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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Oligosaccharide

Kohlenhydrate sind in der Natur tGberall zu find8re bilden das Gerust der Zellen und sind
Bestandteile des Stoffwechsels. Zusatzlich dazelepidie Kohlenhydrate eine wichtige
Rolle bei Protein-Modifikationen. Mehr als 50 % vatlen bekannten eukaryotischen
Proteinen sind nach den Angaben der Protein Damdnh8WISS-PROT" glykosyliert
(http://www.expasy.org/sprot/). Die Verknupfung déshlenhydratanteiles bei Glykoproteinen
erfolgt dabei hauptsachlich durch eine O- oder Ykagidische Bindung. O-Glykane sind an
die Aminosaureseitenkette durch Serin oder Thregeiounden. Die Erkennungsequenz fir
N-Glykane ist Asn-X-Ser/Thr, wobei X jede Aminoséusis auf Prolin sein kann. Die N-
Glykane sind in diesem Fall durch Asparagin gebuondén dieser Stelle dienen die
Kohlenhydrate als Vermittler unterschiedlicher aatund interzellularer Prozesse (1) wie z.
B. Zell-Zell-Adhasion, Faltung und Stabilisierung) (von Glykoproteinen und zu ihrem
Schutzvor proteolytischen Enzymen (3).

Die Oligosaccharid-Modifikationen von Proteinenstaehen in komplizierten post- und/oder
co-translationalen Prozessen durch das Zusamméngmie vielen Enzymen (Glykosyl-
Transferasen, Glykosidasen, Isomerasen) im Golgiafgt und im Endoplasmatischen
Retikulum. Von Spezies zu Spezies, von Organ zuaQrgowie bei vielen Krankheiten
kénnen deutliche Unterschiede und AbnormalitatenGlykosylierungsmuster auftreten (4,
5).

Kohlenhydrate kénnen durch spezialisierte Bindepnat, zu denen Rezeptoren, Enzyme,
Lektine (6) und Antikorper gehdren (7, 8) erkanmereen Die Selektivitat der Erkennung und
der Bindung findet durch eine Kombination von Wassdfbriicken, van-der-Waals
Wechselwirkungen und hydrophoben Interaktionent.stéti den direkten Interaktionen
zwischen den Kohlenhydraten und den Proteinen gehdurch das Wasser oder Metallionen
vermittelte Wechselwirkungerlie die Spezifitat der Bindung noch zuséatzlich et (6).
Trotzdem handelt es sich um relativ schwache Iktenaen (6, 9, 10). Die Bindung wird
durch ,clustering” von einfachen Kohlenhydrat enkenden Domanen und Oligomerisierung
von Lektinen erhoht (6). So kdnnen ganz bestimnuabl&nhydrat-Muster spezifisch erkannt

werden. Die Kohlenhydrat- Lektin Interaktionen $pme unter anderem eine Rolle beim
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Anbinden von Leukozyten an Endothelzellen der Geéifdle(11) der Adhasion von vielen
Viren (12, 13) sowie Bakterien (14) an die Wirtézel

Die Mikroheterogenitat der Glykosylierung erschwedie Isolierung von reinen
Oligosacchariden bzw. Glykoproteinen aus naturhcl@uellen. Erforderlich ist daher ein
synthetisches Verfahren zur Gewinnung von defiarert und charakterisierten
Oligosaccharidstrukturen. Die Synthese von Oligosadden ist durch die Notwendigkeit
von vielen synthetischen Schritten, in welchenfdiektionellen Gruppen spezifisch geschiitzt
und entschitzt werden, komplizierter als die Sysgheon Peptiden oder Polynukleotiden.
Gleichzeitig ist oft eine mehrstufige Aufreinigungtig. Eine Kombination von chemischer
und enzymatischer Synthese wurde erst durch gehetiMethoden ermdglicht, die eine
Isolierung und Uberexpression einer Vielzahl voryk@sylierungs-Enzymen, vereinfacht
haben. Zu den Vorteilen einer enzymatischen Syatigehiéren Regio- und Stereospezifitat,
hohe Ausbeuten und die Verwendung von einzelnen géoranten in der naturlichen Form
ohne zusatzliche Aktivierung oder Schutz von fumhéillen Gruppen. Limitierende Faktoren
bleiben weiterhin die Zugéanglichkeit, die Menge ud@ Kosten fir die erforderlichen
Enzyme. Die Automatisierung der Oligosaccharidissse (15-18) und genaue Positionierung der
Kopplung von Oligosacchariden an Proteine gehéresitevhin zu den wichtigsten

Problemen.

Aufgrund des breiten Interesses an Oligosaccharittttelten Zell-Zell Erkennungsprozessen und
deren Blockierung wird die Suche nach neuen speh@n Adhasions-Inhibitoren in
mehreren Richtungen durchgefiihrt. Eine Stratediet fium Anfang der Glykosylierung, zu
der Inhibition von Enzymen die an der Biosynthesa Kohlenhydraten teilnehmen. Dies
geschieht mittels synthetischer Ubergangszustamddega (19).

Der zweite Angriffspunkt ist die Blockierung der Kenhydrat Bindungspartner durch
Kohlenhydratmimetika mit verbesserten EigenschaftenBezug auf Stabilitdt, Spezifitat,
Affinitat und synthetischer Verflugbarkeit (19-220ls Beispiel dienen synthetische sLeX-
Mimetika sowie polymere und in Liposomen-einbaukslreX-Derivate, die im Vergleich zu
den monomeren Verbindungen 70 - 5000 mal héherévitédit bei der Inhibition von E-
Selektineraufweisen .

Die dritte Mdoglichkeit besteht in der sterischenod&ierung der Zuganglichkeit des
Oligosaccharid-Zielmolekils durch Oligosaccharictikorper (23) oder kurze positiv

geladene Polypeptide, sogenannte Defensine (24).
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In dieser Doktorarbeit wurdenin vitro Selektionsmethoden zur Gewinnung von
Oligosaccharid-bindenden RNA-Molekilen benutzt. Dpotentiellen Oligosaccharid-

bindenden Molekile gehéren ebenfalls in diesead@ituppe der Adhasions Inhibitoren.

1.2 RNA als Regulator und Katalysator

Uber Jahrzehnte stand die Ribonukleinsaure im Ssohaler Desoxyribonukleinsaure. Lange
wurde die RNA nur flr einen Zwischenschalter déorimationsiibertragung zwischen DNA
und Proteinen gehalten. Doch seit einigen Jahremingé die RNA durch zahlreiche
Entdeckungen eine Vielfalt von Funktionen und Fkéitgn und stellt einen Hoffnungstrager
fur mogliche therapeutische Anwendung dar. KurzeARWblekiile, wie z. B. siRNA (small
interfering RNAS) (25), miRNA (micro RNA) (26), shAs (small temporal RNAs) (27),
katalytisch aktive RNAs (Ribozymejn vitro selektierte hochaffine RNA-Aptamere und
naturlich vorkommende RNA-Aptamere (Riboswitche®8)( gehdren heutzutage zu den
meist untersuchten RNAs.

Der Einsatz von kurzen siRNA und stRNA findet efewendung beim ,gene-silencing".
Die kurzen Oligonukleotide werden entwedersitu durch die Spaltung einer beliebigen
doppelstrangigen RNA (dsRNA) oder durch eine cheh@sSynthese hergestelurch eine
komplementare Hybridisierung der kurzen Oligonukib® mit mRNA wird die mRNA im
entstehenden Doppelstrang entweder durch Nuklezseschnitten oder die Translation des
entsprechenden Gens verhindert.

Die ,Riboswitches” sind dagegen schon in den nicdmslatierten Regionen der Transkripte
von vielen metabolischen Genen kodiert und sindanLage unterschiedliche Gene an der
Transkriptions- oder Translationsebene zu aktivie@er zu hemmef28).

Die katalytisch aktiven Ribozyme sind natirlich kmmmende (29-31) odem vitro
selektierte RNAs. Einige Beispiele der Reaktiondig durch selektierte RNA-Molekile
katalysiert werden, sind Peptidyltransferasereak{®?), Ligation und Endonucleasereaktion
(33), Polynucleotid Kinasereaktion (34), Diels-Aldeeaktion (35), RNA-Aminoacylierung
(36-39) und RNA Polymerisation (40, 41). Diese Y&klvon RNA-Katalysatoren unterstitzt
die Hypothese einer RNA-Welt (42, 43), in der RNAlkkile alle wichtigen Prozesse

ausgefuhrt hatten.
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1.3 Diein vitro Selektion von Nukleinsauren

Die Automatisierung der Festphasensynthese vorekstnangiger DNA (ssDNA) mittels der
Phosphoramidit-Methode (44) ermdglichte die Hehsitgj von komplexen DNA- bzw. RNA-
Bibliotheken, die gewohnlich 1d- 10'° unterschiedliche Molekiile enthalten. Zusatzlich
lassen sich die Nukleinsauren-Bibliotheken mitteésizymatischer Verfahren, wie
Polymerasekettenreaktion umdvitro Transkription einfach vervielfaltigen.

RNA- und DNA-Molekile einer Bibliothek bilden eirgroRe Vielfalt von sekundaren und
tertiaren Strukturen, die eine Oberflache fur diedhselwirkung mit unterschiedlichen
Liganden anbieten oder eine katalytische Aktivdaatweisen konnen. Die Wechselwirkung
findet dabei, wie auch bei den Proteinen, durchsaiasoffbriicken, hydrophobe und ionische

Interaktionen statt.

Die Technik mittels welcher die Oligonukleotide dsoannte Aptamere, lat. ,aptus® = ,es
passt‘) spezifisch selektiert und vermehrt werdsh,das SELEX-Verfahren_{Stematic
Evolution of Ligands by EXonential enrichment) (45-47). Einevitro Selektion basiert auf
gleichen Prinzipien wie eine natlrliche Selekti@uswéahlen und vermehren. Das grofe
Potenzial, die Entwicklung der Methode und die #klvon Liganden, die als Zielmolekile
verwendet wurden, zeigt sich in der grof3en Anzaim Rublikationen, die sich mit SELEX
seit dem Jahr 1990 beschaftigen

Bei der SELEX-Methode wird die ssDNA-Bibliothek &onzipiert, dass eine 30 bis 120
Nukleotide lange und mdoglichst zuféllige Sequena ywei konstanten Regionen am 5°- und
3’-Ende umgegeben wird, die als Primer Bindungssidiei der PCR dienen. Der Grad der
Zufalligkeit einer chemisch synthetisierten ssDN#bB®thek wird durch die Veranderung
der Stochiometrie von einzelnen Phosphoramidit-Botktlen in einzelnen Syntheseschritten
kontrolliert Die Randomisierung langerer Sequenzen ist dabeihddre DNA Synthese
limitiert (48). Falls eine RNA-Bibliothek benutzting, beinhaltet die konstante Region auf
der 5°-Seite der Sequenz zusatzlich die SequenzTddiromotors, der flr einm vitro
Transkription ben6tigt wird. Durch eine PCR wirg disDNA in eine doppelstrangige DNA
umgewandelt und anschliel3end in mhevitro Transkription in eine RNA Uberschrieben.

In einem Selektionsschritt werden die bindenden dWidle von den nichtbindenden bzw.
schwach bindenden Molekiilen der Bibliothek mittefgerschiedlicher Trennverfahren wie
Filterbindung, Polyacrylamidgelelektrophorese umtativen Bedingungen, Immunoprezipitation,
Zentrifugation, Affinitdts-Chromatographie usw., trgant. Die selektierten bindenden

Molekiile werden wieder in eine cDNA revers transiett, durch PCR vermehrt und in einer
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neuenin vitro Transkription in eine neue und reduzierte RNA-Bithiiek Gberschrieben. In
mehreren Selektionszyklen werden so aus einer komaplAusgangsbibliothek die spezifisch
und mit hoher Affinitat bindenden Molekiile selektigAbb. 1).

| DNA-Bibliothek

!

| RNA-Bibliothek | ~etemm——

in vitro
‘ Transkription
Selektion cDNA
| I
Trennung

nichtgebunden gebundeng RT-PCR
RNA RNA

|Ana|yse der Binder|

Abb. 1 Schema dein vitro Selektion bindender RNA-Molekiile.
Aus einer grofR3en Bibliothek von Nukleinsauren kénNA-Molekile einer gewiinschten Eigenschaft durch
Wiederholung der Selektionszyklen isoliert weren.

Es ist nicht vorhersagbar wie viele SelektionszyKiégr eine erfolgreiche Selektion bendtig
werden. Die in der Literatur Ubliche Spanne bevegt zwischen 5 bis 15 Selektionszyklen.
Die Anzahl der Selektionszyklen hangt von mehrelPamametern ab, wie z. B. von der
Oligonukleotid- und Ligandenkonzentration, der Dsreit der Ausgangsbibliothek (49, 50),
dem Verhéltnis zwischen schwachen und starken baete Molekulen, der Effektivitat der
Trennung und der Stringenz der Selektion.

Fir jeden Ligand und seine gewiinschte Affinitat @ theoretisch eine minimale effektive
GroRRe der Bibliothek. In Falle einer nicht bekannteégand-Nukleinsdure-Wechselwirkung
sollte fur die Selektion eine komplett zufalligebBothek von langeren Sequenzen benutzt
werden. Hier ist die Wahrscheinlichkeit des Vorkoems einer bindenden Sequenz oder
eines gesuchten Faltungsmotives hoher. Allgeméity dass je langer die randomisierte

Sequenz der Nukleinsaure ist, eine umso bessetkiBindes selektierten Aptameres erreicht
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werden kann. Ein Beispiel an dieser Stelle istidigitro Selektion gegen Arginin, wodurch
eine verlangerte Zufallsequenz eine Erh6hung dénitdt von 4 mM auf 300 nM erreicht
wurde (51-53). Eine niedrige Selektionsstringerefelit diverse bindende Molekile mit
daraus folgenden unterschiedlichen Eigenschafteaduzh wird die Spannweite der
bindenden Molekilen vergroRert. Im Gegensatz deterl eine hohere Selektionsstringenz
Molekule mit definierteren Bindungsmotiven (54).

Nach einer ausreichenden Anreicherung bindenderekilité werden diese kloniert und
sequenziert. Die Analyse der Sequenzen liefert s&thauf der Ebene der primaren Struktur
konservierte Motive, sogenannte KonsensussequemienAptamere werden aufgrund der
Konsensussequenz in verschiedene Familien eingdisiist aber genauso mdaglich, dass das
Bindungsmotiv durch die Sekundar- oder Tertiardtruker Aptamere gebildet wird.

Eine sehr hohe Spezifitdt der selektierten Aptamarale oft gezeigt. Die Aptamere sind in
der Lage die kleinsten Unterschiede in der Struldas Liganden wie z. B. An- oder
Abwesenheit einer Methyl- (55, 56) oder Hydroxyfipe (57, 58) oder D- und L-Enantiomere (53) zu
erkennen. Die Dissoziationskonstanten kénnen atwer pikomolaren bis zum mikromolaren
Bereich liegen. Eine Reselektion nach partiellendRemisierung der isolierten Sequenzen
durch ,error prone“ PCR (59) oder ,DNA shuffling6@) erlauben oft eine Verbesserung der
Eigenschaften der selektierten Aptamere.

Das Interesse fuin vitro selektierte RNA-Aptamere ist durch ihre therapsalte und
diagnostische Verwendung als Biosensaretetzter Zeit gewachsen (61). Einige Beispiele
zeigen, dass die vitro selektierten RNA-Aptamere ihre Liganden auchivo erkennen. Sie
werden in vivo durch den zelleigenen Trankriptionsapparat ohneluge der Aktivitat
exprimiert (62-64).

Eine Automatisierung derin vitro Selektion soll zu der Optimierung der
Selektionsbedingungen fur einzelne Liganden fuhtew. eine parallele Selektion gegen
mehrere Liganden in kurzer Zeit ermdglichen (65-68)

Grundsatzliches Problem der selektierten RNA-Aptamest ihre Labilitat vor allem
gegenubedem Angriff von Nukleasen unter physiologischen iBgdngen. Die isolierten
Aptamere werden deswegen nach einer erfolgreicledgkiton fur denin vivo Einsatz durch
eine Modifizierung der Oligonucleotide im Rickgraty der 2°-Position der Ribose oder der
Base stabilisier{54, 69-73). Auch eine Einfihrung von unnatirlich&asenpaaren (74, 75)
oder Zirkularisierung der RNA (76) schitzt diese RMor dem Abbau durch Nukleasen.
Allerdings kann eine postselektionelle Modifikati@uch zum Verlust der Aktivitat von
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selektierten Aptameren fihren. Deswegen wird dieekdien oft mit einer modifizierten
Nukleinsdure-Bibliothek (77), oder mit einer Bilihek von L-Nukleinsduren, sogenannten

Spiegelmeren (78), die durch Nukleasen nicht erkeseinden, durchgefuhrt.

Im Vergleich zu der Herstellung von Antikérpern wétiein vitro Selektion ein schneller,
einfacher und billiger Weg zur Gewinnung von spseezifen Inhibitoren einer
Kohlenhydratwechselwirkung. Ein Beispiel dafiir sertblgreichen vitro Selektionen gegen
Lektine (79, 80).

Allerdings wurde die Interaktion zwischen Nukleinggn und Kohlenhydraten nur sehr wenig
untersucht. Die meisten Arbeiten beschaftigen sictit der Selektion und der
Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischennagliykosidischen Antibiotika und
Nukleinséduren (81-85). Die Ergebnisse zeigen datess die Interaktionen sehr spezifisch
sind. Die Bindungskonstanten liegen im Bereich #@h= 10 bis zu 10° M. Die Bindung
wird vor allem durch die elektrostatischen Intel@kén von positiv geladenen Amino-
Gruppen des Antibiotikums und negativ geladenensphat-Gruppen des RNA-Rickgrats
stabilisiert. Aminoglykoside binden dabei an diezeistrangigen Regionen der RNA, bzw. in
durch die dreidimensionale Faltung der RNA-Kettestimdene elektronegative Taschen (86-
91).

Im Unterschied hierzu scheinen kleine Kohlenhydralie keine Ladung und keine hohe
Hydrophobizitdt aufweisen, eine relativ flexible mformation und nur wenige
nichtmodifizierte Hydroxyl-Gruppen besitzen, nickghr geeignet flr eine Interaktion mit
Nukleinsduren zu sein. Dia vitro Selektion gegen Galaktose, Glukose und Mannofsthe
RNA-Aptamere, die im Bereich von KD = fis zu 16 M binden (92). DNA-Aptamere
gegen Sialyllaktose zeigen trotz einer negativedubg in dem Oligosaccharid-Molekul
keine sehr hohe Bindungsaffinitat (KD = 4i8) (93). Auffallig ist, dass die Affinitat der
selektierten Aptamere zu Kohlenhydraten &hnlich gervivo vorkommenden Lektin-
Kohlenhydrat Interaktion istErst groRBere und verzweigte Oligosaccharide, wiB.zsLe&
(94), das an der Oberflache von Leukozyten und $zellen sehr oft vorkommt, oder
Polysaccharide, wie z. B. Cellobiose (95), Chita®)( oder Dextran (97) scheinen fir die

Erkennung durch Nukleinsduren besser geeignetiau se
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist diein vitro Selektion von spezifischen RNA-Aptameren, die gege
biologisch relevante lineare und verzweigte Oligobaride gerichtet sind. Diese Zielsetzung
setzt folgende Einzelschritte voraus:

1. Die chemisch-enzymatische Synthese und Chairsikteing von ausgewahlten, biologisch
relevanten, linearen und verzweigten OligosacckaridMit unterschiedlichen Spacern
verbunden sollten sie fir die vitro Selektion als Ausgangsliganden verwendet werddab (A

2).

enzymatische Synthese chemische Synthese
OH ,OH
HoOC | OH OH OH
(o
HO il o) HO——A |-
AcHN o -0y H
HO OH NHAC
OR
OH ,OH
HOOC 5  OH
HO- il e}
AcHN (6
HO OH
OH ,OH
HOOC 15 _OH
HO il ¢}
AcHN: o
HO OH NHAc

Abb. 2 Zielmolekille der chemisch-enzymatischen Stmese: (a) Lineare Oligosaccharide und (b)
verzweigte Teilstrukturen von N-Glykanen.Fir die lineare Oligosaccharide ist R = £HCH,)s-NH,, (CH,)e-
NH-CO-(CH,),-S-S-py; fiir die verzweigten OligosacchariRes (CH,)s-NH,, (CH,)e-NH-CO-(CH,),-S-S-py.

2. Die Optimierung detin vitro Selektion als Methode zur Gewinnung der spezifisch

Oligosaccharid bindenden RNA-Aptamere.

3. Qualitativer Nachweis der Oligosaccharid/RNAehaiktion und quantitative Bestimmung

der Bindungsparameter.

4. Die Charakterisierung der Eigenschaften undesshdere der Spezifitdt von selektierten
RNA-Aptameren mittels biochemischer Methoden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Proteine

2.1.1.1 Chemikalien

Agar von AppliChem GmbH (Darmstadt); Ampicillin voGERBU Biotechnik GmbH
(Gaiberg); Agarose, EDTA, Ethidiumbromid, Hepestif&henol (TE-gesattigt, pH 7,5-8,0),
rotiphores& Gel 40, TRIS, X-Gal, dATP, dGTP, dCTP, dTTP vontiR(Karlsruhe); IPTG,
Dithiothreitol von GERBU Biotechnik GmbH (Gaiberd)ipyridyldisulphid, lodoacetamid,
(3-Mercaptopropyl)-trimethoxysilan,  N-Hydroxysucemd von Sigma (Steinheim,
Germany); Glykogen von Peqlab (Erlangen); Natriuacdtlylate, Triton X-100 von Fluka
(Taufkirchen, Germany); Surfactant p20 von Biad®ppsala, Schweden); Xylencyanol von
Serva (Heidelberg); ATP, GTP, UTP, CTP von Rocherfhheim), Succinimidyl 3-(2-
pyridyldithio) propionat von Molecular Probes (Leig.

Alle anderen Chemikalien stammten von der Firma dde(Darmstadt) und waren in
Analysequalitat.

2.1.1.2 Enzyme und Proteine

Rinderserumalbumin (BSA), GalactosyltransferaBel,4 (EC 2.4.1.22) von Sigma
(Steinheim,Germany); Alkalische Phosphatase aushhdfdhrm (EC 3.1.3.1), DNase |,
RNase-free (EC 3.1.21.1) aus Rindepankreas, Pdiotitt Kinase (EC 2.7.1.78), Hindlll
von Roche (Mannheim); PegGold AMV-Reverse Transkdgp (EC 2.7.7.49), SAWADY
Tag-DNA-Polymerase (EC 2.7.7.7) von Peqglab (ErlajygRecombinant Rnasin Ribonuclease
Inhibitor, T4 DNA Ligase (EC 6.5.1.1) von Prome@éapnheim);EcaR1 von New England
BioLabs (Frankfurt am Mein, Germany); T7-RNA Polymmse (EC 2.7.7.6) von Lehrstuhl fur
Biochemie (Universitat Bayreuth3-Galactosida-2,3 Sialyltransferase (EC 2.4.99.6) von
Prof. Dr. J. C. Paulson (Cytel Corp., San Diego).
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2.1.1.3 Radiochemikalien

[y-3*P] ATP (110 TBg/mmol) Hartmann Analytic (Braunscligje
[a-3?P] ATP (110 TBg/mmol) Hartmann Analytic (Braunscligje
[a-3P] GTP (110 TBg/mmol) Hartmann Analytic (Braunsciyye

2.1.2 Chromatographie-Materialien

Sepharose 6B, Superdex G-25, Sephadex G25, Supgd@esephacryl S200HR (Pharmacia
Freiburg); Thiopropyl aktivierte Sepharose 6B (SignTaufkirchen);Biogel P6 (Biorad,
Munchen).

2.1.3 Desoxyoligonukleotide

Desoxyoligonukleotid d5G:5"-ACCTGCTTGTTCGA-3’
Desoxyoligonukleotid d9G:5"-GTCTGCTTGTTCCA-3
Desoxyoligonukleotid d10G5"-CCCTGCTTGTTCTG-3"

Primer P45:

5-GCGAATTCTAATACGACTCACTATA GGGAGAGGATACTACACGTG-3°
Primer P25:

5-CGGAAGCTTCTGCTACATGCAATGG-3°

Desoxyoligonukleotide wurden chemisch synthetisienid HPLC aufgereinigt (MWG-
Biotech AG). Die Desoxyoligonukleotide P45 und P®2firden als Primer fur die
Amplifikation der DNA mittels PCR verwendet. Primed5 enthalt einen T7-Promotor (fett
gedruckt) und ermdéglicht die direkie vitro Transkription des PCR-Produktes mittels T7-
Polymerase. Zusatzlich enthalten P45 und P25 Sstetien flr die Restriktionsenzyme
EcaRl undHindlll (unterstrichen).

2.1.4 Sonstiges

Sterilfilter Porengrésse 0,2 um (Sartorius, Gogimg Molekularsieb 4A (Kugeln) (Fluka,
Taufkirchen); Sensor chip CM5 (Biacore, Uppsaldyvden); Glasperlen: 150-212 microns,
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acid washed (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany),aQkivetten (Hellma, Muhlheim,
Baden); Kunststoffklivetten (Hartenstein, Wiurzburdipetten (Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf); Whatman 3MM-Filter (Whatman, Maidstomgland); SepPak-Cartriges (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts USA), Szintidasrohrchen (Wérl, Brunnthal).

2.1.5 Bakterienstamme, Nahrmedien und Lésungen

2.1.5.1 Bakterienstamme

E.coli DH5a:
suE44 AlacU169,@0acZAM15), hsaR17recAl,endAl,gyrA96.thi-1relA (98).

2.1.5.2 Nahrmedien

LB Medium: 10 g Trypton/Pepton, 5 g Hefeextract, 5 g NaClptoter H,O, pH 7,0

Das Medium wurde 20 min bei 120 °C und 1 bar Ubekdautoklaviert. Hitzelabile Substanzen
wurden sterilfiltriert. Feste Nahrbdden wurden durusatz von 1,5 % (w/v) Agar erhalten.
Die eingesetzte Ampicillin-Konzentration war 10¢/ml.

Fur blau-weil3 Screening wurden die LB-Platten keor der Bakterienausplattierung mit 40

ul einer 20 mg/ml X-Gal-Losung undud einer 200 mg/ml IPTG-L6sung bestrichen.

2.1.5.3 Puffer und Lésungen

TBE-Puffer: 89 mM Tris (pH 8,4 bei 25 °C); 89 mM3;BO3; 2 mM EDTA

TE-Puffer: 20 mM Tris/HCI (pH 8,0 bei 25 °C), 1 mM EDTA

Probenpuffer fir Agarose- und native Polyacrylamidglelektrophorese:0,25 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylenecyanol; 30 %vjvGlycerin

RNA-Probenpuffer fir denaturierende Polyacrylamidgdelektrophorese: 10 mM EDTA
(pH 7,5 bei 25 °C); 0,1 % (w/v) Bromphenolblau; 074 (w/v)
Xylenecyanol; 80 % Formamid (HCHO)

DNA-Probenpuffer: 50 mM EDTA (pH 7,5 bei 25 °C); 0,1 % (w/v) Brompiwblau; 0,1 %
(w/v) Xylenecyanol; 30 % (v/v) Glycerol

Laufpuffer fir native Polyacrylamidgelelektrophorese: 25 mM Tris/AcOH
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(pH ~ 7 bei 25 °C); 5 mM MgGl
Toluidinblau-L6sung: 0,05 % (w/v) Toluidinblau in kD
PCR-Puffer: 10 mM Tris/HCL (pH 8,8 bei 25 °C); 50 mM KCI; 1,5NnMgCly;
0,01 % (v/v) Triton X-100
PNK-Puffer: 50 mM Tris/HCI (pH 8,2 bei 25 °C); 10 mM Mg£D,1 mM EDTA;
5 mM Dithiothreitol; 0,1 mBpermidin
Puffer fur Alkalische Phosphatase:50 mM Tris/HCI (pH 8,5 bei 20 °C); 0,1 mM EDTA
Ligationspuffer: 30 mM Tris/HCI (pH 7,8 bei 25 °C), 10 mM Mg£ L0 mM Dithiothreitol,
1 mM ATP, 5 % (v/v) Polyethylenglykol
Aktivierungspuffer: 100 mM Tris/HCI (pH 7,5 oder 7,0 bei 25 °C); 250mMiacCl;
1 mM EDTA
Selektionspuffer A: 50 mM Tris/HCI (pH 7,5 bei 25 °C); 250 mM NacCl; 3wMgCl,
Selektionspuffer B: 50 mM HepesNaOH (pH 7,5 bei 25 °C); 100 mM NaQin MgCly;
1 mM CaGl
Selektionspuffer C:50 mM Hepes/NaOH (pH 7,5 bei 25 °C); 100 mM NacCl
Selektionspuffer D: 50 mM Tris/HCI (pH 7,5 bei 25 °C); 150 mM NaClpavi MgCl,
Elutionspuffer A: 50 mM Tris/HCI (pH 7,5 bei 25 °C); 250 mM NaCl; SMrMgCly;
20 mM DTT
Elutionspuffer B: 50 mM Hepes/NaOH (pH 7,5 bei 25 °C); 100 mM NaQm#¥ MgCly;
1 mM Cagl20 mM DTT
Puffer A fir UV-Schmelzkurven: 50 mM NaCac/HCI (pH 7,5 bei 25 °C), 5 mM MgQind
folgende NaCl-KonzentraBon0 mM, 30 mM, 60 mM, 90 mM, 120 mM,
150 mM, 180 mM, 210 mM, 250/
Puffer B fur UV-Schmelzkurven: 20 mM NaCac/HCI (pH 7,5 bei 25 °C), 2,5 mM MgCl
150 mM NacCl
TfB | Puffer: 30 mM KAc/AcOH (pH 5,8 bei 25 °C); 100 mM RBCH50 mM MnCh;
10 mM CaGj 15 % Glycerol (v/v)
TfB Il Puffer : 10 mM Mops/NaOH (pH 7,0 bei 25 °C); 10 mM RbCI5 mM CaC};
15 % Glycerol (v/v)
HBS-Puffer: 10 mM Hepes/NaOH (pH 7,4 bei 25 °C); 150 mM N&nM EDTA
X-Gal: 2 % X-Gal in 100 % Dimethylformamid
Repelsilan:2 % (v/v) Dimethyldichlorosilan in Chloroform
Fixierlésung: 10 % Methanol or Ethanol; 10 % Essigsaure i®H
Stains-all-Losung: 0,005 % (w/v) in 45 % Formamid (aq)
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Ellmans Reagenz0,1 % (w/v) 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzolsaure) iner 1:1 Gemisch von
100 % EtOH : 450 mM Tris/HCI (pH 8,2 bei 25)
Kohlenhydratspezifische Anfarbereagenz 1:1-Mischung von 2 N 80O, und 0,2 %-iger

ethanolischer Resorcinmonomethyletherlésung



2 Materialien und Methoden 14

2.2 Methoden

2.2.1 Chemische Synthese

Acetyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimi@d-glucopyranosyl)-(3-2)-3,4,6-tri-
O-acetyl#-D-mannopyranosi@®
(B-AcsGIcNPht-1,2B-AcsMan)

21,54 g (37,2 mmoly-Imidat 1 (99) und 8,61 g (24,69 mmol) Halbace2a|100) werden in
240 ml absolutem Dichlormethan aufgelést und mj@%lg Molekularsieb 4A in Kugelform
20 Minuten bei - 50 °C geruhrt. Man gibt 43Q7(3,47 mmol) Bortrifluorid-Ether innerhalb
von 5 Minuten zu und ruhrt die Reaktion 4 Stunden-b30 °C (DC: Hexan/Aceton 1:1). Die
Reaktionslésung wird tber Celite abfiltriert, m@®ml Dichlormethan nachgewaschen und
mit gesattigter KHC@LOsung extrahiert. Die organische Phase wird dagnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Ruckstamd \durch Flaschchromatographie

(Cyclohexan/Ethylacetat 1:1; Sdulendurchmessercm,3~ullhéhe: 20 cm) gereinigt.

Ausbeute: 13,27 g (68,7 %)

R: = 0,61 (Hexan/Aceton 1:1)

[a]p?® = - 42,3° (0,5, Dichlormethan)
CaaHagNO1g (765,67)

'H-NMR (270 MHz, [Q]-DMSO): & = 7,9-7,8 (m, 4H, Pht); 5,96 (ddy 3= 10,7 Hz, 1H, H-
3"); 5,78 (d,Ju.<1 Hz, 1H, H-1); 5,26 (d}» = 8.3 Hz, 1H, H-1); 5,03 (ddls 5 = Js 4 = 9,42,
1H, H-4"): 4,96 (m, 2H, H-3, H-4); 4,27 (dd; », o< 1 Hz, 1H, H-2); 4,14-3,91 (m, 4H, H-
6", H-5', H-6b’, H6a); 3,78-3,76 (M, 2H, H-5, H-6%,05; 2,04; 2,01; 1,99; 1,97; 1,84 (6s,
18H, Ac).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimigbb-glucopyranosyl)-(32)-3,4,6-tri-O-
acetyla-D-mannopyranosyl-trichloracetimid&t

(B-Ac3GIcNPht-1,2e-AcsMan-TCAI)

19,9 g (25,98 mmol) Disaccharglund 3,23 g Hydrazinacetat werden in 70 ml DMF et
Nach Beendigung der Reaktion (DC: Hexan/Ethylacétdf) gibt man 300 ml Aceton zu und
rahrt 15 Minuten. Die Reaktionslésung wird eingderder Rickstand wird in 750 ml
Dichlormethan aufgeldst und je einmal mit 300 nB ® HCI, gesattigter KHC@LOsung
und Wasser extrahiert. Die organische Phase wirdr (MgSQ getrocknet und im
Hochvakuum eingeengt. Das Halbacetal wird ansehmg 300 ml absolutem Dichlormethan
aufgenommen und bei 0 °C mit 20 ml Trichloracetdn{tL99,17 mmol) und 63Ql (4,2
mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en versetziacN Beendigung der Reaktion (DC:
Hexan/Ethylacetat 1:1) wird eingeengt und durctsiiddromatographie (Cyclohexan/Aceton

1:1; Saulendurchmesser: 6 cm; Fullhéhe: 20 cm)iggte

Ausbeute: 13,1 g (60,2 %)

R: Halbacetal = 0,53 (Hexan/Ethylacetat 1:1)
R:Imidat = 0,59 (Hexan/Ethylacetat 1:1)
[a]p® = + 1,7° (1.5, Dichlormethan)
Cs4H37N2015(868,11)

'H-NMR (500 MHz, [Q}-DMSO0): = 10,02 (s, 1H, NH); 7,89 (m, 4H, Pht); 5,854dz< 1
Hz, 1H, H-1); 5,69 (ddJ, 3= %4 = 10,72 Hz, 1H, H-3"); 5,57 (dl;» = 8.6 Hz, 1H, H-1');
5,06 (m, 2H, H-4, H-4’); 4,98 (dd, » = 3 Hz, 1H, H-3); 4,4 (dd, 1H, H-2); 4,22 (dd, 1H#
6a’); 4,19 (dd, 1H, H-2’); 4,03 (m, 2H, H-5’, H-6b'3,8 (m, 1H, H-5); 3,67 (ddlgem= 12.44
Hz, Jic = 4.3 Hz, 1H, H-6a); 3,63 ( dd,ic < 1 Hz, 1H, H-6b); 2,04; 2,01; 1,99; 1,98; 1,89;
1,82 (6s, 18H, Ac).

6-Azidohexyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-plithédo-5D-glucopyranosyl)-(32)-
3,4,6-tri-O-acetyla-D-mannopyranosié
(B-Ac3GIcNPht-1,2e-AcsMan-OHexN)

1 g (1,152 mmol) Imidat 4 und 0,659 g (4,61 mmol) Azidohexanol, sowie 0,984

getrocknetes Molekularsieb 4 A werden 30 Minuter® & ml absolutem Dichlormethan bei
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15 °C geruhrt. Anschlieend werden 3040,76 mmol) TMSOTTf innerhalb von 30 Minuten
langsam zugetropft und weiter bei - 15 °C geruNdch Beendigung der Reaktion (DC:
Hexan/Aceton 1:1) wird die Reaktionslosung Uberit€eabfiltriert, mit Dichlormethan
gewaschen und mit 10 % KHGQOsung extrahiert. Man trocknet die organischesehzber
MgSQy, engt ein und reinigt den Riuckstand durch Flasimoatographie (Cyclohexan/Aceton
3:1; Saulendurchmesser: 3,5 cm; Fullhdhe: 25 cm).

Ausbeute: 0,81 g (82,9 %)

R: = 0,59 (Hexan/Aceton 1:1)

CagHasN4015 (848,8)

ESI-MS: Moer = 848,30 Mger = 871,27 (M + N4)

'H-NMR (270 MHz, []-DMSO0): & = 7,85 (m, 4H, Pht); 5,69 (ddz 3 = Js4 = 10,93 Hz,
1H, H-3"); 5,43 (d,J;> = 8,56 Hz, 1H, H-1); 4,99 (m, 1H, H-4’); 4,85 (AH, H-4, H-3);
4,36 (d,J1> = 1,49 Hz, 1H, H-1); 4,2 (ddhic = 4,94 Hz,Jgem= 12,02 Hz, 1H, H-6a’); 4,16-
4,09 (m, 2H, H-2’, H-2); 4,04-3,98 (m, 3H, H-5, b, H-6b); 3,57-3,53 (m, 2H, H-6a, H-
5); 3,44-3,2 (m, 4H, CHD, CHN3); 2,03; 1,99; 1,95; 1,94; 1,89; 1,81 (6s, 18H, ;AGH6-
1,43 (m, 4H, HB); 1,27 (m, 4H, Hy).

