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Zusammenfassung Wombacher, Richard; Dipl.-Chemiker; 24.10.2005

Titel: Untersuchungen zu Struktur und Mechanismus eines Diels-Alder Ribozyms

1. Gutachter: Prof. Dr. Andres Jaschke
2. Gutachter Prof. Dr. Nils Metzler-Nolte

Das Forschungsgebiet der katalytischen RNA hat sich seit der Entdeckung der natiirli-
chen Ribozyme stark weiterentwickelt. Neben der Erforschung der natiirlichen Ribo-
zyme hat sich mit der SELEX-Technik (Systematic Evolution of Ligands by Exponen-
tial Enrichment) eine Methode entwickelt, die es ermoglicht, kiinstliche Ribozyme her-
zustellen. Damit gelang es, die Bandbreite der durch Ribozyme katalysierbare Reaktio-
nen enorm zu erweitern. Unter anderem konnte ein kiinstlicher RNA Katalysator gene-
riert werden, der eine C-C-Bindungskniipfung in einer [4+2]-Cycloaddition, eine soge-
nannten Diels-Alder Reaktion, katalysiert. Dieser kiinstliche RNA-Katalysator be-
schleunigt die Reaktion zwischen Anthracen- und Maleimidderivaten als erstes kiinstli-
ches Ribozym in einer echten enzymatischen Katalyse. Das Ziel der vorliegenden Ar-
beit lag in der Aufkldrung von Struktur und Mechanismus dieses Diels-Alder Ribo-
Zyms.

Mit der Synthese verschiedener Maleimidderivate und der Untersuchung derer Substrat-
eigenschaften fiir das Diels-Alder Ribozym konnte die rdumliche Struktur und Beschaf-
fenheit des aktiven Zentrums charakterisiert werden. Die Synthese von photoreaktiven
Maleimidsubstraten, und der Einsatz dieser in Photoaffinititsmarkierungexperimenten
erlaubten eine erstmalige genaue Lokalisierung des aktiven Zentrums des Ribozyms.
Mit der Herstellung schweratommodifizierter Ribozym-Produkt-Konstrukte fiir die
Losung des Phasenproblems, konnte ein Beitrag zur Losung der Kristallstruktur ge-
leistet werden. Die Kristallstrukturen des Ribozym-Produkt-Komplexes und des ,,frei-
en” Ribozyms zeigten sich in guter Ubereinstimmung mit den zuvor erhaltenen Ergeb-
nissen aus Substratvariationstoleranzuntersuchungen und Photoaffinititsmarkierungs-
experimenten. Aus dem Kontext dieser Ergebnisse konnte ein konkretes Bild der Struk-
tur-Funktionsbeziehung des Diels-Alder Ribozyms entworfen werden. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die RNA eine A-formige verschlungene Pseudoknoten Struktur mit
einer vorgeformten Bindungstasche besitzt. Diese Struktur ermdglicht die Katalyse iiber
,,proximity“-Effekte im aktiven Zentrum und durch Stabilisierung des Ubergangszu-
standes. In Untersuchungen der Enantioselektivitit des Ribozyms konnte eine Ab-
hiangigkeit der Enantioselektivitit vom verwendeten Reaktionsformat gezeigt werden.
In der intramolekularen Katalyse (in cis-Format) erhélt man eine genau umgekehrte
Enantioselektivitit zu der in intermolekularer Katalyse (in trans-Format) erhaltenen
Enantioselektivitit. Zur Erkldrung dieser auflergewdhnlichen stereoselektiven Eigen-
schaft wurde ein kontrollierter Zugang zum aktiven Zentrum durch eine ,,Vordertiir*
oder eine ,,Hintertiir* postuliert. Die Existenz eines solchen kontrollierten ,,Hintertiirzu-
gangs‘ zum aktiven Zentrum konnte in weiteren Untersuchungen zur Enantioselektivitit
unter Verwendung unterschiedlicher Ethylenglykollinkerldngen in der intramolekularen
Katalyse (in cis-Format) untermauert werden. Auf der Basis dieser Ergebnisse konnte
ein Modell zur stereoselektiven Erkennung erstellt werden, welches als ,,3-Punkt-1-
Orientierung* Modell bezeichnet werden kann.
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Title: Investigations on structure and mechanism of a Diels-Alder Ribozyme

1. Gutachter: Prof. Dr. Andres Jaschke
2. Gutachter Prof. Dr. Nils Metzler-Nolte

Since its discovery twenty years ago, the research field of catalytic ribonucleic acids has
developed rapidly. Apart from the investigation of naturally occurring ribozymes, the
development of the SELEX method made it possible to generate artificial ribozymes
with custom made properties. It has thus been demonstrated that nucleic acids can cata-
lyze a broad range of chemical reactions.

