wiederholen
72 30 Elongation

72 300 abschlieBende Elongation

4 o Lagerung

Das PCR-1-Produkt (10 uL) wurde jeweils mit der Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(0,5 L, 2.000 U/mL), 5 x Phusion HF Puffer (8 uL), MgCl. (2,4 uL einer 50 mM Ldsung), dem
dNTP-Mix (1 uL einer 100 mM Losung) und mit den Primern (PCR 2, 1 pL einer 20 uM Ldsung)
vermischt und mit dH>O auf 40 pL aufgefillt. AnschlieRend wurde folgendes PCR-Programm

verwendet:
T[°C] t][s] Reaktionsschritt
95 30 Initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
64 30 Hybdridisierung 8 x wiederholen
72 30 Elongation

72 300 abschlieBende Elongation

4 Lagerung

Das PCR-2-Produkt (10 pL) wurde jeweils mit der Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(0,5 pL, 2.000 U/mL), 5 x Phusion HF Puffer (8 uL), MgCl2 (2,4 pL einer 50 mM L&sung), dem
dNTP-Mix (1 yL einer 100 mM Lésung) und mit den vorher vermischten Primer-Paaren Index
i5 und i7 (PCR 3, 10 yL) vermischt und mit dH>O auf 40 uL aufgefillt. AnschlieRend wurde

folgendes PCR-Programm verwendet:
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Copolymer-vermittelte Verwendung von DNA-Konjugaten in organischen Lésungsmitteln

T[°C] t][s] Reaktionsschritt
95 180 Initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
55 30 Hybdridisierung 15 x wiederholen
72 30 Elongation
72 300 abschlieRende Elongation
4 o0 Lagerung

Die PCR-3-Produkte wurden mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kits (Qiagen)
aufgereinigt. AnschlieRend wurde die Konzentration der einzelnen Experimente anhand der
UV-Vis-Absorption bestimmt und aquimolar vereinigt und auf eine Konzentration von 10 nM
mit Tris-Puffer (10 mM) verdiinnt. Das Auslesen der DNA-Oligonukleotide erfolgte Uber die

Firma CeGat mittels des next generation sequencing.

8.12 Copolymer-vermittelte Verwendung von DNA-Konjugaten

in organischen Losungsmitteln

Die DNA-13b, DNA-27 und DNA-28 wurden von der Firma IDT verwendet. Die DNA-Sequenz
DNA-13b trug das 6-Carboxyfluorescein (6-FAM). Die DNA-Sequenzen DNA-25 und DNA-26
wurden von der Firma IBA Lifesciences hergestellt und trugen die Modifikation ALEXA430. Die

Sequenzen sind in Tabelle 41 dargestellt.

Tabelle 41: Die verwendeten DNA-Sequenzen fur die Copolymer-vermittelte Verwendung von DNA-Konjugaten in
organischen Lésungsmitteln.

DNA Sequenz (5’ - 3)
DNA-13b GTC TTG CCG AAT TC/36-FAM/
DNA-25 (ALEXA430) GAC GGT GAC CAATGG AATTCG GCAAGAC

(ALEXA430) TCA GAT GGA CAG CAG ACG GTG ACC AAT GGA ATT CGG
DNA-26
CAA GAC

DNA-27 GTCATGATCT
DNA-28 TTACTACCTA
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Etablierung der Copolymer-vermittelten Verwendung von DNA-Konjugaten in organischen
Lésungsmitteln

8.12.1. Etablierung der Copolymer-vermittelten Verwendung von

DNA-Konjugaten in organischen Losungsmitteln

Die DNA-13b (2 nmol, 0,04 mM, 1 Aquiv.) wurde mit dem Copolymer P4-a (50 nmol, 1 mM,
25 Aquiv.) in dH20 (5 pL) vermischt und Gber Nacht im Hochvakuum getrocknet. AnschlieRend
wurde das Ldésungsmittel der Wahl (50 uL, dH>O, MeCN, 1,2-DCE, CH.CI, oder Toluol)
zugegeben und fir 30 min gemischt. Dieses Reaktionsgemisch wurde fotografisch
aufgenommen.

Zur Kontrolle wurde die DNA-13b (2 nmol, 0,04 mM, 1 Aquiv.) in dH.0 (5 pL) geldst und tber
Nacht im Hochvakuum getrocknet. Anschlieliend wurde das Lésungsmittel der Wahl (50 pL,
CH.CI, oder Toluol) zugegeben und fiir 30 min gemischt. AnschlieRend wurde ebenfalls das
Ultraschallbad fuar 10 min verwendet. Dieses Reaktionsgemisch wurde fotografisch
aufgenommen.

Das Copolymer-DNA-Gemisch wurde anschlielend mit unterschiedlichen wassrigen
Lésungen (50 yL, dH2O, 10 Vol% NaCl-Lésung (5 M), 50 Vol% NaCl-Lésung (5 M) oder
100 Vol% NaCl-Lésung (5 M)) versetzt, gemischt und fotografisch aufgenommen. Die
organische Phase wurde abpipettiert und in einem weiteren Reaktionsgefal® gelagert.

Anschlieend wurde die Extraktion der organischen Phase wiederholt.

8.12.2. Charakterisierung der Copolymer-DNA-Interaktion in

organischen Losungsmitteln

Dynamische Lichtstreuung

Die DNA-27 (20 nmol, 0,04 mM, 1 Aquiv.) wurde mit dem Copolymer P4-a (500 nmol, 1 mM,
25 Aquiv.) in dH.O (50 uL) vermischt und Uber Nacht im Hochvakuum getrocknet.
AnschlieRend wurde das Lésungsmittel der Wahl (500 uL, dH-O, MeCN, 1,2-DCE, CHCl.
oder Toluol) zugegeben und fir 30 min gemischt.

Zur Kontrolle wurde das Copolymer P4-a (500 nmol, 1 mM, 25 Aquiv.) in dH,0 (5 pL) geldst
und Uber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Anschliefend wurde das Lésungsmittel der Wahl
(500 pL, dH20, MeCN, 1,2-DCE, CHCI, oder Toluol) zugegeben und fur 30 min gemischt.
Der hydrodynamische Durchmesser wurde mit Hilfe der DLS-Messungen bestimmt. Fir jede

Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt.

UV-Vis-Absorption

Die DNA-27 (4 nmol, 0,04 mM, 1 Aquiv.) wurde mit dem Copolymer P4-a (100 nmol, 1 mM,
25 Aquiv.) in dH>O (100 pL) vermischt und Uber Nacht im Hochvakuum getrocknet.
Anschlieend wurde das Losungsmittel der Wahl (1 mL, dH.0, MeCN, 1,2-DCE, CH2Cl. oder

Toluol) zugegeben und fir 30 min gemischt.
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Charakterisierung der Copolymer-DNA-Interaktion in organischen Lésungsmitteln

Zur Kontrolle wurde das Copolymer P4-a (100 nmol, 1 mM, 25 Aquiv.) in dH20 (100 L) geldst
und Uber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Anschlieltend wurde das Lésungsmittel der Wahl
(1 mL, dH20, MeCN, 1,2-DCE, CHCl, oder Toluol) zugegeben und fir 30 min gemischt.