Methoxy O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phtalimi@®-glucopyranosyl)-(32)-3,4,6-tri-
O-acetyla-D-mannopyranosi@
(B-AcsGIcNPht-1,2e-AcsMan-OCH;)

0,5 g (0,579 mmol) Imidat und 0,413 g getrocknetes Molekularsieb 4A werd@Muten

in 5 ml absolutem Methanol bei - 25 °C geruhrt. é&rie3end werden 5l (0,39 mmol)
Bortrifluorid-Ether innerhalb von 2,5 Stunden laags zugetropft und weiter bei - 15 °C
geruihrt. Nach Beendigung der Reaktion (DC: Cyxclaim¢ Essigester 1:2) wird die
Reaktionsloésung uber Celite abfiltriert, mit Dichizethan gewaschen und mit 10 % KHEO
Losung extrahiert. Man trocknet die organische Bhdser MgSQ@, engt ein und reinigt den
Ruckstand durch Flashchromatographie (CyclohexasigEster 1:1,5; Saulendurchmesser:
3,5 cm; Fullhéhe: 22 cm).

Ausbeute: 72 mg (17 %)
R: = 0,58 (Cyxclohexan/ Essigester 1:2)
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Cs3H3oNO1g (737,66)
ESI-MS: Moer= 737,22 Myet = 760,25 (M+Na)

6-Azidohexyl O-(2-acetamido-2-desg®¥p-glucopyranosyl)-(32)-a-D-mannopyranosid
(B-GIcNAc-1,2a-Man-OHexN)

361,5 mg (0,426 mmol) DisacchaBdverden in 12 ml n-Butanol und 6 ml Ethylendiamei b
80 °C geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion (D@prigpanol/l M Ammoniumacetat 4:1)
destilliert man die Reagenzien ab und trocknetzhbis Gewichtskonstanz im Hochvakuum.
Der Ruckstand wird in 4 ml Pyridin und 2 ml Acetgdiid aufgenommen und bei
Raumtemperatur 1,5 Stunde gerihrt (DC: Isopropandi/Ammoniumacetat 4:1). Man engt
ein und codestilliert viermal mit Toluol. Das Pertat wird in 4 ml Methylamin (40 % in
Wasser) aufgenommen und bis zur Vollstandigkeit Beaktion (DC: Isopropanol/l M
Ammoniumacetat 4:1) bei Raumtemperatur gerthrt. BBsaktionsgemisch wird im
Hochvakuum eingeengt und der Rickstand wird in 10Wasser aufgenommen. Diese
Losung wird Uber vier miteinander verbundenen Skgatuschen Classic gegeben. Man
wascht mit 30 ml Wasser nach und eluiert mit 60Anétonitril-Wasser 1:9. Anschlie3end

wird das Produkt lyophilisiert.

Ausbeute: 195 mg (90,3 %)

R: Amin = 0,54 (Isopropanol/l M Ammoniumacetat 4:1)
R: Peracetat = 0,81 (Isopropanol/l M Ammoniumacetbt 4
R: Amid = 0,67 (Isopropanol/l M Ammoniumacetat 4:1)
Ca0H36N4011 (508,52)

ESI-MS: Mer= 508,24 Mer = 531,22 (M + Na)

'H-NMR (500 MHz, [D§]-D;0): & = 4,71 (d,Ji» < 1 Hz, H-1): 4,4 (dJy »=8,4 Hz, 1H, H-
1); 3,9 (m, 1H, H-2); 3,79-3,74 (M, 2H, H-6a’, Hx§; 3,68-3,55 (M, 4H, H-3, H-6b’, H-4’,
H-2"); 3,52-3,28 (m, 7H, CkDa, H-6b, H-5, H-3', CkDOb, H-4, H-5Y); 3,21-3,18 (m, 2H,
CH:N3); 1,89 (s, 3H, Ac); 1,5-1,48 (m, 4H, B): 1,28 (m, 4H, Hy).

¥C-NMR (125 MHz, [Q]- D,0): & = 173,03 C=0 Ac; 99,79 C-1’; 96,99 C-1; 76,69 C-2;
76,06 C-5’; 73,54 C-3’; 73,09 C-5; 70,13 C-3; 69(02"; 68,14 CHO; 67,52 C-4,; 61,75 C-
6; 60,83 C-6"; 55,59 C-2’; 51,37 CGN3s. 28,66; 28,14 @; 25,95; 25,24 Gf 22,53 Ac.
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Methoxy O-(2-acetamido-2-deso@P-glucopyranosyl)-(3>2)-a-D-mannopyranosi@
(B-GIcNAc-1,2a-Man-OCH)

75 mg (0,102 mmol) Disacchar&@lwerden in 2 mh-Butanol und 0,1 ml Ethylendiamin beli
80 °C geriuhrt. Nach Beendigung der Reaktion (DGprgpanol/l M Ammoniumacetat 4:1)
destilliert man die Reagenzien ab und trocknetziis Gewichtskonstanz im Hochvakuum.
Der Rickstand wird in 0,5 ml Pyridin und 0,25 mletanhydrid aufgenommen und bei
Raumtemperatur 4 Stunden gerihrt (DC: Isoproparidl/Ammoniumacetat 4:1). Man engt
ein und codestilliert viermal mit Toluol. Das Pestat wird in 2 ml Methylamin (40 % in
Wasser) aufgenommen und bis zur Vollstandigkeit Beaktion (DC: Isopropanol/l M
Ammoniumacetat 4:1) bei Raumtemperatur gerthrt. BBmaktionsgemisch wird im
Hochvakuum eingeengt und der Rickstand wird in 10Wasser aufgenommen. Diese
Losung wird Uber vier miteinander verbundenen Skgatuschen Classic gegeben. Man
eluiert das Produkt mit 60 ml Wasser. AnschlieRemdl das Produkt lyophilisiert, durch
Gelpermeationschromatographie (Saule: Hi Load 8epei6/60; Eluent: 100 mM NHCO;;
Flussrate 0,75 ml/min; Detektion: 214 und 254 netygnnt und nochmals lyophilisiert.

Ausbeute: 30,1 mg (74,5 %)

R: Amin = 0,41 (Isopropanol/l M Ammoniumacetat 4:1)
R: Peracetat = 0,82 (Isopropanol/1 M Ammoniumaceth} 4:
R: Amid = 0,56 (Isopropanol/l M Ammoniumacetat 4:1)
C15H27NO;44 (397,37)

ESI-MS: Mer= 397,16 Mer= 419,95 (M+Na)

'H-NMR (360 MHz, [¥]-D20): & = 4,61 (dJ1 2 < 1 Hz, H-1); 4,4 (dJ1 > = 8,36 Hz, 1H, H-
19; 3,9-3,88 (ddJ; >, = 1,4 Hz,J3 4= 3,21 Hz, 1H, H-2); 3,8-3,7 (m, 2H, H-6a’, H-68)64-
3,24 (m, 9H, H-3, H-6b’, H-4’, H-2’, H-6b, H-5, H 3H-4, H-5"); 3,19 (s, 3H, OCk); 1,89
(s, 3H, Ac).

¥C-NMR (90,56 MHz, [R]-D,0): & = 174,36 C=0 Ac; 98,99 C-1’; 97,42 C-1; 75,68 C-2;
75,30 C-5’; 72,82 C-3’; 72,15 C-5; 69,38 C-3; 69(0@}’; 66,78 C-4; 61,75 C-6; 60,36 C-6';
54,81 C-2’; 54,29 OCHS; 21,77 Ac.
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6-Aminohexyl O-(2-acetamido-2-desg®p-glucopyranosyl)-(3>2)-a-D-mannopyranosi@®
(B-GIcNAc-1,2-a-Man-OHexNH)

297 mg (0,584 mmol) Disaccharfdwerden in 10 ml absolutem Methanol gel6st, mit 8@
PdO-HO versetzt und unter Wasserstoffatmosphére starkihge Nach vollstandiger
Reaktion (DC: Isopropanol/l M Ammoniumacetat 4:ljdnder Katalysator abfiltriert und

mehrmals mit Methanol gewaschen. Die vereinigtgaoischen Phasen werden lyophilisiert.

Ausbeute: 282 mg (100 %)

R: (Edukt) = 0,71 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat)4:1
R¢ (Produkt) = 0,24 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacétdt)
CooH3gN2011 (482,52)

ESI-MS: Mer = 482,25 Mer = 505, 23 (M+Nadl)

3-(dithio-2-pyridyl)-propanoyl-6-aminohexyl-[O-(2atamido-2-desox@-D-
glucopyranosyl)-(42)-a-D-mannopyranosid]LO
(B-GIcNAc-1,2-a-Man-OHexNH-CO-(CH),-S-S-py)

287 mg (0,595 mmol) Disacchar@lund 332 mg (1,06 mmol) SPDEB werden in 15 ml
MeOH gel6st und bei Raumtemperatur 1,5 Stunde gerDie Reaktionsgemisch wird im
Hochvakuum eingeengt. Der Ruckstand wird in MeORj@mommen und durch Gelfiltration
(Saule: Sephadex LH20; Eluent: MeOH; Flussrate:ndl/snin; Saulendurchmesser: 30 mm;
Fullhéhe: 800mm; Detektion: 214, 254 und 280 nntjegent.

Ausbeute: 30,8 mg (76,1 %)

R¢ (Edukt) = 0,31 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat)4:1
R¢ (Produkt) = 0,72 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetdi) 4
C2gH15N3012S; (679,8)

ESI-MS: Mer= 679,24 Mes = 701,85 (M+Na)

'H-NMR (270 MHz, [3]-D20): 8 = 4,7 (d,J12 < 1 Hz, H-1); 4,49 (dJ1» = 8,15 Hz, 1H, H-
1’); 3,98 (m, 1H, H-2); 3,9-3,3 (m, 13H, H-6a’, H6H-3, H-6b’, H-4', H-2’, CHOa, H-6b,
H-5, H-3', CHOb, H-4, H-5'); 3,15-2,95 (m, 4H, GN, CH,S); 2,55 (m, 2H, CkCO); 2,0
(s, 3H, Ac); 1,65-1,35 (m, 4H, By, 1,34-1,2 (m, 4H, H).
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Methoxy-D-galactopyranosyl-(3>4)- 2-acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosyl-(32)-a-
D-mannopyranosid 1
(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-OCH)

10 mg (25,52umol) DisaccharidB werden in 10 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer (pH)7
gelost. Der Puffer enthalt 6,7 mg Rinderserumalloyrhj7 mM NaN, 1 mM MnCh, 21,27
mg (31,66umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 39 U alkalisdAkosphatase (E.C. 3.1.3.1)
und 1 U GIcNAcB-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung wird
bei 37 °C, inkubiert wobei der pH-Wert der Losungah Zugabe von 1 M NaOH bei 7,0
gehalten wird. Nach vollstandiger Reaktion (DC:pispanol/ 1 M Ammoniumacetat 4:1)
wird MnCl, zu einer Endkonzentration von 14 mM zugegebendimdReaktionsmischung 17
Stunden bei 37 °C inkubiert. Der Niederschlag wafazentrifugiert. Der Uberstand wird
lyophilisiert und das Pellet in ddB aufgelost. Das Gemisch wird durch
Gelpermeationschromatographie (Saule: Hi Load 8apef6/60; Eluent: 100 mM NHCO;;
Flussrate 0,75 ml/min; Detektion: 214 und 254 nnetrennt und das Produkt wird
lyophilisiert.

Ausbeute: 8,4 mg (60 %)

R:= 0,18 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 4:1)
C21H37/NO46 (559,52)

ESI-MS: Mer= 559,21 of = 582,18 (M+Na)

'H-NMR (360 MHz, DO, Aceton ¢ als interner Standard: = 4,62 (d,J12=1,28 Hz, 1H,
H-1); 4,43 (dJ12= 7,69 Hz, 1H, H-1'); 4,31 (dl1 2= 7,78 Hz, 1H, H-1"); 3,9 (dd)1 2= J23
= 1H, H-2); 3,84 (m, 1H, H-6a"); 3,8-3,56 (m, 9H;44, H-6a, H-6b’, H-3, H-6a", H-2’, H-
5”, H-4’, H-6b”); 3,55-3,34 (m, 7H, H-3", H-6bH-5, H-5", H-2", H-3’, H-4); 3,25 (s, 3H,
OCHg); 1,89 (s, 3H, Ac).

3C-NMR (90,5 MHz, DO, Aceton d als interner Standardy:= 174,24 C=0; 102,42 C-1";
98,84 C-1'; 97,39 C-1; 77,95 C-2; 75,65 C-4’; 74@&’; 74,22 C-5; 72,15 C-3”; 71,98 C-
5”; 71,49 C-2”; 70,45 C-3; 69,05 C-4”; 68,03 C-466,78 C-3’; 61,06 C-6; 60,50 C-6";
59,44 C-6’; 54,35 C-2’; 54,29 OGH22,66 Ac.
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6-Aminohexy)3-D-galactopyranosyl-(3>4)- 2-acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl-
(1—2)-a-D-mannopyranosid 2

(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-OHexNH)

30 mg (62,2umol) Disaccharid® werden in 30 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer (pt)7
gel6st. Der Puffer enthalt 21 mg Rinderserumalburbjd mM NaN, 1 mM MnCh, 63,4 mg
(95,1 umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 120 U alkalisdPleosphatase (E.C. 3.1.3.1) und
300 mU GIcNAcB-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung wird
16 Stunden bei 25 °C inkubiert, wobei der pH-Went ldbsung durch Zugabe von 1 M NaOH
bei 7,0 gehalten wird. Nach vollstandiger Reak{idb&: Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat
4:1) wird MnCL bis zu einer Endkonzentration von 9,5 mM zugegeher die
Reaktionsmischung 24 Stunden bei 25 °C inkubieetr. Niederschlag wird abzentrifugiert.
Der Uberstand wird lyophilisiert und das Pelletavin ddHO aufgeldst. Das Gemisch wird
durch Gelpermeationschromatographie (Séaule: Hi L8agerdex 26/60; Eluent: 100 mM
NH4HCO;; Flussrate 1,875 ml/min; Detektion: 214 und 254) matrennt und das Produkt
wird lyophilisiert.

Ausbeute: 27,3 mg (67,3 %)

R: = 0,29 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 4:1)
CaeHasN2016 (644,66)

ESI-MS: Mer= 644,3 Met = (645,37+H])

'H-NMR (360 MHz, DO, Aceton d als interner Standard):= 4,74 (dJ.,< 1 Hz, 1H, H-1);
4,47 (d,J12= 7,1 Hz, 1H, H-1"); 4,43 (d)1 > = 7,7 Hz, 1H, H-1"); 3,9 (m, 1H, H-2); 3,85
(dd, Jgem= 11,5 Hz J\ic = 1,1 Hz, 1H, H-6a’); 3,8-3,7 (m, 3H, H-4", H-6H-6b"); 3,68-3,59
(m, 7H, H-3, H-6a", H-2’, CHOa, H-5", H-4’, H-6b"); 3,55-3,34 (m, 8H, H-3"H-6b, H-5,
H-5', H-2", H-3’, CH,0b, H-4,); 2,86-2,8 (t, J = 7,5 Hz, 2H, @¥}); 1,91 (s, 3H, Ac); 1,53-
1,50 (m, 4H, HB); 1,27 (m, 4H, Hy).

¥C-NMR (90,5 MHz, RO, Aceton @ als interner Standard):= 175 C=0; 103,3 C-1"; 99,7
C-1’; 97,05 C-1; 78,95 C-2; 75,69 C-4’; 75,09 C-33,25 C-5; 72,88 C-3”; 72,28 C-5";
71,29 C-2”; 70,07 C-3; 68,86 C-4"; 68,09 G@&; 67,6 C-4; C-3’; 61,89 C-6; 61,31 C-6";
60,32 C-6’; 55,24 C-2'; 39,813 GNHy 28,73 CHCH,O; 27,3 CHCH.N; 25,75
CH,CH,CH,0; 25,33 CHCH,CH:N; 22,66 Ac.
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3-(dithio-2-pyridyl)-propanoyl-6-aminohexyl-[Q3D-galactopyranosyl-(3>4)-2-acetamido-
2-desoxyB-D-glucopyranosyl)-(3>2)-a-D-mannopyranosid]L3
(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-OHexNH-CO-(CH),-S-S-py)

30 mg (44,1umol) DisaccharidLO werden in 30 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer (pH)7
gelost. Der Puffer enthalt 21 mg Rinderserumalbyrji mM NaN, 1 mM MnCb, 46 mg
(69 pmol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 120 U alkalisdAkosphatase (E.C. 3.1.3.1) und
300 mU GIcNAcB-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung wird
16 Stunden bei 25 °C inkubiert, wobei der pH-Went ddsung durch Zugabe von 1 M NaOH
bei 7,0 gehalten wird. Nach vollstandiger Reak{idb&: Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat
4:1) wird MnChL zu einer Endkonzentration von 9,5 mM zugegeben ufid
Reaktionsmischung wird 7 Stunden bei 25 °C inkubidder Niederschlag wird
abzentrifugiert. Der Uberstand wird lyophilisierididas Pellet wird in ddi® aufgelost. Das
Gemisch wird durch Gelpermeationschromatographi@ulés Hi Load Superdex 26/60;
Eluent: 100 mM NBHHCO;; Flussrate 1,875 ml/min; Detektion: 214 und 254) matrennt
und das Produkt wird lyophilisiert. Die Fraktionesie das Produkt enthalten werden in
Wasser aufgeldst und uber drei SepPak-KartuschassiClgegeben. Man wéascht mit 80 ml
Wasser nach und eluiert mit 80 ml Methanol-Wass&r AnschlieRend wird das Produkt

lyophilisiert.

Ausbeute: 33,8 mg (97 %)

R: (Edukt) = 0,76 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetét)4:
R¢ (Produkt) = 0,63 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetdi) 4
CaqHssN3017S; (841,94)

ESI-MS: Mer=841,3 Mef = 842,3 (M+HJ

'H-NMR (500 MHz, []-D,0): & = 8,25 (m, 1H, py); 7,68 (m, 2H, py); 7,14 (m, 1by):
4,74 (d,J1» < 1 Hz, 1H, H-1); 4,47 (dh 2 = 7,57 Hz, 1H, H-1'); 4,43 (dl,» = 7,75 Hz, 1H,
H-17); 3,9 (m, 1H, H-2); 3,85 (ddJgem= 11,69 Hz)ic < 1 Hz, 1H, H-6a’); 3,8-3,59 (m, 10H,
H-4”, H-6a, H-6b’, H-3, H-6a", H-2", CHOa, H-5", H,4’, H-6b"); 3,55-3,34 (m, 8H, H-3",
H-6b, H-5, H-5", H-2", H-3’, CHOb, H-4): 2,9 (t, J = 6,4 Hz, 2H, GN3): 2,8 (t,J = 6,2 Hz,
2H, CHS); 2,5 (t,J = 6,3 Hz, 2H, CHCO); 1,91 (s, 3H, Ac); 1,45 (m, 2H, GEH,0); 1,35
(t, J = 6,09 Hz, 2H, CKCH,N); 1,2 (m, 4H, CHCH,CH,O, CHCH,CH,0).
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3C-NMR (125 MHz, BO): & = 179,68; 165,38 C=0; 149,32; 138,92; 122,18; A2y,
103,16 C-1"; 99,68 C-1’; 96,96 C-1; 78,66 C-2; T8,C-4"; 75,58 C-5"; 74,97 C-5; 73,08 C-
3" 72,74 C-5"; 72,29 C-2"; 71,2 C-3; 68,77 C'4'68,17 CHO; 67,5 C-4; C-3’; 61,74 C-6;
61,25 C-6”; 60,17 C-6"; 55,44 C-2; 39,55 GN; 34,73 G1,CO; 33,96 _Gi,S; 28,72
CH,CH,0; 28,28 CHCH;N; 25,28 CHCH,CH,0; 25,19 CHCH,CH,N; 22,57 Ac.

6-Aminohexyl O-(5-acetamido-3,5-didesaxp-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonsaure)-{23)-4-D-galactopyranosyl-(3>4)-2-acetamido-2-desoxg-D-
glucopyranosyl-(3>2)-a-D-mannopyranosid 4
(a-Neub5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-OHexNH)

7,12 mg (11,6 umol) Disaccharid® werden in 0,433 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffeld (p
7,4) gelost. Der Puffer enthélt 0,4 mg Rinderselborain, 1,78 mM Naly 1 mM MnCh,
7,12 mg (11,67umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 3,25 U alkaliscRhosphatase (E.C.
3.1.3.1) und 79 mU GIcNAB-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung
wird 16 Stunden bei 26 °C inkubiert, wobei der ptef\der Losung durch Zugabe von 1 M
NaOH bei 7,4 gehalten wird. Nach vollstandiger Rieak (DC: Isopropanol/ 1 M
Ammoniumacetat 2:1) werden 7,7 mg (1dn@ol) Cytidin-5-monophospho-N-acetylneuraminséure,
5 U alkalische Phosphatase (E.C. 3.1.3.1) und 84)33-Galactosida-2,3-Sialyltransferase
(EC 2.4.99.6) zugegeben und die Reaktion wird aufeendvolumen von 866U verdinnt.
Nach 24 Stunden bei 26 °C unter pH-Kontrolle (p#) Tyerden weitere 1,6 mg (2,3imol)
Cytidin-5-monophospho-N-acetylneuraminsaure und U [-Galactosidh-2,3-Sialyltransferase
(EC 2.4.99.6) zugegeben. Nach vollstandiger Reakti®C: Isopropanol/ 1 M
Ammoniumacetat 2:1) wird der Niederschlag abzamgidrt. Der Uberstand wird
lyophilisiert und das Pellet wird in dgB aufgelést. Das Gemisch wird durch
Gelpermeationschromatographie (Saule: Hi Load 8apef6/60; Eluent: 100 mM NHCO;;
Flussrate 0,75 ml/min; Detektion: 214 und 254 nnetrennt und das Produkt wird
lyophilisiert.

Ausbeute: 6,5 mg (77,3 %)
Rt (Disaccharid®) = 0,56 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
Rt (GalactosidL2) = 0,45 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
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R (Sialosid14) = 0,34 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
Ca7HesN3024 (935,92)
ESI-MS: Mer= 935,92 Mger = 934,44 M

3-(dithio-2-pyridyl)-propanoyl-6-aminohexyl-[O-(5catamido-3,5-didesoxg-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosylonséaure)}-(3)-3D-galactopyranosyl-(3»4)-2-acetamido-2-
desoxyg-D-glucopyranosyl-(3>2)-a-D-mannopyranosidlL5
(a-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-OHexNH-CO-(CH),-S-S-py)

7,87 mg (12,72umol) DisaccharidlO werden in 0,366 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer
(pH 7,4) gelést. Der Puffer enthalt 0,5 mg Rindarsalbumin, 1,78 mM Naj\ 1 mM
MnCl,, 7,9 mg (12,fumol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 3,7 U alkalis¢Pteosphatase (E.C.
3.1.3.1) und 64,4 mU GIcNAB8-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung
wird 16 Stunden bei 26 °C inkubiert, wobei der pkfVder Lésung durch Zugabe von 1 M
NaOH bei 7,4 gehalten wird. Nach vollstandiger Reak (DC: Isopropanol/ 1 M
Ammoniumacetat 2:1) werden 7,7 mg (4dn@ol) Cytidin-5'-monophospho-N-acetylneuraminséure,
5 U alkalische Phosphatase (E.C. 3.1.3.1) und 84J33-Galactosida-2,3-Sialyltransferase
(EC 2.4.99.6) zugegeben und die Reaktion wird Esutfvolumen von 89@l verdinnt. Nach
24 Stunden bei 26 °C unter pH-Kontrolle (pH 7,4)rden weitere 1,6 mg (2,3idmol)
Cytidin-5’-monophospho-N-acetylneuraminsaure  und 7 8,mU  (3-Galactosida-2,3-
Sialyltransferase (EC 2.4.99.6) zugegeben. Naclstéoldiger Reaktion (DC: Isopropanol/ 1
M Ammoniumacetat 2:1) wird der Niederschlag abz&miert. Der Uberstand wird
lyophilisiert und das Pellet wird in ddB aufgelést. Das Gemisch wird durch
Gelpermeationschromatographie (Saule: Hi Load Sigxerl16/60; Eluent: 100 mM
NH4HCO;; Flussrate 0,75 ml/min; Detektion: 214 und 254 getyennt und das Produkt wird
lyophilisiert.

Ausbeute: 50 %

R (DisaccharidlO) = 0,78 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
R¢ (Galactosidl3) = 0,71 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
R (Sialosid15) = 0,6 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
CasH72N4025S, (1133,19)

ESI-MS: Mer=1132,39 Met = 1131,44 M; 566,06 M*
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0O-[(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimig®b-glucopyranosyl)-(32)]-O-[(3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimig8-D-glucopyranosyl)-(34)]-3,6-di-O-acetyla-D-
mannopyranosé’

(2,4-(3-Ac3GIcNPht)}-a-Ac,Man-OH)

1,35 g (1,139 mmol) Benzylglykositb (123) werden in 62 ml absolutem Methanol und 9 ml
absolutem Dichlormethan gelost. Man gibt 4 ml Es&ige und 0,94 g (7,39 mmol)
Palladiumoxid-Hydrat zu. Nachdem der Kolben grictdimit Argon gespuilt wurde, wird die
Reaktion unter Wasserstoffatmosphare geruhrt. Naobkendeter Reaktion (DC:
Cyclohexan/Aceton 1:1) wird der Katalysator ahfgit und dreimal mit Aceton gewaschen.
Die organischen Phasen werden vereinigt, eingaerdjtm Hochvakuum getrocknet.

Der Ruckstand wird in 400 ml Dichlormethan gelosdumit gesattigter KHC@LOsung

extrahiert, Uber MgS©getrocknet und eingeengt und im Hochvakuum getreck

Ausbeute: 1 g (80,4 %)

R: = 0,25 (Cyclohexan/Aceton 1:1)

CsoHs4N2026 (1098,96)

ESI-MS: Mer= 1098,3 of=1121,38 (M+N&)

'H-NMR (360 MHz, [x]-DMSO): & = 7,92- 7,62 (m, 8H, Pht); 5,7-5,58 (m, 2H, H-B;
3"); 5,4 (d,J12=8,39 Hz, 1H, H-1"); 5,34 (d); 2 = 8,59 Hz, 1H, H-1°); 5,02-4,9 (m, 3H, H-
4', H-4”, H-3); 4,53 (dJ); 2 < 1 Hz, 1H, H-1); 4,27-4,18 (m, 2H, H-6a", H-6a3,12- 4,38
(m, 6H, H-5”, H-2’, H-5’, H-2", H-2, H-6b™); 3,66-3,52 (m, 2H, H-6a, H-4); 3,06- 2,98 (m,
2H, H-6b, H-5); 2,09; 2,06; 2,03; 2,0; 1,99; 1,19/6; 1,49 (8s, 24H, Ac).

13C-NMR (90,56 MHz, [R]-DMSO): & = 170,13; 170,11; 169,6; 169,58; 169;51; 169;23;
168,96; 167,62 C=0; 135,09; 134,71 C-4/5 Pht; 130130,38 C-1/2 Pht; 123,73; 123,26 C-
3/6 Pht; 96,61 C-1"; 96,31 C-1"; 90,58 C-1; 74,€12; 72,75 C-4; 70,74; 70,58 C-5'; C-5";
70,07 C-3; 69,73; 69,66 C-3"; C-3'; 68,65; 68,28C, C-4’; 66,83 C-5; 62,16 C-6; 61,78 C-
6'; C-6"; 54,56 C-2"; 53,81 C-2’; 20,512; 20,320,14; 20,01; 19,69 Ac.
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0-{0O-[(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimig®b-glucopyranosyl)-(+2)]-O-[(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimid8-D-glucopyranosyl)-(34)]-3,6-di-O-acetyla-D-
mannopyranosyl}-trichloracetimidét8

(2,4-(3-Ac3GIcNPht)-a-Ac,Man-TCAI)

1,006 g (915,4umol) Trisaccharidl7 und 0,85 ml (8,36 mmol) Trichloracetonitril werden

10 ml absolutem Dichlormethan gelost und bei 0 ¥@eu Argonatmosphéare 10 Minuten
gerthrt. Danach werden 42, 7ul (285,5umol) 1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en
tropfenweise zugegeben und das Reaktionsgemischweiter bei 0 °C 1 Stunde geruhrt.
Nach vollstandigem Umsatz (DC: Cyclohexan/Acetoh) vird mit 100 ml Dichlormethan
verdinnt und zweimal mit gesattigter KHgO9sung und Wasser extrahiert. Man trocknet
Uber MgSQ und engt ein. Das Rohprodukt wird durch Flashclatographie
(Cyclohexan/Aceton 2:3 1:1; Saulendurchmesser: 5,5 cm; Fullhdhe: 12 @migigt.

Ausbeute: 1,07 g (93,7 %)

Rt = 0,37 (Cyclohexan/Aceton 1:1)

[a]p* = 11,79° (0,25; Dichlormethan)

Cs2H54ClI3N3006 (1243,35)

ESI-MS: Mer= 1241,21 Mger = 1266,31 (M+N&)

'H-NMR (500 MHz, [B;]-DMSO): & = 7,89-7,71 (m, 8H, Pht); 5,69 (@,> < 1,0 Hz, 1H, H-
1); 5,63 (ddJ, 3 = 13,8 Hz, 1H, H-3"); 5,61 (dd),3 = 12,69 Hz, 1H, H-3’); 5,49 (dl, 2 =
11,8, 1H, H-1'); 5,46 (dJ1> = 15,4, 1H, H-1"); 5,02 (ddJ34 = J45 = 9,58 Hz, 1H, H-4");
4,98 (dd,Js4 = Js3 = 9,3 Hz, 1H, H-4"); 4,93 (ddJ» 3 = 3,06 Hz,J34 = 9,17 Hz, 1H, H-3);
4,29-4,2 (m, 3H, H-2, H-6a’, H-6a"); 4,13-4,05 (&H, H-2’, H-5"); 4,02-3,95 (m, 3H, H2",
H-5', H-6b"); 3,86 (dd,Jgem= 11,43 HzJic < 1 Hz, 1H, H-6b"); 3,79 (ddJs 4 = Js5 = 9,58
Hz, 1H, H-4); 3,72 (ddJgem= 11,5 Hz,J\ic < 1 Hz, 1H, H-6a); 3,61 (m, 1H, H-5); 3,14 (m,
1H, H-6b); 2,07; 2,04; 2,03; 2,0; 1,98; 1,78; 1,32 (8s, 24H, Ac).

13C-NMR (125 MHz, [Q]-DMSO): & = 170,1; 170,08; 169,64; 169,58; 169,41; 169,21;
168,84; 167,45 C=0; 156,68 C=NH; 135,15; 134,85/€/ht; 130,35 C-1/2 Pht; 123,74;
123,48 C-3/6 Pht; 96,88 C-1"; 96,47 C-1"; 93,391€72;26 C-2; 71,81 C-4; 70,89 C-5’;
70,71 C-5”; 69,82 C-3’; 69,75 C-5; 69,63 C-3; 6B,6-3"; 68,35 C-4’; 68,17 C-4"; 61,74
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C-6"; 61,68 C-6'; 61,1 C-6; 54,48 C-2"; 53,77 C-20,46; 20,44; 20,42; 20,39; 20,37;
20,10; 19,99; 19,48 Ac.

6-Azidohexyl O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-pdtmido-4-D-glucopyranosyl)-(32)]-O-
[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimig8-D-glucopyranosyl)-(3+4)]-3,6-di-O-acetyla-
D-mannopyranosid 9

(2,4-(3-AcsGIcNPht)-a-Ac,Man-OHexN)

218 mg (175,33umol) Trichloracetimidatl8 und 134 mg Azidohexanol werden in 3,27 ml
absolutem Dichlormethan geldst und 15 Minuten i ©C gerihrt. Man gibt innerhalb von
2 Stunden & (8,2 umol) TMSOTf zu und lasst 4 Stunden rihren (DC: Glgelkan/Aceton
1:1). Die organische Phase wird zweimal mit geg@ti KHCGQ-L6sung und Wasser
extrahiert. Man trocknet Uber Mg%Ound engt ein. Der Ruckstand wird durch
Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton 2:1; Saiehmesser: 3,5 cm; Fillhdhe: 12

cm) gereinigt.

Ausbeute: 113 mg (52,6 %)

R: = 0,44 (Cyclohexan/Aceton 1:1)

[a]p?® = 14,75° (0,2, Dichlormethan)

CseHesNsO26 (1224,13)

ESI-MS: Mer= 1223,39 Net = 1246,51 (M+Nd)

'H-NMR (360 MHz, [Q]-DMSO): & = 8,0-7,63 (m, 8H, Pht); 5,62 (m, 1H, H-3"); 518,(1H,
H-3"); 5,41 (d,Ji">» = 8,5 Hz, 1H, H-1"); 5,37 (dJv > = 8,5 Hz, 1H, H-1'); 5,04-4,92 (m,
2H, H-4”, H-4"); 4,79 (dd, d3= 3,9 Hz,Js.4 = 9,6 Hz, 1H, H-3); 4,29 (dl > < 1 Hz, 1H, H-
1); 4,24-4,18 (m, 2H, H-6a’, H-6a"); 4,4,14-3,9%(6H, H-5', H-2", H-2, H-5", H-6b”, H-
2’); 3,89-3,61 (m, 3H, H-6b’, H6b, H-4); 3,37-3,28), 3H, H-5,CHO); 3,2-3,05 (m, 2H,
CH.N3, H-6a); 2,07; 2,06; 2,05; 2,04; 2,017; 1,99; 1795 (8s, 24H, Ac); 1,52-1,41 (m, 4H,
CH,CH,N, CH,CH,0); 1,34-1,15 (m, 4H, C}¥CH,CH,N, CH,CH,CH;0).

13C-NMR (90,56 MHz, [R]-DMSO): 5 = 170,15; 170,01; 169,7; 169,48; 169,27; 169,16;
168,94 C=0; 135,1; 134,8 C-4/5 Pht; 130,49; 13382 Pht; 123,72; 123,2 C-3/6 Pht; 96,8
C-1"; 96,6 C-1’; 96,38 C-1; 73,7 C-2; 72,4 C-4;,80@C-5"; 70,7 C-5"; 70,6 C-3; 69,8 C-3";
69,7 C-3’; 68,6 C-4’; 68,2 C-4"; 67,4 C-5; 67,2 @bt 61,8 C-6; C-6"; C-6"; 54,53 C-2’;
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53,8 C-2"; 50,5 CHNg3; 28,31 CHCH,O; 28,0 CHCH;N; 25,8 CHCH,CH,N; 24,98
CH.CH,CH,0; 20,5; 20,4; 20,1, 19,9; 19,6 Ac.

6-Azidohexyl O-[(2-acetamido-2-desoP-glucopyranosyl)-(32)]-O-[(2-acetamido-2-
desoxyg-D-glucopyranosyl)-(3>4)]- a-D-mannopyranosi@0
(2,4-(3-GIcNACc)-a-Man-OHexN)

113 mg (92,3umol) Trisaccharidl9 werden in 2 mh-Butanol und 0,54 ml Ethylendiamin
geldst und 39 Stunden bei 80 °C gerihrt (DC: Ispanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1). Die
Reaktionsmischung wird anschlie3end eingeengt,malemit 30 ml Toluol codestilliert und
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrockDet. Ruckstand wird in 20 ml Pyridin
und 10 ml Essigsaureanhydrid aufgenommen. Nachubdgh bei Raumtemperatur (DC:
Dichlormethan/Methanol 10:1) engt man ein und cbltiest dreimal mit 30 ml Toluol. Der
Ruckstand wird im Hochvakuum getrocknet und durcHaslichromatographie
(Dichlormethan/Methanol 25:1, Saulendurchmessecn3 Fullhéhe: 9 cm) gereinigt. Die
Fraktionen, die das gewtlnschte Produkt enthalterdeme vereinigt und eingeengt. Der
Ruckstand wird in 10 ml Methylaminlésung (40 % imna8¥er) geldst und 67 Stunden bei
Raumtemperatur (DC: Isopropanol/l M Ammoniumaceta) geruhrt. Anschlie3end wird
die Reaktionslosung eingeengt und im Hochvakuumogktet. Der Riuckstand wird in 20 ml
Wasser gel6st und Uber eine 2 g SepPak-Kartusdebge. Man wascht mit 200 ml Wasser
nach und eluiert das Produkt mit 200 ml AcetoniMfviasser 1:9. Anschlielend wird das

Produkt lyophilisiert.

Ausbeute: 38,8 mg (59,2 %)

R: Amin = 0,65 (DC: Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat)2

R¢ Peracetat = 0,43 (DC: Dichlormethan/ Methanol 10:1)

R: Acetamid = 0,82 (DC: Isopropanol/ 1 M Ammoniumatet:1)
[a]p® = 11,32° (0,38, Methanol)

CogHaoN5016 (711,71)

ESI-MS: Mer= 711,32 Mer = 734,35 (M+Na)

H-NMR (360 MHz, DO, Aceton d als interner Standard).= 4,71 (dJ; »< 1 Hz, 1H, H-1);
4,4 (d,Jp» = 8,57 Hz, 1H, H-1"); 4,37 (d}:»>» = 8,7 Hz, 1H, H-1"); 3,91 (ddJ;2< 1 Hz,
J23< 1 Hz, 1H, H-2); 3,82-3,73 (m, 3H, H-3, H-6ax,8dx); 3,68-3,2 (m, 16H, H-6a, H-6bx,



2 Materialien und Methoden 29

H-6bx, H-2", CH,Oa, H-2", H-4, H-5, H-6b, H-3’, H-3", ChDb, H-5x, H-4’, H-4", H-5x);
3,17 (t, J = 6,79 Hz, CiM3); 1,92, 1,91 (2s, 6H, Ac); 1,45 (m, 4H,B): 1,25 (m, 4H, Hy).