Ribozymes from a combinatorial RNA library have previously been isolated that cata-
lyze the formation of carbon-carbon bonds by the Diels-Alder reaction, a [4+2]
cycloaddition. A minmal motive Diels-Alder Ribozyme is able to accelerate the reaction
of an aromatic diene (anthracene) with a dienophile (maleimide) in aqueous solution.
The goal of this work was to shed light on the structural and mechanistic properties of
this Diels-Alder Ribozyme. To this end, various maleimid derivatives were synthesized
and tested as substrates for the Diels-Alder Ribozyme. From these results the spatial
structure and functional features of the active site could be characterized. Specific
photoreactive substrates were synthesized and used in photoaffinity crosslinking ex-
periments to localize the active site of the Ribozyme. With the preparation of heavy
atom derivatives of modified Ribozyme-product complexes this work made significant
contributions to the solution of the Diels-Alder ribozyme crystal structure by X-ray dif-
fraction studies. These studies showed that the RNA adopts a A-shaped nested pseudok-
not architecture whose preformed binding pocket is precisely complementary in shape
to the reaction product. X-ray structures of the ribozyme-product complex and of the
“free”-ribozyme are in agreement with the structural investigations of substrate accep-
tance and photoaffinity experiments presented in this work. The combination of struc-
tural data and biochemical experiments allowed rationalization of the structure-function
relationship for Ribozyme catalyzed Diels-Alder reactions. A combination of proximity
and complementarity to a proposed transition state emerged as the most likely catalytic
mechanism.

This work also presents extensive studies on the stercoselectivity of the Diels-Alder
ribozyme. Experiments could show that the enantioselectivity of the Diels Alder Ri-
bozyme depends on the ribozym’s reaction format. Interestingly, intramolecular cataly-
sis (in cis-format) led predominantly to the formation of the S,S-enantiomer product,
whereas intermolecular catalysis (in trans-format) was found to yield product of the
opposite R,R-configuration. This experimental observation led to the postulation of a
“front door” and a “back door” entrance to the active site. The hypothesis of a restricted
“back door” access was supported by experiments including tethers of varying length.
On the basis of these results an improved model for stereoselective recognition, namely
a “3-point-1-direction” model was proposed.
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1 Einleitung

Die Grundlage des Lebens ist die Speicherung der Erbinformation durch DNA (Desoxy-
ribonukleinsidure) und RNA (Ribonukleinsiure). Diese Information wird in allen Orga-
nismen mit Hilfe von mRNA, tRNA und Ribosomen in die entsprechenden Aminosau-
resequenzen libersetzt. Nach Faltung der Aminosdurekette in eine dreidimensionale
Struktur fiihrt das Protein lebenswichtige Funktionen aus. Informationsspeicherung
(Genotyp) und Funktion (Phinotyp) liegen damit in den Handen unterschiedlicher Mo-

lekiile. DNA und RNA einerseits und den Proteinen andererseits.

1.1 Ribozyme

In den achtziger Jahren entdeckten T. Cech und S. Altman, dass Ribonukleinsduren ne-
ben der Speicherung von Information auch in der Lage sein konnen, chemische Reakti-
onen zu katalysieren. Diese katalytischen RNAs werden, in Anlehnung an ihre enzym-
vergleichbaren katalytischen Eigenschaften, Ribozyme genannt. In Ribozymen sind
Genotyp und Phinotyp in einem Molekiil vereint. Aus dieser Entdeckung entwickelte
sich die Idee einer frithen RNA-Welt "2, bei der alle wichtigen Aufgaben von RNA-
Molekiilen iibernommen werden, auch jene der Vererbung, Informationsspeicherung
und Beschleunigung chemischer Reaktionen — das heifit Biosynthese und Energiestoft-

wechsel.



1.1.1 Natiirliche Ribozyme

Die Existenz katalytischer RNA wurde erstmals 1982 von Cech und Mitarbeitern nach-
gewiesen. Sie konnten zeigen, dass dem posttranskriptionalen Spleilen des Gruppe I-
Introns aus Tetrahymena thermophila ein Selbstspaltungsmechanismus zugrunde
liegt **.

Zeitgleich entdeckten Altman und Mitarbeiter, dass die Aktivitdt der bakteriellen Ribo-
nuklease P, bestehend aus RNA- und Proteinuntereinheiten, ausschliesslich auf deren
RNA-Untereinheit zuriickzufithren ist > °. Seit dem ist eine grosse Anzahl weiterer na-
tiirlicher Ribozyme entdeckt worden. Allein mehr als 100 weitere Sequenzen, die der
Gruppe I-Intron Familie (aus verschiedenen Mikroorganismen) zuzuordnen sind. Dazu
kommen eine ebenso beachtliche Menge Ribozyme der Gruppe Il-Intron Familie " ®
(aus mitochondrialen Genen von Pflanzen, Pilzen und Hefen), welche iiber einen ande-
ren Mechanismus RNA spalten. Zu dem gibt es Virus- oder Viroid-Ribozyme wie das

Hammerhead Ribozym ° °

(aus Pflanzenviroiden), das Hepatitis Delta Virus-Ribozym
113 (HDV), das Hairpin Ribozym '* (aus Tabak-Virus-Ringspot Satellit) und das Neu-
rospora Varkud Satellit Ribozym'.