Die UV-Vis-Absorption wurde in Dreifachmessungen bestimmt.
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Reaktionsschema der Amidsynthese des DNA-PEG(5)-Konjugats DNA-19..173
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Anhang

Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion

Startmaterialien
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mAU
" DNA-te
. | M/Zperechnet = 4615,2

| M/Zgefunden = 4615,3
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mAU f) m
DNA-1f | DNA-1F

"1 tr = 3,9 min " | M/Zerechnet = 4608,2 ‘

| M/Zgetungen = 46089

1254

100+

0 1 2 3 4 5 3} 7 8 9
Abbildung 59: Startmaterialien fiir die Copolymer-vermittelte Povarov-Reaktion.
Analytische HPLC (links) und MALDI-MS (rechts) des a) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1a; b) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-1b; c) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1c; d) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1d; e) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-1e; f) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1f.
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Optimierung der Reaktionsbedinqgungen der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-

Reaktion

Optimierung der Reaktionszeit und Temperatur der Copolymer P2-EA-a-vermittelten

Povarov-Reaktion
a)
mAU
100+ DNA-1a
754
504
254
o
b 7 ] : g 7 7 3 B
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mAU mAU
704
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60 754
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404 504
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10
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0 1 2 3 i 5 8 7 } B H 2 3 ; 5 g 7 s 9
d) e)
mAU mAU
75 DNA-2b W DNA-2b
50 50
254 254
0 o
1 2 ] i 5 5 7 8 9 1 3 3 4 5 g 7 ¢ 9
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Abbildung 60: Kinetik der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion mit dem DNA-Konjugat DNA-1a, 4-
tert-Butylanilin 20b und N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d bei 25 °C, siehe Tabelle 20.

a) HPLC-Chromatogramm des DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1a; b) HPLC-Chromatogramm des Experiments
Eintrag 1; c) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 2; d) HPLC-Chromatogramm des Experiments
Eintrag 3; e) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 4.
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a)
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Abbildung 61: Kinetik der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion mit dem DNA-Konjugat DNA-1a, 4-

tert-Butylanilin 20b und N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d bei 40 °C, siehe Tabelle 20.

a) HPLC-Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-1a; b) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 5; c)
HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 6; d) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 7; e)

HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 8.
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Abbildung 62: Kinetik der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion mit dem DNA-Konjugat DNA-1a, 4-
tert-Butylanilin 20b und N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d bei 50 °C, siehe Tabelle 20.

a) HPLC-Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-1a; b) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 9; c)
HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 10; d) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 11; e)
HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 12.
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Abbildung 63: Kinetik der Copolymer P2-EA-a-vermittelten Povarov-Reaktion mit dem DNA-Konjugat DNA-1a, 4-

tert-Butylanilin 20b und N-Boc-2,3-dihydro-1H-pyrrol 21d bei 60 °C, siehe Tabelle 20.

a) HPLC-Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-1a; b) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 13;
c) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 14; d) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 15.
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Variation der Olefin-Komponente

a) b)
;' DNA2b 1 i DNA-2¢
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c)
: DNA-2d =

M/Zperechnet = 4859,5
e m/defunden =4572,4

|

3000 3800 4000 4800

Abbildung 64: Untersuchung verschiedener Olefine 21d - f auf die Synthese von DNA-2b - 2d (siehe Tabelle 1).

a) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2b; b) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2c; c)
MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2d.
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Variation der Amin-Komponente
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Abbildung 65: Untersuchung verschiedener Amine auf die Synthese von DNA-Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-
c|chinolin DNA-2b, -2e - af (siche Tabelle 21).

a) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2b; b) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2e; c)
MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2f; d) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2g; €) MALDI-
MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2h; f) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2i; g) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2j; h) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2k; i) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2l; j) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2m; k) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2n; |) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-20; m) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2p; n) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2q; o) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2r; p) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2s; q) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2t; r) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2u; s) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2v; t) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2w; u) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2x; v) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2y; w) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2z; x) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2aa; y) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ab; z) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ac; aa) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ad; ab) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ae; ac) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2af.

-~ —
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Variation des DNA-Aldehyd-Konjugates
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Abbildung 66: Untersuchung verschiedener DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-1b - f auf die Synthese von DNA-
Tetrahydro-1H-pyrrolo[3,2-c]chinolin DNA-2ag - ak (siehe Tabelle 22).
a) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ag; b) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ah; c)
MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ai; d) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2aj; €)

MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-2ak.
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Copolymer-vermittelte Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

Startmaterialien
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Abbildung 67: Startmaterialien flr die Copolymer-vermittelte Boc-Entschitzung.
Analytische HPLC (links) und MALDI-MS (rechts) des DNA-Konjugats DNA-4.

Variation des Additivs
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Abbildung 68: Copolymer P1-BA-b-vermittelte Boc-Entschiitzung von DNA-4 zur Bildung von DNA-5 ohne Additiv.
Fir Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 23. a) HPLC-Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-4; b) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 1; ¢) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 4.
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Abbildung 69: Copolymer P1-BA-b-vermittelte Boc-Entschitzung von DNA-4 zur Bildung von DNA-5 mit dem
Additiv 4-tert-Butylanilin 20b oder MgCla.

Fir Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 23. a) HPLC-Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-4; b) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 2; c¢) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 5; d) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 3; e) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 6.
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Variation der Copolymer-Struktur und der Aquivalente des Copolymers
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Abbildung 70: Einfluss der Copolymer-Struktur und der Aquivalente des Copolymers auf die Copolymer-vermittelte
Boc-Entschiitzung von DNA-4 zur Bildung von DNA-5 mit dem Additiv MgClz.

Fir Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 24. a) HPLC-Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-4; b) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 1; ¢) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 2; d) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 3; e) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 4; f) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 5; g) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 6; h) HPLC-
Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-4; i) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 7; j) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 8; k) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 9; |I) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 10; m) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 11; n) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 12; o) HPLC-Chromatogramm des DNA-Konjugats DNA-4; p) HPLC-
Chromatogramm des Experiments Eintrag 13; q) HPLC-Chromatogramm des Experiments Eintrag 14.
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Copolymer-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion
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Abbildung 71: Startmaterialien fur die Copolymer-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion.
Analytische HPLC (links) und MALDI-MS (rechts) des a) DNA-Konjugats DNA-1g; b) DNA-Konjugats DNA-1a; c)
DNA-Konjugats DNA-8a.
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Optimierung der Reaktionsbedingungen

Variation der Konzentrationen des Copolymers P1-BA-a und der Reaktionstemperatur

a) b)
. DNA6a i DNA6a
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Abbildung 72: Effekt von verschiedenen Konzentrationen von Copolymer P1-BA-a und Temperaturen auf die
Pictet-Spengler-Reaktion mit dem DNA-1g-Konjugat und Tryptamin 42b.
Fir Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 25. a) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 1; b) MALDI-MS-

Spektrum des Experiments Eintrag 2; c) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 3; d) MALDI-MS-
Spektrum des Experiments Eintrag 4.
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Variation der Konzentrationen des Copolymers P2-BA und der Reaktionstemperatur
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Abbildung 73: Effekt von verschiedenen Konzentrationen von Copolymer P2-BA und Temperaturen auf die Pictet-
Spengler-Reaktion mit dem DNA-1g-Konjugat und Tryptamin 42b.