13C-NMR (90,56 MHz, DO, Aceton d als interner Standardy: = 174,91; 174,36 C=0 Ac;
101,92 C-17; 100,02 C-1";, 96,87 C-1; 78,38 C-4,35C-2; 76,28 C-5x%; 76,24 C-5x; 73,9 C-
3", 73,6 C-3’; 71,59 C-5; 70,27 C-4x; 70,12 C-868,78 C-3; 68,18 C}D; 61,35 C-6; 61,06
C-6x; 61,02 C-6x; 55,8 C-2”; 55,7 C-2’; 51,4 GNg; 28,79 CB; 25,37 Cy, 22,74, 22,47 Ac.

6-Aminohexyl O-[(2-acetamido-2-deso\B-glucopyranosyl)-(32)]-O-[(2-acetamido-2-
desoxyg-D-glucopyranosyl)-(3>4)]- a-D-mannopyranosi@l
(2,4-(3-GIcNAc),-0-Man-OHexNH)

13 mg (18,274umol) Trisaccharid20 werden in 1 ml Wasser gel6st und mit 20 mg PdO-H
versetzt und unter Wasserstoffatmosphére starkhgemach 2,5 Stunden (DC: ¢ wird der
Katalysator abfiltriert und mehrmals mit Wasser hgewaschen. Die vereinigten

Wasserphasen werden lyophilisiert.

Ausbeute: 12,5 mg (99 %)

R: = 0,45 (Cyclohexan/Aceton 1:1)

[a]p® = 10,9° (0,35, MeOH)

CagH51N3046 (685,72)

ESI-MS: Mer = 685,33 Mer = 686,42 (M+H)

3-(dithio-2-pyridyl)-propanoyl-6-aminohexyl-[O-[(@eetamido-2-desoxg-D-
glucopyranosyl)-(3-2)]-O-[(2-acetamido-2-desox@-D-glucopyranosyl)-(34)]- a-D-
mannopyranosidp2

(2,4-(3-GIcNACc),-a-Man-OHexNH-CO-(CH),-S-S-py)

32 mg (46,69umol) Trisaccharid®21l und 69,5 mg (222,5mol) SPDP28 werden in 7,5 ml
absolutem MeOH gel6dst und bei Raumtemperatur gerfilach vollstandigem Umsatz (DC:
Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1) engt man Bier Ruckstand wird in 80 ml Wasser
gelést und Uber zwei miteinander verbundene SepRatkischen Classic gegeben. Man
wascht mit 80 ml Wasser nach und eluiert das Prioduk 60 ml Acetonitril-Wasser 1:9.

Anschlie3end wird das Produkt lyophilisiert.
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Ausbeute: 19,9 mg (48,4 %)

R = 0,74 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
[a]p?® = 7,5° (0,08, Methanol)

CaeHssN4017S; (882,99)

ESI-MS: Mer = 882,32 Mer = 905,27 (M+Na)

'H-NMR (360 MHz, O, DMSO als interner Standard)= 8,25-8,24 (m, 1H, Py); 7,7-7,65
(m, 2H, Py): 7,18-7,12 (M, 1H, Py); 4,66 (do < 1 Hz, 1H, H-1); 4,36 (m, 1H, H-1); 4,33
(m, 1H, H-1"); 3,89 (ddJi» < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, 1H, H-2); 3,8-3,7 (m, 3H, H-3, H-6ax, H-
6ax); 3,79-3,2 (m, 16H, H-6a, H-6bx, H-6bx, H-ZZH,Oa, H-2’, H-4, H-5, H-6b, H-3’, H-
3", CH,0b, H-5x, H-4', H-4", H-5x): 2,96 (t, J = 6,62 H2H, CHN): 2,9 (t, J = 6,65 Hz,
OH, CHS): 2,47 (t, J = 6,65 Hz, GBO); 1,92; 1,9 (2s, 6H, Ac); 1,43-1,17 (m, 8HBHH-

Y)-

13C-NMR (90,56 MHz, DO, DMSO als interner Standard)= 174,3; 173,86; 173,04 C=0;
148,59; 138,19; 121,6; 121,44; 120,74 Py; 101,0B'(99,198 C-1’ ; 96,03 C-1; 77,58 C-4;
75,56 C-2; 75,4 C-5x; 75,33 C-5x; 73,05 C-3”; 728-3’; 70,74 C-5; 69,39 C-4x; 69,24 C-
4x; 67,89 C-3; 67,49 CiD; 60,56 C-6; 60,21 C-6x; 60,13 C-6x; 54,84 C-B4,61 C-2’;
38,84 CHNg3; 34,03 CHCO; 33,24 CHS; 27,95 CB; 27,59 CB; 25,29; 24,57 G¢ 21,89;
21,64 Ac.

6-Aminohexyl O-[¢-D-galactopyranosyl-(3>4)-2-acetamido-2-desox#-D-glucopyranosyl)-
(1—2)]-O-[( Z-D-galactopyranosyl-(3»4)-2-acetamido-2-desox#-D-glucopyranosyl)-
(1—4)]- a-D-mannopyranosi@3

(2,4-(B-Gal-1,48-GIcNAc)-a-Man-OHexNh)

10 mg (14,58umol) Trisaccharid21 werden in 30 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer (pH
7,4) gel6st. Der Puffer enthalt 7,5 mg Rindersetbomain, 640uM NaNs;, 1 mM MnCh, 28
mg (42umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 12 U alkalisdPleosphatase (E.C. 3.1.3.1) und
100 mU GIcNAcB-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung wird
bei 23 °C inkubiert wobei der pH-Wert der LoésungatuZugabe von 1 M NaOH bei 7,0

gehalten wird. Nach 42 Stunden werden weitere 25@htNAc-3-1,4-Galactosyltransferase
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(E.C. 2.4.1.22) zugegeben und es wird nochmals tdén bei 23 °C inkubiert. Nach
vollstandiger Reaktion (DC: Isopropanol/ 1 M Ammamiacetat 2:1) wird MnGlbis zu einer
Endkonzentration von 9,5 mM zugegeben und die Reakhischung 24 Stunden bei 23 °C
inkubiert. Der Niederschlag wird abzentrifugierterDUberstand wird lyophilisiert und das
Pellet wird in ddHO aufgelost. Das Gemisch wird durch Gelpermeatimmmsnatographie
(Saule: Hi Load Superdex 26/60; Eluent: 100 mM 4NBO;; Flussrate 1,875 ml/min;
Detektion: 214 und 254 nm) getrennt und das Prodirkk lyophilisiert.

Ausbeute: 9,5 mg ( 64,5 %)

R: (Edukt) = 0,06 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetéit)2:
R¢ (Produkt) = 0,03 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetai) 2
CaoH71N3026 (1010)

ESI-MS: Mer= 1009,43 ef = 1010,45 (M+H)

3-(dithio-2-pyridyl)-propanoyl-6-aminohexyl-[O#&D-galactopyranosyl-(34)-2-
acetamido-2-desox@-D-glucopyranosyl)-(3>2)]-O-[( f-D-galactopyranosyl-(3>4)-2-
acetamido-2-desox@-D-glucopyranosyl)-(34)]- a-D-mannopyranosidp4
(2,4-(3-Gal-1,48-GIcNAc)-a-Man-OHexNH-CO-(CH),-S-S-py)

2,5 mg (2,8umol) Trisaccharid22 werden in 1,4 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer (@H4)
geldst. Der Puffer enthdlt 1 mg Rinderserumalburhi@@ mM NaN, 1 mM MnCh, 5 mg
(8,2 umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 10 U alkalisdhlgosphatase (E.C. 3.1.3.1) und 120
mU GIcNAc{3-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). Die kiReasmischung wird 15
Stunden bei 23 °C inkubiert, wobei der pH-Wert désung durch Zugabe von 1 M NaOH
bei 7,2 gehalten wird. Nach vollstandiger Reak{ib: Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat
2:1) wird MnChk bis zu einer Endkonzentration von 9,5 mM zugegehen die
Reaktionsmischung wird 24 Stunden bei 23 °C inkabider Niederschlag wird
abzentrifugiert. Der Uberstand wird lyophilisierndi das Pellet in ddi aufgelost. Das
Gemisch wird durch Gelpermeationschromatographi@ulés Hi Load Superdex 26/60;
Eluent: 100 mM NBHHCO;; Flussrate 1,875 ml/min; Detektion: 214 und 254) matrennt
und das Produkt wird lyophilisiert. Die Fraktionetie das Produkt enthalten werden im
Wasser gelost und durch zwei miteinander verbun@apdak-Kartuschen Classic gereinigt.
Man wascht mit 80 ml Wasser nach und eluiert dasléi&t mit 60 ml 50 % MeOH (aq).
Anschlie3end wird das Produkt eingeengt und lyagibit.
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Ausbeute: 3,65 mg (22,3 %)

R: (Edukt) = 0,86 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetéit)2:
R¢ (Produkt) = 0,61 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetdt)
[a]p® = 26,2° (0,1, Wasser)

CugH78N4027S; (1207,27)

ESI-MS: Mer= 1206,43 Net = 1207,5 (M+H]

'H-NMR (360 MHz, BO): 8 = 8,26 (m, 1H, py); 7,72-7,57 (m, 2H, py); 7,16, (th, py); 4,7
(d, 32<1Hz 1H, H-1); 4,43 (d, 1H, H-1"); 4,4 (&> = 8,5 Hz, 1H, H-1'); 4,33 (d)12 =
7,28 Hz, 2H, H-1", H-1""); 3,91-3,38 (m, ?H, H2, H-6a’, H-6a”, H-3, H-4"", H-4"", H-
6b’, H-6b”, H-2”, H-6x, H-6x, H-2’, H-5"", H-5” ", H-4", H-3”, CH ,0a, H-3', H-4’, H-
3", H-3"", H-4, H-5", H-5, H6X, H6X, H-5’, H-2"", H-2"", CH ,0b, H-6, H-6); 3,0 (m,
2H, CHN); 2,9 (m, 2H, CHS); 2,47 (m, 2H, CKCO); 1,9 (2s, 6H, Ac); 1,43-1,33 (m, 2H, H-
B); 1,19 (m, 4H, Hy).

13C-NMR (90,56 MHz, BO): & = 175,1; 174,68; 173,89 C=0; 149,45; 139;23; 139,0
122,29; 121,59 Py; 103,29; 103,26 C-1""; C-1"101,85 C-1"; 99,87 C-1' ; 96,82 C-1;
78;83; 78,55 C-4’; C-4”; 78,32 C-4; 76,46 C-2; 89,C-5""; C-5""; 75,16; 75,11 C-5"; C-
5 72,83 C-4"; C-4""; 72,55; 72,35 C-3"; C-3! 71,61 C-5; 71,29 C-2""; C-2""; 68,89 C-
3; 68,73C-3"; C-3""; 68,33 CH20; 61,36; 60,3760,34 C6x; 55,46; 55,22 C-2"; C-2";
39,67 CHN; 35,29 CHCO; 34,87 CHS; 28,79; 28,42 CHCH,O; CH,CH;N; 26,15; 25,42;
24,99 CHCH,CH,0; CH,CH,CH,N; 22,77; 22,49 Ac.

6-Aminohexyl O-[(5-acetamido-3,5-didesaxp-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonsaure)-23)-4-D-galactopyranosyl-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
D-glucopyranosyl)-(32)]-O-[(5-acetamido-3,5-didesoxg-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonsaure)-{23)-4-D-galactopyranosyl-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
D-glucopyranosyl)-(34)]- a-D-mannopyranosi@5
(2,4-@-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIcNAc),-a-Man-OHexNH)

3 mg (4,38umol) Trisaccharid®21 werden in 1,4 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer (ji4)
gel6st. Der Puffer enthalt 1 mg Rinderserumalburhji@ mM NaN, 1 mM MnCh, 4,39 mg
(7,2 umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 5 U alkalischeoBphatase (E.C. 3.1.3.1) und 120



2 Materialien und Methoden 33

mU GIcNAc{3-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung wird bei 26
°C inkubiert, wobei der pH-Wert der L6sung durchgdaibbe von 1 M NaOH bei 7,0 gehalten
wird. Nach 19 Stunden werden weitere 25 mU GIcNBAL4-Galactosyltransferase (E.C.
2.4.1.22) und 3,03 mg (4,Aamol) Uridin-5’-diphosphogalactose zugegeben undwesl
nochmals 13 Stunden bei 26 °C inkubiert. Nach témidiger Reaktion (DC: Isopropanol/ 1
M Ammoniumacetat 2:1) werden 5,53 mg (8dmol) Cytidin-5’-monophospho-N-
acetylneuraminsaure und 53,3 mPB-Galactosida-2,3-Sialyltransferase (EC 2.4.99.6)
zugegeben. Nach 12 Stunden bei 26 °C unter pH-Kibatwerden weitere 3,46 mg (5,3
pumol) Cytidin-5-monophospho-N-acetylneuraminsauned ul1,6 muU B-Galactosida-2,3-
Sialyltransferase (EC 2.4.99.6) zugegeben. Naclstéoldiger Reaktion (DC: Isopropanol/ 1
M Ammoniumacetat 2:1) wird der Niederschlag abzkmgiert. Der Uberstand wird
lyophilisiert und das Pellet wird in dgB aufgelést. Das Gemisch wird durch
Gelpermeationschromatographie (Séule: Hi Load Sleper16/60; Eluent: 100 mM
NH4HCO;; Flussrate 0,75 ml/min; Detektion: 214 und 254 getyennt und das Produkt wird
lyophilisiert.

Ausbeute50 %

R (Trisaccharid21) = 0, 54 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
R (Digalactosid23) = 0,34 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
R (Disialosid25) = 0,22 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
Co2H109N5042 (1592,51)

ESI-MS:  Mer= 1591,62 et = 1590,79 M; 794,89 M*

3-(dithio-2-pyridyl)-propanoyl-6-aminohexyl-[O-[(&eetamido-3,5-didesoxg-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosylonsaure)-(3)-3D-galactopyranosyl-(34)-O-(2-acetamido-2-
desoxyp-D-glucopyranosyl)-(32)]-O-[(5-acetamido-3,5-didesoxg-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylonsaure)-23)-4-D-galactopyranosyl-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
SD-glucopyranosyl)-(3>4)-a-D-mannopyranosidp6
(2,4-(@-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIlcNAc)-a-Man-OHexNH-CO-(CH),-S-S-py)

2,47 mg (2,8umol) Trisaccharid22 werden in 1,4 ml 20 mM Natriumcacodylatpuffer (pH
7,4) gelost. Der Puffer enthéalt 1 mg Rinderserunnalin, 1,78 mM Nak 1 mM MnCb, 4,39
mg (7,2umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 5 U alkalischeoBphatase (E.C. 3.1.3.1) und



2 Materialien und Methoden 34

120 mU GIcNAcB-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). DiekiReasmischung wird
bei 26 °C inkubiert, wobei der pH-Wert der Lésungah Zugabe von 1 M NaOH bei 7,0
gehalten wird. Nach 19 Stunden werden weitere 25@GRtNAc-1,4-Galactosyltransferase
(E.C. 2.4.1.22) und 3,03 mg (4@nol) Uridin-5’-diphosphogalactose zugegeben undiied
nochmals 13 Stunden bei 26 °C inkubiert. Nach témidiger Reaktion (DC: Isopropanol/ 1
M Ammoniumacetat 2:1) werden 5,53 mg (84mol) Cytidin-5’-monophospho-N-
acetylneuraminsaure und 53,3 mPB-Galactosida-2,3-Sialyltransferase (EC 2.4.99.6)
zugegeben. Nach 12 Stunden bei 26 °C unter pH-Kibatwerden weitere 3,46 mg (5,3
pumol) Cytidin-5-monophospho-N-acetylneuraminsauned ull,6 muU B-Galactosida-2,3-
Sialyltransferase (EC 2.4.99.6) zugegeben. Naclstéoldiger Reaktion (DC: Isopropanol/ 1
M Ammoniumacetat 2:1) wird der Niederschlag abzkmgiert. Der Uberstand wird
lyophilisiert und das Pellet in ddB aufgelost. Das Gemisch wird durch
Gelpermeationschromatographie (Séule: Hi Load Sleperl16/60; Eluent: 100 mM
NH4HCO;; Flussrate 0,75 ml/min; Detektion: 214 und 254 getyennt und das Produkt wird
lyophilisiert.

Ausbeute: 2,6 mg (52 %)

Rf (Trisaccharid22) = 0,68 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
Rf (Digalactosid?4) = 0,62 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
Rf (Disialosid26) = 0,5 (Isopropanol/ 1 M Ammoniumacetat 2:1)
CroH11N6043S, (1789,78)

ESI-MS:  Me = 1788,62 et = 1787,82 M; 893,38 M*

6-Azidohexanal7

0,5 g (3,65 mmol) 1-Chlorhexanol und 1,47 g (2218at) NaNs werden in 10 ml DMSO bei
80 °C funf Stunden (DC: Dichlormethan/ Ethylacef#t:1) gerthrt. Man gibt 100 ml
Dichlormethan zu und extrahiert zwei mal mit 150 \Wiasser. Die organische Phase wird

Uber MgSQ getrocknet und im Hochvakuum eingeengt.

Ausbeute: 0,5 g (96,8 %)
R: = 0,30 (Dichlormethan/ Ethylacetat 10:1)
CeH13N30 (143,19)
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'H-NMR (270 MHz, [Dy]-DMSO): & = 4,2-4,37 (t, J = 5,2, 1H, OH); 3,42-3,36 (t, 5,21,
5,35 1H,CHO); 3,34-3,29 (t, J = 6,85, 7,52 1H,@¥);1,6-1,38 (M, 4H, HB); 1,38-1,25 (m,
4H, H).

3-(dithio-2-pyridyl)-propanoyl-6-aminohexand0

0,208 g (1,45 mmol) Azidohexand@7 und 22 mg Pd.pO werden in 1 ml absolutem
Methanol 2,5 Stunden bei Raumtemperatur unter Wstsdatmosphare kraftig geruhrt.
Nach vollstandiger Reaktion (Hexan/Aceton 2,5:1ydwder Katalysator abfiltriert, mit
Methanol gewaschen und die organische Phasen werdgeengt. 20 mg des Rohproduktes
werden zusammen mit 51 mg (0,163 mmol) SPIBRn 1 ml absolutem MeOH geldst und
bei Raumtemperatur 2,5 Stunde geriuhrt. Nach Beendigder Reaktion (DC:
Cyclohexan/Aceton 1:1) wird eingeengt und durclshdromatographie (Cyclohexan/Aceton 1:1,
Saulendurchmesser: 6 cm, Fullhéhe: 20 cm) gereinigt

Ausbeute: 44,1 mg (92 %)

R: (AzidohexanoR7) = 0,4 (Hexan/Aceton 2,5:1)

Rt (AminohexanolR9) = 0,05 (Hexan/Aceton 2,5:1)

R: (Aminohexanolk9) = 0,05 (Cyclohexan/Aceton 1:1)
R: (Produkt30) = 0,53 (Cyclohexan/Aceton 1:1)
C14H22N20,S; (314,47)

ESI-MS: Mer = 314,11 Mer = 315,34 (M+H)

'H-NMR (270 MHz, [D]-CDCls): & = 8,43 (m, 1H, py); 7,63 (m, 2H, py); 7,11 (m, 10¥);
3,61 (t, 2H, CHO); 3,26 (dd, 2H, CbNH); 3,06 (t, 2H, CHS); 2,58 (t, 2H, CKCO); 1,67-
1,35 (m, 8H, HB, H-y).
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2.2.2 Absorptionsmessung und Bestimmung der Nukles@durekonzentration

Die Absorptionsmessungen wurden mit einem Spektoatpmeter (Beckmann DU 640,
Beckmann, Minchen) durchgefihrt.

Die Absorbptionsmessung von Nukleinsduren erfoigté ml bzw. 100ul Quartzkivetten
mit einer Schichtdicke von 1 cm im Bereich von 2B& 320 nm. Die molaren
Konzentrationen konnten aus der DifferenzgAnr Aszonm in ddHO berechnet werden.
Dabei ist eine Absorptionseinheit (1 @f) als die Substanzmenge definiert, die in einem
Volumen von 1 ml bei einer Schichtdicke von 1 cnd wner Wellenlange von 260 nm die
Extinktion 1 ergibt. 1 ORyo entspricht etwa: 5Qug/ml dsDNA, 40ug/ml ssRNA und 33
pug/ml ssDNA.

2.2.3 Radioaktivitatsmessung

Die Radioaktivitatsmessungen wurden in einem 3Slationszahler vom Typ LS 1801
(Beckman, Miuinchen) oder Tri-Carb 2900TR (Packardieidich) nach Cerenkov
durchgefuhrt. Die Visualisierung von radioaktiv kiarten RNA-bzw. DNA-Banden in
Polyacrylamidgelen nach der Elektrophorese wurdé emen Instant Imager Electronic
Autoradiography-System 2024 (Hewlett Packard, MaTjdUSA) durchgefuhrt und mittels
entsprechender Softwaaeisgewertet. Dabei wurden Zerfalle pro Minute (cpetektiert.

2.2.4 Spektroskopische Methoden

2.2.4.1 Elektrospraymassenspektrometrie

ESI-MS Messungen wurden auf einem LCT ESI-TOF-MS8&aspektrometer (Micromass,
Manchester, UK), das mit einer Agilent HP 1100 HPIndt Dioden-Array-Detector
gekoppelt war durchgefihrt. Die Einstellungen warén der Regel) wie folgt:
Kapillarenspannung 3200 ¥ample con&pannung 20 - 80 \éxtraction conéSpannung 3 —
5V, RF-LensSpannung 300 V, RF DC Offset 1: 5 V, RF DC OffgeB V, Acceleration 200
V. Die Temperatur des Desolvatisierung-Gases watdel50 °C und der Quelle auf 120 °C
eingestellt. Der Direkteinlass wurde Uber eine t3pripumpe durchgefiihrt. Sowohl fir einen
Direkteinlass als auch fir HPLC-MS Laufe wurden sab$iel3lich Wasser, Acetonitril,
Methanol oder Gemische davon benutzt.
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2.2.4.2 NMR

NMR-Spektren wurden an einem Jeol INM-EX-270-FTKapeneter, einem Bruker Avance-
360 und Bruker Avance DRX-500-FT-Spektrometer gesmes Als Losungsmittel und
interner Standard wurden §PDMSO G (*H) = 2,49 ppm;d (**C) = 39,5 ppm), CECN
3(H) = 1,939 ppm;5(**C) = 1,3 ppm), bzw. BD verwendet. Die chemischen
Verschiebungen beziehen sich auf Tetramethylsi@s Q ppm) und wurden in ppm
Kopplungskonstanten J in Hertz angegeben. Die Zuworg erfolgte anhand von
Spektrensatzen bestehend #ds'°C, HH-COSY, HH-TOXY, NOESY, HMQC-COSY und
HMQC-TOCSY Experimenten.

Die Zuordnung der NMR-Spektren wurde nach der Katige in Abbildung 3 getroffen. Bei

Teilstrukturen wurde die Nummerierung beibehalten:

OH OH
HOOC
HO- il o ’O
AcHN
HO R’ NHAc
OH OH
HOOC
HO-ill o
ACHN /T
HO-
HO N~
OH OH
HOOC
HO-ll o
AcHN
HO N'

B
AN NR2
RO
B ¥ «

Abb. 3  Nummerierung der synthetisierten Oligosaccaride. Die Nummerierung wurde auch bei
Teilstrukturen beibehalten.
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2.2.4.3 Drehwertmessung

Spezifische Drehwerte wurden an einem Perkin-EIR@arimeter 241 bei 589 nm in 5 ml

Kivetten der Lange 10 cm bestimmit.

2.2.5 Chromatographische Verfahren

2.2.5.1 Dunnschichtchromatographie

Fur die DUnnschichtchromatographie wurden Alumirfemigfolien ,Alugram Sil G/U\ss4'*
(Macherey-Nagel, Duren) verwendet. Die Detektiofolgte durch Fluoreszenz unter UV-
Licht bei 254 nm und/oder Eintauchen in eine Kohigiratspezifische Anfarbereagenz und
nachfolgendem Erhitzen im Hei3luftstrom. Zum Ang&mwbvon Kohlenhydraten wurde ein
Kohlenhydrat-spezifisches Anfarbereagenz (1:1-Mischvon 2 N HSO, und 0,2 %-iger

ethanolischer Resorcinmonomethyletherldsung) vedeen

2.2.5.2 Flashchromatographie

Zur Flachchromatographie wurde Kieselgel 60 (Me&rmstadt) mit einer Korngroéf3e von
0,04 - 0,063 mm (230 - 400 mesh ASTM) verwendet. Bieekstoffdruck betrug 1,5 - 2,0 bar.

Die angegebenen Mischungsverhéltnisse versteherakid/olumenanteile.

2.2.5.3 Gelpermeationschromatographie

Die Trennung wurde an einer Pharmacia LKB Gradgmienpe 2249 mit einem Pharmacia
LKB Detektor VWM 2141 durchgefuhrt. Detektiert werdei 214 nm und bei 254 nm. Als
Trennsaulen kamen Pharmacia HiLoad Superdex 30 X6D® mm) und Pharmacia HiLoad
Superdex 75 (600 x 26 mm) Saulen zum Einsatz. Adsubgsmittel diente 0,1 M

Ammoniumbicarbonat-Puffer.
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2.2.6 Gelelektrophoretische Verfahren

2.2.6.1 Agarosegelelektrophorese

Die horizontale Gelelektrophorese wurde fir diedsghe und praparative Auftrennung von
DNA verwendet. Es wurden je nach der GroRe der DM#&gmente 1 - 2 %-ige (w/v)

Agarosegele in 0,5 x TBE-Puffer mit 0,03 % (w/vhigiumbromid verwendet. Die DNA-

Probe wurde mit 1/5 Volumen Probenpuffer versetai aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte 20 - 40 min bei 100 V. Als Standard wuelae PeqGOLD 100 bp DNA-Leiter

(PegLab, Erlangen) oder der 1 kb DNA Marker (NEBywendet. Die Detektion der DNA

erfolgte auf einem UV-Transilluminator durch Anreguder Fluoreszenz von in die DNA
interkaliertem Ethidiumbromid durch UV-Licht mitrear Wellenlange von 302 nm.

2.2.6.2 Denaturierende Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophaese

Die analytische und praparative Auftrennung von DNWAd RNA-Molekilen wurde mittels
vertikaler Polyacrylamidgelelektrophorese unteradenerenden Bedingungen durchgefuhrt.
Dazu wurden nach den jeweiligen Erfordernissen raokeedliche Volumina einer
Acrylamid-Stammlodsung (38 % (w/v) Acrylamid + 2 %/¢) Bisacrylamid) und Harnstoff
(Endkonzentration 8 M) in TBE-Puffer (89 mM TrisHp= 8,4 bei 25 °C), 89 mM #BO;, 2
mM EDTA,) kurz vor der Verwendung zusammengemisbie. Polymerisation wurde durch
0,1 % (v/v) TEMED und 0,08 % (w/v) APS gestarteacdN der vollstandigen Polymerisation
erfolgte fur 30 min die Praelektrophorese bei 35 ZMr gleichmaligen Warmeverteilung
wurde eine Aluminiumplatte an die Gelplatten angebt. Die Proben wurden mit
Probenpuffer fir denaturierende Polyacrylamidg&telghorese versetzt, aufgetragen und
durch Elektrophorese bei 35 W aufgetrennt. Die [Bkteophorese-Dauer wurde je nach der
GelgréiRe, angelegter Spannung und Acrylamidkonagotr gewahlt (Tab. 1). Nach erfolgter
Auftrennung wurden die DNA- und RNA-Fragmente durtbluidinblau oder Stainsall
Farbung , Radioaktivititsmessung (Kapitel 2.2.3yv.b2UV-Shadowing” (Kapitel 2.2.7)

visualisiert.
Gelgrof3e (cm) | % Acrylamid| Spannung (V)| Dauer (min)
20x20x0,1 8-16 400 45-90
40 x 20 x 0,05 10-15 1000-1100 120-180
40x20x0,1 8-16 600-800 120 -18(

Tab. 1 Elektrophoresebedingungen fur Harnstoff-Pgtacrylamidelektrophorese.
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2.2.6.3 Polyacrylamidgelelektrophorese unter nativen Bedingngen

Die Polyacrylamidgelektrophorese unter nativen Bgdngen wurde imMighty-Small-
System SE 200 (Hoefer Scientific Instr., San FrancisddSA) durchgefuhrt. Die
Polymerisation der Gele (8 % Acrylamid (AcrylamitsBcrylamid = 19:1)) im Laufpuffer fur
native Polyacrylamidgelelektrophorese (25 mM TrD&, 5 mM MgC}, pH ~ 7 bei 25 °C)
wurde durch 0,05 % (v/v) TEMED und 0,05 % (v/v) ARSstartet. Die Elektrophorese
erfolgte fur 1 Stunde bei 4 °C und 100 V. Die RN&wb DNA Banden im Gel wurden durch

Radioaktivitditsmessung nachgewiesen (Kapitel 2.2.3)

2.2.7 Detektion und Elution von RNA aus Polyacrylamidgelen

RNA-Banden wurden entweder durch ,UV-Shadowing“ aifher mit Cellulose- und
Fluoreszenzindikator-beschichteten Platte odertdderen radioaktive Markierung

detektiert (Kapitel 2.2.3) und aus dem Gel mit min®kalpell ausgeschnitten. Die Gelstlicke
wurden in etwa 2 Volumina 0,3 M NaOAc (pH 6,5 bé& 2C) fur 30 min bei - 70 °C
eingefroren, zerkleinert und bei 4 °C oder Raumtenaoir fir jeweils 3 - 6 Stunden bzw.
Uber Nacht geschittelt. Die RNA wurde so aus derh daech Diffusion eluiert. Kleine
Gelfragmente wurden abfiltriert und die RNA duralgZbe von EtOH gefallt (Kapitel 2.2.8).

2.2.8 Phenolextraktion und Ethanolfallung von RNA imd DNA

Die Entfernung von Proteinen und anderen Verungaimgen von DNA (nach der PCR) bzw.
RNA (nach dein vitro Transkription)-Losungen wurde durch Extraktion giiem Volumen
TE-gesattigten Phenol (pH 7,5) durchgefiihrt. Um r@lreste zu entfernen, wurde die
wassrige Phase zwei mal mit Diethylether extrahiéMach der Verdampfung von
Diethyletherresten bei 37 °C, wurden die Lésungeh(a3 M NaOAc (pH 6,5 bei 25 °C)
eingestellt und durch die Zugabe von 2,5 Volumif8 % EtOH bei - 70 °C (20 min) oder
bei - 20 °C (2 - 12 Stunden) prazipitiert. Bei ggan DNA- oder RNA-Mengen wurden
zusatzlich 35ug/ml Glykogen pro 50Ql als ,carrier* zugegeben. Die Zentrifugation wurde
in der Tischzentrifuge (Biofuge 13R, Heraeus, Gxate} bei 10 000 - 13 000 rpm und bei 4
°C 10 min durchgefiihrt, das Pellet mit 70 % (v/a)tém Ethanol gewaschen und nochmal 5
min zentrifugiert. Das Pellet wurde kurz im Vakuoer an der Luft getrocknet und in einem

geeigneten Volumen ddB aufgenommen.
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2.2.9 Isolierung und Reinigung von DNA

2.2.9.1 Plasmidisolierung

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde der ,FlexiPreBlasmid Purification Kit"
(Pharmacia) nach Angaben des Herstellers verwergiseé 5 ml Ubernachtkultur wurde
abzentrifugiert (Tischzentrifuge Eppendorf 5414 ntharg) und das Bakterienpellet durch
alkalische Lyse aufgeschlossen. Die plasmidale dN#de in Gegenwart von Guanidinium-
HCI an eine Glasoberflache gebunden, mehrmals géweasund anschlieRend mit dghM
eluiert. Die so gewonnene Plasmid-DNA kann direkr Restriktionsanalyse (Kapitel
2.2.10.1), PCR (Kapitel 2.2.11) oder Sequenziemingesetzt oder bei - 20 °C bzw. - 70 °C
gelagert werden.

2.2.9.2 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Um ein bestimmtes DNA-Fragment aus einem GemischRragmenten z. B. nach PCR oder
Restriktionsendonuklease-Behandlung zu isolierargewie DNA durch Agarosegelelektrophorese
(Kapitel 2.2.6.1) aufgetrennt und das gewinschégiRent ausgeschnitten. Die DNA wurde
aus dem Gel mittels des ,QIAEX Il Gel Extractiont’K({Qiagen, Hilden) isoliert. Dabei wird
die Agarose in Gegenwart von Guanidinium-HCI geldstl die DNA an eine Glas-Matrix
gebunden. Nach mehreren Waschschritten wird die DNtAddH,O eluiert und kann direkt
zur Ligation (Kapitel 2.2.10.2) eingesetzt oder-$920 °C bzw. - 70 °C gelagert werden.

2.2.10 Enzymatische Behandlung von DNA

2.2.10.1Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Die Hydrolyse von aufgereinigten Plasmiden (Kap2&.9.1) mit Restriktionsendonukleasen
erfolgte entsprechend den Angaben des HerstelieRegel wurde Jug DNA mit 5 UEcAR

| oder Hind Il fir 60 - 180 min bei 37 °C inkubiert. Der Hyalyseverlauf wurde durch
Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.6.1) anatiysizgie geschnittene Plasmid-DNA wurde
als DNA-Matritze fur dian vitro T7-Transkription (Kapitel 2.2.13.1) verwendet.
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2.2.10.2Ligation

Der Einbau von einem DNA-Fragment in einen Vektdolgte durch Ligation mit der T4-
DNA-Ligase aus dem ,pGEM-T Vector System | Kit* @Pnega, Madison, USA). Die
Ligation wurde in einem Volumen von 10 durchgefuhrt. Fur die Reaktion wurden 25 ng
linearisierten pGEM-T Vektor-DNA (Promega, Madis®&A), 200 ng aufgereinigtes DNA-
Fragment (Kapitel 2.2.9.2) und 3U T4-DNA Ligaseligationspuffer (30 mM Tris/HCI (pH
7,8 bei 25 °C), 10 mM Mggl10 mM Dithiothreitol, 1 mM ATP, 5 % (v/v) Polyetlenglykol) bei

4 °C uber Nacht inkubiert.

Der komplette Ligationsansatz wurde ohne weiter&ékigung fur die Transformation von

kompetentere. coli Zellen (Kapitel 2.2.12) verwendet.

2.2.11 Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde in einem Volumen von 100PCR-Puffer (10 mM Tris/HCL (pH 8,8 bei 25
°C); 50 mM KCI; 1,5 mM MgdJ; 0,01 % (v/v) Triton X-100) im PCR Thermocycler
(Biometra) durchgefuhrt. Folgende Komponenten wargie@gesetzt: 0,AM Primer P45, 0,5
MM Primer P25, 20uM dATP, 200puM dGTP, 200uM dTTP, 200uM dCTP, 2 mU Tag-
DNA-Polymerase und DNA-Matritze (fug Plasmid-DNA oder 0,21g 120 bp DNA). Die
Amplifikation erfolgte nach einer Anfangsdenatwiieg von 10 min fir Plasmid-DNA und
Zellen oder 1 min fir 120 bp DNA-Fragment bei 95 inC20 bis 30 Zyklen von je 30 s
Denaturierung bei 95 °C, 30 s Annealing bei 55 #@d B0 s Polymerisation bei 72 °C. Zur
Vervollstandigung der PCR-Produkte wurde am Enddhreanmal 5 min bei 72 °C inkubiert.
Ein Aliquot von 7l direkt aus der PCR Reaktion wurde durch Agaroségjdirophorese
(Kapitel 2.2.6.1) analysiert. Die PCR Reaktion waur@hschlielend nach Phenolextraktion
einer Ethanolfallung (Kapitel 2.2.8) unterzogen ural - 20 °C bzw. - 70 °C in dd©
gelagert.

2.2.12 Transformation vonE. coli

2.2.12.1Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Zellen wurden nach der Mehr-lonen-Tdch®i8) hergestellt. 100 ml LB-

Medium wurde mit 1 ml Bakterienkultue(coli DH5a) inokuliert. Nach Erreichen einer
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ODgoo von 0,3 - 0,4 wurden die Zellen sofort 2 min aig §ekuhlt und anschlie3end 10 min
durch Zentrifugation bei 7000 rpm und 4 °C, (Sdn&$34-Rotor, Kuhlzentrifuge Sorvall
RC5B, Du Pont, Bad Hamburg) geerntet. Das Pelledain 30 ml eiskaltem TfB | Puffer
(30 mM KAc/AcOH (pH 5,8 bei 25 °C), 100 mM RbC50 mM MnC}, 10 mM CaCl, 15 %
Glycerol (v/v)) resuspendiert und 30 - 60 min aif iBkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Zellen in 5 ml eiskaltem TfB Il PuffefO( mM Mops/NaOH (pH 7,0 bei 25 °C),
10 mM RbC}, 75 mM CaCl, 15 % Glycerol (v/v)) aufgenommen und 15 min aus E
inkubiert. Je 10Qu Aliquots der Zellsuspension wurden in fliissigerokStoff schockgefroren und

bei - 70 °C gelagert.

2.2.12.2Transformation von E.coli DH5a Zellen durch Hitzeschock

Je 100ul kompetente Zellet. coli DH5a (Kapitel 2.2.12.1) wurden auf Eis aufgetaut und
mit 1 pg aufgereinigter Plasmid-DNA (Kapitel 2.2.9.1) oder einem kompletten
Ligationsansatz (Kapitel 2.2.10.2) 30 min auf Hikubiert. Nach 90 s Hitzebehandlung bei
42 °C und Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die &ell45 - 60 min bei 37 °C
(Thermostat Heizblock 5436 und 5320, Eppendorf, biang) inkubiert. Die Bakterien
wurden in der Tischzentrifuge (Eppendorf 5414, Hargp 30 s abzentrifugiert und das
Bakterien-Pellet in 101 LB-Medium resuspendiert. Ein Teil der Bakterienmrsion oder
der ganze Ansatz wurden auf LB-Platten mit dempeathenden Antibiotikum, IPTG und X-
Gal (Kapitel 2.1.5.2) ausplattiert und Gber Naatit3¥ °C inkubiert.