Ribonukleinsduren bestehen aus den 4 Nukleosiden Adenosin, Guanosin, Cytidin, Uri-
din und sind iiber Phosphordiester zu der Primérstruktur verbunden. Trotz der, vergli-
chen zu den aus mindestens 20 Aminosduren aufgebauten Proteinen, geringen Primaér-
strukturvariationsmoglichkeiten sind RNAs in der Lage, Sekundér- und Tertidrstruktu-
ren auszubilden '“'®. Die wichtigsten bekannten Faltungsmuster sind doppelstringige
Bereiche (helices), Haarnadelschlaufen und innere Schlaufen (loops), Ausstiilpungen
(bulges), Kreuzungsstellen (3 way / 4 way-junctions), Pseudoknoten (pseudoknots) und
doppelte Pseudoknoten (double pseudoknots). Diese Strukturelemente erlauben es der
RNA, spezifische Bindungsstellen und katalytische Zentren auszubilden, die eine
Grundlage zur Katalyse von chemischen Reaktionen darstellen.

Das wohl eindrucksvollste Beispiel fiir das aus dieser strukturellen Variabilitit hervor-
gehende katalytische Potential ist das Ribosom. Vor kurzem konnte die Kristallstruktur
des gesamten Ribosom-Komplexes, der zu 1/3 aus Protein- und 2/3 aus rRNA-Anteilen

besteht, geldst werden '°2'. Dabei stellte sich heraus, dass ausschlieBlich RNA der Pep-
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tidyltransferase das katalytische Zentrum zur Peptidbindungskniipfung bildet. Das Ri-
bosom ist somit ebenfalls ein Ribozym.

Die fiir strukturelle Motive verantwortlichen Wechselwirkungen resultieren hauptsich-
lich aus den Wasserstoffbriicken zwischen den Nukleobasen. Dabei bildet das Watson-
Crick H-Briickenmuster den Grossteil der Wechselwirkungen. Alternative H-Briicken-
wechselwirkungen, wie die umgekehrte (reversed) Watson-Crick Paarung, die
Hoogsteen und umgekehrte (reversed) Hoogsteen Basenpaarung und die Wobble Ba-
senpaarung sind jedoch mafgeblich an der Ausbildung komplexer Tertidrstrukturen
beteiligt ' .

In jiingster Zeit wurde entdeckt, dass Genexpression lebender Zellen durch spezifische
Wechselwirkungen zwischen mRNA und kleinen Molekiilen (Metabolite) kontrolliert
wird 2. Die Experimente verdeutlichen den Zusammenhang zwischen Struktur und
Funktion von Ribonukleinsduren und sind ein weiterer Beleg fiir deren wichtige biolo-

gische Rolle, die weit liber Informationsspeicherung und -transport hinausgeht.

1.1.1 Kiinstliche Ribozyme

Die Entdeckung von katalytischer RNA warf eine fiir die Existenz einer RNA-Welt
wichtige Frage iiber das katalytische Potential der RNA auf. Ist RNA in der Lage eine
sehr viel grofBere Anzahl von Reaktionen zu katalysieren, als die bekannten natiirlich
vorkommenden Ribozyme es vermdgen? Eine hilfreiche Technik, um dies Frage zu
beantworten, ist in vitro Selektion, die sich auf Grundlage der SELEX (Systematic Evo-
lution of Ligands by Exponential Enrichment) Methode von Tuerk und Gold Anfang
1990 entwickelte®® *”. Mit in vitro Selektionsmethoden konnten eine groe Anzahl neu-
er, kiinstlicher Ribozyme selektiert werden, die das Spektrum der von RNA katalysier-
ten Reaktionen eindrucksvoll erweiterten. /n vitro Selektion ist ein kombinatorischer
Ansatz, in dem aus groBBen randomisierten Nukleinsdurebibliotheken mittels Selektions-
strategien Sequenzen mit bestimmten Eigenschaften, wie das Binden eines Zielmolekiils
oder der Beschleunigung einer bestimmten Reaktion angereichert werden. Die selektier-
ten Nukleinsduren, die in der Lage sind Molekiile spezifisch zu binden, bezeichnet man
als Aptamere. Solche Nukleinsduren, mit spezifisch katalytischen Funktionen bezeich-

net man als artifizielle Ribozyme. In den letzten zehn Jahren konnten eine grofle Anzahl



solcher neuer kiinstlicher Ribozyme von verschiedenen Arbeitsgruppen evolviert wer-
den. Eineige dieser kiinstlichen Ribozyme katalysieren Reaktionen, fiir die keine natir-
lichen Ribozyme bekannt sind. Wihrend die bisher entdeckten natiirlichen Ribozyme
auf Phosphatesterbindungskniipfung und —spaltung, sowie Peptidbindungskniipfung
beschrinkt sind, konnten kiinstliche Ribozyme fiir eine grofle Zahl vollig anderer Reak-

tionstypen selektiert werden (Tab. 1).