Fur Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 25. a) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 5; b) MALDI-MS-
Spektrum des Experiments Eintrag 6; ¢c) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 7; d) MALDI-MS-Spektrum
des Experiments Eintrag 8.
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Anhang

Variation des Co-Lésungsmittels, der Reaktionstemperatur und der Aquivalente des

Tryptophanmethylesters 42¢c
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Anhang
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Abbildung 74: Variation des Co-Lésungsmittels, der Reaktionstemperatur und der Aquivalente des
Tryptophanmethylesters 42c¢ in der Copolymer P1-BA-a-vermittelten Pictet-Spengler-Reaktion mit dem DNA-1g-
Konjugat.

Fur Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 25. a) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 9; b) MALDI-MS-
Spektrum des Experiments Eintrag 10; c) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 11; d) MALDI-MS-
Spektrum des Experiments Eintrag 12; e) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 14; f) MALDI-MS-
Spektrum des Experiments Eintrag 15; g) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 16; h) MALDI-MS-
Spektrum des Experiments Eintrag 17; i) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 18; j) MALDI-MS-Spektrum
des Experiments Eintrag 19; k) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 20; |) MALDI-MS-Spektrum des

Experiments Eintrag 21; m) MALDI-MS-Spektrum des Experiments Eintrag 22; n) MALDI-MS-Spektrum des
Experiments Eintrag 23.
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Anhang

Variation der Amin-Komponente
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Abbildung 75: Untersuchung verschiedener Amine in der Pictet-Spengler-Reaktion mit DNA-1g (siehe Tabelle
26).

a) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-6a; b) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-6b; c)
MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-6¢c; d) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7a; e)
MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7b; f) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7c; g) MALDI-
MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7d; h) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7e; i) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-6¢ nach vier Tagen Reaktionszeit; j) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats
DNA-7a nach vier Tagen Reaktionszeit; k) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7b nach vier Tagen
Reaktionszeit; |) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7¢ nach vier Tagen Reaktionszeit; m) MALDI-MS-
Spektrum des Roh-Konjugats DNA-7d nach vier Tagen Reaktionszeit; n) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats
DNA-7e nach vier Tagen Reaktionszeit.
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Anhang

Variation des DNA-Startmaterials

Variation der Reaktionstemperatur mit dem DNA-1a-Konjugat

a) b)
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Abbildung 76: Variation der Reaktionstemperatur in der Copolymer P1-BA-a-vermittelten Pictet-Spengler-
Reaktion mit dem DNA-1a-Konjugat.

a) MALDI-MS-Spektrum des Experiments mit einer Reaktionstemperatur von 25 °C; b) MALDI-MS-Spektrum des

Experiments mit einer Reaktionstemperatur von 40 °C; ¢) MALDI-MS-Spektrum des Experiments mit einer
Reaktionstemperatur von 50 °C.
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Anhang

Variation des Aldehyds mit dem DNA-8a-Konjugat
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Abbildung 77: Untersuchung verschiedener Aldehyde in der Pictet-Spengler-Reaktion mit DNA-8a (siehe Tabelle

27).

a) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-9a; b) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-9b; c)
MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-9c; d) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-9d; e)
MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-9e; f) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-9f.
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Anhang

Copolymer-vermittelte Suzuki-Miyaura-Reaktion

Startmaterialien
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Abbildung 78: Startmaterialien flur die Copolymer-vermittelte Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung.
Analytische HPLC (links) und MALDI-MS (rechts) des DNA-Konjugats DNA-10a.
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Anhang

Optimierung der Reaktionsbedingungen

Variation der Aquivalente und Konzentrationen des Copolymers P3, sowie der

verwendeten Base
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h)
mAU
ool ;‘:DNA_1 1a 4655506
DNA-10 = ‘m/zberechnet = 4657,2 ‘
“ ‘-:&‘m/zgefunden =4590,1 ‘
| 46555
407 1.00
DNA-11a |
30 are]
. ol
104 | ‘
f
| i
" ‘ . w-w.."iw““‘k'.s'w..
H ] 3 H : i 7 N o e oo o T S R

min

" DNA-11a
75 DNA-10 1 |M/Zperechnet = 4657,2 sy ‘
M/Zgetungen = 4511,9 | ‘
4591,2 f
50 | 4656.3 Pl
DNA-11a :
25+ - |
-_%
o4 : o u.m‘H]"IM‘;J‘ wf"lir‘m.

A ————

i)

mAU

0 1 2 3 4 5 6 7 g g weo | s w40 R =
- min
)
mAU
| s
= DNA-11a
250 DNA-10 M/Zperechnet = 4657,2
m/ZQefunden =4591,3
200+ 8000
150
1004
50 e |
i
Il
k8 bobibdhadon " MM'MJI.. " :
T T T T , T T T . . Wi b .
0 3 4 5 6 7 8 9 01 3500 4000 4500 5000 5500 S
min
k)
mAl
70 3 wies 508451
DNA-11b : |DNA-11b
e | M/Zperechnet = 4589,2
o "'m/defunden =4589,5
40
304 |
204 DNA-10
10 I
| i
e | Tt
: T T T T T T T o |
0 ] 2 3 N K g 7 3 9 ik oo sden -
min

241
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1)

mAU

° DNA-11b EWDNA-Mb peye
\M/Zperechnet = 4589,2 |

saco-{

m)
mAU
" DNA-11b i "IoNA-11b
7 ‘:5:m/zberechnet =4589,2
1 A Em/zgefunden =4588.3
20 .
10 _
k. |‘l|‘! 1
" “....__Wq,_,\.u

i 2 3 4 5 8 7 3 g e T e e e I
Abbildung 79: Effekt von verschiedenen Aquivalenten und Konzentrationen von Copolymer P3, sowie der Base
auf die Suzuki-Miyaura-Reaktion mit dem DNA-10a-Konjugat, 4-(Trifluoromethyl)phenylboronsaure 59b und
Phenylboronsaure 59c.