2.2.13 Praparation der RNA

2.2.13.1In vitro Transkription mit T7-RNA-Polymerase

Die zurin vitro Selektion eingesetzte RNA-Bibliothek sowie audamzelne RNA-Aptamere
wurden ausgehend von PCR-Produkten (Kapitel 2.2tlgé) gereinigten Plasmiden (Kapitel
2.2.9.1) durchin vitro Transkription hergestellt. Der starke T7-Promotarde durch den
Primer P45 bei der PCR eingefuhrt. Die optimier0 pl-Ansétze enthielten 80 mM
Hepes/NaOH (pH 8,1 bei 25 °C), 10 mM MgCl mM ATP, 1 mM GTP, 1 mM UTP, 1 mM
CTP, 1 mM Spermidin, 10 mM DTT, 0,01 % (v/v) Trito¢100, 20 U rRNasin sowie 0,3
ODy60 (~ 151g) DNA Matrize. Fiir die radioaktive Markierung d@NA wurde 1uCi [a-2P]
ATP oder 1uCi [a-**P] GTP zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugaive ul T7-
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RNA-Polymerase (19,9 mg/ml) gestartet. Nach 2 Stanidkubation bei 37 °C wurden 20 U
DNase | (RNase-frei) zugegeben. Die Inkubationlgtéofir weitere Stunde bei 37 °C. Nach
Zugabe von EDTA (pH 7,5) zu einer Endkonzentration 45 mM wurden die Ansatze in der
Tischzentrifuge (Eppendorf 5414, Hamburg) kurz démgiert und die im Uberstand
enthaltenen RNA-Fragmente wurden direkt mittelsegin8 % (v/v) denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Kapitel 2.2.6.2). DiRroduktbande wurde durch ,UV-
Shadowing® (Kapitel 2.2.7) oder Radioaktivitat (Kb 2.2.3) detektiert und ausgeschnitten.
Die RNA wurde aus dem Gel eluiert (Kapitel 2.2.Agwefallt (Kapitel 2.2.8). Die in ddi®
aufgenommene RNA wurde bei - 20 °C bzw. - 70 *Ggeitt.

2.2.14 Modifikation der RNA

2.2.14.1Dephosphorylierung der RNA am 5"-Ende

Die Transkripte aus ddn vitro Transkription mit T7-RNA-Polymerase (Kapitel 2.2.1)
enthielten am 5°-Ende ein Nukleotidtriphosphat,sdasPhosphate zunéchst entfernt werden
mussten. Dazu wurden in einem Volumen vonqull50 pg RNA in 7 % (v/v) wassriger DMF-
Lésung 1 Minute bei 90 °C denaturiert und sofoftks (2 min) gestellt.

Es wurden 5ul 10 x Puffer fur alkalische Phosphatase (50 mM/H@ (pH 8,5 bei 20 °C),
0,1 mM EDTA) und 30 U alkalische Phosphatase zugegeDer 50ul-Ansatz wurde 3
Minuten auf Eis und anschliel3end 50 Minuten beP@7inkubiert. Nach einer Phenol- und
Etherextraktion (Kapitel 2.2.8) wurde die RNA pydtiert und gefallt (Kapitel 2.2.8). Bei der
Fallung wurden 3%ig/ml Glykogen pro 50@l als ,carrier* zugegeben.

2.2.14.2Markierung der RNA und synthetisierter einzelstrangger DNA am 5"-Ende

Die 5"-Markierung erfolgte in einem 312-Ansatz mit 3ug dephosphorylierter RNA (Kapitel
2.2.14.1) oder 100 pmol synthetisierter einzelgfiger DNA in PNK- Puffer (50 mM
Tris/HCI (pH 8,2 bei 25 °C), 10 mM Mgg&l0,1 mM EDTA, 5 mM Dithiothreitol, 0,1 mM
Spermidin),mit 30 - 5QuCi [y->*P] ATP und 10 U Polynukleotidkinase bei 37 °C fi& 3
Minuten. Nach der Zugabe von 2 nmol ATP wurde dealRion weitere 10 Minuten bei 37
°C inkubiert. Durch Abkthlung auf Eis und gleichiige Zugabe von RNA-Probenpuffer fur
denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese wdrdéReaktion gestoppt, sofort auf ein 8

% (v/v) denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetnaged aufgetrennt (Kapitel 2.2.6.2). Die
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eluierte (Kapitel 2.2.7) und mittels Glykogen pgitierte RNA bzw. einzelstrangige DNA
(Kapitel 2.2.8) wurde in dd}® aufgenommen und bei - 20 °C gelagert.

2.2.15 Untersuchung der RNA-Struktur mittels Polyacylamidgelelektrophorese unter

nativen Bedingungen

RNA-Aptamere wurden mit 5°4-endmarkierten RNA-Aptameren (Kapitel 2.2.14.2%ipl
ddH,O fur 1 min bei 90 °C denaturiert und langsam imiiB auf Raumtemperatur gebracht.
Nach der Zugabe von {dl 5 x Selektionspuffer D (50 mM Tris/HCI (pH7,5 i85 °C), 150
mM NacCl, 5 mM MgC}) 15 min inkubiert. Danach wurdeng2 des Probenpuffers fur native
Polyacrylamidgelelektrophorese  zugegeben und dieobdr mittels 8 %-igen

Polyacrylamidgele unter nativen Bedingungen anaty$Kapitel 2.2.6.3).

2.2.16 Sepharose Aktivierung

2.2.16.1Bestimmung des Extinktionskoeffizientes von Dipyrigldisulphid bei 343 nm

Fur die Bestimmung des Extinktionskoeffizientes \@ithiopyridon bei pH = 7,5 wurden
unterschiedliche Dipyridyldisulphid-Konzentrationemit 25 Aquivalenten DTT in
Aktivierungspuffer (100 mM Tris/HCI (pH 7,5 bei 2&), 250 mM NaCl, 1 mM EDTA) 5
min bei 23 °C reduziert. Die Absorption von entsiamem 2-Thiopyridon wurde bei 342 nm
(UV-Spektrophotometer Du 640, Beckmann, Minchem)egsen. Das Extinktionskoeffizient
wurde aus der linearen Abhangigkeit der Absorpti@s entstandenen 2-Thiopyridons bei
342 nm von der 2-Thiopyridons-Konzentration bestimm

2.2.16.2Aktivierung der Sepharose 6B mit Oligosaccharidendem Spacer und
lodoacetamid

3,1 g Thiopropylaktivierte Sepharose 6B wurden i@ &l ddHO Uber Nacht bei
Raumtemperatur gequollen, dreimal mit 50 ml gdHund sechsmal mit 50 ml
Aktivierungspuffer (100 mM Tris/HCI (pH 7,5 bei 2&2), 250 mM NaCl, 1 mM EDTA)
gewaschen und anschlie3end in Aktivierungspuffer 7fb) bei Raumtemperatur aquilibriert.
Die Sepharose wurde mit 20 mM DTT in entgastem \A&tungspuffer (pH 7,5) bei

Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert. Der Verlauf Reduktion wurde durch UV-Messung
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der Absorption des entstandenen 2-Thiopyridons3& nm (UV-Spektrophotometer Du
640, Beckmann, Munchen) verfolgt. Das Saulenmdteniade grindlich tGber eine Fritte mit
Aktivierungspuffer (pH 7,5) gewaschen, bis keineséitption im Bereich von 190 bis 500 nm
mehr nachweisbar war. Die Thiopropyl-Sepharose 6B fmeien SH-Gruppen wurde
aufgeteilt. 1/6 des Materials (~ 0,5 g) wurde jdsvenit 3 mg Trisaccharid3, 1,5 mg
Tetrasaccharidl5 5 mg Pentasacchari@4 und 2 mg Heptasacchari@é in 4 ml
Aktivierungspuffer (pH 7,5) bei Raumtemperatur tbéacht umgesetzt. Der Rest des
Materials (~ 1,1 g) wurde fur die Aktivierung mit,33 mg Spacer30 in 7,5 ml
Aktivierungspuffer (pH 7,5) verwendet. Die Aktiviexg wurde durch die Messung der
Absorption des entstandenen 2-Thiopyridons beirg#2verfolgt. Das Sdulenmaterial wurde
grundlich tber eine Fritte mit AktivierungspuffgsH 7,5) gewaschen bis keine Absorption
im Bereich von 190 nm bis 500 nm nachweisbar war. Rest von freien SH-Gruppen wurde
mit 500 mM lodoacetamid in 100 % EtOH bei Raumterape fur 1 Stunde deaktiviert. Das
Saulenmaterial wurde Uber eine Fritte mit 100 % HEtgewaschen und die Absorption im
Bereich von 190 bis 500 nm gemessen. Modifiziedal&materialien wurden in 5 % (v/v)
EtOH (aq) bei 4 °C aufbewabhrt.

2.2.17 Aktivierung der Glasperlen

2.2.17.1Silanisierung der Glasperlen und Nachweis von freie SH-Gruppen

300 mg Glasperlen wurden dber Nacht in 1 ml wéssr@00 mM NaOH-LOsung bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach grindlichem Ausweaschit ddHO und 100 % EtOH
wurden die Glasperlen im Vakuum (Vacuum-Concentra®A-VC-300H, H.Saur,
Reutlinger) fir 40 Minuten bei 55 °C getrocknete [@lasperlen wurden mit unverdiinnter (3-
Mercaptopropyl)-trimethoxysilan-Lésung bei Raumtemgbur fur 1 Stunde silanisiert (101).
Danach wurden die Glasperlen griindlich mit 100 @WHEgewaschen und fur 2 Stunden bei
55 °C im Vakuum getrocknet. Der Nachweis von fre8-Gruppen an der Glasoberflache
sowie im Uberstand nach dem Waschen mit EtOH agatgjttels Ellmans Reagenz und der
Absorptionmessung (UV-Spektrophotometer Du 640, kBeamnn, Minchen) bei 440 nm
(102).
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2.2.17.2Modifizierung von Glasperlen mit Oligosacchariden und lodoacetamid

300 mg frisch silanisierte Glasperlen (Kapitel 2721) wurden in 30@u Aktivierungspuffer
(100 mM Tris/HCI (pH 7,0 bei 25 °C), 250 mM NaCl, M EDTA) mit 0,75 mg
Trisaccharid13, 3,31 mg Tetrasaccharidl5, 1,15 mg Pentasacchari¥4 oder 0,45 mg
Heptasacchari@6 bei Raumtemperatur 17 Stunden modifiziert. Dedagrder Modifikation
wurde durch UV-Messung (UV-Spektrophotometer Du ,68&ckmann, Miunchen) der
Absorption des entstandenen 2-Thiopyridons bei 3#2 verfolgt. Nach grundlichem
Auswaschen mit dd}¥© wurden die restlichen freien SH-Gruppen in 300420 mM
lodoacetamid-Losung in EtOH bei Raumtemperatur ItrStunde deaktiviert und die
Glasperlen griindlich mit 100 % EtOH gewaschen. iDaalifizierten Glasperlen wurden in 5
% (v/v) EtOH (aq) bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.18 In vitro Selektion von RNA-Aptameren

2.2.18.1Gewinnung der DNA-Ausgangsbibliothek

Die einzelstrdngige DNA-Matrize zur Schaffung dewnsfangsbibliothek wurde nach der
Phosphoamiditmethode synthetisiert und umfassiduiigotide (N50), die von Primerbindungsstellen
einer definierten Sequenz flankiert wurden. Die DRihliothek kann theoretisch °%
verschiedene Molekile enthalten. Synthesebedintjtakéndie DNA-Bibliothek jedoch nur
10"- 10" verschieden Molekiile (48, 103).

2.2.18.2Polymerasekettenreaktion

Die DNA-Ausgangsbibliothek sollte aus einer mogdichgrolien Anzahl verschiedener
Sequenzen bestehen. Dazu wurden ausgehend von 36%Z40,9 pmol) chemisch
synthetisierter einzelstrangiger DNA-Matrize flinirel 00l PCR-Anséatze (,1. Generation®)
durchgefihrt. Mit den Primern P45 und P25 wurdesisten PCR-Zyklus die doppelstrangige
DNA hergestellt, die in weiteren 18 PCR-Zyklen velféltigt wurde. Die PCR-Ansatze
enthielten jeweils PCR-Puffer (10 mM Tris/HCL (pkB&ei 25 °C); 50 mM KCI; 1,5 mM
MgCl,. 0,01 % (v/v) Triton X-100); 0,%M Primer P45; 0,%uM Primer P25; 20QuM dATP;
200 uM dGTP; 200uM dTTP; 200uM dCTP; 2 mU Tag-DNA-Polymerase. Nach einer

Anfangsdenaturierung von 1 min bei 90 °C wurde it8RPThermocycler (Biometra)



2 Materialien und Methoden 48

folgender PCR-Zyklus wiederholt: 30 s bei 90 °C, 80bei 55 °C, 30 s bei 72 °C.
Anschlie3end wurden die Proben 5 min bei 72 °C lndatt und auf 4 °C abgekihlt. Nach der
Reaktion wurden die Ansatze Phenol/Ether extrahied gefallt (Kapitel 2.2.8). Das Pellet
wurde in ddHO aufgenommen und bei - 20 °C aufbewahrt. Fir désviGnung der ,2.
Generation* der Ausgangsbibliothek wurde das obesclxiebene Verfahren wiederholt.
Ausgehend von 2,6g (32,8 pmol) DNA Matrize aus der ,1. Generationtinden zwanzig
100l PCR-Ansatze mit 21 PCR-Zyklen durchgefihrt.

2.2.18.3 In vitroTranskription

Die RNA-Bibliothek wurde fiir dien vitro Selektion durchn vitro Transkription synthetisiert
(Kapitel 2.2.13.1). Als Matrize fur die RNA-Ausgasigbliothek dienten 8pg (~ 1,1 nmol)
der ,2. DNA-Generation“ (Kapitel 2.2.18.2). Fur gadweiteren Selektionszyklus wurden als
Matritze 0,25 Aego des RT-PCR Produkts verwendet (Kapitel 2.2.18.6)e RNA-
Ausgangsbibliothek wurde in sechs und die RNA-Bibhlek flir die né&chsten
Selektionszyklen in drei 10@l-Transkriptionsansatzen pro Selektion transkribigiap.
2.2.13.1). Die radioaktiv markierte und gereinil@NA wurde in ddHO bei - 20 °C

aufbewahrt.

2.2.18.4Praselektion

Der Praselektionschritt diente der teilweisen HBEntieg von RNA-Molekilen der
verwendeten RNA-Bibliotheken, die an das Saulenn@dteaunspezifisch binden. Eine
Praselektion wurde deswegen als erster Schritt idervitro Selektion bei allen
Selektionszyklen durchgefiihrt. Das SaulenmateNargaule) (Kapitel 2.2.16.2, 2.2.17.2)
wurde grindlich mit ddbD gewaschen und im entsprechenden Selektionspadighbriert
(Tab. 2). Die RNA-Bibliothek wurde in dd¥® oder in Selektionspuffer C ohne divalente
Metalionen denaturiert und entweder langsam aufnRamperatur oder sofort auf 4 °C
abgekuhlt. Die gefaltete RNA wurde danach auf dielkenzentration von Selektionspuffer
A, B oder C gebracht, aquilibriert und mit dem S&uhaterial bei entsprechender Temperatur
inkubiert. Nicht gebundene RNA wurde in mehrerensé¥ischritten vom Vorsaulenmaterial
durch die Wegnahme des Uberstandes im ,batch“-Yesfa oder durch mehrfache

kurzzeitige Zentrifugation (Tischzentrifugen Micogle E und 5414, Eppendorf, Hamburg)
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im ,Filtrationssystem* entfernt. Die Details einmel Praselektionen sind genauer in Tabelle
2 angegeben.

Tab. 2 Die Zusammenfassung der Bedingungen in eielnen Praselektionen.

Préselektion 1 2/1 22 3/1 32
Vorsaule Material | Sepharose 6B-| Sepharose 6B- Silanisierte Nicht Silanisierte Nicht
Spacer 30 Spacer 30 Glasperlen- IAA modifizierte Glasperlen- modifizierte
+ 1AA +1AA Sepharose 6B IAA (1.-3. S2) Sepharose 6B
Silan (4.-5. SZ)
Verfahren ,batch” Filtration Filtration Filtration Filtration Filtration
Vorsaule 20pl 110ul 100l 100ul 40l 100pl
Waschen mit H,O 2 x 500pl 3 x 200pl 3 x 200pl 3 x 200pl 4 x 500pl 3 x 200pl
Waschen mit 2 x 500pl 3 x 200pl 3 x 200pl 3 x 200pl 4 x 500pl 3 x 200pl
Selektionspuffer SPA SPB SPB SPB SPB SPB
RNA Bibliothek 40 ug 40 ug 24 g 16 Mg 40ug 12ug
(1 Az (1 Az0) (0,6 A0 (0,4 Aos0) (1 Az0) (0,3 Ass0)
RNA in 75l in 100pl in 100pl in 100pl in 200 pl in 200 pl
Denaturation ddH.0O ddH,0 ddH,0 ddH,0 SPC SPC
3 min, 85 °C 3 min, 80 °C 2 min, 80 °C 2 min, 80 °C 3 min, 80 °C 3 min, 80 °C
¢ (RNA)
bei der ~16,7uM ~12,5uM ~7,5pM ~5uM ~6,3uM ~1,9uM
Denaturation
Renaturation 15 min, Sofort 5 min, Sofort 5 min, Sofort 5 min, 15 min, 15 min,
25°C 4°C 4°C 4°C 23°C 23°C
2 pl MgCl; 2 pl MgCl;
Zugabe von 25pl 25ul 25ul 25ul (0,1 mMm) (0,1 mM)
4 x SPA 5x SPB 5 x SPB 5x SPB 2 pl CaCl, 2l I CaCl;
(0,1 mMm) (0,1 mMm)
Inkubation 10 min, 25 °C 10 min, 21 °C 10 min, 23C 10 min, 23 °C 10 min, 23 °C 10 min, 23°C
Inkubation
mit dem 10 min, 25 °C 15 min, 21 °C 15 min, 23 °C 30 min, 23 °C 30 min, 23 °C 30 min, 23°C
Saulenmaterial
c(RNA)
bei der ~12,5uM ~10pM ~6puM ~4uM ~6,1pM ~1,8uM
Préselektion
Waschen mit 4 x 100ul 1x75pl 1 x 100pl 1 x 200pl 1 x 200yl 1 x 200yl
Selektionspuffer SPA SPB SPB SPB SPB SPB
Endvolumen aus 500ul 200pl 225pl 325pl 404l 404l
der Préselektion

2.2.18.5 Selektion

Das mit dem Ligand modifizierte Saulenmaterial éBBbnsséaule) (Kapitel 2.2.16.2,
2.2.17.2) wurde mit dd¥® gewaschen und im entsprechenden Selektionspidigtibriert.
Die gesamte RNA aus der Praselektion wurde mit deguilibrierten Saulenmaterial inkubiert
und die nicht gebundene RNA in mehreren Waschsehritiurch die Wegnahme des
Uberstands im ,batch“-Verfahren oder durch mehrfackurzzeitige Zentrifugation
(Tischzentrifugen Microfuge E und 5414, Eppenddiamburg) im ,Filtrationssystem*
entfernt. Die gebundene RNA wurde entweder in dewésenheit des Saulenmaterials oder
erst nach der Elution des Oligosaccharid/RNA-Kometedurch chemische Reduktion mit 20

mM DTT in Elutionspuffer und Ethanolprazipitationitr&lykogen (Kapitel 2.2.8) in RT-PCR
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(Kapitel 2.2.18.6) vermehrt und fir den nachstetel@®nszyklus verwendet. Die Details
einzelneiin vitro Selektionen sind genauer in Tabelle 3 angegeben.

Tab. 3 Die Zusammenfassung der Bedingungen in eielnen Selektionen.

Selektion 1 2/1 22 3/1 3/2
Selektionssaule Sepharose 6B | Sepharose 6B- Silanisierte Sepharose 6B- Silanisierte Sepharose 6B-
Material Trisaccharide | Oligosaccharide| Glasperlen- | Oligosaccharide Glasperlen- Oligosaccharide
(13) (13, 15, 24, 26)| Oligosaccharide| (13, 15, 24, 26)| Oligosaccharide (13, 15, 24, 26)
+ 1AA + 1AA (13, 15, 24, 26) + 1AA (13, 15, 24, 26) +1AA
+ IAA + IAA
Verfahren Lbatch” Filtration Filtration Filtration Filtration Filtration
Selektionsséule 20pl 110yl 100l sopl 50ul 80pl
Waschen mit 2 x 500ul 3 x200pl 3 x200ul 3 x200pl 4 x 500pl 3 x 200p!
H0
Waschen mit 2 x 500pl 3 x 200pl 3 x 200pl 3 x 200pl 4 x 500l 3 x 200pl
Selektionspuffer SPA SPB SPB SPB SPB SPB
RNA aus der 500ul 200pl 225pl 325pl 404ul 404l
Préselektion
Inkubation mit 18 h,4°C(1.SZ)| 17 h,4°C (5.S2)
dem 10 min, 25°C | 30 min, 21 °C | 30 min, 23 °C | 90 min, 23 °C 25h,4°C 2,5h,4°C (6.S2)
Saulenmaterial (2.-5. SZ)
3 x 200l SPB
Waschen mit 3 x 100pl SPA (1.-5. S2.) 3 x 200l SPB | 4 x 200 SPB 4 x 200ul SPB 4 x 200ul SPB
Selektionspuffer 6 x 200ul SPB
(5.-9. 8Z)

RT-PCR mit
dem - im1.-5.SZ - - - -
Saulenmaterial
Elution 5-8x 100ul EPA | 2 x 100l EPB | 2 x 100ul EPB | 2 x 200ul EPB 2 x 100p EPB 2 x 200p EPB

10-1 min, 25 °C| 30 min, 21 °C | 15min, 23°C | 30 min, 23 °C 30 min, 23 °C 30 min, 23 °C

2.2.18.6Reverse Transkription und Amplifikation

Die selektierte RNA wurde in Anwesenheit des S&ulgterials oder nach der spezifischen
Elution durch chemische Reduktion (Kapitel 2.2.18und Ethanolprazipitation (Kapitel
2.2.8) in einer reverse Transkription in einzelsgige DNA Uberschrieben. Dabei wurde die
gesamte RNA zusammen mit 3,881 Primer P25 in ddkD in einem Volumen von 6l fur

1 min bei 80 °C denaturiert und langsam tber 10 anihRaumtemperatur abgekuihlt. Nach
Zugabe der Ubrigen Komponenten zu einer Endkoratamtr von 50 mM Tris/HCI (pH 8,7
bei 25 °C), 47,5 mM KCI, 6 mM Mgglje 0,5 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP wurde die
80 pl-Reaktion durch Zugabe von 40 U AMV-Reverse Traipt&se gestartet, 1,5 h bei 42 °C
inkubiert und danach auf Eis gestellt.

Die gewonnene einzelstrdngige DNA wurde in eineRHAaktion vermehrt. Dazu wurden
zu dem Ansatz aus der reversen Transkriptiopl3tD x PCR-Puffer, 0,5M Primer P45, 4

pl einer 10 mM dNTP-L6sung und 10 U Tag-DNA-Polymerasgegeben. Der Ansatz wurde

durch Zugabe von ddi® auf 400ul Endvolumen gebracht. Das gesamte Gemisch wurde
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danach direkt in jeweils 100l PCR-Reaktionen aufgeteilt und die PCR-Reaktion wmvie
Kapitel 2.2.11 beschrieben in 21 PCR-Zyklen durtiige.
Eine neue RNA-Bibliothek wurde durch eime vitro Transkription der gebildeten PCR-

Produkte synthetisiert (Kapitel 2.2.13.1) und filre@ neuen Selektionszyklus verwendet.

2.2.18.7Klonierung und Sequenzierung der DNA

Das entsprechende RT-PCR-Produkt der selektiefiéh Wurde durch Agarosegelelektrophorese
(Kapitel 2.2.6.1) aufgereinigt und in pGEM-T Vektbgiert (Kapitel 2.2.10.2). Nach der
Transformation vork.coli DH5 (Kapitel 2.2.12.2) wurden einzelne weil3e Kadonflur die
Plasmidreinigung (Kapitel 2.2.9.1) ausgewahlt unithzelne Klone sequenziert. Die
Anwesenheit des Inserts wurde vorher bei den eiereKlonen durch PCR (Kapitel 2.2.11)
oder durch Hydrolyse mit Restriktionsendonukleag&apitel 2.2.10.1) dberpruft. Die
Plasmid-DNA wurden fur die Sequenzierung an MWGt&it (Ebersberg) geschickt.

2.2.19 RNA-Sekundarstruktur Berechnung

Die Sekundarstruktur von einzelnen Aptameren waalgh dem Algorithmus von Zuker (104)
mit den Computerprogramms ,RNA Structure 3.7 (flip8.151.176.70/ RNAstructure.html) und
~Mfold* (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/nold/old/rna/ form3.cgipnalysiert.

2.2.20 Bindung der RNA-Aptamere an verschiedene SkEnmaterialien unter
Selektionsbedingungen

RNA-Aptamere wurden bei dén vitro Transkription radioaktiv markiert (Kapitel 2.2.13.
mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektropker (Kapitel 2.2.6.2) aufgereinigt und
préazipitiert (Kapitel 2.2.8).

FUr jeden Bindungstest wurde 0,3:ARNA 5G, 9G und 10G in 10@ ddHO 2 min bei

80 °C denaturiert und langsam in 15 min auf 23 %brgcht. Es wurden 2HlI 5 X
Selektionspuffer A zugegeben und die RNA 10 min2&fC aquilibriert.

0,1 Acso RNA (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 34) wurden in 10Ql
Selektionspuffer C fir 2,5 min bei 80 °C denaturiend langsam in 15 min auf 23 °C
gebracht. Es wurden Mgg£und CaCi zu einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben und

die Probe wurde weitere 10 min bei 23 °C aquilitbrie
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Folgende Saulenmaterialien wurden fur spezifisei®ader unspezifische Bindung der RNA
getestet: Sephadex G25, Sephacryl S200HR, BiogelSBferdex 200, nichtmodifizierte
Sepharose 6B, Sepharose 6B modifiziert mit demagcisarid13 oder Heptasacchariglé
(Kapitel 2.2.16.2), silanisierte Glasperlen (Kabit@.2.17.1), silanisierte Glasperlen
modifiziert mit dem Trisaccharitl3 (Kapitel 2.2.17.2).

100 pl Sdulenmaterial wurden im ,Filtrationsystem* gewsast (4 x 20Qul ddH,0O, 4 x 200
ul Selektionspuffer A oder B) und fir 30 min bei Raemperatur in entsprechendem
Selektionspuffer aquilibriert. Die RNA wurde mitrdeSaulenmaterial 60 min inkubiert, dabei
dreimal durchmischt und der Uberstand in der Tisahifuge (Eppendorf 5414, Hamburg)
kurz abzentrifugiert. Danach wurden die S&aulchet 200 pl Aliquots des entsprechenden
Selektionspuffers durchmischt und der Uberstand deukurz abzentrifugiert. An der
Festphase gebundene Radioaktivitat bzw. die RativitEk im abzentrifugierten Durchfluss

wurde im Szintillationszahler mittels Cerenkov \&mnfen (Kapitel 2.2.3) gemessen.

2.2.21 Einfluss der NaCl-Konzentration auf die Bindng von RNA-Aptameren an die

nichtmodifizierte Sepharose 6B

Der Einfluss der NaCl-Konzentration auf die Bindumer RNA-Aptamere an die
nichtmodifizierte Sepharose 6B wurde untersuchiz&ine RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G
wurden in derin vitro Transkription radioaktiv markiert (Kapitel 2.2.13. mittels
denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese ii€bp.2.6.2) aufgereinigt und prazipitiert
(Kapitel 2.2.8).

FiUr jeden Bindungstest wurde 0,%esfin 100 ul ddHO 2 min bei 80 °C denaturiert und
langsam in15 min auf Raumtemperatur gebracht. Belemu100ul 2 x Puffer (100 mM
Hepes/NaOH pH = 7,5; 10 mM MgClnd verschiedene NaCl-Konzentrationen) zugegeben
und 10 min bei Raumtemperatur aquilibriert. 10Michtmodifizierte Sepharose 6B wurden
gewaschen (4 x 200l ddH0, 4 x der entsprechende Puffer) und im entspretdreRuffer
fur 1 Stunde bei 23 °C aquilibriert.

Die RNA-Aptamere wurden 1 Stunde bei Raumtempenmaitimichtmodifizierter Sepharose
6B im Filtrationssystem &aquilibriert und der Ubarsli wurde in der Tischzentrifuge
(Eppendorf 5414, Hamburg) kurz abzentrifugiert. 3dsilenmaterial wurde danach mit 200
il Aliquots des entsprechenden Puffers durchmischt wfer Uberstand wieder
abzentrifugiert. An der Festphase gebundene Raiildak nach dem 4., 7., 10., 13. und 15.
Waschschritt bzw. die Radioaktivitdt im abzentrikigen Durchfluss nach jedem
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Waschschritt wurde im Szintilationszahler mitteleréhkov Verfahren (Kapitel 2.2.3)

gemessen.

2.2.22 Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie

2.2.22.1Aktivierung der Chip-Oberflache

Fur alle Messungen mit dem BIACORE X Gerét (Biagdppsala, Schweden) wurden CM5-
Chips benutzt. Als Flu3puffer bei der gesamten vi&tung wurde HBS-Puffer (10 mM
Hepes/NaOH (pH 7,4 bei 25 °C), 150 mM NaCl, 3 mM TA) verwendet. Vor der
Aktivierung wurde der Chip im Gerat bei 25 °C biiez Flussrate von 30l/min aquilibriert
bis eine stabile Baselinie erreicht wurde. Die bgitflusszellen Fcl und Fc2 wurde mit 100
pul - wassriger Losung (50 mM N-hydroxysuccinimid und 020nM N-Ethyl-N"-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimid) bei einer Flugsr&on 5ul/min in einem ,multi-channel
modus® aktiviert. Im zweiten Schritt wurde die Haslle Fc2 in einem ,single-channel
modus” mit 20ul 42 mM Trisaccharidl2 in ddHO, 20 ul 10 mM Heptasaccharid5 in
ddH,O oder 15ul 5 mM Spacef9 in HBS-Puffer bei einer Flussrate vorumin aktiviert.
An der Oberflache wurden durchschnittlich 514 Rsdecharidl2, 495 RU Heptasaccharid
25und 10 RU Space?9 kovalent immobilisiert. Am Ende der Aktivierung wden restliche
aktivierte COO-Gruppen in beiden Flusszellen in dem ,multi-chdnmedus” mit 40ul 1 M
Ethanolamin (aq, pH = 8,22) bei einer Flussrate Bqu/min deaktiviert. DerVerlauf der

Aktivierung wurde duch die Aufnahme der Sensorgramwerfolgt.

2.2.22.2Untersuchung der Wechselwirkung der RNA-Aptamere mi Oligosacchariden
mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie.

Der aktivierte CM5-Sensorchip (Kapitel 2.2.22.1)rdes vor jeder Messung im BIACORE X
Gerét (Biacore,Uppsala, Schweden) bei 25 °C undrédhtul3rate von 3@l/min mit dem
entsprechenden Flusspuffer (Tab. 4) equilibriestdine stabile Basislinie erreicht wurde. Die
Proben wurden vorbereitet (Tab. 4) und in einedligen Reihenfolge bei 25 °C injiziert.
Nach der Aufnahme der Sensorgramme fir jede Praivdendie Chip-Oberflache mit 1 x 80
ul 1 M NacCl, 2 x 10Qu ddH,0O und Flusspuffer bei einer Flussrate voru8thin regeneriert.

Weitere Bedingungen sind in Tabelle 4 zusammengefas



2 Materialien und Methoden 54

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe Beogramms BiaEvaluation 3.0 (Biacore,
Uppsala, Schweden). Es wurden folgende Gleichurejear Reaktionskinetik pseudo 1.

Ordnung benutzt:

Flr die Assoziationsreaktion:

R(t) = Offset + Drift*(t-ty) + Rmax*(1 - exp(-(k*conc + ky)*(t - to)))

Fir die Dissoziationsreaktion:

R = Offset + (B*exp(-ki*(t - to))) + Drift*(t - t o)

Der Kp-Wert wurde ausgerechnet:

Ko = ki /ka

mit ka: Geschwindigkeitskonstante der AssoziationsreaktiQ: Geschwindigkeitskonstante
der Dissziationsreaktioni:tAnfangszeit; t: Zeit; R: Response. Das sogenayBuék”-Effekt
das bei der Injektion der Probe entsteht und eiRenhteckimpuls im Signal verursacht

wurde in Form eines ,Offsets* berticksichtigt. Dasdgsame Abdissoziieren der RNA vom

Chip wird in Form einer Geradengleichung mit denstanten Steigung ,Drift“ eingerechnet.
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Wechselwirkung Wechselwirkung Einfluss der NaCl- | Einfluss der Mg®- | Einfluss der Mg?'- Einfluss der Wechselwirkung | Wechselwirkung
mit dem Dextran mit dem Konzentration Anwesenheit Abwesenheit Hybridisierung mit dem Dextran mit dem
Spacer 29 Heptasaccharid 25
RNA-Aptamer 5G, 9G, 10G 5G, 9G, 10G 5G, 9G, 10G, 5G, 9G, 10G 5G, 9G, 10G 5G, 9G, 10G 9G, 6, 26 4,6, 26, 27, 28, 3
tRNA-Asp +Desoxyoligo- 31, tRNA-Phe
nukleotide
d5G, d9G, d10G
RNA- in ddH,0 in ddH,0 in ddH,0 in ddH,0 in ddH,0 in ddH,0 9G in ddHO in SPC
Denaturation 80 °C, 1,5 min 80 °C, 1,5 min 80 °C, 1,5 min 80 °C, 1,5 min 80 °C, 1,5 min 80 °C, 1,5 min 6 und 26 in SPC 80 °C, 1,5 min
80 °C, 1,5 min
RNA-
Konzentration bei 400 nM 2x 400 nM 100 nM, 200 nM, | 100 nM, 200 nM, 2x 400 nM RNA9G, ~ 400 nM
Denaturation Endkonzentration 400 nM, 800 nM, | 400 nM, 800 nM | Endkonzentration | 451 nM RNA26, sehe Abb. 38
1200 nM 408 nM RNA6
RNA- in 15 min in 15 min in 15 min in 15 min in 15 min in 15 min in 15 min in 15 min
Renaturation auf 23 °C auf 23 °C auf 23 °C auf 23 °C auf 23 °C auf 23 °C auf 23 °C auf 23 °C
Zugabe von 2 x Flusspuffer 2 x Flusspuffer 2 x Flusspuffer 2 x Flusspuffer 2 x Flusspuffer 2 x Flusspuffer MgCl, und CaCl, | MgCl, und CacCl,
ohne p20 ohne p20 ohne p20 ohne p20 ohne p20 zu einer zu einer
Endkonzentration | Endkonzentration
von 1 mM von 1 mM
Inkubation 15 min, 23 °C 15 min, 23 °C 15 min, 23C 15 min, 23 °C 15 min, 23 °C 15 min, 23 °C 15 mia3 °C 15 min, 23 °C
RNA- 50 nM, 100 nM, 50 nM, 100 nM, 400 nM RNA9G,
Endkonzentration 200 nM Sehe Abb. 17 200 nM 200 nM, 400 nM, | 200 nM, 400 nM Sehe Abb. 22 451 nM RNA26, ~ 400 nM
600 nM 408 nM RNA6 sehe Abb.38
Ligand 10 RU Spacer 29 447 RU 514 RU 514 RU 514 RU 495 RU
- Trisaccharid 12 Trisaccharid 12 Trisaccharid 12 Trisaccharid 12 - Heptasaccharid 25
Flusspuffer 50 mM Tris/HCI 50 mM Tris/HCI 50 mM Tris/HCI 50 mM Tris/HCI 50 mM Tris/HCI 50 mM Tris/HCI 50 mM 50 mM
pH=17,5, pH=17,5, pH=7,5, pH=7,5, pH=7,5, pH=7,5, Hepes/NaOH Hepes/NaOH
150 mM Nacl, 150 mM Nacl, 5 mM MgCl,, 150 mM Nacl, 150 mM Nacl, 150 mM Nacl, pH =75, pH =75,
5 mM MgCl,, 5 mM MgCl,, 0,005 % p20 5 mM MgCl,, 2.5 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 100 mM Nacl, 100 mM Nacl,
0,005 % p20 0,005 % p20 NaCl (50 mM, 150 0,005 % p20 0,005 % p20 0,005 % p20 1 mM MgCl,, 1 mM MgCl,,
mM, 250 mM und 1 mM CacCl,, 1 mM CacCl,,
400 mM) 0,005 % p20 0,005 % p20
Flussrate 7 pl/min 7 wl/min 7 pl/min 7 pl/min 7 pl/min 7 pl/min 7 pl/min 14 pl/min
Injiziert 21l 14ul 70pl 70pl 70pl 70pl 70pl 70pl
Modus single-channel multi-channel multi-channel multi-channel multi-channel multi-channel multi-channel multi-channel
Fcl von Fcl in Fc2 von Fcl in Fc2 von Fcl in Fc2 von Fcl in Fc2 von Fcl in Fc2 von Fcl in Fc2 von Fcl in Fc2

Tab. 4 Die Zusammenfassung der Bedinggen der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie
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2.2.23 Aufnahme der UV-Schmelzkurven

2.2.23.1Einfluss der NaCl-Konzentration auf das Schmelzveralten der RNA-

Aptameren.