Reaktionstyp Katalysierte Reaktion

C-C Bindungskniipfung

Diels-Alder Reaktion 2% % ” .\ j @
=
Aldolreaktion™ 0 R-°H
R O + _R
N7 \H/\)J\ \H;E/U\H, R

O o)

Iz

C-N Bindungskniipfung

Amidbindungskniipfung o o
31-33

N-Glykosidische Bin-

dungskniipfung ** ¥ % Ry @@\‘
HN, ———
R: -(®®

N
OH oH (AP OH OH

C-S Bindungskniipfung

S-Michael Reaktion *° o} o)
R\NJ\/\H/NH& + HS-R, — R\N X NH
H o) H SR, OH
S-Acylierung *’ o) o)
R—SH * — + ROH
R1OJ\R2 RS)J\ 5

C-O Bindungskniipfung
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Umesterung S84l j\ j\
R—OH - — © R
RO0” "R, RO” "R, R~ OH
42
Carbonathydrolyse j\ H,0 ) o
RO “OR, R—OH * R,—OH )

P-O Bindungskniipfung
Phosphoranhydridbildung
43,44

RNA Ligation **

C-Metall
Bindungskniipfung

Porphyrin Metallkomple-
xierung *°

Redox Reaktionen

Oxidation and Reduktion
50, 51

R—PEP® + @E—R. Ri—PP—R;

R-OH + (@P—R, — R—P—R,

R, R,
Ro R,
J’_
M
R1 R1 R1 R1
(@]

R-OH ——=

R H

Tab. 1 Beispiele fiir durch Ribozyme katalysierte Reaktionen. Reste, die Nukleinsduren bein-

halten sind mit R gekennzeichnet. Reste, die keine Nukleinsdure enthalten, mit Ry bzw.

R,. Phosphatgruppen sind als eingekreistes P dargestellt. (Tabelle aus ,, Aptamers, Ri-

bozymes and Deoxyribozymes “, Wiley VCH)



1.2 Biokatalysatoren fiir die Diels-Alder Reaktion

1.2.1 Diels-Alder Reaktion

Die Diels-Alder-Reaktion™, benannt nach Otto Diels und Kurt Alder ist eine leistungs-
fahiger Reaktionstyp in der organischen Synthese zur Kniipfung von Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindungen™°. Sie ermoglicht einen einfachen, stereospezifischen Zugang
zu sechsgliedrigen Ringen. Sie ist eine [4 + 2] Cycloaddition zwischen einem Dienophil
und einem Dien. Es werden aus drei C-C 7 -Bindungen zwei neue o -Bindungen und
eine 7 -Bindung gebildet. Sie lduft in einem konzertierten Prozess {iber einen cyclischen
Ubergangszustand ab, wobei die Woodward-Hoffmann-Regeln von der Erhaltung der

Orbitalsymmetrie gelten®®”’.

L e
LUMO
souo " 88 | BB
§43; o
HOMOH MHOMO

elektronenreiches elektronenarmes
Dien Dienophil

Energie

elekt]r) onenarmes elektronenreiches
1en Dienophil

normaler Elektronenbedarf inverser Elektronenbedarf

Abb. 1 Energieschema mit HOMO (highest occupied moleclar orbital) / LUMO (lowest
unoccupied molecular orbital)-Wechselwirkungen der Diels-Alder Reaktion mit

normalem und inversem Elektronenbedarf.

Im Fall der Diels-Alder-Reaktion mit normalem Elektronenbedarf kann durch das Ein-

fiihren von elektronenreichen Gruppen am Dien und damit der Erh6hung des HOMOs
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oder durch Einfithren von Substituenten mit Elektronendefizit am Dienophil und einer
Erniedrigung des LUMOs, die Differenz zwischen HOMO und LUMO verringert wer-
den. Die daraus resultierende bessere Uberlappung der Grenzorbitale fiihrt dann im
Rahmen der FMO-Theorie zu einer gesteigerten Reaktivitit. Fiir Diels-Alder-
Reaktionen mit inversem Elektronenbedarf gilt das Gegenteil.