Fir Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 28. a) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von
Experiment Eintrag 1; b) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 2; c)
HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 3; d) HPLC-Chromatogramm (links)
und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 4; e) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von
Experiment Eintrag 5; f) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 6; g) HPLC-
Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 7; h) HPLC-Chromatogramm (links) und
MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 8; i) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von
Experiment Eintrag 9; j) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 10; k)
HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 11; I) HPLC-Chromatogramm (links)
und MALDI-MS (rechts) von Experiment Eintrag 12; m) HPLC-Chromatogramm (links) und MALDI-MS (rechts) von
Experiment Eintrag 13.
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Variation der Arylboronsaure
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Abbildung 80: Untersuchung verschiedener Boronsauren 59a - m auf die Synthese von DNA-Bipyridin-Konjugaten
DNA-11a - m (siehe Tabelle 29).

a) MALDI-MS-Spektrum des Startmaterials DNA-10a; b) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-11b; c)

MALDI-MS-Spektrum
MALDI-MS-Spektrum
MALDI-MS-Spektrum
MALDI-MS-Spektrum
MALDI-MS-Spektrum

Roh-Konjugats DNA-11a; d) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-11c; e)
Roh-Konjugats DNA-11d; f) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-11e; g)
Roh-Konjugats DNA-11f; h) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-11g; i)
Roh-Konjugats DNA-11h; j) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-11i; k)
Roh-Konjugats DNA-11j; 1) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-11k; m)

MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-111; n) MALDI-MS-Spektrum des Roh-Konjugats DNA-11m.
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Anhang

Affinitats-Aufreinigung

Startmaterialien
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Abbildung 81: Startmaterialien fur die Affinitats-Aufreinigung.
Analytische HPLC (links) und MALDI-MS (rechts) des a) DNA-Konjugats DNA-13a; b) DNA-Konjugats DNA-13b;
c) DNA-Konjugats DNA-14a.
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Anhang

Etablierung der Affinitits-Aufreinigung

Priifung einer selektiven und unselektiven Bindung der DNA-12b an die Agarose-Matrix

mit und ohne Cu/Ligand/Na-Ascrobat-Gemisch

Abbildung 82: Priifung einer selektiven und unselektiven Bindung der DNA-12b an die Agarose-Matrix mit und
ohne Cu/Ligand/Na-Ascrobat-Gemisch.

Bilder der Mobicols a) mit der Matrix-DNA-12b nach der CuUAAC-Reaktion (113) und ohne CuAAC-Reagenzien
(114); b) mit der Matrix-DNA-12b nach dem dreifachen Waschen mit dH20, EDTA (0,1 M) und dH20.

Priifung verschiedener Waschbedingungen nach der CUAAC-Reaktion von Matrix-DNA-
12b

Abbildung 83: Prifung verschiedener Waschbedingungen nach der CUAAC-Reaktion von Matrix-DNA-12b.
Bilder der Mobicols mit der Matrix-DNA-12b (112, 113) a) vor dem Waschen; nach dem Waschen mit b) dH20; c)
EDTA (0,1 M); d) dH20; e) DMF; f) MeOH; g) MeCN; h) CH2Cl2 und i) dH20.
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Anhang

Hybridisieren eines komplementaren DNA-Strangs DNA-13a und DNA-13b an der
Matrix-DNA-12a

a) b) c)

Abbildung 84: Hybridisieren eines komplementaren DNA-Strangs DNA-13a und DNA-13b an der Matrix-DNA-
12a.

Bilder der Mobicols a) mit der Matrix-DNA-12a nach der CuAAC-Reaktion; b) nach dem Hybridisieren von DNA-

13b (109) und DNA-13a (110) an die Matrix-DNA-12a; c) dem dreifachen Waschen mit dH20, EDTA (0,1 M), dH20,
DMF, MeOH, MeCN, CH2Cl2 und dH20.
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Anhang

Hybridisieren eines komplementiaren DNA-Strangs DNA-13b and die Matrix-DNA-12a in

verschiedenen Puffern
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Abbildung 85: Hybridisieren eines komplementdren DNA-Strangs DNA-13b and die Matrix-DNA-12a in
verschiedenen Puffern.

Bilder der Mobicols mit der Matrix-DNA-12a und Matrix (111). a) vor dem Hybridisieren; b) nach der Zugabe von
DNA-13b zu der Matrix-DNA-12a mit dem T4-Ligase Puffer (10-fach, 110), Hybridisierungs-Puffer (1-fach: 108,
111; 10-fach: 109); c) nach dem Hybridisieren; d) nach dem Waschen mit dH20; e) nach dem zweifachen Waschen
mit dH20; f) nach dem Waschen mit EDTA (0,1 M); g) nach dem Waschen mit dH20; h) nach dem Waschen mit
DMF; i) nach dem Waschen mit MeOH; j) nach dem Waschen mit MeCN; k) nach dem Waschen mit CH2Clz; I) nach
dem Waschen mit dH20.
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Anhang

Priifung verschiedener Elutionsbedingungen nach der Hyridisierung von DNA-13b an
Matrix-DNA-12a
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Abbildung 86: Prifung verschiedener Elutionsbedingungen nach der Hyridisierung von DNA-13b an Matrix-DNA-
12a.

Bilder der Mobicols mit der Matrix-DNA-12a a) nach dem Hybridisieren und Waschen von DNA-13b mit dem T4-
Ligase Puffer (10-fach, 110) und Hybridisierungs-Puffer (10-fach: 109). Die Elution erfolgte durch die Inkubation
(2 min) mit b)-e) dH20 : MeCN (50 % oder 80 % org. Lésungsmittel) bei Raumtemperatur und 60 °C; f) - i)
dH20 : MeOH (50 % oder 80 % org. Losungsmittel) bei Raumtemperatur und 60 °C; j) - m) dH20 : EtOH (50 % oder
80 % org. Lésungsmittel) bei Raumtemperatur und 60 °C; n) - p) wassriger NaOH-L&ésung (0,1 mM, 1 mM, 10 mM).

Optimierung der Affinitats-Aufreinigung
CuAAC-Reaktion: Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b

a) Y) CRick reachon P caic vreockion
CRick reaction oL\l hageen ofter Terim fugodion
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.