Die einzelnen RNA-Aptamere wurden vitro transkribiert (Kapitel 2.2.13.1) und mittels
denaturierender Polyacrylamidgelelktrophorese (t&h@i.2.6.2) aufgereinigt.

Fur jedes Experiment wurde 0,1 @BPRNA in 500ul ddHO bei 90 °C 2 min denaturiert und
langsam in 15 min auf 23 °C abgekuhlt. Es wurded | 8® x Puffer A (50 mM NaCac/HCI
(pH = 7,5 bei 25 °C); 5 mM Mgglund unterschiedliche NaCl-Konzentrationen) zugegeb
und die Proben 15 min bei 25 °C aquilibriert. Diellen wurden in eine Quarzklvette einer
Schichtdicke von 1 cm umgeflllt und im Diodenar&pektralphotometer 8452A (Hewlett
Packard) langsam erhitzt. Die Schmelzkurven wurdezinem Temperaturbereich von 25 °C
bis 90 °C aufgenommen. Die Temperatur wurde inrje@ehritt um 0,5 °C erhdht, die Probe
bei der entsprechenden Temperatur 1,5 min aqulioand die Absorption bei 260 nm

gemessen. Die Auswertung der Schmelzkurven erfohgt©rigin 6.0.

2.2.23.2Einfluss des Trisaccharide3-Gal-1,43-GIcNAc-1,2-a-Man-OCH 3 auf das

Schmelzverhalten von RNA-Aptameren.

Fur die Aufnahme von Schmelzkurven der RNA-Aptamarder An- oder Abwesenheit des
Trisaccharidsl1 wurden einzelne RNA-Aptamene vitro transkribiert (Kapitel 2.2.13.1) und
mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektroplser(Kapitel 2.2.6.2) aufgereinigt.

Die RNA wurde in 4pl ddH,0O bei 90 °C 1 Min denaturiert und in 15 min auf Z3
abgekuhlt. Es wurde 1 ml Puffer B (20 mM NaCac/KigHl =7,5 bei 25 °C); 150 mM NacCl
und 2,5 mM MgCJ) und 5pl Trisaccharidl1 entsprechender Konzentration (Abb. 13 und 44)
zugegeben und die Probe bei 25 °C 10 min aquitibriegie Schmelzkurven wurden im
Bereich von 25 °C bis 90 °C wie in der Kapitel 221 beschrieben, aufgenommen und

ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Chemische Synthese

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die gewiinschtenddagcharide durch eine Kombination
von chemischen und enzymatischen Schritten systbsti(Abb. 2). Dabei wurden die
linearen und verzweigten Oligosaccharide mit Spaceerknipft, die eine kovalente

Immobilisierung durch freie Amino- oder aktivieff@iolgruppen ermdglichen (Abb. 2).

Um die Moglichkeit der Einfluhrung des Spacers zbema wurde zunéchst das aktivierte
Disaccharid4 (105, 106) synthetisiert (107). Die einzelnen Baue 1 und 2 wurden durch
optimierte Synthesewege dargestellt (99, 100) umdnten zum Disacchari@ regio- und

stereoselektiv gekoppelt werden.

BF3-OEt,
Mo?

OAc OAc ekularsieb OAc OAC
oH CHoCl, o
o o -50C--30C . o
AcO + AcO - - AcO AcO X~
AcO AcO OAc 68.7 % AcO AcO OAc
NPht NPht
1 o CCl3 2 3
NH
OAc OAC
(o
1. Hydrazinacetat, DMF, r.t. (92.6 %) ACO Q A==
2. Cl3CCN, DBU, CH,Cl,, 0T (60.2 %) ACO o
o NPht

Schema 1 Synthese des Imidats 4.

Der Azidohexyl-Spacer oder eine Methoxygruppe lassieh auf sehr einfache Weise aus
dem Imidat4 durch Umsetzung mit 6-Azidohexar®l oder Methanol einfiigen. Die niedrige

Ausbeute des Disaccharidesst durch die Zersetzung des Imidatgu erklaren.



3 Ergebnisse 58

6-Azidohexanol (27) oder MeOH
TMSOTf

CH,Cl,, Molekularsieb
-15C

NPht NPht

(5) R = (CH,)N3 (82.9 %)
(6) R = CH3(17 %)

Schema 2 Synthese der Disaccharide 5 und 6.

Die peracetylierten Disaccharidé und 6 wurden entschitzt. Die Azidogruppe des
Disaccharide$ wurde vollstandig zu einer Aminogruppe reduzibie Aminogruppe diente
fur die spatere Immobilisierung der Oligosacchardker flr die Einfihrung des weiteren

Spacerteiles. So konnte das Disacchak@ mit einem aktivierten Disulphid in guten

Ausbeuten synthetisiert werden.

OAc OH

OAc

( 1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 C (
© 2. Ac,0, Pyridin, r.t. ?
AcO AQ=R |~ 3. Methylamin, r.t. HO HO= ——|~

AcO

AcO >
(90.3 %)

NHAc

(7) R=(CHp)gN3
(8) R = CH

NPht

(5) R=(CHp)gN3
(6) R = CH,

OR

Ha, PAO*H,0 o SUO-CO-(CHy),-S-S-py (28) o
MeOH, r.t. o Q HO HO=A —— |2

HO:
HO (76.1%)

NHAC
(9) R = (CHp)gNH;

HO:
(100 %)
NHAc

(10) R = (CHy)g-NH-CO-(CH,),.S-S-py

Schema 3 Synthese der Disaccharide 9 und 10.

Auch fur die Synthese der verzweigten Oligosacdeawurde das synthetische Prinzip, das
zu den Disaccharide® und 10 fihrte, verwendet. Es wurde der peracetyliertesBan 16
(123) durch eine Reduktion der Benzylgruppe in thdbacetal 17 tberfuhrt. Mittels
Trichloracetonitril und DBU wurde im nachsten Stthrdlas Imidat18 mit sehr guten

Ausbeuten hergestellt (107).
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H,, PdO*H,0
MeOH, CH2C|2
rt AcO
AcO
80 4%
OBzl AcO

NPht 16

CI3CCN, DBU,
CH,Cl,
0T, Ar

93.7 %

Schema 4 Synthese des Imidats 18.

Der aktivierte Donorl8 wurde mit 6-Azidohexandl7 unter TMSOTH-Aktivierung umgesetzt. Die

Reaktion erfolgte auch hier-selektiv, die Ausbeuten waren allerdings im Velezu dem

Disaccharidb niedriger.

6- Azidohexanol (27)
TMSOTf

CH,Cl,

-15C

52.6 %

NH NPht
(19) R = (CHy)gN3

Schema 5 Synthese des Trisaccharides 19.

In der dreistufigen Entschitzung des Trisaccharii@swurde zuerst die Phthalimido-
Schutzgrupe mit Ethylendiamin in Butanol bei 85 (324) entschitzt. Anschliel3end wurde
die Verbindung mit Essigsadureanhydrid in Pyridiacetyliert und die O-Acetylreste selektiv
mit wassriger Methylamin-Losung entfernt. Die Azigloppe des Spacers der Verbind2y
wurde auch hier unter Wasserstoffatmosphare zu gimenogruppe vollstéandig reduziert. So
konnte das Trisaccharigdl mit dem zweiten Teil des Spacers verlangert wer@adurch
wurde in die Verbindung2 ein aktiviertes Disulphid eingefthrt.
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Hy, PAdO*H,0

1. Ethylendiamin, nBuOH,85 T HO HO
2. Ac,0, Pyridin, r.. 0 \
3. Methylamin, r.t.

59.2 %

NPht NHAC

(20) R = (CH)eN3

HO HO—
SUO-CO-(CH,),-S-S-py (28) HO \
MeOH, r.t. HO

’

48.35 %

NHAc NHAcC
(21) R = (CHy)gNH, (22) R = (CHy)g-NH-CO-(CH,),.S-S-py

Schema 6 Synthese der Trisaccharide 21 und 22.

Um die Zielverbindungen zu gewinnen, wurden diediren 8, 9, 10) und die verzweigten
Oligosaccharide 21 und 22) enzymatisch verlangert. Dabei wurde zuerst Gasactauf
GIcNAc-Reste Ubertragerl], 12, 13, 23, 24). Die enzymatischen Reaktionen erfolgten in
einer Kakodylatpufferlosung unter pH-Kontrolle (pH7,0 — 7,5) bei 23 °C bis 26 °C. Die
Glykosyltransferasen werden durch die Anwesenhe&t Wucleosidphosphaten stark
inhibiert. Aus diesem Grund wurde zu den Reaktioaanh alkalische Phosphatase (E.C.
3.1.3.1) zugeflgt. Dies erhoht die Reaktionsgesutiigkeit und die Ausbeuten.

Fur die enzymatische Galactosylierung wurde UDPaGake eingesetzt. Diese wird durch
GIcNAc-B-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22) tibef'Nbmen gebunden und tbertragen.
Anhand des Diinschichtchromatogramms zeigte sit$témoliger Reaktionsumsatz. Der Uberschuss
von UDP-Galactose wurde danach durch die Inkubatih hoher MA*-Konzentration

zersetzt, was eine einfachere Aufreinigung deragadylierten Produkte erméglichte.
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OH OH
<o
HO Q HO= \_|-Q
HO HO
NHAc
OR

(8) R=CHg
(9) R=(CHz)gNH,
(10) R = (CHy)g-NH-CO-(CHy),.S-S-py

(21) R= (CH2)6NH2
(22) R = (CHa)g-NH-CO-(CH,),.S-S-py

UDP-Gal HO  (OF on s
B-(1,4)-Galactosyltransferase Q Ho—<-|]-Q
alkalische Phosphatase - HO Oofio Ho

OH NHAc

OR

(11) R = CHg (60 %)
(12) R = (CHp)gNH, (67.3 %)
(13) R = (CHy)g-NH-CO-(CH5),.S-S-py (97 %)

HO OH OH
Q Q
UDP-Gal 0
B-(1,4)-Galactosyltransferase HO&/ &/Oﬂ
alkalische Phosphatase OH NHAc
HO OH OH
Q Q
HO SHo
OH NHAc

(23) R = (CHy)NH, (64.5 %)
(24) R = (CHy)g-NH-CO-(CH,),.S-S-py (22.3 %)

Schema 7 Enzymatische Verlangerung der linearen dnverzweigten Oligosaccharide 8, 9, 10, 21 und 22.

Die Reaktionsgemisch wurde mittels Gelpermeatiomsuatographie oder zusatzlich mittels

Festphasenextraktion (RP-18) getrennt.

Die Ubertragung von Galactose und NeuraminsaureGiciflAc-Reste lasst sich auch als
Eintopfreaktion durchfiihren (107). Dieser Weg wuitigledie enzymatische Verlangerung der
Oligosaccharid®, 10, 21 und 22 zu Sialosideri4, 15, 25 und 26 benutzt. Die enzymatische
Galactosylierung erfolgte wie bereits beschrieli¢ach der vollstandigen Galactosylierung

wurde zu der Reaktion CMP-NeuAc ufdGalactosida-2,3-Sialyltransferase (EC 2.4.99.6)

zugegeben. Die Inkubation erfolgte weiter bei 23ut@er pH-Kontrolle.
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OH OH

HO Ho=x=-|-0
HO HO

NHAc
OR

(9) R = (CHp)gNH,
(10) R = (CHa)g-NH-CO-(CH,);.S-S-py

OR

1. UDP-Gal
B-(1,4)-Galactosyltransferase
alkalische Phosphatase

2. CMP-NeuAc
a-(2-3)-Sialyltransferase
alkalische Phosphatase

1. UDP-Gal
B-(1,4)-Galactosyltransferase
alkalische Phosphatase

2. CMP-NeuAc
a-(2-3)-Sialyltransferase
alkalische Phosphatase

OH OH

HOOC |4 OH
HOm
AcHN

NHAc

(14) R = (CHp)gNH, (77.3 %)
(15) R = (CHp)g-NH-CO-(CHy),.S-S-py (>50 %)

OH OH

HOOG HO OH
HO-n
ACHN

OH OH

HOOC HO OH
HQO: e
AcHN

NHAC
(21) R = (CHp)gNH,
(22) R = (CH,)g-NH-CO-(CH,),.S-S-py

(25) R = (CH,)gNH, (> 50%)
(26) R = (CHy)s-NH-CO-(CH,),.S-S-py (52 %)

Schema 8 Enzymatische Verlangerung der linearen anverzweigten Oligosaccharide 8, 10, 21 und 22.

Auch

Reaktionsumsatz aber die Aufreinigung der Produltar,

hier zeigte sich Anhang des Dinschichtchrogratoms vollstandiger
wie vorher beobachtet,
problematisch. Die Mengen an reinen Substanzénl5, 23, 25 und 26 waren nicht
ausreichend um eine NMR-Analyse durchzufuhren.\Beebindungen wurden deswegen nur

mittels ESI-MS charakterisiert.

3.2 Invitro Selektion von RNA-Aptameren gegen das Trisaccharif-Gal-1,43-

GIcNAc-1,2-Man

Die in vitro Selektion ist ein sehr geeignetes Verfahren zuolielsing von RNA-Molekilen
mit gewuinschten Eigenschaften aus einer kombirsztoen RNA-Bibliothek. Generell wird
dabei ein Bindungspartner (Ligand) immobilisiertduaus der RNA-Bibliothek werden in
mehreren Selektionszyklen nur spezifisch und mhendAffinitdt bindende RNA-Molekile
(Aptamere) selektiert und angereicht.

3.2.1 Aktivierung der Festphase

Als eine ,Modellverbindung” fur die in dieser Artbelurchgefihrten Etablierung dier vitro
Selektion gegen Oligosaccharide wurde das TrisactlfaGal-1,48-GIcNAc-1,2-Man-OR
(Abb. 2) ausgewahlt und mit unterschiedlichen Spagersehen (Kapitel 2.2.1).
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Die in vitro Selektion wurde an einer Oberflache mit kovalerd teversibel immobilisiertem
Trisaccharid13 durchgefihrt, um nach der erfolgten Selektion Id@ierung des intakten
Trisaccharid/RNA-Komplexes zu erméglichen. Fur thiemobilisierung des Trisaccharides
13 wurde als Festphase Thiopropyl-Sepharose 6B adddewla diese fur sehr geringe (< 1
% bei 500 mM NacCl) (82) unspezifische Wechselwid@m mit RNA bekannt ist. Es handelt
sich um eine stabile Polysaccharid-Gelmatrix, dis @iner 6 %-igen quervernetzten Agarose
((1-4)-3,6-anhydrax-L-galactopyranosyl-(1-3p-D-galactopyranan) (Pharmacia, Freiburg)
besteht. Der hydrophile 2-Hydroxy-thiopropyl-Spaeeméglicht die Bindung von Liganden
Uber eine Disulphidbriicke und ihre spezifische ilutdurch chemische Reduktion. Zwei
kritische Punkte mussen bei der Aktivierung beriatkggt werden: Die Lange des Spacers
des Liganden sowie auch die Menge des immobilesietiganden. Ein kurzer Spacer kann
die Zuganglichkeit der Liganden fur die RNA behimgesin sehr langer Spacer kann dagegen
eine unspezifische hydrophobe Wechselwirkung deA Ri\t dem Spacer bewirken.

Generell werden fir dién vitro Selektion zwei Saulen benétigt: Die Vorsaule dieat
Entfernung von an das Saulenmaterial unspezifisciilebden RNA-Molekile und die
Selektionssaule zur eigentlichen Selektion von iéipel an den Liganden bindenden RNA-
Aptameren. Fur die Aktivierung der Thiopropyl-Sepdse 6B (Kapitel 2.2.16.2) wurde das
Trisaccharid13 mit einem 9-Atom langen Spacer synthetisiert (kK&pR.2.1), der eine
aktivierte Disulphidbriicke enthalt (Schema 7). Allgdroxyl-Gruppen des Trisaccharide3
bleiben dabei fur die Wechselwirkung mit den RNA1{Bkailen frei verfigbar. Der Spacg®
wurde ebenfalls separat synthetisiert (Kapitel 13.2Nach der Reduktion der Thiopropyl-
Sepharose 6B mit Dithiotreithol wurde das Sauleenmt geteilt und mit dem aktivierten
Spacer30 (Vorsaule) oder mit dem aktivierten TrisacchdrRi(Selektionsséaule) derivatisiert.
Die restlichen freien SH-Gruppen wurden in beid@fefd mittels lodoacetamid deaktiviert
(Abb. 4).
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Vorsaule
/\/\S/\(NH2
OH ~ O

-S~(CH3)z~C~NH-(CH »)5-OH
OH ©

S 1. HO-(CH,)g-NH-CO-(CH ,),-S-S-py (30)

“on SN orr 5 St 2. 1-CH,-CO-NH,
s SN > sH 1. RO-(CH,)g-NH-CO-(CH ),-S-S-py (13, 15, 24, 26)

OH OH 2.1-CH»-CO-NH,
Aktivierte . .
Thiopropyl- Thiopropyl- Selektionssdule
Sepharose 6B Sepharose 6B /\/\S/\éfNHZ

OH

o S(CH2)~C~NH-(CH)-OR
OH o)

Abb. 4 Schema der Aktivierung der Thiopropyl-Sephaose 6B mit dem aktivierten Spacer 30 und
aktivierten Oligosacchariden 13, 15, 24 und 26.

2-Thiopyridon (Anax bei 342 nm) eignet sich als Nebenprodukt der Adting zur
Bestimmung der Menge an immobilisiertem Ligandenafild wurde zuerst der
Extinktionskoeffizient des 2-Thiopyridons aus dieearen Abhangigkeit der Absorption bei
342 nm und pH 7,5 von der Konzentration des 2-Tyridpns experimentell bestimmt
(Kapitel 2.2.16.1). Er betragt ~ 11 000*dn™ (Abb. 5).

1,67
1.4/ //' Abb. 5 Abhangigkeit der Absorption von 2-
19] /; Thiopyridon bei 342 nm und pH 7,5 von der
c ' P Konzentration.
IS 1,0 " Es wurden folgende Dipyridyldisulphid-
S 0,8 - Konzentrationen vorbereitet: 12,4; 22,4; 32,4; 42,4
< 0,6 /,,,,/( 52,5; 62,5 und 72,pM. Der experimentell bestimmte
0,4 b Extinktionskoeffizient von 2-Thiopyridon betragt
0,21 // €342 nm(2-Thiopyridon) = 11 000Mcm™.

" 20 40 60 80 100 120 140 160
C (2-Thiopyridon) [uM]

Die gesamte Aktivierung der Thiopropyl-Sepharose \B&rde mittels UV-Spektroskopie
durch die Messung der & m Verfolgt (Abb. 6) und so die Konzentration des
immobilisierten Spacer80 oder Trisaccharide43 ermittelt. In einer Aktivierung wurde
Thiopropyl-Sepharose 6B fiir 3 - 5 Selektionszykddaiviert. Es wurden von den gesamten

freien SH-Gruppen (~ 53umol freie SH-Gruppen/g Thiopropyl-Sepharose 6B 425,
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pumol/ml gequollener Thiopropyl-Sepharose 6B, Kapi2e2.16.2) ~ 50 - 80 % mit dem
Spacer30oder ~ 15 - 30 % mit dem Trisacchati@modifiziert.

1,01 A
c A :‘A n Abb. 6 UV-Spektren von Trisaccharid 13 (Punkte in
2 S fA schwarz) im Vergleich mit dem UV-Spektrum des bei
% izf A ﬁ der Aktivierung der Thiopropyl-Sepharose 6B
é 0,57 3 ;{/ 4% ‘f ‘AA entstandenen 2- Thiopyridons (Dreieck in rot).

A A AA

N Y A\ ,
£ aud 4 A
< -L‘

0,04 el

200 250 300 350 400 450
Wellenlange [nm]

3.2.2 Invitro Selektion 1 an Thiopropyl-Sepharose 6B

Die eigentliche in vitro Selektion wurde im sogenannten ,batch“-Verfahreei b
Raumtemperatur unter mdglichst konstanten Seledtietingungen durchgefihrt (Kapitel
2.2.18.4 und 2.2.18.5, Tab. 10a). Die nicht gebonaddRNA wurde in mehreren
Waschschritten nach Absetzen der Festphase undhAimades Uberstandes von der
gebundenen RNA getrennt und der Trisaccharid/RNMglex aus der Selektionsséaule
durch eine reduktive Spaltung der Disulphidbrickeluiert. Abbildung 7 zeigt die
Anreicherung der RNA in den einzelnen Selektionkaykan der Selektionssaule mit dem
immobilisierten Trisaccharid3. In den ersten Selektionszyklen blieb wenigerlal der
gesamten RNA an der Festphase gebunden. Dieseit stefgt in dem 13. Selektionszyklus
bis zu 5 % an und nimmt in den weiteren Selektigkien wieder ab (Tab. 10a).

o =) Abb. 7 Graphische Darstellung der Anreicherung
[CA. der bindenden RNA in der Selektion 1 an
< H Trisaccharid-Thiopropyl-Sepharose 6B in den

Z einzelnen Selektionszyklen.

@ 3- Die Prozentanteil der gebundenen RNA beziehen sich
8 auf die insgesamt eingesetzte RNA-Menge in den
% 2- einzelnen Selektionszyklen.

c 4

3 1

o

(o)

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Selektionszyklus
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Nach 18 Selektionszyklen wurde die Selektion begnda keine weitere Anreicherung
beobachtet wurde. Die selektierten RNAs wurdem#itere Untersuchungen verwendet.

3.2.3 Charakterisierung der selektierten RNA-Aptamee

3.2.3.1 Sequenzen der an das Trisacchari3-Gal-1,43-GIcNAc-1,2-Man bindenden
RNA-Aptamere

Die RNA-Bibliotheken aus dem 6., 11., 13., 16. urd Selektionszyklus wurden in DNA
Uberschrieben (Kapitel 2.2.18.6) und mittels PCRmehrt (Kapitel 2.2.18.2). Nach der
Ligation der DNA in den Vektor pGEM-T (Kapitel 218.2) und der Transformation in
kompetentde.coli Zellen (Kapitel 2.2.12.2) wurden die Plasmide Buszelkolonien gereinigt
und sequenziert (Kapitel 2.2.9.1). Die Sequenzgiigferte verschiedene DNA-Sequenzen,
die im Vergleich zu der eingesetzten DNA Matrizée ceine 50 Nukleotide lange
Zufallsequenz enthielt, teilweise verkirzt oderl&egert waren (Abb. 8 und 41). Die DNA-
Sequenzen wurden zurlck in die RNA-Sequenzen thrégben und miteinander verglichen.
Die RNA-Sequenzen aus dem 6. Selektionszyklus, @m cerstmals eine Anreicherung
beobachtet wurde (Abb. 41), deuten auf eine graRergitat der bis dahin selektierten RNA-
Bibliotheken hin (Abb. 41). Die Sequenzierung delektierten Bibliotheken aus spéateren
Selektionszyklen lieferte Sequenzen, die alle sete stark konservierte 10 Nukleotide lange
Konsensussequend (GAACAAGCAG -3°) enthalten (Tab. 5, Abb. 8). Man kann Teile

dieser Konsensussequenz schon in den Sequenzeseau$. Selektionszyklus (Abb. 41)

finden, was auf eine Anreicherung von Sequenzenspeizifischen Eigenschaften in der
RNA-Bibliothek wéhrend der Selektion hindeutet.den drei gefundenen RNA-Aptameren
5G, 9G und 10G wurden weitere kirzere identischqu&ezen §'- CAACU-3", 5'-
GAGCGC-3", 5- CAGAG-3", 5"- ACCA-3") gefunden (Abb. 8).
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RNA 1F (44 Nt):
5- AUCGAUGUCAGGCUAGAUGCUAUACAGUGUCAAAGCACGAAUGU-3’

RNA 8F (31 Nt):
5'- GACGAACAA CCCAGACACCGCUUUCGAGUUC-3°

RNA 5G (45 Nt):
5'- GUCAACUACUGAGCGCGAUGGAUUUCGAACAAGCAG GUACGAGUA-3’

RNA 9G (50 Nt):
5 - GAACAAGCAG ACAGAG GACAACU CGAACCA CCAGAUAACUCCGUUGGGCG-3

RNA 10G (44 Nt):
5 - UACCAGAACAAGCAG GGUGCUCWAGAG UAUUCCGAGCGCUGAA-3’

RNA 18G (46 Nt):
5 - UGUACCA GAACAAGCAG GGUGCUCWAAAGUAUUCCGAACGCUGAU-3

Abb. 8 Sequenzen der gegen das TrisacchafdGal-1,43-GIcNAc-1,2-Man selektierten RNA-Aptamere.
Es sind nur die Sequenzen und die Lange des ugpiiimandomisierten Bereichs gezeigt. Die gefunste
Konsensussequenzen sind fett gedruckt und untdrsiri

Die Tatsache, dass im 13. Selektionszyklus nurRNA (5G, 9G, 10G, 18G) und im 16. und
17. Selektionszyklus nur noch eines dieser vier Rpfameren (RNA 5G) gefunden wurden
deutet auf eine sehr starke und spezifische Setekin (Tab. 5).

Sequenzierte DNA

Selektions-| DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | Anzahl der
zyklus 1F 8F 5G | 9G | 10G | 18G | sequenzierten
Plasmide
11. 1x 1x - 2 X 1x - 5
13. - - 2 X 3 X 6 X 1x 12
16. - - 3x - - - 3
17. - - 2X - - - 2

Tab. 5 Die Anzahl der gefundenen DNA-Sequenzen @ntsprechenden Selektionszyklen
gegen das Trisaccharifi-Gal-1,43-GIcNAc-1,2-Man.

3.2.3.2 Sekundarstrukturen der an das Trisaccharidp-Gal-1,43-GIcNAc-1,2-Man
bindenden RNA-Aptamere

Fur die selektierten RNA-Aptamere 5G, 9G und 10Gdsn Sekundarstrukturanalysen nach
dem Algorithmus von Zuker (104) mittels des Computegramms ,Mfold* durchgefuhrt
(Abb. 9). Diesem Algorithmus liegeAG°-Werte fur die Stapelung und Basenpaarungen in

unterschiedlichen Sequenzkontexten zugrunde, welabhe Untersuchungen u(ber das
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Schmelzverhalten von Ribooligonukletiden, die gystesch veranderte Sequenzen
enthielten, abgeleitet wurden. In dem eingegebex@fWert fur die freie Energie drickt
sich die Stabilitéat der einzelnen Sekundarstrukiueies. Da es sich hier um Vorhersagen
handelt, konnen die Sekundarstrukturen nur unteb&talt genutzt werden.

Wie aus Abbildung 9 zu ersehen ist, befinden sigh Konsensussequenzen in allen
selektierten RNA-Aptameren in nichthelikalen Behein, wie in Schleifen und internen

Schleifen, die sich durch erhdhte Flexibilitat arisknen.

U A
ag g \
a c a
¢ a A - ‘
2.t . @ G a g=C
a \UG ° g-c a C
RS c ag=C g U=2a
R Ne) g
U
U a -CA c=G
A ad
(E dca g A U c
. U=a C=
l'(‘CA G=c¢ p K
s C c G=c U
GAsuA A c G
-AA
g e Y CAU-a u-A
as” s G G=C
all Acy C AC-G G=C
a " U A A
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3 u.u
5 G 3
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Abb. 9 Berechnete Sekundarstruktur der selektierta RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G.
Die Sekundarstrukturanalyse wurde nach dem Algowith von Zuker (104) mittels Computerprogramms
.Mfold“ durchgefiihrt. Es sind nur die RNA-Sekund#@okturen mit dem niedrigstenG°-Wert (-26,38

kcal/mol fir RNA 5G, -18,3 kcal/mol fir RNA 9G, -Z1l kcal/mol fir RNA 10G) gezeigt. Die gefundenen
Konsensussequenzen sind klein geschrieben undlie Bargestellt.

3.2.3.3 Untersuchung der RNA-Struktur mittels Polyacrylamidgelelektrophorese unter
nativen Bedingungen

RNA-Molekile sind in der Lage sich in verschiedéoeplexe Strukturen zu falten, die fur

ihre biologische Aktivitat benétigt werden. RNA-Semzen, die eine Haarnadelstruktur



3 Ergebnisse 69

bilden, kdnnen entweder in einer Monomer- oder Dioren mit einem inneren Loop
existieren. Bei hoher RNA-Konzentration und niedrigilemperatur kann die RNA die
Dimerform bevorzugen, die sich wahrend einer Temipeerhéhung zuerst in eine monomere
Haarnadelstruktur und dann in eine einzelstrangBiyé entfaltet (108).

Es besteht die Moglichkeit, dass bei der Faltunghder selektierten RNA mehrere RNA-
Konformationen entstehen (109). Dies konnte diatirelniedrige Anreicherung der RNA
wahrend der Selektion erklaren konnten. Die Existeon mehreren RNA-Konformationen
wurde mittels Polyacrylamidgelelektrophorese umigiven Bedingungen bei 4 °C Uberprift
(Kapitel 2.2.15). Die Ergebnisse fur die RNA 5G, @&l 10G sind in Abbildung 10 gezeigt.
Mit steigender RNA-Konzentration entstehen bei Benaturierung der RNA nicht ndher
charakterisierte Oligomere (Abb. 12). Die Neigungeiner Oligomerisierung ist vor allem
bei der RNA 9G (Abb. 10b) und 10G (Abb. 10c) zulieezhten. Bei der Denaturierung dieser

RNAs bildeten sich ab RNA-Konzentrationen vonu®s nicht l6sliche Oligomere.

a b

123 456 7829

—+—RNAS5G
9] —+—RNA9G
152,83 465726, 77 58 .9 < T RNA 10G
=) = =
= 801, T
L N
S 70{:
@
= 60 —
8 T
S 50
=
40 . . .
0 5 15 20

10
¢ (RNA) [uM]

Abb. 10 Native Polyacrylamidgelelektrophorese zumarstellung der Konzentrationsabhangigkeit der
Oligomerisierung der RNA-Aptamere 5G (a), 9G (b) ud 10G (c) und graphische Auftragung des
Monomeranteiles gegen die RNA-Konzentration (d).

Folgende Konzentration der RNA 5G, 9G und 10G wardetersucht (Spur 1 bis 10): 0,04; 0,08; 0,1610,3
0,63; 1,25; 2,5; 5; 10; 2uM. Die Prozentangaben der Monomere (d) bezieheh sigf die gesamte
Radioaktivititsmenge (RNA-Menge) in der entspredeerSpur.
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Nach den Sekundarstrukturberechnungen mit dem Cmgrvagramm ,RNA Structure 3.7¢
ist die Dimerisierung einzelner RNA-Aptamere durchandglich. Fir RNA 5G und 10G
konnen theoretisch bis zu 40 % der Basen in Baseapgen mit einem anderen RNA-
Molekul beteiligt sein (Daten nicht gezeigt). Auerdsekundarstrukturvorhersage (Abb. 9)
der RNA-Aptamere ist zu erwarten, dass die RNA®ihalb des Molekil mindestens eine
Haarnadelstruktur bilden und so in der Lage sinddauerisieren. Aus der Literatur ist
bekannt, das viele RNA-Molekile erst bei ~ 1 mM Kentration aggregieren (110). Es ist zu
erwarten, dass sich die Monomere- und die Oligofaeren der RNA in der Bindung an das

Trisaccharidl3 unterscheiden.

3.2.3.4 UV- Schmelzkurven der selektierten RNA-Aptamere 5G9G und 10G

Die Messung von Schmelzkurven ist eine einfachehbli#, die die Untersuchung der
thermodynamischen Stabilitdt und der Konformatiodsiungen von Nukleinsauren wéhrend
des Ubergangs von einem nativen zu einem denagniétustand ermoglicht (108). Die
Methode beruht auf der Messung der UV-AbsorptiolAbhangigkeit von der Temperatur.
Durch das Auflésen der Basenstapelung innerhalbseRNA-Molekils kommt es bei der
Entfaltung zu einer Zunahme der Absorption, dieesagnte Hyperchromizitat, die bei
gewahlter Wellenlange (meistens 260 nm) von Anzald Typ der Basenpaare abh&ngig ist.
Die Schmelzkurven kénnen qualitative (die Molekitidardes Ubergangs) oder quantitative
(thermodynamische Parameter, Schmelztemperaty)) @rgebnisse liefern. Das Schmelzen
von RNA kann im einfachsten Fall durch ein Zwei-msls-Modell beschrieben werden
(108), wo eine einzelstrangige (denaturierte) RMA Gleichgewicht mit einer vollstéandig
basengepaarten (nativen) RNA-Struktur ist. Teiledasengepaarte Zwischenstufen werden
in diesem Modell nicht berlcksichtigt. Allerdingsitgdiese Anndherung nur fir kurze
Duplexe (< 12 bp). Bei komplexeren RNA-Strukturerrelen oft mehrere Ubergange
beobachtet, die dem Schmelzen von einzelnen unglg&mn Regionen entsprechen. Die
Schmelzkurven lassen sich in diesem Fall nur no3gm Rechenaufwand analysieren. Fur
eine Aussage Uber die Stabilitdt eines RNA-Molekirisd die Schmelztemperatur 41
bestimmt, die der Temperatur am Mittelpunkt desnSslliiberganges entspricht.

Die Faltung von RNA-Molekilen ist ein sehr komptider Prozess, in dem die
Abstol3ungskraft der negativen Ladungen des PolydtaisRickrades durch die Bindung
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von mono- und/oder divalenten Metallionen kompensigrd. Die Metallionen stabilisieren
dabei mehr die native tertidre als die teilweisttadtiete sekundare Struktur (110-112).

Um den Effekt der NaKonzentration auf die Stabilitat der Struktur detektierten RNA-
Aptamere 5G, 9G und 10G zu untersuchen, wurde digefing der Schmelztemperatur in
Abhangigkeit von der NaCl-Konzentration gemesseapftel 2.2.23.1, Abb. 42). Bei einer
konstanten MgGtKonzentration (5 mM) wurde die NaCl-Konzentratioon O mM bis 250
mM variiert. Die T-Werte wurden aus dem Hauptmaximum der ersten #iolgider Aso nm

in Abhangigkeit von der Temperatur (dA/dT) bestim@Abb. 11) und in Abhangigkeit von
der NaCl-Konzentration aufgetragen (Abb. 11d).

a RNA 5G b RNA 9G
1,04 1,01
- 0,8 —— 0 mM NaCl _ 0.8
O 0.6 ——30mMNaCl 7" 0.,6] 7 gOmMMNSC(IZI
e S 60 mM NaCl o, 0.4 M N
5 0.4 / . —— 90 mM NaCl - ’ 60 mM NaCl
o S 0,2 — 90 mM NaCl
< 0,24 120mMNaCl - " 120 mM NaCl
© 0ol ——150mMNaCl © U, — 150 mM NaCl
1A —— 180 mM NaCl -0,2 180 mM NaCl
-0,21 210 mM NacCl 04—, , , , , . ,—— 250 mM NaCl
30 40 50 0 0 0 oo e 3 40 50 60 70 80 90
Temperatur [°C] Temperatur [°C]
C RNA 10G 67 —+—RNAS5G
—+—RNA 9G
1,0] ; |
ogl 7 66 —+—RNA 10G
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O 04 : 60 mM NaCl s 64 o
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Abb. 11  Schmelzverhalten der RNA 5G (a), 9G (b) uh 10G (c) und die Anderung der
Schmelztemperatur (T,,) des jeweiligen RNA-Aptamers in Abhangigkeit von dr NaCl-Konzentration (d).

Es ist die erste Ableitung der Absorptionsf\., (dA/dT) in Abh&angigkeit von der Temperatur sowiela die
Anderung der Schmelztemperatur (Tm) des Hauptmaxisnder RNA-Aptamere in Abhangigkeit von der
NaCl-Konzentration gezeigt. Bei der Messung wuriégende RNA-Konzentrationen eingesetzt: 139 nM RNA
5G, 130 nM RNA 9G und 140 nM RNA 10G.
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Eine erhohte NaCl-Konzentration hat gewohnlich eirstabilisierenden Effekt auf die
Struktur der Nukleinsauren (113) ung, $teigt mit zunahmender R&onzentration (108).
Im vorliegendem Fall wurde im Gegensatz dazu mitetunender NaCl-Konzentration fur
alle drei RNA-Aptamere eine Abnahme dgsWertes (4,5 °C fir RNA 5G, 4 °C fir RNA
9G und 10G) beobachtet (Abb. 11d). Bei dem Expartmairden RNA-Konzentrationen von
130 bis 140 nM benutzt, da hier der Anteil der @hgrisierung gering ist (Abb. 10). Ein
ahnliches Phanomen wurde auch bei der UntersuctiemdEinflusses der Rid&onzentration
auf die Stabilitat der tRNA® und der Initiator-tRNA aus Hefe gezeigt (112). Die
Destabilisierung der Tertiarstruktur der RNA meigender NaCl-Konzentration (bis ~ 500 -
750 mM) in Gegenwart von M§wurde durch die Abhéngigkeit des stabilisierenBéaktes
der Mg*-Bindung von der lonenstarke der Losung interpreti@12). Die selektierten
Aptamere zeigen hier damit kein abnormales Verhalte

Zuséatzlich zum Hauptibergang bei ~ 60 °C sind noelei weitere weniger intensive
Ubergénge bei ~ 40 °C und ~ 85 °C zu beobachteh.(Ab a, b, c).