Bei einer Diels—Alder Reaktion kdnnen bis zu vier Stereozentren auf einmal aufgebaut
werden. In Kombination mit der Vielfalt der moglichen Reaktanden ist ersichtlich, wa-
rum diese Reaktion eine der wichtigsten stereoselektiven C-C Verkniipfungen in der

Organisch-Chemischen Synthese darstellt.
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Abb. 2 Stereochemie der Diels-Alder Reaktion. Entstehung eines racemischen Gemisches,

bei der Bildung von zwei neuen Stereozentren.

Es wird spekuliert, dass sich auch die Natur beim Aufbau einiger Sekundidrmetabolite
dieser Reaktion bedient. Viele der auf dieser Annahme beruhenden Biosynthese-
Vorschlidge enthalten die Moglichkeit einer enzymatischen Katalyse der [4 + 2]-

Cycloaddition, die zum Naturstoff mit der ,,richtigen* Konfiguration fiihrt.

1.2.2 Katalyse der Diels-Alder Reaktion

Unkatalysiert miissen [4+2]-Cycloadditionen hédufig bei relativ hohen Temperaturen
durchgefiihrt werden (100 °C, in hochsiedenden Losungsmitteln wie z.B. Xylol), was

zu unerwiinschten Nebenreaktionen und zur Beschleunigung der entropisch bevorteil-



ten, konkurrierenden Retro-Diels-Alder-Reaktion fithren kann. Erst durch die Entde-
ckung von Lewis-Sduren (z. B. AICI3) als hochaktive Katalysatoren, wurde die Diels-
Alder-Reaktion fiir Reaktionen mit temperaturempfindlichen Reagenzien anwendbar™.
Mittels Lewis-Sduren konnen heute Diels-Alder-Reaktionen bei tiefen Temperaturen
(z. B. =100 °C) durchgefiihrt werden. Durch Ausbildung stabiler Komplexe mit Uber-
gangszustinden konnen chirale Lewis-azide Substanzen Stereoinformation in Reaktio-
nen prochiraler Verbindungen induzieren, d.h., durch einen chiralen Katalysator kann
ein einzelnes Enantiomer selektiv gebildet werden, trotz gleicher Reaktionsenthalpie
der enantiomeren Produkte gegeniiber den Ausgangsmaterialien®. Der einzige Unter-
schied zwischen den jeweiligen Reaktionswegen besteht in den unterschiedlichen Ener-
gien der Ubergangszustiinde, in denen der Katalysator die Reaktanden komplexiert und
damit die energetischen Barrieren zu den beiden Enantiomeren unterschiedlich hoch
sind. Die enantioselektive Induktion durch chirale Lewis-Sduren hat weite Anwendung
in der organischen Synthese gefunden™. Neben den inzwischen hiufig verwendeten
Lewis-Séure Katalysatoren gibt es eine grole Anzahl von Untersuchungen zur Lo-
sungsmittelabhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Diels-Alder Reaktion. In
Arbeiten von Breslow et al. wurden verschiedene Diene und Dienophile auf ihre Reak-
tionsgeschwindigkeiten zu den entsprechenden Diels-Alder-Produkten in Abhdngigkeit
von verschiedenen Losungsmitteln untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass polare Lo-
sungsmittel und im besonderen Wasser die Reaktion um ein vielfaches beschleunigen
konnen. Dieser Befund wird auf einen Aydrophobic effect zuriickgefiihrt. Er resultiert
aus der Tendenz zu Aggregation unpolarer Verbindungen in Wasser, um die Kohlen-
wasserstoff-Wasser Grenzfliche zu minimieren. Dieser Effekt ist auch ursédchlich fiir
die Beschleunigung der Diels—Alder Reaktionen durch Makromolekiile wie Cyclo-
dextrine, welche die Reaktionspartner in der hydrophoben Kavitit binden und dadurch
die Reaktanden in unmittelbare Ndhe bringen. Ein hierfiir eindrucksvolles Beispiel ist
das so genannte ,,Rebek’s Tennisball* Makromolekiil® . Dabei wird durch das Mak-
romolekiil mittels simultaner Verkapselung eine hydrophobe passgenaue Umgebung
bereitgestellt und die Diels-Alder Reaktion zwischen p-Benzochinon und Cyclohexa-
dien um das 200fache beschleunigt®®. Solche Makromolekiile dienen mit ihren hydro-

phoben Bindungstaschen hiufig als kiinstliche Enzymmodelle.
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1.2.3 Enzyme