)
r CRick reof.*\‘en ‘ 2 y ‘“ﬂ
aH,0 (x2), EDTA (0aW) dH;0 (x2), EDTA (04M) 3%
" - : ? » -

Abbildung 87: CuAAC-Reaktion: Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b.
Bilder der Mobicols mit der Matrix-DNA-12a/-12b (115-121) hergestellt mit den Bedingungen in Tabelle 32 a) vor
dem Waschen; nach dem Waschen mit b) dH20; c) dH20; d) EDTA (0,1 M); e) dH20.
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Priifung verschieden konzentrierter wassriger NaOH-Lésungen fiir die Elution von DNA-
13b

Abbildung 88: Prifung verschieden konzentrierter wassriger NaOH-Lésungen fiir die Elution von DNA-13b.
Bilder der Mobicols mit der Matrix-DNA-12a/-12b (115-121) hergestellt mit den Bedingungen in Tabelle 32 a) vor
der Elution und nach der Inkubation (2 min) mit b) - d) wassriger NaOH-Losung (1 mM); e) - g) wassriger NaOH-
Lésung (5 mM); h) - j) wassriger NaOH-Ldsung (10 mM); k) - m) wéassriger NaOH-Loésung (100 mM).
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Tabelle 42: Mittelwerte der UV-Vis-Absorption der Elution von DNA-13b mit verschieden konzentrierter wassriger
NaOH-Lésung.

wassrige NaOH-

Losung 1 mM 5 mM 10 mM 100 mM 1™
Eintrag

115 0,23 0,06 0,07 0,44 0,18
116 0,25 0,08 0,11 0,36 0,15
117 0,13 0,08 0,03 0,80 0,32
118 0,54 0,03 0,40 0,74 0,11
119 0,54 0,05 0,03 1,31 0,22
120 0,56 0,39 0,04 0,17 0,26
121 0,61 0,19 0,09 0,04 0,13

Priifung einer wassrigen Ammoniak-Loésung fiir die Elution von DNA-13b
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Abbildung 89: Prifung einer wassrigen Ammoniak-L6sung fiir die Elution von DNA-13b.

Bilder der Mobicols mit der Matrix-DNA-12a/-12b (115-120) hergestellt mit den Bedingungen in Tabelle 32 a) vor
der Elution und nach der Inkubation (2 min) mit b) wassriger Ammoniak-Losung (32 %); c) mit nachfolgendem
Wachsen mit dH20; d) wassriger Ammoniak-Lésung (32 %); e) mit nachfolgendem Wachsen mit dH2O; f) nach der
Elution.

Tabelle 43: Mittelwerte der UV-Vis-Absorption der Elution von DNA-13b mit einfacher und zweifacher wassriger
Ammoniak-Lésung.

Eintrag
wassrige 115 116 117 118 119 120
NHs-LOsung
1 x50 pL 1,20 1,49 1,15 1,28 1,05 1,21
2 x 50 yL 0,29 0,23 0,46 0,37 0,31 0,32

252



Anhang

CuAAC-Reaktion: Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b und
einmalige Wiederholung der CUAAC-Reaktion
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Abbildung 90: CuAAC-Reaktion: Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b und einmalige
Wiederholung der CuAAC-Reaktion.

Bilder der Mobicols mit der Matrix-DNA-12a/-12b (122-128) hergestellt mit den Bedingungen in Tabelle 33 a) nach
der zweiten CuAAC-Reaktion und dem Waschen mit dH20, EDTA (0,1 M) und dH20; b) und dem transfer in ein
neues Reaktionsgefal3; c) und d) nach dem Hybridisieren mit DNA-13b und Waschen mit dH20, EDTA (0,1 M),
dH20, DMF, MeOH, MeCN, CH2Clz2 und dH20; €) und f) nach der Elution (2 x 2 min) mit wassriger Ammoniak-
Losung (32 %) und dH20.

Tabelle 44: Mittelwerte der UV-Vis-Absorption der Elution von DNA-13b mit zweifacher wéassriger Ammoniak-
Lésung mit Variation der Menge an Agarose-Matrix und DNA-12a/-12b und einmalige Wiederholung der CuAAC-
Reaktion (siehe Tabelle 33).

Eintrag 122 123 124 125 126 127 128

E260 nm 1,58 1,60 1,57 1,21 1,99 1,80 0,42
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Variation der Hybridisierungstemperatur

a) b)
" - AH« Q‘IA‘QI (\ﬁ“\‘*\\:’
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25% SS°C R 26% SS°C 3ASC

Abbildung 91: Variation der Hybridisierungstemperatur.
Bilder der Filtersaulen mit Matrix-DNA-12a/-12b nach der Hybridisierung von DNA-13b bei den Temperaturen

25 °C, 55 °C und 75 °C und a) nach dem Waschen mit dH20, EDTA (0,1 M), dH20, DMF, MeOH, MeCN, CHzCl2
und dH20 und b) nach der Elution (2 x 2 min) mit wassriger Ammoniak-Lésung (32 %) und dH20.
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Copolymer-vermittelte DNA-kodierte Molekiilbibliothek

Computer-gestiitzte Auswahl der Molekiilbausteine und Generierung der DNA-

Barcodes

KNIME®-Arbeitsablauf fiir die Auswahl geeigneter Molekiilbausteine

RDKit Functional RDKit Molecule RDKit Descriptor
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Sy, > 2 4 > O 4 > o >
D e @ [
Einlesen Filtern nach Herausfiltern von  Molekulargewicht

Excel Datei funktionellen Gruppen

PAINS

berechnen

Abbildung 92: KNIME®-Arbeitsablauf fiir die Auswahl geeigneter Molekiilbausteine.

Generierung der DNA-Barcodes
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Abbildung 93: Einstellungen des Programms SequenceGenerator zur Generierung von DNA-Barcodes fur die

Molekilbausteine der Copolymer-vermittelten DNA-kodierten Molekdlbibliothek.
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Zyklus 1
Auflistung der kodierten Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren 64a und 64d - aa

Tabelle 45: Amidsynthese der 25 verschiedenen Aldehyd-funktionalisierten Carbonsauren 64a und 64d - aa an die
DNA-19 und der dazugehoérige DNA-Barcode mit dem Mittelwert der gemessenen Absorption der aufgereinigten
DNA-Konjugate.

1) HATU, DIPEA,
0o DMF, (o)
Mooz \“CJ)LH RT, 3x2,5h H\'rQ)LH
) HO. —> N
2) AMA, RT, 4 h i "
Y Wy
DNA-19 64a, 64d-aa DNA-20a-y
Aldehyd-funktionalisierte Produkt DNA-Barcode / E
Carbonséaure (5 -CTCT - XXXXXXXX - ACCT -3’) —260nm
64h pov CTCTCAAC 61,7
Oa
. DNA-
64i 20b CTTCTCTC 54,4
64j DNA- CCTAATTC 61,0
20c
(o] O/
—0
4 DNA-
64k o s od TAACTTCA 61,7
(o]
o_
641 oY, DNA- CACCATCA 41,0
HO N 20e
H
o
o/
64m o ! N DNA-20f TTAATTCC 51,8
o )
o=
0 o
64d N TTCACATT n.d.

HO 20g
Y
|
(o}
No DNA-
64e HoO %ojg/\ 20h TTTATACC 52,2
o

64n HO 0 DNA-20i CTCCAATC 55,1
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Fortsetzung Tabelle 45
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DNA-
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DNA-
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DNA-
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DNA-
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DNA-
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DNA-
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DNA-
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DNA-
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DNA-
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DNA-
20u
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TATCACAC

AACTCCAC

CTTCACTA

CCAACTAT
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40,7

41,7

56,1
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36,0
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44,3

15,1
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Fortsetzung Tabelle 45

64z

64aa

64a

649

DNA-
20v

DNA-
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DNA-
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DNA-
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Abbildung 94: Analyse der DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-20a - y des ersten Synthesezyklus der MiDEL-Synthese

(siehe Anhang Tabelle 45).