Die Bindung des Liganden an die RNA kann theorbtac einer Konformationsanderung der
RNA fiihren. Dies wiirde sich in der Anderung derBelztemperatur oder des Profiles der
Schmelzkurve aufRern wirde. Der Einfluss des Trismodes11 auf das Schmelzverhalten
der selektierten RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G wutdeer ebenfalls untersucht (Kapitel
2.2.23.2). Die Schmelzkurven wurden bei einer kamtstn Mg*-Konzentration (2,5 mM) und
Na'-Konzentration (150 mM) aufgenommen (Abb. 43) une Sichmelztemperatur (Tm) in
An- oder Abwesenheit des Trisacchariddsbestimmt (Tab. 6). Der Hauptschmelziibergang
fur alle drei RNA-Aptamere ist relativ steil (AbB3) was darauf hindeuten kdnnte, dass es
sich um einen Ubergang ohne Zwischenstufen haiii@é8). Aus der ersten Ableitung der
A2s0 nmin Abhangigkeit von der Temperatur (dA/dT) sierdmaber eine Verschiebung des
Hauptschmelziiberganges (Abb. 12, Tab. 6) und dist&tng bzw. Destabilisierung von
RNA-Domaéanen in Abhangigkeit von der TrisacchatittAnwesenheit und Konzentration
(Abb. 13).

Fur RNA 5G wurde nach Zugabe eines 40-fachen undi@iRNA 10G schon nach Zugabe
eines 10-fachen Uberschusses von Trisacchdrfidr das Hauptmaximum eing,7Abnahme
von 1,7 °C beobachtet (Tab. 6). Bei der RNA 9G wurd Gegenteil zu RNA 5G und 10G
fur das Hauptmaximum eing,#Zunahme von 1,7 °C beobachtet (Tab. 6).

Die Entstehung einer neuen RNA-Doméne im Tempdrataich von 30 °C bis 45 °C und

gleichzeitige Destabilisierung der RNA-Doméane inmperaturbereich von 72 °C bis 80 °C
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durch Zugabe von Trisacchardd wurde am deutlichsten fir das RNA-Aptamer 10G (Abb

12c). Das konnte auf eine Konformationsdnderung BRBKA durch die Bindung von

Trisaccharidl1 hindeuten.

——RNA9G

—— RNA 9G + 2 x Trisaccharid 11

——RNASG b > .
A —RNAS5G + 10 x Trisaccharid 11 RNA 9G + 10 x Trisaccharid 11
RNA 5G + 40 X Trisaccharid 11 —— RNA 9G + 40 x Trisaccharid 11
1,04 1,04
0,8‘ FIl|—| 0,8“
g O
o 0.6 e 0.6
o: 04 5 0,4 /\
=) < 0,24
Pe 0,21 N\ o
ge] 0,0
0,04
-0,21
'0,2 T T T T T T 4 T T T T T
30 40 50 60 70 80 30 40 50 60 70 80
Temperatur [°C] Temperatur [°C]
—— RNA 10G
C  _ RNA10G+ 10 x Trisaccharid 11 ng'blz %C{‘g‘élzverhi"e” daNhA ?g @)
RNA 10G + 100 x Trisaccharid 11 5 (b) und 10G (c) in Anwesenheit e
1,01 Trisaccharides 11.
Es ist die erste Ableitung der Absimn Asep nm
— 0.8 (dA/dT) in Abhangigkeit von der Tematir
F"O 0,6 \ gezeigt. Fur die Messungen wurde 12
S N\ RNA 5G, 396 nM RNA 9G, 192 nM RNAGO
[ 0,41 und das entsprechende Uberschuss
g 0,2 an Trisaccharidl eingesetzt.
© 00 V
-0,2 l T T T T T T
30 40 50 60 70 80
Temperatur [°C]
Tm [°C]
Trisaccharid 11- | RNA5G | RNA9G | RNA 10G Tab. 6 Ubersicht der Schmelz-
Uberschuss (192 nM) | (396 nM) | (192 nM) temperaturen der RNA-Aptamere
- 61,8 56,4 58,4 5G, 9G und 10G in Abhangigkeit
2X - 58,1 - von der Trisaccharid 11-
10 x 61,8 58,1 56,7 Konzentration.
40 x 60,1 58,1 56,7
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3.2.4 Bestimmung der Bindungsparameter der RNA-Triaccharid Wechselwirkung
mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie.

Die Wechselwirkung der selektierten RNA-Aptameret whem Trisaccharid3-Gal-1,48-
GIcNAc-1,2-Man wurde mittels Oberflachen-Plasmors&tenz-Spektroskopie untersucht
(Kapitel 2.2.22.2). Es handelt sich um eine optisdiiethode, die ein physikalisches
Phanomenen, die sogenannten evaneszierenden We#enendet, um primar den
Brechungsindex einer wassrigen Losung in der N&reS#nsoroberflache zu bestimmen.
Qualitative und quantitative Informationen tber dMechselwirkung von Biomolekilen
werden in Echtzeit ohne zusatzliche Markierung legha Dabei wird ein Bindungspartner
(Ligand) an der Chip-Oberflache immobilisiert uner dweite Bindungspartner (Analyt) in
der Losung uber die Chip-Oberflache injiziert. M#dung eines Komplexes an der Chip-
Oberflache ruft eine Anderung des Brechungsindebeed_6sung tiber der Sensoroberflache
hervor und korreliert mit der Massenzu- oder abreahime Assoziation und Dissoziation des
jeweiligen Analyten wird kontinuierlich registriemihd durch ein Sensorgramm aufgezeichnet,
wo die sogenannten Resonance Units (RU) in Abh&edigon der Zeit angegeben werden.
Das BIACORE X-Gerat verfugt tber zwei Flusszellel kind Fc2. Die Fcl-Zelle diente als
Referenzzelle, um Artefakte bei der Messung, dieldeine unspezifische Wechselwirkung
der RNA mit der Chip-Oberflache entstehen, zu mieren. Die Fc2-Zelle wurde als
eigentliche Messzelle verwendet. Um mdglichst idehie Oberflacheneigenschaften in
beiden Messzellen zu erreichen, wurden die beidesskellen bis auf das Trisacchafid
oder den Space?9 auf gleiche Weise chemisch modifiziert (Kapite2.22.1, Abb. 13). Die
freien COO-Gruppen der Carboxymethyldextran-Oberflache wurtteteiden Flusszellen
mit einer N-Hydroxysuccinimid- und N-Ethyl-N"-(3+diethylaminopropyl)-carbodiimid-
Losung aktiviert (Abb. 13). Dies ermdglichte eineovlente Immobilisierung des
synthetisierten Trisaccharidd® oder des Spacei®9 durch einen Spacer mit einer freien
Aminogruppe allein in der Messzelle Fc2 (Abb. I3ie restlichen aktivierten CO&Gruppen
wurden in beiden Flusszellen mit Ethanolamin deati (Abb. 13).
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CO-NH-(CH),-OH
—COoO
CO-NH-(CH ,),-OH

— COO”

CO-NH-(CH ),-OH
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.
coo CO-OSU 1 RO-(CHye-NH, (12, 25, 29)
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CO-NH-(CH )¢-OR
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CO-NH-(CH ,),-OH

M esszelle Fc2

Abb. 13 Schema des Prinzips der Aktivierung der Qdoxymethyldextran-Oberflache.

Wahrend und nach der Aktivierung der Carboxymettwichn-Oberflache wurden
Sensorgramme aufgenommen (Abb. 14). Es wurden aercAktivierung der COGGruppen

in beiden Flusszellen (Abb. 14a) 514 RU des Trisandesl2 (Abb. 14b) und 10 RU Spacer
29 (Abb. 14b) in der Messzelle Fc2 immobilisiert uadschlieRend die aktivierten COO
Gruppen in beiden Flussszellen deaktiviert (Abkc)1Die kovalente Immobilisierung von

Liganden gewahrleistet eine stabile Basislinie wabraller Messungen.



3 Ergebnisse 76

a Fc 1: NHS/EDC b Trisaccharid 12
10006 Fc 2: NHS/EDC Heptasaccharid 25
— Spacer 29
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40004 k
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20004 (
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C Fc 1: Ethanolamin
20000 Fc 2: Ethanolamin
Abb. 14 Die Sensorgramme der Aktivierung der

16000 Carboxymethyldextran-Oberflache.

12000 Es sind die Sensorgramme der Aktivierung der GOfippen
-) in beiden Flusszellen mit der N-Hydroxysuccinimighd N-
X 5000l Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-Lésung (a),

der Aktivierung der Fc2-Messzelle mit dem Trisac@hd 2,
40004 Heptasacchari@5 und Space9 (b) und der Deaktivierung
der aktivierten COGGruppen mit dem Ethanolamin in beiden
Un Flusszellen (c) gezeigt.
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Zeit [s]

Die selektierten RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G wurddmer die nichtmodifizierte
Carboxymethyldextran-Oberflache injiziert. Man Haine unspezifische Wechselwirkung

mit der Oberflache beobachtet Abb. 15), was einghtige Voraussetzung fur eine genaue

Messung ist.
60, — 200 nM RNA 5G Abb. 15 Sensorgramme der Bindung der RNA-
—200 nM RNA 9G Aptamere 5G, 9G und 10G an die nichtmodifizierte
40/ 200nMRNA 10G  Carboxymethyldextran-Oberflache des CM5-Chips in

der Referenzzelle Fcl.
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Es wurde ebenfalls keine Wechselwirkung der RNAaptre 5G, 9G und 10G mit dem
immobilisierten Space29 beobachtet (Abb. 16).

——O025UMRNA10G  Apy 16
——0.5 UM RNA 10G )
1 uM RNA 10G

Sensorgramme der
Wechsewikung der RNA-Aptamere
5G, 9G und 10G mit dem Spacer
——2 uM RNA 10G ! . . .
5 UM RNA 10G 29. Es sind die Differenzkurven

—— 10 UM RNA 10G gezeigt.
20 M RNA 10G

o -\T"*‘“*"*www-«.ww,ww 5 UM RNA 5G
i MOy
— 10 UM RNA5G
—— 20 UM RNA 5G
—— 5UMRNA9G

——10 pM RNA 9G
20 pM RNA 9G

-30

0 100 200 300
Zeit [s]
Von allen Messdaten aus der Messzelle Fc2 wurdeSigsal aus der Referenzzelle Fcl
subtrahiert, um das Messsignal fur die unspeziisBfindung an die modifizierte Chip-
Oberflache zu korrigieren. Schon die Injektion desffers ohne RNA fihrt zu einem
messbaren Signal. Deswegen wurde dieser Effektategamessen und von den gemessenen
Kurven subtrahiert. Ohne diese doppelte Referemager sind keine auswertbaren
Sensorgramme messbar (114). Die Auswertung dero8gasnme erfolgte mit der Software
BiaEvaluation 3.0 (BIACORE, Uppsala).

Die Wechselwirkung der Biomolekile und die eigehen Oberflachen-Plasmon-
Resonanz-Messungen werden von mehreren Faktorerg.Bi der Reinheit der verwendeten
Substanzen, der Ligand- und Analyt-Konzentraticgr, @emperatur, der Flussrate, der Zeit
der Assoziations- und Dissoziationsphase, der Zosametzung des Flul3- und RNA-Puffers,
Anwesenheit von bivalenten Metallionen oder Deterggn, der Salzkonzentration, der
Homogenitat der aktivierten Chip-Oberflache und Bexgenerationsbedingungen beeinflusst.

Der Einflu3 der NaCl-Konzentration im Konzentoaigbereich von 50 mM bis 400 mM auf
die Bindung der RNA an das immobilisierte Trisacthd2 wurde fir die RNA-Aptamere
5G, 9G und 10G und die tRNA-Asp als Kontrolle usteht (Kapitel 2.2.22.2, Tab. 4, Abb.
17). Nach der Injizierung aller RNAs steigt dasrfailgexponentiell an und néhert sich im Fall
einer niedrigen (50 mM) oder hohen (400 mM) NaChEentration in der Assoziationsphase
nach 10 min einer Sattigung, was theoretisch deeeng aller potenziellen Bindungsstellen
an der Oberflache entspricht. Die niedrigen RU-Wéri 50 mM und 400 mM NacCl deuten
auf eine Inhibition der RNA-Bindung hin und dieseedddaten sind nicht auswertbar (Abb.

17). Fur die weiteren Messungen wurde eine 150 na@INKonzentration verwendet.
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Die Sensorgramme der unspezifischen InteraktiontRNA-Asp und der mit Trisacchari?
aktivierten Chip-Oberflache in Abhéngigkeit von déasCl-Konzentration sind in Abbildung
17d gezeigt. Es wurde eine Sattigung der BindurdeinAssoziationsphase und eine schnelle
Dissoziation der gebundenen tRNA-Asp von der Obehi¢ in der Dissoziationsphase bei
150 mM und 250 mM NaCl beobachtet. Dies muss alstdrgrund aller Messungen
betrachtet werden. Die unspezifische Wechselwirkdeg tRNA-Asp mit der Oberflache
konnte bei 400 mM NacCl vollstandig inhibiert werdébb. 17d).

—— 50 mM NacCl —— 50 mM NacCl
a —— 150 mM NacCl —— 150 mM NacCl
250 mM NaCl b 250 mM NaCl
30— 400 mM NaCl 50— 400 mM Na?l
RNA 9G
20 ] M
30, T sk
2 10]
O_ v
-10— T T T T -104— T T T T
0 300 600 900 1200 0 300 600 900 1200
Zeit [s] Zeit [s]
— 50 mM NacCl
—— 150 mM NacCl —— 150 mM NaCl
C 250 mM NaCl d 250 mM NaCl
50— 400 mM NaCl —— 400 mM NaCl
RNA 10G tRNA-Asp
401 20
301
104
S5 onl -
T 20 @
104 o
O"
-10—¢ T T T T -10 T : T T
0 300 600 900 1200 0 300 600 900 1200
Zeit [s] Zeit [s]

Abb. 17 Sensorgramme der Wechselwirkung der RNA-Afamere 5G (a), 9G (b), 10G (c) und der tRNA-
Asp (d) bei unterschiedlichen NaCl-KonzentrationenEs sind die Differenzkurven gezeigt.

Mg®*-lonen spielen oft eine wichtige Rolle bei der &aff und Stabilisierung von RNA-
Strukturen (110). In mehreren Féllen sind ®nen direkt an der Wechselwirkung der
RNA-Molekiile beteiligt. Deswegen wurde der Einflges Ab- oder Anwesenheit von Kfg
auf die Wechselwirkung der RNA-Aptamere 5G, 9G @G mit dem immobilisierten
Trisaccharid12 mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskapiersucht und die

Bindungsparameter wurden bestimmt (Kapitel 2.2.221ab. 4). Zur Auswertung der
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Sensorgramme wurde in beiden Fallen eine Reaktiogisk nach Pseudo-1. Ordnung
vorausgesetzt (Kapitel 2.2.22.2), die einen lineafdfall der Basisislinie wahrend der
Messung berlcksichtigt. Die Assoziations- und Digstonsphase wurde dabei global und
getrennt gefittet (Abb. 44). Die Sensorgramme deckgelwirkung der RNA-Aptamere mit
dem immobilisierten Trisaccharit? in Anwesenheit von Mg sind in Abbildung 18 gezeigt.
Die Dissoziationskonstanten (KD) liegen fiir alleidkptamere im nM Bereich (Tab. 7).

—— 50 nM RNA 5G
— 100 nM RNA 5G
200 nM RNA 5G

— 50 nM RNA 9G
— 100 nM RNA 9G

a 200 nM RNA 9G
—— 400 nM RNA 5G b ——400 nM RNA 9G
1505 600 nM RNA 5G 600 nM RNA 9G
2801
120 240
90l 200
a D 1604
60; © 120]
30| | ' 80;
405
Ok 01

0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [s]

0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [s]

—50 nM RNA 10G
— 100 nM RNA 10G
200 nM RNA 10G
C — 400 nM RNA 10G

Abb. 18 Sensorgramme der Wechselwirkung der
RNA 5G (a), 9G (b) und 10G (c) mit dem Trisaccharid
12 bei unterschiedlichen Konzentrationen der jeweiien

180,
600 i RN 210G RNA in Anwesenheit von Md".
1504 Es sind die Differenzkurven gezeigt.
1204 |
@
60
304
Oty
0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [s]
RNA kd ka KD Tab. 7 Kinetische Konstanten der
(sh (M7sh (M) Trisaccharid/RNA-Komplexbildung
5G 76.10 | 2.25.1d | 3,3810 | in Anwesenheit von Mg".
9G | 1,05.10G | 2,08.16 | 5,05. 10
10G | 1,07.1G | 2,59.10 | 4,13.10

Abbildung 19 zeigt die Sensorgramme der Wechsklwg der RNA-Aptamere mit dem

immobilisierten Trisaccharid2 in Abwesenheit des divalenten KigDie entsprechenden



3 Ergebnisse 80

kinetische Konstanten sind in Tabelle 8 zusammesgef Die Interaktion der RNA-
Aptamere mit dem Trisaccharit? wurde durch das Mg nicht deutlich beeinflusst, was
darauf hindeuten kénnte, dass #gicht an der Wechselwirkung der RNA-Aptamere mit

dem immobilisierten Trisacchari® beteiligt ist.

——50 nM RNA 5G ——50 nM RNA 9G
a — 100 nM RNA 5G —— 100 nM RNA 9G
200 nM RNA 5G b 200 nM RNA 9G
240_— 400 nM RNA 5G 300 400 nM RNA 9G
2004
5 1604
X 120
80+
401
0 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [s] Zeit [s]
——50 nM RNA 10G
—— 100 nM RNA 10G
C 200 M RNA 10G
— 400 nM RNA 10G Abb. 19 Sensorgramme der Wechselwirkung der
240, RNA 5G (a), 9G (b) und 10G (c) mit dem Trisaccharid
200 12 bei unterschiedlichen Konzentrationen der
160! jeweiligen RNA in Abwesenheit von M§".
a Es sind die Differenzkurven gezeigt.
1204
804
404
0- T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [s]
RNA kd ka KD
(sh) (M7s? (M) Tab. 8 Kinetische Konstanten der Trisaccharid/RNA-

5G [1,13.10|1,27.16| 8,89. 10" | Komplexbildung in Abwesenheit von Md".
9G [9,97.1C| 1,42. 16| 7,02. 10
10G | 8,56. 10| 2,59. 14 | 3,31. 10

Die Hybridisierung von RNA mit einem komplememrtérDesoxyoligonukleotid fihrt zu
einer Anderung der RNA-Konformation und kann datudie Bindung von selektierten
RNA-Aptameren wesentlich beeinflussen. Die Wechskimg der RNA-Aptamere und von
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RNA/DNA-Hybriden mit dem immobilisierten Trisacchér 12 wurde daher mittels

Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie untargdapitel 2.2.22.2, Tab.4). Fur die
Hybridisierung der RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G vamrdl4 Nukleotid lange chemisch
synthetisierte Desoxyoligonukleotide d5G, d9G udd@ benutzt, die komplementar zum
Bereich der gefundenen RNA-Konsensussequenz 5 -G¥WA&RCAG-3” sind (Abb. 20).

5
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5 T G a
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Abb. 20 Die Sekundarsturktur der RNA-Aptamere 5G,9G, 10G, Sequenz und Lage der komplementéren
Desoxyoligonukleotide d5G, d9G und d10G.

Die Sekundarstrukturanalyse der RNA-Aptamere wurdeh dem Algorithmus von Zuker (104) mittels des
Computerprogramms ,Mfold“ durchgefiihrt. Es sind rmiie RNA-Sekundarstrukturen mit dem niedrigsten
AG°-Wert (-26,38 kcal/mol RNA 5G; -18,3 kcal/mol RN8G; -20,01 kcal/mol RNA 10G) gezeigt. Die
gefundenen Konsensussequenzen sind klein gesahrislgein Farbe dargestellt.

Durch die Hybridisierung sollte die gefundene Korsessequenz, die vermutlich an der
spezifischen Bindung der RNA-Aptamere an das Tcisagd beteiligt ist, flr die Interaktion
nicht mehr zuganglich sein bzw. die RNA-Strukturarelert werden. Das wirde sich in einer
Verschlechterung der Bindung der RNA/DNA-Hybridedas Trisaccharid2 zeigen.

Im Gegensatz dazu zeigt Abbildung 21 eine besserduBg der RNA/DNA-Hybride, was
sich durch eine wesentliche Erhéhung der RU-Weile die RNA/DNA-Hybride im
Vergleich zu den RU-Werten der RNA-Aptamere auskriEs wurde keine unspezifische
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Interaktion der Desoxyoligonukleotide d5G, d9G ud@0G mit dem immobilisierten
Trisaccharid 12 beobachtet (Abb. 21). Das gleiche Phanomen wurdeh aei der
Hybridisierung der RNA-Aptamere mit dem komplemeaté Desoxyoligonukleotid-Primer
P25 beobachtet (Daten nicht gezeigt). Es handelh s$iier wahrscheinlich um eine
komplizierte Interaktion der RNA/DNA-Hybride mit denodifizierten Chip-Oberflache, die

weiter nicht untersucht wurde.

1201

—— 100 nM RNA 5G
——— 100 nM RNA 5G + 267 nM d5G

> 801 100 nM RNA 9G

o —— 100 nM RNA 9G + 284 nM d9G

40, 100 nM RNA 10G
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Abb. 21  Sensorgramme der RNA 5G, 9G und 10G hybridiert mit den komplementéren
Desoxyoligonukleotiden d5G, d9G und d10CEs sind die Differenzkurven gezeigt.

3.2.5 Untersuchung der Bindung der RNA-Aptamere 5G9G und 10G an verschiedene

Saulenmaterialien

Im Folgenden wurde die Spezifitdt der selektief®A-Aptamere 5G, 9G und 10G gegen
das Trisaccharidl3 untersucht. Dabei wurde die Bindung der RNA-Apteman die
Trisaccharid-Thiopropyl-Sepharose 6B mit der Bingliam verschiedene andere Festphasen
verglichen (Kapitel 2.2.20). Es wurden Festphasdh unterschiedlichen Eigenschaften
ausgewahlt, die aus einer Polysaccharid- oder Awgrgmatrix oder aus einem Gemisch
beider bestanden. Folgende Saulenmaterialen wgrelestet: Sephadex G25 (quervernetztes
Dextran B512), Superdex 200 (quervernetzte Agabmsdran), Sephacryl S200HR
(quervernetztes Allyldextran/N,N"-Methylenbisacryiid), Biogel P6 (Polyacrylamid),
Sepharose 6B (quervernetze Agarose) und SephaBos®a@ifiziert mit dem Trisacchariti3
(Kapitel 2.2.16.2). Die entsprechende Festphasedevalabei mit dem jeweiligen RNA-
Aptamer bei Selektionsbedingungen in dem Filtrasystem &aquilibriert. Der nicht
gebundene RNA-Anteil wurde von der Festphase nagém Waschschritt durch eine kurze
Zentrifugation entfernt. Wie in Abbildung 22 gezeidpinden die RNA-Aptamere an die
Sepharose 6B und die Trisaccharid-Thiopropyl-Seggea6B im Vergleich zu den anderen
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Festphasen sehr stark. Prozentuell bleiben nachddéiaschschritt an der Sepharose 6B 20
bis 24 % und an Trisaccharid-Thiopropyl-SepharoBel@ bis 18 % der gesamten RNA
gebunden (Abb. 22). Dieser gebundene RNA-Anteilmimnmach weiteren Waschschritten

stufenweise weiter ab. Es ist nicht klar ob es kieln um eine unspezifische Wechselwirkung
der RNA-Aptamere mit der Sepharose 6B handelt,ddliech die Modifizierung mit dem
Trisaccharidl3 inhibiert wird, oder ob eine gleichzeitige Erkengules Saulenmaterials und

des immobilisierten Trisaccharids3 stattfindet. Fir andere Festphasen gilt allgemaass

40 bis 70 % der gesamten RNA bereits im ersten lduss eluiert (Abb. 45 a, b, c). Hier

findet also keine unspezifische WechselwirkungRIEA mit der Festphase statt.
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Abb. 22 Bindung der RNA-Aptamere 5G (a), 9G

(b) und 10G (c) an verschiedene Festphasen.

Die Prozentangaben der an das Saulenmaterial
gebundenen RNA nach dem entsprechenden
Waschschritt beziehen sich auf die insgesamt
eingesetzte RNA-Menge.

Eine unspezifische Interaktion der RNA mit derstpbase kann durch hohere Salz-
Konzentration unterdrickt werden. Deswegen wurdergacht, ob die Wechselwirkung der
RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G mit der Sepharose 6BchdWwariation der NaCl-
Konzentration von 0 mM bis 400 mM beeinflusst wikhpitel 2.2.21, Abb. 23). Die RNA-
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Aptamere wurden mit der Sepharose 6B in Filtragsgatem bei entsprechenden NacCl-
Konzentration bei Raumtemperatur aqulibriert und mieht gebundene RNA-Anteil wurde
durch kurze Zentrifugation nach jedem Waschsclygéirennt. Der an der Sepharose 6B
gebundene RNA-Anteil nimmt mit steigender NaCl-Kentzation eindeutig ab, wird aber
mit 400 mM NacCl nicht komplett inhibiert (Abb. 23Es handelt sich wahrscheinlich nicht
um eine hydrophobe sondern um eine ionische Weghkahg der RNA-Aptamere mit der
Festphase. Die unspezifischen Interaktionen kommiéroher Salz-Konzentration eliminiert
werden. Da die Erkennung des Trisacchati@gurch die Aptamere sehr wahrscheinlich auch
auf Wasserstoffbricken beruht wurde der Einfluseerehdheren NaCl-Konzentrationen als
400 mM nicht getestet.

a «  0mM NaCl b = 0mM NaCl
= * 50 mM NacCl — ¢ 50 mM NaCl
=, 3.0 100 mM NaCl =, 3.0 100 mM NaCl
O 25| s v 150 mM NaCl O 25 § v 150 mM NaCl
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5 300 mM NaCl E 300 mM NaCl
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¥ . gomeng(ljl Abb. 23 Einfluss der NaCl-Konzentration auf die
=30 100mM Nacl  Bindung der RNA 5G (a), 9G (b) und 10G (c) an

Q v 150 mM NaCl die nichtmodifizierte Sepharose 6B.
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3.2.6 Untersuchung der Wechselwirkung der RNA-Aptarare 5G, 9G und 10G mit
dem Trisaccharid 3-Gal-1,43-GIcNAc-1,2-Man an der Glasoberflache

Um die Spezifitat der RNA-Aptamere gegen das Tobadod 13 zu zeigen, wurde das
Trisaccharidl3 auch an einer Glasoberflache kovalent immobiligi€apitel 2.2.17.2). Diese
Glasoberflache unterscheidet sich in ihren Eigesseh von der bei der Selektion
verwendeten Thiopropyl-Sepharose 6B deutlich. Damsste die Glasoberflache nach einer
basischen Behandlung zuerst mit (3-mercaptoprapyghethoxysilan silanisiert werden
(Kapitel 2.2.17.1), wodurch die Hydrophobizitat d&perflache erhoht wurde (Abb. 24). Die
Anwesenheit von freien SH-Gruppen wurde durch giezgische Reaktion mit Ellman’s
Reagenz nachgewiesen (Abb. 24). Die Absorption efgstandenen 2-nitro-5-thiobenzoat
Anions wurde dabei mittels UV-Spektroskopiei 412 nngemesseref;onm= 13 600

M™cmt in 50 % (v/v) aceton/20 mM Phosphatpuffer bei pb) §102).

O\ o\
1.) NaOH —Si—(CHp)s'SH , —Si—(CHz)g-s—s—QNoz
2.) MPTS O/ Ellman’s Reagenz o/ 00"
—S—(CH2)s'SH —/Sl—(CH2)3-S——S——< ?—No2
© o lele}
Glasperlen Silanisierte
Glasperlen

Abb. 24 Schema der Silanisierung von Glasperlen andes Nachweises von freien SH-Gruppen durch
Ellman’s Reagenz.

Das Trisaccharid 3 wurde durch eine aktivierte Disulphidbriicke in d8pacer kovalent an
der silanisierten Glasperlenoberflache immobilisiBrer Rest von freien SH-Gruppen wurde
mit lodoacetamid deaktiviert (Kapitel 2.2.17.2, Al2B).
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2) MPTS o (CHzSH
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Glasperlen —SH(CHYs S/\g 2
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Na.
O—/SI—(CH 2)35—S-(CHp)CO-NH-(CH,)¢-OR

Selektionssdule

Abb. 25 Schema der Silanisierung und der Aktivierng von Glasperlen mit den aktivierten
Oligosacchariden 13, 15, 24 und 26.

Der qualitative Verlauf der Aktivierung der silaigigen Glasperlen mit dem Trisacchatid
wurde mittels UV-Spektroskopie durch die Messung Absorption des entstandenen 2-
Thiopyridons bei 342 nmefss nm= 11 000 M'cm?) (Kapitel 2.2.16.1) verfolgt (Abb. 26). Die
Glasperlen-Oberflache lie3 sich im Vergleich zu d@&iopropyl-Sepharose 6B wesentlich

schlechter aktivieren. Die Menge des immobilisierfeisaccharided3 wurde dabei nicht
bestimmit.

1,0
Abb. 26 UV-Spektrum des bei der Aktivierung der
silanisierten Glasperlen entstandenen 2-Thiopyridos im
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Die Bindung der RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G an asobilisierte Trisaccharid.3
wurde mit der Bindung an silanisierte Glasperlerfitrationssystem wie bereits beschrieben
verglichen (Kapitel 2.2.20). Die RNA-Aptamere bindaach vier Waschschritten auf die

silanisierte Glasoberflache starker als auf dianssierte und mit dem Trisaccharit3
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modifizierte Glasoberflache (Abb. 2ihd 45 d, e, f). Allerdings bleibt der gebundeneARN

Anteil nach dem 7. Waschschritt auf beiden Obehn#icfast gleich, was auf eine sehr starke
Bindung der RNA hindeutet. Es kdnnte sich hierbei gine unspezifische hydrophobe
Wechselwirkung der RNA mit der silanisierten Glasdliche handeln, die eine potenzielle

Interaktion der RNA mit dem Trisaccharid Uberdedbie Aussage dieses Experiments ist
deswegen nicht eindeutig.
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Abb. 27 Bindung der RNA-Aptamere 5G (a), 9G (b)
! ) ) und 10G (c) an silanisierte Glasperlen (dunkel blau
Sil. Glasperlen-Trisaccharid 13 ynd gestrichelt) und mit dem Trisaccharid 13
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SSl Die Prozentangaben der an die Glasperlen gebundenen
3,04 RNA nach dem entsprechenden Waschschritt beziehen
4

»

2,57 sich auf die insgesamt eingesetzte RNA-Menge.
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3.3 Invitro Selektion von RNA-Aptameren gegen das Trisacchariff-Gal-1,43-
GIcNAc-1,2-Man-OR, Tetrasaccharida-Neu5Ac-2,38-Gal-1,43-GIcNAc-1,2-
Man-OR, Pentasaccharid 2,4{f8-Gal-1,43-GIcNAc),-a-Man-OR und
Heptasaccharid 2,4-¢-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,43-GIcNAc),-a-Man-OR

3.3.1 Invitro Selektion 2/1 an Thiopropyl-Sepharose 6B

Die erstein vitro Selektion gegen das Trisacchgsidzal-1,483-GIcNAc-1,2-Man ergab keine
eindeutige Antwort auf die Frage, ob die selektierRNA-Aptamere spezifisch an das
Trisaccharidp-Gal-1,4$-GIcNAc-1,2-Man, unspezifisch an die Sepharose BBFastphase
bzw. an beide gleichzeitig binden. Eine erfolgreidh vitro Selektion ist von vielen
Parametern abhangig. Deswegen wurde ausgehendewvohisherigen Ergebnissen in dieser
Arbeit eine neuan vitro Selektion 2/1 mit mehreren Modifikationen durchidet (Kapitel
2.2.18.4 und 2.2.18.5).

Um eine Kontamination mit dem Saulenmaterial aus Rigiselektion zu verhindern und
einfachere Phasentrennung durch kurze Zentrifugatio ermoglichen, wurde statt dem
bisher verwendetem  batch“-Verfahren ein Filtraisystem verwendet. Das
Filtrationssystem ermdglichte es gleichzeitig medren vitro Selektionen parallel
durchzufihren.

Drei neue Oligosaccharida-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-Man-OR (15), 2,4-@-
Gal-1,48-GIcNAc),-a-Man-OR (24) und 2,4-¢-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GlcNAc)-a-Man-
OR (26) wurden synthetisiert (Kapitel 2.2.1, Schema 7 8hddie sich in der GroRRe, der
Verzweigung und der Ladung unterscheiden. Ahnlidh elas Trisaccharid3 wurden auch
diese Oligosaccharide mit einem 9 Atome langen &paer eine aktivierte Disulphidbriicke
enthielt, synthetisiert (Kapitel 2.2.1, Schema d &). Dadurch blieb die Mdglichkeit einer
kovalenten  Immobilisierung von  Oligosacchariden under Isolierung des
Oligosaccharid/RNA-Komplexes durch eine chemischeduRtion nach der Selektion
beibehalten.

Das Trisaccharid 3, die Oligosaccharid&5, 24, 26und der aktivierte Spac&0 wurden an
Thiopropyl-Sepharose 6B immobilisiert (Kapitel 2.2.2, Abb. 4). Die Aktivierung wurde
mittels UV-Spektroskopie durch die Messung der Apson des entstandenen 2-
Thiopyridons bei 342 nm verfolgt (Abb. 6 und 28).
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C Abb. 28 UV-Spektren von Tetrasaccharid 15 (a),
Pentasaccharid 24 (b) und Heptasaccharid 26 (c)
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Aus der A4 nm Wurde mittels des experimentell bestimmten Extoridkoefizienten des 2-
Thiopyridons €34> nm = 11 000 M'cm®) (Kapitel 2.2.16.1, Abb. 5) die Menge an
immobilisiertem Spacer- und Oligosaccharid ausderet Es wurden von den gesamten
freien SH-Gruppen (~ 5%umol freie SH-Gruppen/g Thiopropyl-Sepharose 6B 425,
pmol/ml gequollener Thiopropyl-Sepharose 6B, Kap2el.16.2) ~ 3 % mit Spac&0, oder
~ 5,8 % mit dem Trisaccharitl3, ~ 2,7 % mit dem Tetrasacchardd, ~ 1,8 % mit dem
Pentasaccharid4 und ~ 2 % mit dem Heptasaccha®@ derivatisiert. Restlichen freien SH-
Gruppen wurden mit lodoacetamid deaktiviert (Abp. 4
Die Oligosaccharidel5 und 26 enthielten auch einen bzw. zwei negativ geladene
Neuraminsaurereste (Abb. 2). Es ist bekannt, dasarasinsaure CGalonen fir die
Wechselwirkung mit Proteinen durch Wasserstoffbeiickevorzugt. Deswegen wurden im
Selektionspuffer im Vergleich zu der erstenvitro Selektion 1 zusétzlich zu Mglonen
auch C&"-lonen zugegeben, um eine Bindung der Neuramins&ure begiinstigen.

Gleichzeitig wurde eine niedrigere NaCl-Konzentrat(100 mM im Vergleich zu 250 mM
NacCl bei deiin vitro Selektion 1) benutzt.
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Die in vitro Selektion gegen das Trisacchati®lwurde parallel mit dein vitro Selektionen
gegen die Oligosaccharidés, 24 und 26 wiederholt. Um den Verlust des geringen Anteils
von Oligosaccharid-bindenden RNA-Molekilen am Amfagier Selektion zu minimieren,
wurden die gebundenen RNA-Molekiile in ersten fleletionszyklen in der Anwesenheit
des Saulenmaterials revers transkribiert und irrePCR vermehrt. Die Anreicherung der
bindenden RNA an der Selektionsséaule in den eiepe8elektionszyklen ist in Abbildung 29
gezeigt. Erst nach einer deutlichen Anreicherung 5m Selektionszyklus (2,2 % fir
Trisaccharid13; 2,42 % fir Tetrasaccharid5, 3 % fur Pentasaccharid4; 3,9 % fur
Heptasacchari@6) (Abb. 29, Tab 10b) wurde die Stringenz der Sébdektdurch starkeres
Auswaschen und spezifische Elution von OligosasdRNA-Komplexen unter
reduzierenden Bedingungen erhoht. Der 5. Selektigthss wurde dazu bei hoherer
Stringenz wiederholt und die Selektionsbedingundieben dann bis zum Ende der
Selektion unverandert. Nach der Erhohung der Seleddtringenz nahm die Menge der
gebundenen RNA im 5. Selektionszyklus ab (1,04 % Tiisaccharid13; 0,82 % fir
Tetrasaccharid5; 1,27 % fur Pentasacchar&lt und 2,14 % fir Heptasaccharz®), stieg
aber in den folgenden Zyklen wieder an (Abb. 29.T®b).