Enzyme konnen Reaktionen katalysieren indem sie die Struktur und Ladung des sich
bildenden Ubergangszustands stabilisieren® . Bei den meisten dieser Reaktionen un-
terscheiden sich sowohl das Substrat als auch das Produkt strukturell deutlich vom
Ubergangszustand. Daher sind sowohl das Produkt als auch das Substrat lockerer an das
Enzym gebunden als der aktivierte Komplex, was die Katalyse ermdglicht. Bei Diels-
Alder-Reaktionen ist jedoch der Ubergangszustand hoch geordnet und dhnelt strukturell
stark dem Produkt®. Ein Enzym, das diesen Ubergangszustand stabilisiert, sollte auch
das Produkt stark binden und dadurch inhibiert werden. Ein Fortschreiten der Reaktion
und eine Katalyse wiirden also inhibiert werden. Alternativ kann die freie Aktivierungs-
energie einer Reaktion auch durch eine Erhohung der Grundzustandsenergie der Reak-
tanden erniedrigt werden. Bei Diels-Alder-Reaktionen konnte das durch Einfiihren einer
Torsionsspannung in Dienophil oder Dien bewerkstelligt werden, es ist aber schwierig,
eindeutige Beispiele dafiir in der Literatur zu finden. Die Aussicht auf den Nachweis
einer Diels-Alderase ist daher fiir mechanistisch interessierten Enzymologen verlo-
ckend, da hierliber auch ein in der Natur neuartiger Katalysemechanismus entdeckt
werden konnte. In den letzten Jahren wurden vermehrt natiirliche Diels-Alder Reaktio-
nen entdeckt bei denen Diels-Alderase Enzyme eine Rolle spielen kdnnten. Experimen-
telle Belege liegen fiir die Lovastatinnonaketid-Synthase® vor, die an der Biosynthese
von Lovastatin und der Makrophomat-Synthase® zur Produktion von Makrophomsiure

beteiligt ist. Fiir letztere wurde die Kristallstruktur von Ose et al. 2003 gelost®’.

1.2.4 Katalytische Antikorper

Die Katalyse der Diels-Alder Reaktion durch katalytische Antikorper (Abzyme) ist be-
reits seit 15 Jahren bekannt® . 1989 berichteten Hilvert et al. als erste iiber die Ka-
talyse einer Diels-Alder Reaktion mittels Antikorper®. Sie gewannen, wie bei der Her-
stellung katalytischer Antikorper iiblich, monoklonale Antikdrper gegen ein Ubergangs-
zustandsanologon fiir die Reaktion zwischen Tetrachlorthiophendioxid und N-
Ethylmaleimid. Dabei wird die Produkthemmung verhindert, indem das labile Cycload-
dukt SO, abspaltet und das Produkt dem Ubergangszustand nicht mehr dhnelt. Im Ver-
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lauf der darauf folgenden Jahre konnten weitere katalytische Antikorper fiir Diels-
Alder” und Retro-Diels-Alder Reaktionen”' entwickelt werden. Diese werden ebenso
wie die kiirzlich entdeckten Diels-Alderase Enzyme in der hier vorgelegten Arbeit zu
der mechanistischen und strukturellen Betrachtung eines Diels-Alderase Ribozyms he-

rangezogen.

1.2.5 Ribozyme

Die Diels-Alder Reaktion war gerade in Hinsicht auf ihren Reaktionstyp der Cycloaddi-
tion mit Kniipfung von Kohlenstoff-Kohlenstoff Bindungen ein besonders interessantes
Ziel fiir die Selektion kiinstlicher RNA-Katalysatoren. Zum einen handelte es sich um
eine Reaktion iiber deren Katalyse mittels Enzymen sehr wenig bekannt war, der aber
gerade durch ihr grofles Einsatzpotential in der préparativen organischen Chemie eine
bedeutende Rolle zukommt. Es gab bereits Versuche, Ribozyme durch Selektion gegen
Ubergangszustandsanaloga der Diels-Alder-Reaktion zu erhalten. Obwohl erfolgreich
bindende RNA-Molekiile angereichert wurden, konnten keine Katalysatoren daraus
evolviert werden’”. Erstmalig gelang es Tarasow und Eaton, kiinstliche Ribozyme fiir
eine Diels-Alder-Reaktion mit einem aliphatischen Dien zu selektieren””. Dabei war die
RNA-Bibliothek durch Einfiihren von Pyridylresten in Uridin erweitert funktionalisiert
worden. Diese Substitutionen wie auch die Anwesenheit von Kupfer-Ionen sind fiir die
katalytische Wirkung unerlisslich®®. Zudem war dieses Ribozym nur in selbstmodifizie-
render Form katalytisch aktiv, was ausschlieBlich ,,single-turnover zuldsst.