Praparative HPLC (oben), analytische HPLC (unten, links) und MALDI-MS (unten, rechts) des a) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-20a; b) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20b; c) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20c; d) DNA-
Aldehyd-Konjugats DNA-20d; e) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20e; f) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20f; g) DNA-
Aldehyd-Konjugats DNA-20g; h) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20h; i) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20i; j) DNA-
Aldehyd-Konjugats DNA-20j; k) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20k; |) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20I; m) DNA-
Aldehyd-Konjugats DNA-20m; n) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20n; o) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-200; p)
DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20p; q) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20q; r) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20r; s)
DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20s; t) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20t; u) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20u; v)
DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20v; w) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20w; x) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20x;

y) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-20y.
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Enzymatische Ligation der DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-20a - y
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Abbildung 95: Visualisierung der ersten Ligation der DNA-Aldehyd-Konjugate DNA-20a -y mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel) (siche Anhang Tabelle 45).
M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder).
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Zyklus 2
Startmaterialien DNA-1a, e, f, h - s fiir die Validierung der DNA-Aldehyd-Konjugate und

der Aniline in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion
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mAU m)

" DNAAr
s m/zberechnet =4614,6
m/defunden = 4614,5

100+
754
50+

25+

0 b My
T T T T T T T T T T k‘*&——v—-—-v——»—-—o—
1 2 3 4 5 5 7 8 9 ) : o e
mAU I’I) -
~'|DNA-1s . DNA-s
fr = 4,8 min m/zberechnet =4621,0
207 | M/Zgetungen = 4621,0
150
100 |
I“
50 ‘
*{Mﬁ
|
it e ‘*‘““W« M
0 1 2 3 H 5 8 7 2 9
mAU o) mn
DNA-1a " DNA-1a
1004 fr = 3,9 min - m/zberechnet =4571,0
' m/defunden = 4573,2
754
50+
7|
ﬁ I ,‘[j\
0 e et A T
0 1 2 3 a 5 8 7 8 g i .

min

Abbildung 96: Startmaterialien DNA-1a, e, f, h - s fur die Validierung der DNA-Aldehyd-Konjugate und der Aniline
in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion (siehe Tabelle 35).

Analytische HPLC (links) und MALDI-MS (rechts) des a) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1h; b) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-1i; c) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1j; d) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1k; e) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-11; f) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1m; g) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1e; h) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-1n; i) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-10; j) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1p; k) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-1f; |) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1q; m) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1r; n) DNA-Aldehyd-
Konjugats DNA-1s; o) DNA-Aldehyd-Konjugats DNA-1a.
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Validierung der Molekiilbausteine DNA-1a, e, f, h-s in der Copolymer-vermittelten

Povarov-Reaktion
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Abbildung 97: Validierung der Molekiilbausteine DNA-1a, e, f, h -s in der Copolymer-vermittelten Povarov-
Reaktion (siehe Tabelle 35).

Analytische HPLC (links) und MALDI-MS (rechts) des a) Roh-Konjugats DNA-2al; b) Roh-Konjugats DNA-2am; c)
Roh-Konjugats DNA-2an; d) Roh-Konjugats DNA-2a0; €) Roh-Konjugats DNA-2ap; f) Roh-Konjugats DNA-2aq; g)
Roh-Konjugats DNA-2aj; h) Roh-Konjugats DNA-2ar; i) Roh-Konjugats DNA-2as; j) Roh-Konjugats DNA-2at; k)
Roh-Konjugats DNA-2ak; |) Roh-Konjugats DNA-2au; m) Roh-Konjugats DNA-2av; n) Roh-Konjugats DNA-2aw;
0) Roh-Konjugats DNA-2b.
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Validierung der Aniline 20ae - as in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion
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Abbildung 98: Validierung der Aniline 20ae - as in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion (sieche Tabelle
36).

MALDI-MS des a) Roh-Konjugats DNA-2ax; b) Roh-Konjugats DNA-2ay; c) Roh-Konjugats DNA-2az; d) Roh-
Konjugats DNA-2ba; e) Roh-Konjugats DNA-2bb; f) Roh-Konjugats DNA-2bc; g) Roh-Konjugats DNA-2bd; h) Roh-
Konjugats DNA-2be; i) Roh-Konjugats DNA-2bf; j) Roh-Konjugats DNA-2bg; k) Roh-Konjugats DNA-2bh; |) Roh-
Konjugats DNA-2bi; m) Roh-Konjugats DNA-2bj; n) Roh-Konjugats DNA-2bk; o) Roh-Konjugats DNA-2bl.
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Auflistung der kodierten Amin-Komponente 20c, g, i, w, x, ae - bn

Tabelle 46: Verwendete Amine 20c, g, i, w, x, ae - bn in der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion fir den
zweiten Syntheseschritt der MiDEL-Synthese mit den dazugehdérigen DNA-Barcodes und der Mittelwert der UV-
Vis-Absorption nach der Boc-Entschitzung.

NH,

X

H | ¢
«N H \R1
Wﬂ.ﬁvwm . oder F NBoc Copolymer P2-EA-a (0.5 mM) —R oder
- °c /o
e H N, H,0/ EtOAc (5%), 40 °C, 18h NBoc NBoc

N -R?
A 2 ‘V N R Affinitats- Aufrelnlgung

mit Matrix-DNA-22

pool-DNA-20a-y 20c, g, i, w, X, 21d DNA-21a-ao
20ae-bn
H H
%‘Jl/\}m oder /Ej;lii‘n—,;z Copolymer P2-EA-d (0.5 mM), %J\/}R oder %L
MgCl,,
NBoc NBoc H,0,50 °C, 4 h
DNA-21a-ao ethanolische Fallung DNA-23a-ao
Amin DNA-Barcode // Epso Produkt
(5’ -GTAT - XXXXXXXX- 3")
NH,
20ae /©/F GGGACCAA 5,61 DNA-21a
NH,
20at “ CACGTTTT 5,44 DNA-21b
HO
- /9 NH,
20af d/s @\ CGGAATAT 4,98 DNA-21c
NH,
O _F
20ag \Fr ATTGACGA 4.82 DNA-21d
F
NH,
20au © GCGGGTAT 5,71 DNA-21e
O<__NH
T
7
NH,
20av /©/ ¢l CACTGTCA 3,12 DNA-21f
o
NH,
20aw /©/ GTGTCATC 5,89 DNA-21g
HO
NH,
20ax ﬁf\ GGCAGTCC 5,33 DNA-21h
F F
NH,
0\/
20ay AGCCTGAC 5,68 DNA-21i
F