I Trisaccharid 13
[ Tetrasaccharid 15

Pentasacchari_d 24 Abb. 29 Graphische Darstellung der Anreicherung
. (ZZZ1 Heptasaccharid 26 der bindenden RNA in der Selektion 2/1 an
e 4.0 . Thiopropyl-Sepharose 6B gegen Trisaccharid 13
— 35 (rot), Tetrasaccharid 15 (griin), Pentasaccharid 24
<ZE 3.0 7 (dunkel blau) und Heptasaccharid 26 (hell blau
x 2’5 und gestrichelt) in den einzelnen Selektionszyklen.
o ~ 7 Die Prozentangaben der gebundenen RNA beziehen
% 2,0 ] ? ] sich auf die insgesamt eingesetzte RNA-Menge in den
T 15 ‘N einzelnen Selektionszyklen. Im 5. Selektionszykéts
S5 10 ¢ ¥ ok 1l die Anreicherung vor und nach der Erhéhung der
% ' i ? ? i Selektionsstringenz gezeigt.
0,5 é ] / /
S Alnlnl
0,0 g g g [/
7 9
u

Selektionszyklus

3.3.1.1 Charakterisierung der selektierten RNA-Aptamere gegn das Heptasaccharid
2,4-(a-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,43-GIcNAc),-a-Man-OR aus der Selektion 2/1

Nur die RNA-Bibliotheken aus dem 4. und 8. Selekiimyklus der Selektion 2/1 gegen das
Heptasaccharid26 wurden weiter analysiert. Der bindende RNA-Antedlus der

Heptasaccharid-Thiopropyl-Sepharose 6B (Selekt@ris3 und nichtmodifizierter Sepharose
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6B (Vorséaule) wurde nach mehreren WaschschritteAnwesenheit der Festphase revers
transkribiert (Kapitel 2.2.18.6), in einer PCR vetmt und kloniert (Kapitel 2.2.18.7). Die
Sequenzierung der Plasmide lieferte in beiden Fallieder die Aptamere 5G, 9G und 10G
(Tab. 9, Abb. 9), die auch in der Selektion 1 gegas Trisaccharid3 (Kapitel 3.2.2)
gefunden wurden. Dien vitro Selektion 2/1 gegen das Heptasacch&tdhat also bei
gednderten Selektionsbedingungen und einem andayanden keine neuen RNA-Aptamere

im Vergleich zu der Selektion gegen das TrisacdiEBi(Kapitel 3.2.2) hervorgebracht.

Sepharose Thiopropyl-Sepharose 6B-
6B Heptasaccharid 26
Selektions-| RNA | RNA | RNA Selektions- | RNA | RNA | RNA
zyklus 5G 9G | 10G zyklus 5G | 9G | 10G
4. - 4 X 4 X 4. I1x ] 10x| 1x
8. 1x 2 X 3 X 8. 2x | 2x| 3x

Tab. 9 Anzahl der an Sepharose 6B und HeptasacchdsThiopropyl-Sepharose 6B bindenden RNA-
Aptamere 5G, 9G und 10G in entsprechenden Selektismyklen der Selektion 2/1.

3.3.2 Invitro Selektion 2/2 alternierend an Thiopropyl-SepharoséB und silanisierten

Glasperlen

Um die an Thiopropyl-Sepharose 6B unspezifisch émaén RNA-Molekile zu entfernen,
wurde parallel fur alle vier Oligosaccharidi®, 15, 24und 26 eine andere Selektionsstrategie
getestet. Zuerst wurden zwei Selektionszyklen ge@dgosacchariden an modifizierter
Thiopropyl-Sepharose 6B durchgefuhrt, wobei diedbimden RNA-Aptamere wieder in
Anwesenheit der Festphase vermehrt wurden. Folgemdei Selektionszyklen wurden an
einer Glasoberflache und anschlielend zwei Selektiklen auf der modifizierten
Thiopropyl-Sepharose 6B durchgefuihrt (Abb. 31) uhd Oligosaccharid/RNA-Komplexe
durch eine chemische Reduktion der Disulphidbrigtieert (Kapitel 2.2.18.4 und 2.2.18.5).
Dazu wurden die Oligosaccharid®, 24und 26 ahnlich wie das Trisaccharitl3 Giber den
Spacer mit einer Disulphidbricke an silanisiertagperlen kovalent immobilisiert (Kapitel
2.2.17.2, Abb. 25). Der qualitative Verlauf der Ade¢rung wurde mittels UV-Spektroskopie
durch die Messung der Absorption des entstandesiridpyridons bei 342 nmefs nm= 11
000 M*cm?, Kapitel 2.2.16.1) verfolgt (Abb. 30). Die Glasleer-Oberflache lieR sich mit
den Oligosaccharided3, 15, 24und 26 im Vergleich zu der Thiopropyl-Sepharose 6B
wesentlich schlechter aktivieren. Die Menge der ohitisierten Oligosaccharid&3, 15, 24

und 26 wurde nicht bestimmt.
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Aus der Anreicherung der bindenden RNA-Molekile §AB1b, Tab. 10c) sieht man, dass
die Anderung der Oberflache nach zwei Selektionszyku einer Abnahme der gebundenen
RNA gefuhrt hat. Die Anreicherung ist wesentlicledriger als die Anreicherung an der mit
den Oligosacchariden modifizierten Thiopropyl-Sepka 6B (Abb. 29). Die Abnahme der
Anreicherung kann durch den Verlust von RNA-Molekialus der RNA-Bibliothek erklart
werden, die unspezifisch an Thiopropyl-Sepharose BBden, durch unterschiedliche
Mengen der immobilisierten Oligosaccharide an Thopgl-Sepharose 6B und den
silanisierten Glasperlen und durch die Anderung @berflacheneigenschaften. Nach der
Ruckkehr zu Thiopropyl-Sepharose 6B im 5. und Gel@®nszyklus wurde wieder ein
Anstieg der Anreicherung der gebundenen RNA bedba¢Abb. 31b).

a b
— 3,0, I Trisaccharid 13
_ _ >, I Tetrasaccharid 15
< 25 7 I Pentasaccharid 24
E 2 ol V/7ZZZ) Heptasaccharid 26
1 2 3 4 5 6 2 1.5
G.) 1
Thiopropyl- Silanisierte Thiopropyl- o
Sepharose 6B- Glasperlen- Sepharose 6B- g 1,04 %
modifiziert mit modifiziert mit modifiziert mit o nicht
Oligosacchariden Oligosacchariden Oligosacchariden @ 0,51
13, 15, 24, 26 13, 15, 24, 26 13,15, 24, 26 S} [ﬁ gemesse”[ﬂ [E
0,0 e

1 2 3 4 5 6
Selektionszyklus

Abb. 31 Selektionsschema der Selektion 2/2 (a) ungraphische Darstellung der Anreicherung der
bindenden RNA in der Selektion 2/2 an den Selekti@msdulen gegen das Trisaccharid 13 (rot),
Tetrasaccharid 15 (gruin), Pentasaccharid 24 (dunkeblau) und Heptasaccharid 26 (hell blau und
gestrichelt) in den einzelnen Selektionszyklen (bPie Prozentangaben der gebundenen RNA beziehen sich
auf die insgesamt eingesetzte RNA-Menge in deregien Selektionszyklen.
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3.3.2.1 Charakterisierung der selektierten RNA-Aptamere gegn das Heptasaccharid
2,4-(a-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,43-GIcNAc),-a-Man-OR aus der Selektion 2/2

Aus der Selektion 2/2 (Kapitel 2.2.18.4, 2.2.18x)rde nach dem 6. Selektionszyklus der
bindende RNA-Anteil von der Heptasaccharid-Thiogtdpeharose 6B spezifisch unter
reduzierenden Bedingungen eluiert und nach RT-RGRI(el 2.2.18.6) in das Plasmid ligiert
(Kapitel 2.2.18.7). Nach der Analyse der Sequenzerde ein neues RNA-Aptamer 6D (1x)
(Abb. 32) und wiederum das Aptamer 10G (10x) ge&imdDie RNA 6D enthélt eine
ahnliche Sequensb(-GAACUAGCA-3) (Abb. 32), die auch in den RNA-Aptameren 5G,
9G und 10G §"-GAACAAGCAG -3’) (Abb. 8)gefunden wurde. Die Sequenz ist allerdings
um einen Nukleotid kiirzer und enthalt eine Punkatiah (Abb. 32).

RNA 6D (46 Nt) :

5- CCQGAACUAGCAUUCAACCGCACCGCGACCAUGUCAUAUGAUUGAG-3

Abb. 32 Sequenz der selektierten RNA 6D.
Es ist nur die Sequenz und die Lange des der urgficti randomisierten Bereichs gezeigt. Die gefurede
Sequenz (5.-GAAUAGCA-3) ist fett gedruckt und unterstrichen.

Die Sekundarstuktur der RNA 6D wurde mittels desnoterprogramms ,Mfold“ analysiert
(Abb. 33). Die gefundene SequésiZGAACUAGCA-3’ liegt dhnlich wie die Konsensussequesiz
GAACAAGCAG -3 der RNA Aptamere 5G, 9G und 10G (Abb. 9) teilweise
nichthelikalen Bereich.

G, G
U c Abb. 33 Sekundarstrukturvorhersage der
A Ay selektierten RNA 6D.

G Die Sekundarstrukturanalyse wurde nach
dem Algorithmus von Zuker (104) mittels
‘)\ ¢ des Computerprogramms ,Mfold“ durchgefiirt.
A Es ist nur die RNA-Sekundarstruktur mit
dem niedrigsten AG°-Wert (-10,22
é]\ L;g‘ G kcal/mol) gezeigt. Die gefundene
CSGla, U Sequenzen 5-GAAGAGCA-3’ist klein
A geschrieben und in Farbe dargestellt.
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3.3.3 Invitro Selektion 3/1 an silanisierten Glasperlen

In allen vorherigenn vitro Selektionen wurde Thiopropyl-Sepharose 6B, dieeasr 6 %-ig
quervernetzten Agarose besteht, entweder durchwedektionen 1 und 2/1) oder nur
teilweise (Selektion 2/2) in dem vitro Selektionen als Festphase benutzt. Wahrend der
gesamtenin vitro Selektion war die Festphase im Uberschuss zu denobilisierten
Oligosacchariden vorhanden und konnte als potéartieigand fur die bindende RNA dienen.
Trotz einer Praselektion gegen das Saulenmatesrattken die unspezifisch bindenden RNA-
Molektle nicht vollstandig abgetrennt werden. Degsve wurde der Ausschluss der
Polysaccharid-Gelmatrix bereits zu Beginn der Selakgetestet (Kapitel 2.2.18.4, 2.2.18.5).
Dazu wurden die synthetisierten Oligosacchati@g 15, 24 und 26 an einer silanisierten
Glasoberflache (Kapitel 2.2.17.2) immobilisiert,duoch eine Selektionssaule entstand (Abb.
25). Fur die Praselektion wurden silanisierte Géalgm als Vorsaule benutzt (Abb. 25). Die
Trennung der gebundenden RNA von den nicht gebwmddRNA-Molekilen und der
Festphase erfolgte im Filtrationssystem. Um die bitat des entstandenen
Oligosaccharid/RNA-Komplexes zu erhéhen, wurdeglisamtan vitro Selektion bei 4 °C
durchgefihrt.

Die Anreicherung der bindenden RNA an der Selektinite ist in Abbildung 3gezeigt. Das
Maximum der Anreicherung wurde im 3. Selektionsagkbeobachtet (Tab. 10d). Im 4. und
5. Selektionszyklus nahm der gebundene RNA-Antagéder ab. Im Vergleich zu der
Anreicherung der bindenden RNA in den vorherigetel@®nen war die gebundene RNA-
Menge sehr niedrig.

I Trisaccharid 13 )
I Tetrasaccharid 15 Abb. 34 Graphische Darstellung  der

< B Pervasaccharid 24 sacchariden 13, 15, 34 und
. 0,30, [7ZZ] Heptasaccharid 26 26 in den einzelnen Selektionszyklen der
< 0,25 Selektion 3/1.
X o0l Die Prozentangaben der gebundenen RNA beziehen
' sich auf die insgesamt eingesetzte RNA-Menge in
$ 0,15 nicht den einzelnen Selektionszyklen.
'8 gemesse
E 0,1
o 0,059
0,00

1 2 3 4 5 6
Selektionszyklus



3 Ergebnisse 95

3.3.3.1 Charakterisierung der selektierten RNA-Aptamere ausder Selektion 3/1

3.3.3.1.1 Sequenzen der selektierten RNA-Aptamere

Die gebundenen RNA-Aptamere aus der Selektion I8&pifel 2.2.18.4, 2.2.18.5) nach dem
5. Selektionszyklus wurden von den Selektionssadierth chemische Reduktion eluiert,
revers transkribiert und in einer PCR vermehrt (gd®.2.18.6). Nach der Klonierung der
DNA-Fragmente in den Vektor pGem-T und der Tramsfion von kompetenten Zellen
(Kapitel 2.2.18.7) wurden die Plasmide aus EinZelien isoliert und sequenziert. Die
Sequenzierung lieferte verschiedene DNA-Sequerdienim Vergleich zu der eingesetzten
DNA-Matrize, die eine 50 Nukleotid lange Zufallsseqz enthielt, teilweise verkirzt oder
verlangert waren (Abb. 35). Die DNA-Sequenzen waoroeRNA Uberschrieben. Es wurden
sehr unterschiedliche RNA-Sequenzen gegen alle @lgosaccharidel3, 15, 24 und 26

gefunden (Abb. 35). Nach dem Vergleich und der ps@lder RNA-Sequenzen wurden
mehrere Motive gefunden, die sich in einigen RNAgperen wiederholen. Es ist allerdings
nicht klar, ob es sich um Konsensussequenzen haB#elden selektierten RNA-Aptameren
gegen das Tetrasacchaldl® und Heptasaccharid6é wurde auch das RNA-Aptamer 10G
gefunden. Es wurde keine Ahnlichkeit mit RNA-Aptas® die bereits gegen eine

silikonisierte Glasoberflache selektiert wurderfugden (115).

Aptamere gegen das Trisaccharid 13:

RNA 1 (49 Nt):

5 -GUAAAGAUCGUGGGUUCCGGGCGAGACUAAACUACCCCUUUCCGAGUGG-3
RNA 2 (50 Nt):

5 -ACAUCACUCUUGUACUACCAAAUCGCCAAAACAAACGAUUGAAACUCAAG-3’
RNA 3 (50Nt):

5 -GGACACACACUCACACCACAACCCACACCAAACGCGGGAAACUUGCACGA-3’
RNA 4 (46 Nt):

5 -AUGCGCGGGUCCCUCGAGCAGAGAAAAGUAAUGCUUAUGACUUGUA-3

RNA 5 (44 Nt):

5 -GCGGUACCAACCAUCUGCGAUCCAAACCAACUCGGCAGAAACAG-3’

RNA 6 (50 Nt):

5 -CGCGGCCAGCCCGUACGCGUCAAAACACCACGCGAUACUACAUCACUCGG-3’
RNA 7 (50 Nt):

5 -ACUACUGACAAAGGAUUGAAGACCCCAAUUACCACCCAUCCACCAGACCA-3’
RNA 8 (50 Nt):

5 -CUGCUACGAGCAACAUCAAGCCCCACGACAAACUUGAUCCGCGGUUAGAA-3’
RNA 9 (51 Nt):

5’ -CAAUUCCAGAGCAUUAUCGAUAACCCCCAAGACGCCCUGACCGCCAAUCGA-3’

Aptamere gegen das Tetrasaccharid 15:

RNA 10 (50 Nt):

5 -ACCACAACUUGUGUCGACGGAACAAGGCCUCGCAUUCCUUCUGUUCGUUA-3’
RNA 11 (50 Nt):

5 -ACCAGGAAACGAAAUAUGCACCUUGCCGUGAUUGUCAUGACAACCCACAA-3’
RNA 12 (49 Nt):
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5 -UCAACCUAACCCGGGAACCACGCACCGGUAACUCUGAAUACAGCCGGUU-3’
RNA 13 (50 Nt):

5 -CAAAGCCAUACCUGAGAAAGCUGUAGCUACUAACCAUGACGACCGGUUGA-3" (2x)
RNA 14 (50 Nt):

5’ -AUCUGCCCAGGCCAUACCUACAUGUGGCAACUACUCAUGGGAACAGUAAU-3
RNA 15 (50 Nt):

5 -CGCCGCCCCUCAAACUCCAGAUGUGUCCAUGUUAAGGUCACACUCAUGAG-3’
RNA 16 (50 Nt):

5 -ACCAUUGCAGUUUCUAGUUGUCUUAGAUCUUACCUUCCCGAACCGGCUUC-3’
RNA 17 (49 Nt):

5 -UUGGAAACUAGGCCCGCAAAGUAACAUGUCCAAAAAAGCGAACCCGCAG-3’
RNA 10G (44 Nt):

5 -UACCAGAACAAGCAGGGUGCUCUCAGAGUAUUCCGAGCGCUGAA-3’

Aptamere gegen das Pentasaccharid 24

RNA 18 (43 Nt):

5 -GCAUGAAUCAGAGGACCAUUCAUUCAGCUAAAGCAACGAAGAG-3’

RNA 19 (48 Nt):

5 -CCACAGAUUAAAAGGACCUAAAACCUUCUAAAGCAAACUAUGUCGCAU-3’
RNA 20 (44 Nt):

5 -CACCAUGAAAAAACUCUAGAUCCCACCACGCUUAUACGAGGUCA-3’

RNA 21 (44 Nt):

5 -GGUACCAAUAACACAUACACCAAGCGGCUACCCUCUACAAACGA-3’

RNA 22 (39 Nt):

5 -AUUUCCAUAAUAAAGACAAACAAUACAUACUUGCCUCAU-3’

RNA 23 (50 Nt):

5 -CAUACCAGAGUCAUUUGCGACUAACUUACACCCAGAUACCCCUGUGCCUU-3
RNA 24 (49 Nt):

5 -AAGGAUACCAUCGCACCUUCCCAAUCGAACAUUUCACCGCCCCUGGUAA-3’
RNA 25 (48 Nt):

5 -AACCCGCGAGUCGCACUGUGCCCCCCCAUACAAAAUGUGUUCAACGGC-3

Aptamere gegen das Heptasaccharid 26:

RNA 26 (41 Nt):

5 -CUAAGGAAACUGCUGAAACCGUCACAACCCUUACUACAUAC-3

RNA 27 (50 Nt):

5 -AAUUGGCAACCUAGACUCUAAGCGCGCAAAAGCAGCCGCUACCAUACACG-3°
RNA 28 (45 Nt):

5 -GGGGGCUAGCUAACAAUUUCACCGCACACUCCCCGCACUUUGACA-3

RNA 29 (47 Nt):

5 -CACUUUAAAAACAUUCUCACUGCAUGACCUCGUCCGCACUGCCAACA-3’
RNA 30 (43 Nt):

5 -CAUUACCCCGUCAUGUCCCCUAUAAAACCGUUGACUUGGCGCU-3’

RNA 31 (50 Nt):

5 -CCACUAAUCCGCGCCGUGCCGCACAUGCUAUCCAACGAAGCAACGCCAAA-3’
RNA 32 (50 Nt):

5 -AUGCGACCUUUCCCCCGAGCAGGAGACAUCCACGCGUACAAGCUGAUUAC-3’
RNA 33 (46 Nt):

5 -GGGGCUGAAUCCCUAGGAAGUAUGACUCGCUCUCACAAAUCCGUUG-3’

RNA 34 (44 Nt):

5 -ACCCGCUGACCUACGCGAUACUAACCCAAAACGAAUGUCUAUAG-3’

RNA 35 (49 Nt):

5 -AGCGGAUAAACCACUGAACAGAAAAGACCCCAUCAGGAACGCAGGUAUA-3
RNA 36 (50 Nt):

5 -UCGACCAUACACGUUCCCAAGCUGAAUCGCCCGUAACUAGUAUCAUAGUC-3
RNA 10G (44 Nt):

5 -UACCAGAACAAGCAGGGUGCUCUCAGAGUAUUCCGAGCGCUGUA-3 (3X)

Abb. 35 Sequenzen der gegen die Oligosaccharide, 15, 24 und 26 selektierten RNA-Aptamere aus der
Selektion 3/1.Es sind nur die Sequenzen und die Lange des uigmiirrandomisierten Bereichs gezeigt. In
Klammen ist die Anzahl der gefundenen RNA-Sequertegegeben.
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3.3.3.1.2 Qualitativer Nachweis der Wechselwirkung der seiekten RNA-Aptameren mit
dem Heptasaccharid 2,4e¢Neu5Ac-2,353-Gal-1,43-GIcNAc)-a-Man-OR

mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie

Die Wechselwirkung der selektierten RNA-Aptamereit dem Heptasaccharid5 wurde
mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopiersucht (Kapitel 2.2.22.2, Tab. 4).
Es wurde keine unspezifische Wechselwirkung der FPhamere mit der
nichtmodifizierten Carboxymethyldextran-Oberfladiembachtet (Abb. 36).

20- — 400 nM RNA 9G
15! ‘ — 451 nM RNA 26 Abb. 36 Sensorgramme der Bindung der
408 nM RNA 6 RNA-Aptamere 6, 26 und 9G an die
104 nichtmodifizierte Carboxymethyldextran
5. ‘ Oberflache des CM5-Chips.
‘ | Es sind die Differenzkurven gezeigt.
R e
-5
-104
-151
'2O T T T T T T T
0 500 1000 1500
Zeit [s]

Die freien COOGruppen der Carboxymethyldextran-Oberflache in&eiFlusszellen wurden
mit einer N-Hydroxysuccinimid- und N-Ethyl-N"-(3+dethylaminopropyl)-carbodiimid-Losung
aktiviert. In der Messzelle Fc2 wurde das Heptasadd 25 durch einen Spacer mit einer
freien Aminogruppe immobilisiert und die aktiviem€OO-Gruppen anschliessend in beiden
Flusszellen mit Ethanolamin deaktiviert (Kapite2.22.1, Abb. 13). Wahrend und nach der
Aktivierung wurden Sensorgramme aufgenommen (Adp. Bs wurden in der Messzelle Fc2
495 RU des Heptasacchar@isimmobilisiert (Abb. 14b).

Die Wechselwirkungen der selektierten RNA-Aptamemit dem immobilisierten
Heptasaccharid bei 25 °C wurden nur qualitativ tsuteht (Abb. 37). Die Messdaten wurden
durch doppelte Referenzierung (114) bearbeitet. Wmen Massentransporteffekt
auszuschliessen, wurden die Sensorgramme bei EinBrate von 14l/min aufgenommen
(Abb. 37). Als Kontrolle wurde die Wechselwirkungornv tRNA-Phe und gegen das
Trisaccharidl3 selektierter RNA-Aptamere (4, 6, 5G, 9G und 10G&)aem Heptasaccharid
25 Uberprift (Abb. 37). Fur tRNA-Phe wurde in der é&stionsphase eine Sattigung
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beobachtet, was auf eine Besetzung von allen pelient Bindungsstellen oder auf eine
Sattigung der unspezifischen Wechselwirkungen dBARmit der modifizierten Chip-
Oberflache hinweist (Abb. 37). Diese unspezifisdhteraktion der tRNA-Phe mit der

modifizierten Chip-Oberflache muss auch hier atsHintergrund aller Messungen betrachtet

werden.
— 400 nM RNA 5G
60- —— 400 nM RNA 9G
400 nM RNA 10G
kb —— 407 nM RNA 27 Abb. 37 S_ensorgramme der
451 nM RNA 26 Wech_selwwkung der
40- selektierten RNA-Aptamere
! — 407 nMRNA 32 mit dem immobilisierten
-} ‘ il i 408 nM RNA 31 Heptasaccharid 25.
T o — 431 nM RNA 28 Es sind die Differenzkurven
—— 441 nM RNA 30 gezeigt.
— 423 nM RNA 29
408 nM RNA 6
O 423 nM RNA 4
t T T r — 400 nM tRNA-Phe
0 200 400 600
Zeit [s]

Zwischen den gemessenenen RNA-Aptameren wurden salche RNA-Aptamere (4, 9G,
10G) gefunden, die an das Heptasacch2iidehr schwach binden (Abb. 37). Die positive
Wechselwirkung der RNA-Aptamere 6, 5G, und 10G deitn immoblisierten Heptasaccharid
25 ist durch die Anwesenheit der TrisacchafigTeilstruktur in dem Heptasaccharid-
Molekul erklarbar. Das RNA-Aptamer 10G wurde zubétzauch in deiin vitro Selektion
gegen das TrisacchariB, Tetrasaccharid5 und Heptasaccharid6 ausselektiert (Kapitel
3.2.2 und 3.3.3).

Obwonhl die hier getesteteten RNA-Aptamere in ddel@®on 3/1 bei 4 °C selektiert wurden,
findet die Wechselwirkung auch bei 25 °C statt, wease sehr nitzliche Eigenschaft der

RNA-Apamere fur weitere Experimente und ihre eveldiVerwendung ist.

3.3.3.1.3 Untersuchung der Bindung der selektierten RNA-Aptane an nichtmodifizierte
Sepharose 6B

Die Spezifitat der selektierten RNA-Aptamere gedas Trisaccharid3 (RNA 2, 3, 5, 6, 7,
8, 9) und das Heptasaccha®id (RNA 26, 27, 28, 30, 31, 32, 34) aus der SelekBnwurde

untersucht. Dazu wurde die Bindung der RNA-Aptanaralie nichtmodifizierte Sepharose
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6B getestet (Kapitel 2.2.20). Die Sepharose 6B wutddbei mit dem jeweiligen RNA-
Aptamer bei Selektionsbedingungen im Filtrationsmysaquilibriert. Die an die Festphase
nicht gebundene RNA wurde nach jedem Waschschatthd eine kurze Zentrifugation
getrennt. Wie in Abbildung 38ezeigt, eluierte 50 bis 90 % der RNA bereits ndam ersten
Waschschritt. Nach dem 4. Waschschritt blieb an Eestphase weniger als 1 % der
eingesetzten RNA gebunden. Die neu selektierten RNfamere gegen das Trisacchali@l
und das Heptasaccharid6 weisen also keine unspezifische Wechselwirkung dat

Sepharose 6B auf.

B RNA 34 Abb. 38 Bindung der RNA-Aptamere 2, 3,
I RNA 27 5 6,7, 8,9, 26, 27, 28, 30, 32, 34 an
B RNA 32 nichtmodifizierte = Sepharose 6B. Die
[CTRNA 31 Prozentangabe der RNA im Durchlauf nach
I RNA 28 dem entsprechenden Waschschritt bezieht

[_1RNA30 . e > !
I RNA 29 sich auf die insgesamt eingesetzte RNA

B RNA 3 Menge.
I RNA 7

I RNA 8

I RNA 6

I RNA 9

I RNA 4

@ RNAS

I RNA 26

A O @
.2 . 9

RNA im Durchlauf [%]
N
(=]

e

o

1 2 3 4
Waschschritt

3.3.4 Invitro Selektion 3/2 alternierend an silanisierten Glaspten und Thiopropyl-

Sepharose 6B

Die Frage ob zwei Selektionszyklen an den silarieie Glasperlen ausreichend fur eine
Entfernung der an Thiopropyl-Sepharose 6B unsgehifbindenden RNA-Molekile waren,
wurde in der Selektion 3/2 getestet (Kapitel 2.2422.2.18.5). Nach zwei Selektionszyklen
an der Glasoberflache wurden weitere zwei Zyklegegedie OligosaccharidE3, 15, 24 und

26 an Thiopropyl-Sepharose 6B durchgefiihrt (Abb. 3%a)rch diese ,Doppelselektion”
sollten gleichzeitig an die silanisierte Glasolifie unspezifisch bindende RNA-Aptamere
entfernt werden. Es wurde auch hier eine niedrigee&herung der bindenden RNA an den
mit Glasperlen gefillten Selektionssdulen beobachiEn Maximum wurde nach der
Einflhrung von Thiopropyl-Sepharose 6B als Festphias3. Selektionszyklus erreicht (0,73
% fur Trisaccharidl3; 0,93 % fur Tetrasaccharith; 1,06 % fur Pentasacchardd; 0,84 %
fur Heptasaccharié6) (Abb. 39b, Tab. 10e). Im 4. Zyklus nahm die Aoh&irung wieder ab.
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a b
mm Trisaccharid 13
== Tetrasaccharid 15
'o\? mm Pentasaccharid 24
E— I<_E. 1,04 Heptasaccharid 26
Z V
o 0,8 g
© 7
c 0,69 7
2 17
1 2 3 4 2 0.4 AT
s nicht ? ?
Silanisierte Thiopropyl- D 0,2{9emesse" ’ 7
Glasperlen- Sepharose 6B- < % 2 é
mc_Jdifiziert mi_t modifiziert mit 0.0 1 2 3 4 5
Oligosacchariden Oligosaccharider Selektionszyklus
13, 15, 24, 26 13, 15, 24, 26

Abb. 39 Selektionsschema der Selektionen 3/2 (ahdi graphische Darstellung der Anreicherung der
bindenden RNA an Selektionssaulen modifiziert mit @gosacchariden 13, 15, 24 und 26 in den einzelnen
Selektionszyklen der Selektion 3/2.

Die Prozentangaben der gebundenen RNA beziehenasitldie insgesamt eingesetzte RNA-Menge in den
einzelnen Selektionszyklen.

3.3.4.1 Charakterisierung der selektierten RNA-Aptamere ausder Selektion 3/2

Aus der Selektion 3/2 wurde nur der bindende RNAefgegen das Heptasacchaziéinach

dem 4. Selektionszyklus von den Selektionssaulerchdichemische Reduktion eluiert
(Kapitel 2.2.18.5). Nach der reversen Transkriptigtapitel 2.2.18.6) wurde die DNA
kloniert, sequenziert (Kapitel 2.2.18.7) und zuriickdie RNA Uberschrieben. Die Analyse
der bindenden RNA-Bibliotheken lieferte wieder &&IA-Aptamere 5G (1x), 9G (2x) und

10G (1x), die bereits in vorherigen Selektionenugden wurden (Kapitel. 3.2.3.1, 3.3.1.1,
3.3.3.1.1).
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4 Diskussion

Die systematische Evolution von Liganden durch eemtielle Anreicherung (SELEX) (34,
45, 47), hat sich als ein sehr effizientes undlgréiches Verfahren fur die Isolierung von
RNA-Molekilen, die verschiede Liganden spezifisamd umit hoher Affinitdt erkennen,
erwiesen (Kapitel 1.3). Auch in Bayreuth wurde 8iELEX-Methode mehrmals erfolgreich
bei der Selektion von Protein-erkennenden RNA-Agtan benutzt (116, 117).

Das Ziel dieser Arbeit war allerdings die Adaptideser Methode in einem fundamental
neuen Bereich. Die Methode sollte zur Gewinnung ROMA-Aptameren gegen ausgewahlte
Oligosaccharide verwendet werden. Erfolgreiche i3ieleen konzentrierten sich bislang mit
der Isolierung und Charakterisierung von RNA-Aptasme gegen positiv geladene
Aminoglykoside (81-85) und nur wenige dagegen neit 8elektion gegen nicht geladene
bzw. negativ geladene Kohlenhydrate (92-97).

4.1 Invitro Selektion von RNA-Aptameren gegen das Trisaccharif-Gal-1,4f3-
GIcNAc-1,2-Man

Als Oligosaccharid-Modellverbindung wurde das Tedarid B-Gal-1,4$-GIcNAc-1,2-
Man-OR (Abb. 2), dass haufig in unterschiedlichdig&acchariden an der Zelloberflache
vorkommt, ausgewahlt und synthetisiert (Kapitel .2,.23.1). Die Synthese erfolgte in
mehreren chemischen Schritten und wurde durchrdigneatische Einfihrung der Galaktose
beendet (Schema 7). Das Trisacchgibal-1,4$-GIcNAc-1,2-Man-OR wurde mit zwei
unterschiedlichen Spacern synthetisidr2, (13, die fur kovalente Immobilisierung an die
Festphase durch freie NHoder SH-Gruppen benutzt wurden. Gleichzeitig \eudhs
Trisaccharid fur weitere Analysen auch ohne Spagethetisiert (Kapitel 2.2.1). Jeder Schritt
der Synthese wurde durch chromatographische Aultnegn und Charakterisierung der
einzelnen Produkte mittels NMR, ESI-MS und Polatmeebelegt. Die Synthesen lieferten
die im Vergleich mit der Literatur erwarteten Augten. Es handelte sich allerdings um

Milligram-Mengen, die fur eigenia vitro Selektionen limitierend waren.
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4.1.1 Selektion 1 an Thiopropyl-Sepharose 6B

Am Anfang einer erfolgreichen Selektion steht dieswahl der Selektionsbedingungen, die
fur eine optimale RNA/Oligosaccharid-Erkennung hibakannt sind. In der ersten Selektion
(Kapitel 3.2.2) wurden deswegen die Selektionskpdigen ausgewahlt, die den
physiologischen Bedingungein vivo ghneln (150 mM NaCl, 5 mM Mg pH 7,5) (Kapitel
2.2.18.4, 2.2.18.5). Um das System mdglichst einfac halten, wurde zuerst auf weitere
Zusatze, wie spezifische divalente lonen {CaMn®") und RNA-stabilisierende Zusatze
(Spermidin, Spermin) (118) verzichtet.

Fur die kovalente Immobilisierung des Trisacchaiti@durch den Spacer mit der aktivierten
Disulphid-Gruppe wurde Thiopropyl-Sepharose 6BFastphase benutzt.

Die Trennung der Festphase mit dem immobilisieftasaccharidl3 von der Lésung bzw.
der bindenden und nichtbindenden RNA-Moleklle gt®lin mehreren Waschschritten im
sogenannten ,batch“-Verfahren. Die spezifischeidésohg der bindenden RNA-Molekile
sollte durch chemische Reduktion der Disulphidbeizkischen dem Trisaccharid und der
Festphase und anschlieender Elution des TrisaddRBA-Komplexes gewahrleistet
werden. Trotz einer Praselektion gegen die mit &pacer aktivierte Festphase (Vorsaule)
und mehreren Waschschritten kann die Bindung undidél von unspezifisch bindenden
RNA-Molekilen nicht ausgeschlossen werden. GeradeAafang der Selektion sind die
gesuchten bindenden Molekile in der RNA-Ausgandshitek sehr stark verdinnt und
schon eine Koelution von wenigen Prozent der unfipelz bindenden RNAs fiihrt zu ihrem
hohen Uberschuss im Vergleich zu den gewiinschteA-Rblekilen. Deswegen mussten
mehrere Selektionszyklen durchgefihrt werden, une éiohe Anreicherung der spezifisch
bindenden RNAs zu erzielen (Abb. 7). Bei der testimén Durchfiihrung der Selektion hatte
sich gezeigt, dass die Festphase kein festes Bajigh. Deswegen konnte die Kontamination
der Selektionssaule mit d&forsaulen-Festphase und damit der Transfer von aaifsgch
bindenden RNA-Molekilen in den Selektionsschrithihikomplett ausgeschlossen werden.
Es wurden 18 Selektionszyklen durchgefiihrt (Abb.Pfbzentual blieb die Anreicherung bis
zum Ende der Selektion relativ niedrig (max 5 %dém 13. Selektionszyklus), was aber fur
in vitro Selektionen gegen Oligosaccharide nicht ungewéhribt (personliche Mitteilung
von Prof. D. R. Engelke). Unter der Annahme, dassneder RNA-Ausgangsbibliothek
Aptamere, die das Trisaccharid binden gibt, solitiease Aptamere relativ selten in der RNA-
Bibliothek vorhanden sein.

Die Analyse der selektierten RNA-Bibliotheken aesndl3. Selektionszyklus mit maximaler
Anreicherung lieferte nur drei RNA-Aptamere (5G, 9@d 10G), wobei zwei RNA-
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Aptamere (9G und 10G) schon in dem 11. Selektiddggyund das RNA-Aptamer 5G als
einziges im 16. und 17. Selektionszyklus vorhandaren (Kapitel 3.2.3.1). Dies deutet auf
eine starke Selektion hin. Zusatzlich dazu entietille gefundene RNA-Aptamere eine 10
Nukleotide lange Konsensussequenz 5 -GAACAAGCAGaBf deren Bedeutung spater

eingegangen wird.

Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden die Eigerrhand die Spezifitat der Bindung der
RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G mit mehreren biocheh@adMethoden untersucht.

Dabei zeigte sich, dass die RNA-Aptamere schon ikramolaren Konzentrationsbereich
stark zur Oligomerisierung neigen (Kapitel 3.2.3B3% handelt sich hierbei nicht um einen
schnellen Gleichgewichtsprozess, da die Oligomerfarcht durch einfaches Verdinnen in
die Monomerform umgewandelt werden kann. Bei ddek®ien wurde eine mikromolare
RNA-Konzentration (1,5 — 10 uM in der Praselektidhy7 — 2 uM in der eigentlichen
Selektion) benutzt. Dies war ein Kompromiss zwisclder Grol3e der RNA-Bibliothek (~
10" unterschiedliche Molekiile) und der Multiplizitérdeinzelnen Sequenzen (oversampling
6x). Man kann deswegen vermuten, dass die Oligomerfoesed Aptamere schon wahrend
der Selektion vorhanden war, spatestens abetem 11. Selektionszyklus, als die Aptamere
schon stark angereichert wurden. Fraglich bleilitedaie Rolle der Konsensussequenz 5°-
GAACAAGCAG-3" bei der Oligomerisierung, die hierleatings nicht weiter untersucht

wurde.

Die Bindungsspezifitdt der selektierten RNA-Aptaem&G, 9G und 10G wurde uberpruft.
Zwei Bindungsexperimente, die UV-SchmelzexperiméKiapitel 3.2.3.4) und Oberflachen-
Plasmon-Resonanz-Spektorskopie (Kapitel 3.2.4)etteauf eine Interaktion zwischen den
selektierten RNA-Aptameren und dem TrisacchdBdin. In den UV-Schmelzexperimenten
(Kapitel 3.2.3.4) wurde eine Verschiebung des Haogtgangs bei 60 - 65 °C in Gegenwart
vom Trisaccharidl1 beobachtet. Gleichzeitig wurde hier ein reprodimaeer Effekt auf eine
Doméne oder ein Motiv der RNA, das bei ungefaht@®@chmilzt, beobachtet.

In den Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskogpertinenten (Kapitel 3.2.4) wurde
keine Wechselwirkung mit dem fir die Immobilisiegunerwendeten Space® und der auf
einer Polysaccharid basierenden Dextran-Oberflatdse Sensorchips beobachtet. Dagegen
wurde eine Bindung der selektierten RNA-Aptamere, ®G und 10G auf der mit dem
Trisaccharid12 beschichteten Oberflache gezeigt, was auf eineifsgone Erkennung des

Trisaccharides 12 hindeutet. Die aus den Schmelzexperimenten abgtdeh
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Dissoziationskonstanten  (Kapitel 3.2.3.4) untersdre sich stark von den
Dissoziationskonstanten aus den gefitteten Obédidd®lasmon-Resonanz-Spektroskopie-
Messdaten (Kapitel 3.2.4). Es wurde gleichzeitigzejgt, dass die gefundene
Konsensussequenz 5-GAACAAGCAG-3" vermutlich keltadle bei der Bindung der RNA-
Aptamere an die mit dem Trisacchati2modifizierten Chip-Oberflache spielt.