Das in dieser Arbeit untersuchte Diels-Alder Ribozym wurde von Seelig und Jéschke
mittels in vitro Selektion evolviert und wurde bereits von Stuhlman, Keiper und Beben-
roth teilweise charakterisiert. Es hat sich nach weiteren Untersuchungen als das erste
wirklich enzymidhnliche kiinstliche Ribozym herausgestellt. Diese spezifischen Eigen-

schaften werden im anschlieBenden Kapitel 1.3 genauer beschrieben.
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1.3 Das Diels-Alder Ribozym

In der Arbeitsgruppe von Andres Jaschke konnten mittels direkter in vitro Selektion
Nukleinsduresequenzen bestimmt werden, die in der Lage sind, eine [4+2] Diels-Alder
Reaktion zwischen Anthracen- und Maleimidderivaten zu beschleunigen®. Die [4+2]
Cycloaddition zwischen Anthracen und Maleimid ist eine Diels-Alder Reaktion mit
normalem Elektronenbedarf, bei der das ,,highest occupied molecular orbital* (HOMO)
des Diens mit dem ,,lowest unoccupied molecular orbital“ (LUMO) des elektronenar-
men Dienophils in Wechselwirkung tritt’*. In der Selektion wurde Anthracen als Dien
iiber einen Polyethylenglykollinker an das 5°-Ende der RNA-Bibliothek mit 2*10'* Mo-
lekiilen, die 120 randomisierte Nukleotide enthielt, kovalent gebunden. Das Dienophil
Maleimid ist mit einem Biotinylrest als Ankergruppe versehen (Abb.3). So konnten alle
Spezies, die im Verlaufe der Reaktion diese Ankergruppe durch Bindungskniipfung
erwarben, mittels Affinitaitschromatographie an einer Streptavidin-Festphase immobili-
siert werden. Nach zehn Selektionsrunden war die Reaktivitit der angereicherten Bib-

liothek um das 10000-fache gegeniiber der Ausgangsbibliothek erhoht.
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Abb. 3 Diels-Alder Reaktion zwischen Anthracen (Dien) und Maleimid (Dienophil) mit
den Selektionsbedingten Modifikationen.

Nach Klonierung und Sequenzierung konnten 13 verschiedene Sequenzfamilien identi-
fiziert werden, von denen die Besten die Reaktion 20000-fach beschleunigten. Es konn-
te ein kleines Motiv ermittelt werden, das in 90% aller aktiven Sequenzen vorhanden
war. Die Sequenz des Minimalmotivs besteht aus 49 Nukleotiden und beschleunigt die
Reaktion zwischen Anthracen und Biotinmaleimid um das 18500 fache in der intramo-
lekularen Reaktion (in cis). Dieses Motiv besteht nach Sekundirstrukturanalyse aus drei

Helices und drei formal einzelstringigen Bereichen. Davon formen zwei eine innere
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Schlaufe (hier als bulge bezeichnet) (Abb. 4a). In Mutationsanalysen und Probingstu-
dien konnte gezeigt werden, dass dieser Bulgebereich und die vier ungepaarten Nukleo-
tide am 5’-Terminus fiir die Ausbildung einer aktiven Tertidrstruktur zur Katalyse der
Diels-Alder Reaktion eine wichtige Rolle spielen””. Ausgehend von dieser Sekundir-
struktur konnten durch formales Auftrennen des ersten und des zweiten Tetraloops
(Loop 1 bzw. Loop 2) zweistrangige (Abb. 4b) bzw. dreistrangige Varianten (Abb. 4c¢)

des Ribozyms erhalten werden.
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Abb. 4 Vorgeschlagenes katalytisch aktives 49-mer Minimalmotiv des Diels-Alder Ribo-
zyms. (a) Die beiden Teile der asymmetrischen Schlaufe werden als Bulge 1 und
Bulge 2 bezeichnet. Helix I und Helix 1l werden von zwei Schlaufen (Loop 1, Loop 2)
geschlossen. Am 5’-Terminus ist Anthracen tiber einen Polyethylenglykollinker kova-
lent gebunden. (b) Schematische Darstellung der zweistringigen Ribozym-Variante,
bestehend aus 38-mer und 11-mer-Linker-Anthracen Konjugatstrang. (c) Schemati-
sche Darstellung der dreistringigen Variante, bestehend aus 24-mer, 18-mer und