283



Anhang

Fortsetzung Tabelle 46

20g

20ah

20ai

20az

20ba

20bb

20aj

20ak

20bc

20al

20bd

20am

20an

20be

OH

TTAGCCTC

GGTCCTTT

TGATACCC

GGGCCTAG

TACTGCCT

GACAGATT

GCGGCCTT

TGCCGCTT

AGGTCGCC

CCGCGGCG

GAACGGCT

TGTCATGG

ATTCCAAT

CTTTACCG

5,00

5,39

5,83

5,36

4,91

5,41

5,56

5,22
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5,08
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DNA-21u

DNA-21v

DNA-21w
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Fortsetzung Tabelle 46
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CCCGTCAG

TTCCGATC

TGCGTGGC

GGATAGTA

TCATCAGG

AGGAGTCG

TATCCGGT

ATTGCGTA

TATTGGTA

AGCTACGC

ACAGCTAT

5,15

5,36

5,39

4,88

5,13

5,42

4,97

5,01

5,49

5,39

5,34

5,33

DNA-21x

DNA-21y

DNA-21z

DNA-21aa

DNA-21ab
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DNA-21ad

DNA-21ae
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Fortsetzung Tabelle 46

20c GGGTACAG 5,50 DNA-21aj

5
NH,
20bl ©/°\ GTCAACAG 5,24 DNA-21ak
(N>Hz
e

20bm AGTTAATT 542  DNA-21al
NH,
F
20bn TGACCGCC 543  DNA-21am
F
20w \N,’_"\T"“z CTGCGGTA 502  DNA-21an
20x /\rri\f"“z ACGCAGAA 548  DNA-21ao

Enzymatische Ligation der DNA-Konjugate DNA-23a - ab

DNA-23
M a b c d e f g h i j k | m n M
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Abbildung 99: Visualisierung der zweiten Ligation nach der Copolymer-vermittelten Povarov-Reaktion und Boc-
Entschiitzung der DNA-23a - ab mit Hilfe der Gel-Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel) (sieche Anhang Tabelle
46).

M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder).
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Zyklus 3

Auflistung der kodierten Carbonsauren 23a - dc

Tabelle 47: Verwendete Carbonsauren 23a - dc in der Amidsynthese flir den dritten Syntheseschritt der MiDEL-
Synthese mit den dazugehdrigen DNA-Barcodes.

EDC*HCI, HOAt, DIPEA,
MOPS-Puffer/DMSO,

H n RT, 18 h,
. N L, 2NN, ) o Wiederholung: RT, 4 h,
& | /_R oder P N=R" + Hob - -
ethanolische Fallung,
NH NH Affinitats-Aufreinigung

pool-DNA-23a-ao

23a-dc

e Mdehyd A

N
* \ 1
* | _R

* =

oder

N

(‘50
DNA-24a-dc

DNA-Barcode /I/

(5" -CCTA - XXXX XXXX- 3’)

23c

23d

23e

23f

239

23h

23i

23

23k

231

23m

23n

230

GGGCTGAA

ACCAGCAC

TAGGTAAA

TGGTGATA

GCGATCGT

ATCGGTTC

ATCCCTCT

AAACTTCC

TGCGGTCA

TAGAGAGT

CGATCACT

ATATACGT

TCGCTTAG

ATCGGACT
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Fortsetzung Tabelle 47

23p

23q

23r

23s

23t

23u

23v

23w

23x

23y

23z

23aa

23ab

23ac

23ad

23a

23ae

HN-NH
o)
_N
SN NoH
oAF
N\ N-N o©
N—4 |
N OH
o)
N +
N—N
/
o)
(/\N A OH
N= \F
o)
0 OH
N\
o)

o
Ao
S

N

o)

N

z | OH

N

0 _N__0
o)
HN__~

CGACAGAC

CTTACCGA

AACACTGT

GCGTCCCA

AGGGTTGC

AAAGCGCG

TCCATTAC

GGGACTGT

TTTGCTAG

TTTTAGAA

GCTATCCC

TGATGAGC

TCGCCACA

GTTCTTCG

TGAGAAAG

AGTGCTCA

CAGCAATA
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Anhang

Fortsetzung Tabelle 47

23af

23ag

23ah

23ai

23aj

23ak

23al

23am

23an

23ao

23ap

23aq

23ar

23as

23at

23au

23av

23aw

23ax

— O
S,
[0}

_— O
0\ ~
N OH
(o]
(o)
/>< \)LOH

TATGTAGC

AAAAGGGT

TCCAACAT

AAATCTCA

AGGGCTTG

TGCGCGTA

AGTGTAGA

TTCTCGAG

TGGCACTC

CCTAACTT

ACCGTTGT

CCCCGATT

TCTCTATG

GCAGACTC

GAAAGGTA

CCGGCTGT

TATTATGC

AGAGAGCT

CACACGTC
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Fortsetzung Tabelle 47

H
23ay ° "l OH CAGGGATG
NS
(o]
23az WOH GGCTGCCG
\ NH
[o]
o
23ba WOH TAAATTGG
NH
(o]

23bb HNﬁ:Lm* CCTCGCTA
(o) (o]
(o]
Nq)LOH ACAGGCGA

23bc
\S’N
F (o]
23bd m GGCCATGA
OH
(o]
23be NS, GACGTTAA
(o]
23bf N’*Hko'* AATGGAAG
\_NH
(o]
23bg (/\/©)\0H TCCGAGCA
N
(o]
23bh HN'NfLOH AGCAGGGC
\N,
(o]
23bi ANy om TTACTCTG
\N'N
(o]
23bj N on CTATGAAC
\So)
(o]
23bk «Nw)LOH AGTATGTA
HN-N
Yo
23bl - ),/N\)LOH CAAGAGTG
(o]

(o]
23bm \HN'\JI‘LOH ACGGGCTG
N (o]

23bn Xy~ "oH GCTGAAGA

23bo q j\)"Lo_ - GGGTTCTT

290



Anhang

Fortsetzung Tabelle 47

23bp

23bq

23br

23bs

23bt

23bu

23bv

23bw

23bx

23by

23bz

23ca

23chb

23cc

23cd

23ce

23cf

GGTAAGCA

CCGCTCGG

CTAGCGAC

TCCCGTCT

ACGCCCAT

GGCTCAAG

CCCGGAGA

AGTAGAAC

TGGGTCGA

ACTATCAG

TAGGCTCT

CCATCCAG

CTATTCAA

CGAGTGCC

CAGGTGCA

TGTGCAGG

ATGACTAG

291



Anhang

Fortsetzung Tabelle 47

23cg

23ch

23ci

23cj

23ck

23cl

23cm

23cn

23co

23cp

23cq

23cr

23cs

23ct

23cu

23cv

23cw

/@\/?L
NZ OH
(o]
Né/‘LOH

H o
@:Eij/lOH
N P

2"\
7\
o]