Im Gegensatz zu den zwei erwahnten Experimenteeclen die Ergebnisse des dritten
Experiments eher fir eine Erkennung der Festphddas. der Untersuchung der
Wechselwirkung der selektierten RNA-Aptamere 5G, @@ 10G mit unterschiedlichen
Festphasen wurde eine relativ spezifische Erkenndeg bei der Selektion benutzten
Sepharose 6B festgestellt (Kapitel 3.2.5). Die Sepde 6B besteht aus 6 %-tig
quervernetzter Agarose. Die Ahnlichkeit zwischem déolenhydrat-Bausteinen in der
Agarose und dem TrisacchariB konnte die unspezifische Bindung der RNA-Aptamere
erklaren. Die Superdex 200-Festphase die aus e{Bemisch quervernetzter Agarose und
Dextran bestand, sowie die anderen getesteten Has&ip wurden von selektierten RNA-
Aptameren nicht mehr erkanfRNA-Aptamere, die eine Sephadex-Matrix erkennendemn
schon in der Literatur beschrieben (97). Auch didpéamere weisen eine hohe Spezifitat
gegenuber Sephadex auf. Die Struktur der Matriglsgabei wichtige Rolle.

Diese drei Experimente (Abb. 40) zeigen also aunk ggemischte, bzw. nicht eindeutige
Bindungsspezifizitat und eine Neigung der RNA-Apgaen 5G, 9G und 10G zur

Oligomerisierung.

4.2 Invitro Selektion von RNA-Aptameren gegen Trisacchari@-Gal-1,4-GIcNAc-
1,2-Man-OR, Tetrasaccharida-Neu5Ac-2,38-Gal-1,43-GIcNAc-1,2-Man-OR,
Pentasaccharid 2,4f8-Gal-1,43-GIcNAc),-a-Man-OR und Heptasaccharid 2,4-@-
Neu5Ac-2,3B-Gal-1,4f3-GIcNAc),-a-Man-OR

Aufgrund der unklaren Ergebnisse der ersten Selektivurden weitere Selektionen
durchgefuhrt. Um eine Vergleichbarkeit der neuemeBnisse und eine systematische
Analyse des Einflusses einzelner Parameter zu dichég, wurden die Veranderungen der

Selektionsbedingungen stufenweise getestet.
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4.2.1 Selektion 2/1 an Thiopropyl-Sepharose 6B

In derin vitro Selektion 2/1 wurde der Einfluss der Grol3e, dazWeigung und der Ladung
des Oligosaccharid-Liganden auf die Selektion woignt (Kapitel 3.3.1).

Dazu wurden die OligosaccharideNeu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-Man-OR 14, 15);
2,4-(-Gal-1,48-GIcNAc)-a-Man-OR @3, 24) und 2,4-¢-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIcNAc),-
o-Man-OR @5, 26) mittels chemisch-enzymatischer Verfahren synsieti (Abb. 2, Kapitel
3.1). Ahnlich wie das TrisaccharfgtGal-1,48-GIcNAc-1,2-Man-OR (Abb. 2, Kapitel 3.1)
wurden auch diese Oligosaccharide mit zwei Spacersehen, die eine freie NHoder eine
aktivierte Disulphid-Gruppe enthielten. Zwei deeidDligosaccharideotNeu5Ac-2,3B-Gal-
1,4f-GIcNAc-1,2-Man-OR und 2,4e(Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-GIcNAc),-a-Man-OR) sind
durch die Anwesenheit der Carboxylgruppe der Neurséure negativ geladen (Abb. 2).

Fur die Bestéatigung der Ergebnisse aus der erstékiton (Kapitel 3.2) wurde eine neue
Selektion gegen das Trisacchatid parallel mit Selektionen gegen die drei neuen rhafgan
15, 24 und26 durchgefiuhrt (Kapitel 3.3.1).

Die Selektionstechnik wurde in mehreren Punktebessert. Erstens wurde fur die Trennung
der Festphase und der Lésung bzw. der nicht gelmendend gebundenen RNA-Molekiile
das Filtrationssystem eingefuhrt. Dies ermoglickiee gleichzeitige Durchfiihrung von
mehreren Selektionen und die Kontamination des $#aedes aus der Praselektion mit der
Vorsaulen-Festphase wurde vermieden. Zweitens wdigl&inffache Menge an Festphase in
der Praselektion als auch in der eigentlichen Sieleloei der gleichen RNA- Menge benutzt.
Damit sollte gentigend grol3e Kapazitat der Festpfiasdie Bindung der RNA vorhanden
sein. Drittens wurde dem Selektionspuffer “Cabeigefiigt, um eine Bindung der
Neuraminsaure zu ermdglichen.

Thiopropyl-Sepharose 6B wurde weiterhin zu der kavign Immobilisierung von Liganden

als Festphase verwendet (Kapitel 3.2.1).

In den ersten funf Selektionszyklen wurden die bimiten RNA-Molekule direkt nach der
Selektion in Anwesenheit des Saulenmaterials mittelversen Transkription und PCR
vermehrt. Dadurch wurden auch an der Festphaseezifisph gebundene RNA-Molekile
angereichert. Dieser nicht sehr stringente Seleg&sichritt sollte den Verlust der bindenden
RNA-Aptamere, die am Anfang der Selektion in derbliBtheken sehr verdinnt sind,

vermeiden.
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Die Erhohung der Selektionsstringenz erfolgte aln d& Selektionszyklus durch die
Erhbhung der Anzahl von Waschschritten und durche espezifische Elution des

Oligosaccharid/RNA-Komplexes durch chemische RaduoktEs wurde kein wesentlicher
Unterschied in der RNA-Anreicherung gegen alle vigganden festgestellt und die
Anreicherung blieb wie in der ersten Selektion saikdrig (Abb. 29). Uberraschenderweise
wurden nach der Analyse des an HeptasaccRériidndenden RNA-Anteils bereits nach vier
Selektionszyklen wieder die RNA-Aptamere 5G, 9G Ui gefunden (Kapitel 3.3.1.1,

Abb. 40).

Die naheliegende Erklarung ist eine Kontaminatiodero auf3erordentlich spezifische
Bindungseigenschaften der RNA-Aptamere 5G, 9G W@. Eine dritte Selektion sollte dies

klaren.

4.2.2 Selektion 2/2 alternierend an Thiopropyl-Sepdrose 6B und silanisierten

Glasperlen

Falls es sich in den Selektionen 1 und 2/1 um eingpezifische Interaktion der RNA-
Aptamere 5G, 9G und 10G mit Sepharose 6B handsitite eine Zwischenselektion gegen
die Oligosaccharidd 3, 15, 24 und 26 an einer anderen Oberflache zu der Entfernung der
Sepharose 6B-bindenden RNAs und der Anreicherun@tigosaccharid-erkennenden RNA-
Molekule fuhren (Kapitel 3.3.2).

Nach zwei Selektionszyklen an Thiopropyl-Sepham®Bewurden alternierend zwei weitere
Selektionszyklen an der mit den Oligosaccharide®y 15 24 und 26 modifizierten
Glasoberflache und anschlieend zwei Selektionsmykhn Thiopropyl-Sepharose 6B
durchgefuhrt. Die bindenden RNA-Molekile wurden e@amur in den ersten zwei
Selektionszyklen in Anwesenheit der Festphase Vaitmbr den weiteren Selektionszyklen
wurde die bindende RNA im Komplex mit dem entspesdden Oligosaccharid durch
chemische Reduktion spezifisch eluiert. Die Anrercimg war auch bei dieser Selektion sehr
niedrig (Abb. 31b). Es wurde wieder nur der Antddér bindenden RNA-Molekiile aus der
Selektion gegen das Heptasaccha2é analysiert. Die Zwischenselektion an der
Glasoberflache brachte ein neues RNA-Aptamer 6DdngKapitel 3.3.2.1). Auch in diesem
RNA-Aptamer wurde die gleiche KonsensussequitGAACAAGCAG-3" wie in den

selektierten und charakterisierten RNA-Aptameren $G und 10G gefunden. Allerdings war
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die Sequenz um ein Nukleotid kirzer und enthiefe eéPunktmutation. Zusatzlich wurde
wieder das RNA-Aptamer 10G isoliert (Kapitel 3.2,2Abb. 40).

Diese Fakten kdnnen in zwei Richtungen interpreti@arden. Die Zwischenselektion an der
Glasoberflache war nicht ausreichend und bereith mavei Selektionszyklen an Thiopropyl-
Sepharose 6B waren in der RNA-Bibliothek nur ungf@eh an die Festphase bindende
RNA-Molekile vorhanden. Die zweite Moglichkeit wardass das RNA-Aptamer 10G in
gleicher Weise an das Heptasacch&édund das Trisaccharitl3 bindet. Die Selektion des
RNA-Aptamers 6D wirde gleichzeitig bestétigen, ddissgefundene Konsensussequenz ein

Uberlappender Bindungsbereich fir die Oligosacdeannd Sepharose 6B darstellt.

Im dritten Komplex der Selektionen gegen die Olaguharidel3, 15, 24 und 26 wurde der

Selektionsdruck weiter erhoht.

4.2.3 Selektion 3/1 an silanisierten Glasperlen

Ziel der Selektion 3/1 war eine Eliminierung detgrtiellen Spezifitat der RNA-Aptamere
fur Sepharose 6B (Kapitel 3.3.3). Die Kohlenhydbatdlache wurde deswegen vollstandig
vermieden und die Selektion 3/1 erfolgte ausschéle(an der mit den Oligosaccharid&®g,

15, 24 und 26 modifizierten Glasoberflache. Nach der Silanisigruter Glasoberflache
(Kapitel 2.2.17.2) erfolgte die kovalente Koppludgr Oligosaccharidd3, 15, 24 und 26
durch den Spacer mit der aktivierten Disulphid-GreipHier muss man noch einmal betonen,
dass die Modifikation der Glasoberflache mit derg@acchariden deutlich weniger effizient
war, als die Derivatisierung von Thiopropyl-Sepls&®B. Dies kann durch die hydrophoben
Eigenschaften der Oberflache nach der Silanisierenkggirt werden. Es kdnnte auch die
Kapazitat bzw. die Zuganglichkeit von freien SH-@van zu gering sein.

Es wurden wiederum vier parallele Selektionen gatjerOligosaccharidé3, 15, 24 und 26
durchgefihrt. Der experimentelle Ansatz blieb wieder Selektion 2/1 gleich, allerdings
wurden einige Verbesserungen der Selektionsbedgeguaingefiihrt (Abb. 40).

Erstens wurden die Renaturierungsbedingungen veréiwdas zu einer definierteren Faltung
der RNA fuhren sollte. Im Gegensatz zu bisherigelel&ionen, in welchen die RNA nur in
ddH,O denaturiert wurde, wurde hidie RNA in dem Selektionspuffer mit 2100 mM NacCl
denaturiert. Die bivalenten lonen Ragind C&" wurden erst nach der Abkiihlung der Probe

auf Raumtemperatur zugegeben. Zweitens wurderSallektionen bei 4°C durchgefihrt, was
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zu einer Stabilisierung der Oligosaccharid/RNA-Kdexe und der Einschrdnkung der
konformationellen Diversitat der Oligosaccharidel wler RNA fuhren sollte. Drittens wurde
die Inkubationszeit fur die Bildung der OligosacetidiRNA-Komplexe verlangert.

Das Bindungsniveau war nochmals niedriger als in daerherigen Selektionen (Abb. 34),
was vermutlich mit der Modifikation und der Bindwkgpazitat der Glasoberflache
zusammenhangt. Die Analyse der gebundenen RNA-Nitdekach der spezifischen Elution
des Oligosaccharid/RNA-Komplexes durch chemischduRion aus allen vier Selektionen
hat vollig neue undunabhangige Familien von RNA-Aptameren hervorgdiirg&apitel
3.3.3.1.1).Erstaunlicherweise wurde das RNA-Aptamer 10G ged@ Tetrasaccharidls
und das Heptasacchar2® wiederum auch an der Glasoberflache isoliert. Bgimmer 10G
scheint also das einzige Molekil zu sein, das bben &elektionen als ein potentielles und
gegen die Oligosaccharide spezifisches Bindungsdibselektiert wurde (Abb. 40).

Die relativ hohe Diversitat der selektierten RNAach funf Selektionszyklen an der
modifizierten Glasoberflache zeigt, dass die Sedaks/1 nicht so weit wie in den vorherigen
Selektionen vorgeschritten ist und eine AptameiiBibek mit unterschiedlichen
Bindungsmotiven und Bindungsparameter liefern kéniiKapitel 3.3.3.1.1). Dies ist
vielversprechend in der Hinsicht, dass in diesdeksierten Bibliotheken wahrscheinlich
immer noch RNA-Aptamere vorhanden sind, die bes&&genschaften als die bislang
selektierten RNA-Aptamere haben.

Die neu selektierten RNA-Aptamere weisen keinerakigon mit der Sepharose 6B auf
(Kapitel 3.3.3.1.3). Zusatzlich lasst sich eine iifit der RNA-Aptamere zu der
Glasoberflache ausschlie3en, da keine Sequenzidkeilianit selektierten RNA-Aptameren
die vermutlich die modifizierte Glasoberflache evken, gefunden wurden (115).

Eine positive Wechselwirkung der neuen gegen dasadcharidl3 und das Heptasaccharid
26 selektierten RNA-Aptamere mit dem immobilisierteleptasacchari®5 wurde mittels
Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie eberfalitatigt (Kapitel 3.3.3.1.2). Dabei
wurde keine unspezifische Interaktion der RNA-Aptaen mit der nichtmodifizierten
Dextran-Oberflache beobachtet. Auch die selekiief®NA-Aptamere 5G, 9G und 10G
wechselwirken mit dem immobilisierten Heptasacahdb. Diese Ergebnisse deuten auf ein
gemeinsames Erkennungsmotiv der RNA-Aptamere &iradisgewahlten Oligosaccharitie
und 26 hin. Eine n&here Charakterisierung ist aber eeitich. Dies sollte durch prazise
Analyse der selektierten RNA-Aptamere erfolgen ufalls nétig sollten weitere

Selektionsrunden durchgefiihrt werden. Eine Verkigzder RNA-Sequenz kann minimale
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Bindungsmotive liefern, die gerade bei den RNA-Ap¢aen 5G, 9G und 10G sehr interessant

sein kdnten.

4.2.4 Selektion 3/2 alternierend an silanisierten i@sperlen und Thiopropyl-
Sepharose 6B

Im Rahmen des dritten Selektionskomplexes wurddeinSelektion 3/2 (Kapitel 3.3.4) der
Einfluss der umgekehrten Reihenfolge von FestphaseWergleich zu der Selektion 2/2
(Kapitel 3.3.2) untersucht. Dies sollte zeigen, ebe Anfangsselektion an einer mit den
Oligosacchariderd3 15 24 und26 modifizierten Glasoberflache und erst spatere Vaduag
der Thiopropyl-Sepharose 6B als Festphase zu amdeMNA-Aptameren flihrt. Auch hier
wurde der bindende RNA-Anteil spezifisch durch cisstme Reduktion eluiert und nach
niedriger Anreicherung (Abb. 39b) nur die an Heptabarid26 bindenden RNA-Molekule
analysiert (Kapitel 3.3.4.1).

Erstaunlicherweise fiihrte auch diese Selektionaulsblierung der RNA-Aptamere 5G, 9G
und 10G, was wiederum die Vermutung unterstitds diie RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G
eine Kreuzreaktivitat mit Sepharose 6B und den @3kgchariderd3 15 24 und26 aufweisen
(Abb. 40).

4.3 AbschlieRender Uberblick Uiber die Selektionen

Bei in vitro Selektionen von spezifischen RNA-Aptameren gegderOdigosaccharidé3, 15,

24 und 26 zeigte sich, dass es sich um eine viel komplizierfaufgabe als bei der Selektion
gegen Proteine handelt. Allgemein wurde eine ngedAnreicherung der bindenden RNA-
Moleklle unter allen Selektionsbedingungen beolechErstaunlich ist, dass bei
unabhangigen Selektionen aus einer RNA-Bibliothii,aus ~ 18 unterschiedlichen RNA-
Molekulen besteht, die gleichen RNA-Aptamere 5G,8@ 10G mehrfach selektiert wurden.
Die Selektionsbedingungen waren dabei modifizierhd uals Liganden wurden
unterschiedliche Oligosaccharide3( 15, 24, 26) benutzt, die allerdings in der Struktur grol3e
Ahnlichkeit aufwiesen (Abb. 2). Eine Kontaminationit RNA-Aptameren 5G, 9G und 10G
bei einzelnen Selektionen konnte ausgeschlossedewefGemeinsam fiur diese Selektionen
war die Anwesenheit der Sepharose 6B, die entwiadger gesamten Selektion (Selektion 1

und 2/1) oder zumindest in einigen SelektionszyKBalektion 2/2 und 3/2) als Festphase
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verwendet wurde. Die niedrige Diversitat der sedéeten RNA-Aptamere weist auf eine sehr
starke und spezifische Selektionen hin.
Die Analyse der selektierten RNA-Aptameren liefddigende Erkenntnisse:

1. Ein gemeinsames Konsensusmotiv 5-GAACAAGCAG-8as laut Oberflachen-
Plasmon-Resonanz-Spektroskopie-Experimenten kera&tel Rolle bei der Bindung
und Erkennung der Oligosaccharide spielt.

2. Neigung der RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G bei héim&NA-Konzentrationen zur
Oligomerisierung. Dies sind ungunstige Voraussegeanfur die Selektion und die
Charakterisierung der RNA-Aptamere. Offen bleile &olle der Konsensussequenz
bei der Oligomerisierung.

3. Spezifische Erkennung und Bindung der RNA-Aptantss, 9G und 10G an die nicht
modifizierte und mit den Oligosaccharid&8, 15, 24 und 26 modifizierte Sepharose
6B. Dies kann durch Ahnlichkeit der Festphase (6g%uervernetzte Agarose) mit

den Zucker-Resten in den Liganden erklart werden.

An dieser Stelle bietet sich als die einfachstddtukng an, dass die RNA-Aptamere 5G, 9G
und 10G unspezifisch gegen die Festphase selekiieden.

Dagegen sprechen aber weitere Ergebnisse:

1. Die Oberflachen-Plasmon-Resonanz- und UV-Scherpkrimente zeigen eine
Spezifitat der RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G gegenldisaccharidd1 und12.

2. Die RNA-Aptamere 5G, 9G und 10G binden in Olgetien-Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie-Experimenten an das HeptasaccBarid

3. Das RNA-Aptamer 10G wurde auch in der SelektBih gefunden, in der die
Sepharose 6B als Festphase ganz ausgeschlosses. \Datoki wurde neben vollig
neuen bindenden RNA-Sequenzen das RNA-Aptamer Eg@rgdas Tetrasachafig

und das Heptasacchafié selektiert.

Ausgehend von den erwahnten Ergebnissen kann msanvarmuten, dass es sich bei den
selektierten RNA-Aptameren 5G, 9G und 10G um eierldppendes Bindungsmotiv handelt.
Das erlaubt dabei der selektierten RNA sowohl diepHarose 6B als auch die
Oligosaccharide als Liganden zu erkennen. Gleitigzeird die Bindung der selben RNA an
ahnliche Oligosaccharide ermdglicht. Die Art demdBing ist dabei noch unklar. Die
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Bestatigung aller dieser Punkte ist notwendig. Idéante z. B. durch Verwendung einer
error-prone PCR und einer neuen Selektion odereljemsi RNA-Sequenz-Mutationen

durchgefihrt werden. Diese Experimente konten zunerei Verbesserung der

Bindungseigenschaften, Vermeidung der Oligomensigraber auch zu dem totalen Verlust
der Bindungsfahigkeit der RNA-Aptamere fuhren. Dwére gleichzeitig eine wichtige

Information Uber das Bindungsmotiv. Eine Verkirzudgr RNA-Aptamere kodnnte ein

minimales Bindungsmotiv gegenuber Oligosaccharideler auch Sepharose 6B liefern.
Ahnlich wie in dem Fall der RNA-Aptamere gegen Sapdx (97, 119) und Streptavidin
(120, 121) konnte es als ,RNA-tag” fur die spezifie Aufreinigung von transkribierten

RNA-Molekulen verwendet werden. Eine weitere Mdgkeit der Untersuchung der

Spezifitat von selektierten RNA-Aptameren ware z.eBe Fluoreszenzassy mit markierten
RNA-Aptameren.
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Trisaccharid 1ﬂ_>

Trisaccharid 13

Tetrasaccharid 15
Pentasaccharid 24
Heptasaccharid 26

Abb. 40 Ubersicht der Selektionsbedingungen und dé&rgebnisse in einzelnen Selektionen.
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4.4  Schlussfolgerung aus den Ergebnissen dieser A&ibfir weitere aufbauende

Selektionen

Der Erfolg eineiin vitro Selektion héangt von mehreren Parametern ab. Agéfale wichtige

methodische Punkte wird einzeln hingewiesen:

1. Eine gut definierte und frisch synthetisierte /&RNvzw. DNA-Bibliothek sollte fir jede
Selektion gegen einen beliebigen Ligand benutzteneEine Ausgangsbibliothek, der in der
Komplexitat und Multiplizitat von unterschiedlich&NA-Sequenzen ausgewogen ist,
mindert die Probleme mit dem Selektionshintergr(#&j 50),.

2. Die Lange der Nukleinsaure-Sequenzen in der &ugspibliothek spielt eine sehr
wichtige Rolle, (48-50, 54).

3. Der Selektionsverlauf und die Richtung der S@eksollten nicht nur durch die
Menge an angereicherter RNA beurteilt werden, sondgel mehr durch die
Zwischencharakterisierung und Untersuchung derkseteen Bibliotheken und der
einzelnen Sequenzen.

4. Eine Konsensussequenz ist keine notwendige ¥setzung fir die Bindung.
Zwischenselektionen an einer anderen Oberflacben unspezifisch bindende
Molekile aus der selektierten Bibliothek zu entégrn

6. Die richtig ausgewahlte Stringenz der Selekisbrvor allem am Anfang der Selektion
ein sehr wichtiger Punkt, da gerade dort eine Gefdér Anreicherung von
unspezifisch bindenden Molekiilen am grof3ten ist.

7. Die Elution von gebundenen Aptameren sollte gezisch wie mdglich sein. Am
besteneignet sich dazu eine kompetitive Elution mit einé®ien Liganden. Das
Verhéltnis der unspezifisch und spezifisch bindendgtamere in den selektierten
Bibliotheken sollte damit deutlich verbessert werdeies bendétigt eine relativ grol3e
Menge an freien Liganden, was gerade bei der Setekfegen Oligosaccharide ein
Problem darstellen kann. In dieser Arbeit wurder dligosaccharide selbst
synthetisiert (Kapitel 2.2.1). Deren Menge war vediltr der Selektion, fur die
Analysen als auch fur eine kompetitive Elution tieriend.

8. Konstante Ruckfaltungsbedingungen wahrend desargien Selektion liefern
reproduzierbare Konformationen der RNA. Dies veibit den Verlust der bindenden
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Sequenzen bzw. halt das Verhdaltnis zwischen eiereldonformationen in der
Losung konstant (109, 122).

9. Eine unvermeidbare partielle Mutation der sédetdn Sequenzen wahrend der
Selektion durch PCR unith vitro Transkription oder die beabsichtigten Mutationen
durch error-prone PCR kann die Bindungseigensamalée Molekulle verbessern aber

auch zu ihrem Verlust fuhren.



5 Zusammenfassung 115

5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die SELEX Methodé, (&5, 47), zur Gewinnung von RNA-
Aptameren, die ausgewahlte an der Membranoberflaehlearyotischer Zellen haufig
vorhandene Oligosaccharide spezifisch erkenneblietawerden.

Zum Erreichen dieser Ziele wurden vier OligosacicleaGal-1,4B-GIcNAc-1,2-Man-ORa-
Neu5Ac-2,3B-Gal-1,4$-GIcNAc-1,2-Man-OR; 2,4f-Gal-1,48-GIcNAc),-a-Man-OR und
2,4-0-NeuSAc-2,38-Gal-1,48-GlcNAc)-a-Man-OR  (Abb. 2) mittels chemisch-enzymatischer
Verfahren mit zwei unterschiedlichen Spacern syidiget (Kapitel 2.2.1). Die Spacer
ermoglichten eine kovalente Immobilisierung der gb$iaccharide an verschiedenen
Oberflachen durch eine Amino- oder Thiolgruppe. Bkairde der Einfluss der
Zusammensetzung, der Grol3e, der Verzweigung untlatkmg der Oligosaccharide auf die
Ergebnisse den vitro Selektion unter verschiedenen Selektionsbedingungeersucht.

Die biochemischen Eigenschaften und die Bindungsid® von drei selektierten RNA-
Aptameren 5G, 9G und 10G, die bei mehreren unalip@mdsSelektionen isoliert wurden,
wurden analysiert. Zur qualitativen Analyse der R8Kgosacharid-Interaktion wurde auch
die Oberflachen-Plasmon-Resonanz- Spektroskopieutbien Gleichzeitig wurden die
Bindungskonstanten fir RNA Aptamere 5G, 9G, 10G uwlag Trisaccharid Gal-1{3-
GIcNAc-1,2-Man bestimmt. Um auswertbare Resultatess alen Oberflachen-Plasmon-
Resonanz-Spektroskopie-Experimenten zu erhaltensstan diese fur die spezifischen
Eigenschaften der Bindungspartner optimiert werden.

Wabhrscheinlich auch wegen der Tendenz der AptamareOligomerisierung konnte nicht
eindeutig gezeigt werden, ob die selektierten Apt@ndie Oligosaccharide, die auf
Sepharose 6B-basierende Festphase oder beidesnemkeies fuhrte zu weiteren
Selektionen mit modifizierten und optimierten Beglingen. Es hat sich gezeigt, dass man
durch gezielte Variationen des SelektionsprozedseSelektion von RNA-Aptameren gegen
Oligosaccharide lenken kann. Die Selektionen liefemeue Oligosaccharid-bindende RNA-
Aptamere. Es zeigt sich, dass die Optimierung deteKionsbedingungen fiir eine
erfolgreiche in vitro Selektion und Gewinnung von spezifisch bindendeptaferen
wesentlich ist. Den grof3ten Einfluss auf die Ergetmder Selektion hatten die Eigenschaften

der Festphase, die zu der Immobilisierung der Gagoharide benutzt wurde.
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6 Summary

The goal of this work was to establish the SELEXHhud (34, 45, 47), for the selection of
RNA-aptamers which bind to selected oligosaccharat®indant on the surface of eukaryotic
cells. Surface plasmon resonance technology (SP& wused for the analysis of the
RNA/oligosaccharide interaction.

Four distinct oligosaccharides Gal-34GIcNAc-1,2-Man-OR;a-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,48-
GlcNAC-1,2-Man-OR; 24 Gal-1,4B-GIcNAc)-0-Man-OR and 2,4¢-Neu5Ac-2,3B-Gal-1,4$-
GIcNAc),-a-Man-OR (Fig. 2) have been synthesized using a aoedbchemical-enzymatic
approach and have been attached to two differeatesp (Chapter 2.2.1). The spacers
allowed immobilization of the oligosaccharides oarigus surfaces via amino- or thiol-
coupling. Several selections were set up to stundy ibfluence of the composition, the
dimensions, the branching and the charge stateeobligosaccharides on the outcome of the
in vitro selections. Three RNA-aptamers 5G, 9G and 10G welected in a number of
independent selections. The biochemical propeaesthe binding specificities of these three
aptamers were analyzed. Surface Plasmon Resonaectr@&copy was used for qualitative
analysis of oligosaccharide/RNA interaction. Thadimgs constants were determined for
RNA-aptamers 5G, 9G, 10G and trisaccharide GaPBiGGleNAc-1,2-Man. The conditions of
the Surface Plasmon Resonance Spectroscopy expésimere thoroughly optimized for the
properties of the binding partners in order to echiinterpretable results.

Probably because of the tendency of the selecteanaps to dimerize, it was not possible to
show unambiguously whether the RNA-aptamers reeegrthe oligosaccharides, the
Sepharose 6B-based solid phase or both. Thereforther selection experiments with
modified and optimized conditions were performedthe Tability to drive the selection of
RNA-aptamers against the oligosaccharides throwggeted variation of the selection
conditions was demonstrated. These later selectimided new RNA-aptamers not present
in the previous experiments, showing the importasicéthe optimization. The properties of
the solid phase used for the immobilization of tigosaccharides had a major influence on

the outcome of the selection.
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8 Anhang
a b C
Selektion Ligand Selektion Ligand Selektion Ligand
1 211 22
ZyKklus | Trisaccharid Tri- Tetra- Penta- Hepta- Tri- Tetra- Penta- Hepta-
13 Zyklus | saccharid 13 | saccharid 15| saccharid 24 | saccharid 25 Zyklus | saccharid 13 | saccharid 15| saccharid 24 | saccharid 26
% % % % % % % % %
1 0.33
5 R 1 1,79 1,26 1,49 2,55 1 1,79 1,26 1,49 2,55
3 0.08 2 0,28 0,34 0,37 0,47 2 0,28 0,34 0,37 0,47
: 2 0,34 0,36 0,39 0,45
7 08l 3 ? ? ? ?
z 03 3 0,56 0,36 0,67 0.4 4 0,01 0,24 0,15 0,29
6 1.79 4 2,2 2,72 2.3 3.3 5 0,31 0,32 0,43 0,36
5 2,19 2,42 3 3,9
7 0.28 6 0,42 0,53 0,59 0,34
5 1,04 0,82 1,27 2,14
8 0.6
5 037 6 1,22 1,54 1,63 1,77 e
7 1,05 1,24 1,59 1,65
10 0.39 : : . : _ _
Selektion Ligand
11 039 8 1,15 1,65 1,36 2,39 3
12 0.63 9 1,33 1,44 0,82 1,99 Tri- Tetra- Penta- Hepta-
13 15 Zyklus | saccharid 13| saccharid 15| saccharid 24 | saccharid 26
i d % % % %
14 2.7 : i
= s Selektion Ligand 1 - - - -
: 31 — - 5 y 2 0,096 0,23 0,12 0,1
16 3 ri- etra- enta- epta-
17 3 Zyklus | saccharid 13 | saccharid 15| saccharid 24 | saccharid 26 3 0.73 0,93 1,06 0,84
% % % % 4 0,5 0,38 0,42 0,52
18 15 0 0 0 0
1 - - - -
" 0.096 0.23 0.12 01 Tab. 10 Anreicherung der an Selektionssaule gebuerden RNA in der Selektion
5 (’)2 0’28 0’21 5 (’)9 1(a), Selektion 2/1 (b), Selektion 2/2 (c), Seletti 3/1(d) und Selektion 3/2 (e)
: . : . gegen Oligosaccharide 13, 15, 24 und 26 in den adfren Selektionszyklen.
4 0,09 0,07 0,06 0,05 | Die Prozentangaben der gebundenen RNA bezieheasialie insgesamt eingesetzte
5 0,1 0,09 0,1 01 RNA-Menge in einzelnen Selektionszyklen.
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RNA 2A (50 Nt):
GGACUCCUUCCUUUCAGACCUCAUGCUCCGACUUGAACGAAUAUCAUCAA
RNA 5A (46 Nt):
UACUGCUAGCAAACAUCGAAAGUUUGUAUCACUUCAGCCCCGAUAC (2X)
RNA 8A (52 Nt):
AUCUGAUCCCUGAGCAAGAAAAACGGAUACCAUCCGUAAUGCCAAGACGGA
RNA 2B (50 Nt):
GUAACUGCCAUCCACUCGAUAACACAGUCUAUUGGAUCUGGUCACCAAUA
RNA 3B (50 Nt):
CACGAACACCUGUUCAAUUCUCCCUCCGCUGCGCUCUGUGACAAUGCUAC
RNA 8B (40 Nt):

UCAAUUGCGGAGCCAGUCCUAACUGGAGCCUACUGCCCAU

RNA 11B (50 Nt):
CUGACAGUCGUACGACCUAGCUCACAUGCACAAAAUCUCAACAAGACCAA
RNA 12B (40 Nt):
CUCUGCCUCAAAACCGUUGAGUAUCCACCGGGUUUAAGCG

RNA 13B (50 Nt):
AAGAGUUGUGCGAGUUUAAGUAAAAUCCACCCUUAGAUUCACCUAACAGU
RNA 18B (52 Nt):
CACUGCGCUAGUUCCGGGGCCUAGCUGACCAUUUUUGCUGACCCAAUGUGA
RNA 19B (51 Nt):
AGGUUAAGCAGACCUACGGUGCUGUUUCCCCGAUAGGUGAACAAUGAUAAU

Abb. 42 RNA-Sequenzen aus dem 6. Selektionszykider Selektion 1 gegen das Trisaccharid 13.
Es sind nur die Sequenzen und die Lange des ugdmtimandomisierten Bereichs gezeigt.
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a RNA 5G b RNA9G C RNA 10G
0,030,
0,030, : 0,025,
o K )
0,025] ..."::; + 0mMNaCl 0,025 - 0,020 o
i'l.. ) il f
0,020} i 30mMNaC 0,020 ,..-"'"“,..r‘ - 0mMNacl 00 A o mMNac
E 0,015 xzﬁ”f 60 mM NaCl £ 0,015 s * 30 mM NaCl 015 £ w « 30 mM NaCl
s S 90 mMNacl g . 60 mM Nacl £ = " . 60mMNaCl
N 0,010] e 120 mM Nacl 0,010 R £ 0,010f B -
< - S ¢ 90 mM NaCl 9 e ¢ 90 mM NaCl
0,005 =0 . igg mm sag: 0,005, e 120 mM NaCl < 0,005 i 150 mM NaCl
0,00 s mM Naf 0,000} o, e + 150 mM NaCl ol + 180 mM NaCl
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- " 250mMNaCl - ————— e+ 250 MM NaCI 000EL_ =T . 250mMNadl
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Temperatur [°C] Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abb. 43 Vergleich der Schmelzkurven der RNA 5G (a)9G (b) und 10G (c) in Abhangigkeit von von der N&l-Konzentration.
Es ist die Absorption bei 260 nm in Abhangigkeibwater Temperatur fir jeweilige RNA gezeigt. Fur Messungen wurde 138.5 nM RNA 5G, 130 nM RNA 9G 048 nM
RNA 10G eingesetzt.

RNA 9G
a e RNAS5G b e RNA9G + 2 x Trisaccharid 11 C e RNA10G
e RNA 5G + 10 x Trisaccharid 11 016 RNA 9G + 10 x Trisaccharid 11 e RNA 10G + 10 x Trisaccharid 11
0,10{® RNAS5G + 40 x Trisaccharid 1% O, 14]® RNA9G+40x Trisaccharid 0,081 RNA 10G + 100 x Trisaccharid 11
= 0.12
0,08; '
£ £ 0,10 c
3 0,06 3 0,08] g
< 0,04 f < 0,06 <
y 0,04
0,02 0,02
0,00 e 0,008
. . . . . . -0,024— . . . . . . . . . . .
30 40 50 60 70 80 30 40 50 60 70 80 30 40 50 60 70 80
Temperatur [°C] Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abb. 44 Vergleich der Schmelzkurven der RNA 5G (a)9G (b) und 10G (c) in Abhangigkeit von von der Tisaccharid B-Gal-1,4-GlcNAc-1,2-a-Man-OCH3j -
Konzentration. Es ist die Absorption bei 260 nm in Abh&ngigkeihwder Temperatur fur jeweilige RNA gezeigt. Fig Messungen wurde 192 nM RNA 5G, 396 nM RNA
9G und 192 nM RNA 10G und das entsprechende Ubassan Trisaccharitil eingesetzt.
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a —— 50 "M RNA 5G b —— 50 nM RNA 9G C —— 50 nM RNA 10G
150, —— 100 nM RNA 5G 300- —— 100 nM RNA 9G 180, —— 100 nM RNA 10G
200 nM RNA 5G 200 nM RNA 9G 1601 200 nM RNA 10G
1201 —— 400 nM RNA 5G 2501 —— 400 nM RNA 9G 140] —— 400 nM RNA 10G
600 nM RNA 5G 600 NM RNA 9G 120 600 NM RNA 10G
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Abb. 45 Sensorgramme und die Fitts der Wechselwitkhg der RNA-Aptemere 5G, 9G und 10G bei unterschididhen Konzentrationen der jeweiligen RNA in der
Mg?*-Anwesenheit (a, b, c) oder M§-Abwesenheit (d, e, f)Es sind die Differenzkurven gezeiddie Auswertung erfolgte mit der Software BiaEvaioat3.0 (BIACORE,
Uppsala). Zur Auswertung der Sensorgramme wurde Risaktionskinetik nach Pseudo-1. Ordnung voraesgetKapitel 2.2.22.2), die ein lineares Abfallr dgasisislinie
wahrend der Messung berticksichtigt. Die Assoziatiaimd Dissoziationsphase wurden dabei global etegnten gefittet.
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a Il Sephadex G25 b Il Sephadex G25 C Il Sephadex G25
[ Sephacryl S200HR . [ Sephacryl S200HR —= 0/ Sephacryl S200HR
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Abb. 46 Bindung der RNA-Aptamere 5G (a, d), 9G (be) und 10G (c, f) an verschiedene Saulenmateriatie
Die Prozentangaben der RNA im Durchlauf nach detspeechenden Wasschschritt beziehen sich auf siigegamt eingesetzte RNA-Menge.
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