I

CCGAAAGA

ACCACATT

GTTAATTA

GTTATAGT

TAGGGCCG

GCACGCGC

TACAGCGG

AGCATATG

TCAGGGAA

TGGAAGAT

TGCTTAGA

TGCTGTGT

TGCGCTCA

TGCCTTAG

TGCCTCTA

TGCCTACT

TGCACCTT
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Anhang

Fortsetzung Tabelle 47

o
23cx HNSNs om TGATGCTT
N ~
o
23cy CC’)L OH TGATAAGG
NH
\_/
(o]
23cz HN/TH(OH TGAGGAGC
\N’
o
23da ﬁ oH TGACATGT
o N
H
Cl o
23db T oH TGACACTG
HN

HN— o
23dc OAH],,,'WLOH TGTTAGGT

Enzymatische Ligation der DNA-Konjugate DNA-24a - dc

DNA-24a-dc
M b o ab an ba bn M ca cn j ah bg cf M

Abbildung 100: Visualisierung der dritten Ligation mit den DNA-Konjugaten DNA-24a - dc mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel) (sieche Anhang Tabelle 47).
M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder).
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Anhang

Amidsynthese der DNA-Konjugate DNA-24a - dc mit den Molekiilbausteinen 23a - dc
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FrHDD 9990000660666
«® /()()( o0 /,,.»

A.)
5 ®
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Abbildung 101: Mikrotiterplatte mit den Produkten der Amidsynthese des dritten Syntheseschrittes der MiDEL-
Synthese nach der dreifachen ethanolischen Fallung (siehe Anhang Tabelle 47).
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Anhang

Selektionsexperimente der Copolymer-vermittelten Molekiilbibliothek

Selektionsexperiment-spezifische DNA-Barcodes

Tabelle 48: Selektionsexperimente mit den zugeordneten DNA-Barcodes und der Mittelwert der UV-Vis-Absorption

der aufgereinigten PCR-3-Produkte.

Protein Abweichungep von dena Sequenz Sequepz = o
Standard-Bedingungen Index i7 Index i5

MKK-7 CTAGTACG TATCCTCT 0,95
hTEAD4 TTCTGCCT TATCCTCT 1,11
MDM2 GCTCAGGA TATCCTCT 0,81
Bcl-xL AGGAGTCC TATCCTCT 1,52
XIAP CATGCCTA TATCCTCT 1,33
NKD2 TCGCCTTA AGAGTAGA 1,42
CXCL4 CTAGTACG AGAGTAGA 1,24
BAG3 TTCTGCCT AGAGTAGA 1,41
- kein immobilisiertes Zielprotein GCTCAGGA AGAGTAGA 1,61
- Streptavidin-Klgelchen AGGAGTCC AGAGTAGA 1,40
hTEAD4palm. palmityliertes hnTEAD4 CATGCCTA AGAGTAGA 1,28
hTEAD4 10 ug Protein TCGCCTTA GCGTAAGA 1,96
hTEAD4 500 fmol MiDEL CTAGTACG GCGTAAGA 1,92
hTEAD4 Wiederholung Eintrag Nr. 2 TTCTGCCT GCGTAAGA 2,11
hTEAD4 Penaturlerung des Prolens bel - GcTcAGGA GCGTAAGA 192
hTEAD4 : ;gfk‘fiigﬁggfgeor'i?ne:r‘]’; AGGAGTCC GCGTAAGA 1,65
- amplifizierte MiDEL CATGCCTA GCGTAAGA 1,65

2 Das Protein (5 ug) wurde an den magnetischen Kigelchen immobilisiert und anschlieRend mit der MiDEL
(250 fmol) fiir 45 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die nicht-bindenden Molekile durch Waschschritte
entfernt und die gebundenen Molekile durch eine Hitzedenaturierung bei 80 °C fiir 5 min eluiert. Die DNA-
Sequenzen der gebundenen Molekiile wurden amplifiziert und aufgereinigt. ® Die Menge der aufgereinigten PCR-

3-Produkte wurde mit Hilfe der UV-Vis-Absorption bestimmt.
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Anhang

PCR-Vervielfaltigung (PCR 1)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 M 15 16 17
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Abbildung 102: Visualisierung der PCR-Vervielfaltigung der Selektionsexperimente (siehe Tabelle 15) mit Hilfe
der Gel-Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel).

M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder); 1 -8 = Selektionsexperimente mit verschiedenen
Proteinen (Tabelle 15, Eintrag 1 - 8); 9 = Selektionsexperiment mit magnetischen Kiigelchen ohne immobilisiertes
Protein; 10 = Selektionsexperiment mit Streptavidin-immobilisierten magnetischen Kigelchen;
11 - 16 = Selektionsexperimente mit dem Protein hTEAD unter verschiedenen Bedingungen (Tabelle 15, Eintrag
11 - 16); 17 = Copolymer-vermittelte Molekilbibliothek ohne Selektionsexperiment.

Verlangerung der amplifizierten Proben der Selektionsexperimente mit Adapter-
Sequenzen (PCR 2)

300
200
150

100
75

Y

Abbildung 103: Visualisierung der Verlangerung der amplifizierten Proben der Selektionsexperimente (siehe
Tabelle 15) mit Adapter-Sequenzen mit Hilfe der Gel-Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel).

M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder); 1 -8 = Selektionsexperimente mit verschiedenen
Proteinen (Tabelle 15, Eintrag 1 - 8); 9 = Selektionsexperiment mit magnetischen Kiigelchen ohne immobilisiertes
Protein; 10 = Selektionsexperiment mit Streptavidin-immobilisierten magnetischen Kugelchen;
11 - 16 = Selektionsexperimente mit dem Protein hTEAD unter verschiedenen Bedingungen (Tabelle 15, Eintrag
11 - 16); 17 = Copolymer-vermittelte Moleklbibliothek ohne Selektionsexperiment.
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Anhang

Verlangerung mit Selektionsexperiment-spezifischen DNA-Barcodes (PCR 3)
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Abbildung 104: Visualisierung der Verlangerung der Selektionsexperimente (siehe Tabelle 15) mit
Selektionsexperiment-spezifischen DNA-Barcodes mit Hilfe der Gel-Elektrophorese (4 %iges Agarose-Gel).

M = Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder); 1 -8 = Selektionsexperimente mit verschiedenen
Proteinen (Tabelle 15, Eintrag 1 - 8); 9 = Selektionsexperiment mit magnetischen Kiigelchen ohne immobilisiertes
Protein; 10 = Selektionsexperiment mit Streptavidin-immobilisierten magnetischen Kigelchen;
11 - 16 = Selektionsexperimente mit dem Protein hTEAD unter verschiedenen Bedingungen (Tabelle 15, Eintrag
11 - 16); 17 = Copolymer-vermittelte Molekdlbibliothek ohne Selektionsexperiment.
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