dem 11-mer-Linker-Anthracen Konjugatstrang™.
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Das zweistrangige Ribozymkonstrukt besteht aus einem 38-mer und dem 11-mer, wel-
ches am 5’-Terminus iiber einen Linker mit Anthracen verbunden ist. Das dreistringige
Ribozymkonstrukt besteht aus 24-mer, 18-mer und dem Substratverkniipften 11-mer
Strang. Beide Konstrukte zeigen eine dhnlich hohe Aktivitit wie die 49-mer Minimal-
sequenz. SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass die 49-mer Sequenz auch die Reakti-
on zwischen den , freien Reaktanden katalysiert (in trans)’®. Das bedeutet, dass das
Anthracen nicht notwendigerweise kovalent am 5’-Terminus der Sequenz gebunden
sein muss, um vom Ribozym als Substrat erkannt zu werden. Dieses Ribozym ist somit
ein echter Katalysator, der unveréndert aus der Reaktion hervorgeht. Man unterscheidet
bei Ribozymen so genannte in cis Aktivitdt und in trans Aktivitit. Diese Nomenklatur
ist unbedingt zu unterscheiden von den in der Chemie gebriauchlichen Begriffen cis und
trans als Konfigurationsisomere. Die Bezeichnungen in cis und in trans haben ihren
Ursprung in der Biologie und sind als Termini auf dem Gebiet der Ribozymforschung
etabliert. Als in cis bezeichnet man die Katalyse einer Selbstmodifikationsreaktion (in-
tramolekular). Als in trans bezeichnet man die Katalyse einer Reaktion die keine Ver-
dnderung der chemischen Konstitution des Katalysators selbst zur Folge hat (intermole-
kular). Fiir in trans aktive Ribozyme ist das Substrat nicht Teil des Ribozyms selbst.
Dabei ist jedoch darauf hinzuweisen, dass eine genaue Definition schwierig ist, unter
der Beriicksichtigung das gerade im Fall der Ribozyme das Substrat hiufig strukturge-
bender Teil des Katalysators ist, auch wenn es nur iiber Basenpaarungen und somit
nicht kovalent an das Ribozym gebunden ist. Fiir die vorliegende Arbeit soll im Folgen-
den die Definition von in cis und in trans wie oben beschrieben verwendet werden.

Die in trans Aktivitit des 49-mer Diels-Alder Ribozyms ermdglicht es, unterschiedliche
Derivate des Anthracens sowie des Maleimids auf ihre Substrateigenschaften zu unter-
suchen. Abbildung 5 gibt eine Ubersicht der bisherigen Ergebnisse’’. Beide Reaktanden
werden durch hydrophobe Wechselwirkungen spezifisch vom Ribozym erkannt, wobei
prinzipiell das Dien als Anthracen und das Dienophil als Maleimid vorliegen miissen.
Beziiglich des Anthracens zeigte sich, dass alle Positionen mit Ausnahme der 2- und 3-
Position (rot), Substitutionen der Grof3e einer Methylgruppe erlauben. Das Maleimid ist
am Stickstoffsubstituenten mit Alkylketten unterschiedlicher Lange derivatisierbar. Ei-
ne Methylgruppe als Substituent in a-Position dieser Alkylkette ist jedoch verboten.
Maleimidderivate mit einer Methylgruppe an der Doppelbindung des Maleimids zeigen
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ebenfalls keine Aktivitit. Aus diesen Versuchen kann man sich eine grobe Vorstellung
einer eventuellen Bindungstasche fiir die Substrate machen. Dabei ist jedoch zu beach-
ten, dass nicht direkt zwischen sterischen und elektronischen Ursachen fiir die Nichtum-

setzung durch das Ribozym unterschieden werden kann.

CH; CH,OH S
= Ary
H3C R = Alkyl - CHB
R = (CH,),-COOH
R = (CH,),-COOCH,
H-C R = (CH,),-COOH
5 R=H ‘ CH3;0
CH;
OR
SR
CHoR
A

Abb. 5 Substratvariationstoleranz  des  Diels-Alder — Ribozyms.  Vom  Ribozym

tolerierte Substituenten sind griin dargestellt, nicht tolerierte Substituenten rot’’.

Eine besondere Eigenschaft der Diels-Alder Reaktion ist die Bildung von Stereoisome-
ren. Untersuchungen zur Enantioselektivitit des Ribozyms zeigten, dass die Diels-Alder
Reaktion zwischen Anthracen und Maleimid mit hoher Enantioselektivitat katalysiert
wird. Dabei ist der Enantiomereniiberschuf3 (ee) hauptséchlich abhingig vom sterischen
Anspruch des Substituenten in 9-Position des Anthracens. Wéhrend 9-Hydroxymetyl-
anthracen lediglich mit einem ee von 16 % umgesetzt wird, liegt der ee fiir die Umset-
zung mit 9-Methylhexaethylenglykolanthracen bei liber 90 %. Um zu tberpriifen, wie
sich das Diels-Alder-Ribozym als chiraler Katalysator bei Umkehrung seiner Konfigu-
ration verhélt, wurde ein synthetisches 49-mer, das ausschlieBlich aus Nucleotiden mit
L-Riboseeinheiten aufgebaut ist, also das Spiegelbild des Ribozyms, hinsichtlich der
Verteilung der enantiomeren Produkte untersucht. Diese so genannten Spiegelmere sind
Spiegelbilder der natiirlichen RNAs aus D-Nucleotiden, weil alle Chiralititszentren in

einem Molekiil umgekehrt werden’™ .
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Abb. 6 Ribozymkatalysierte Diels-Alder Reaktion (in trans). Umgekehrte Enantioselektivi-
tdt des D-Ribozyms und des L-Ribozyms. Die Chromatogramme zeigen die chirale
HPLC-Analyse der Diels-Alder Produkte in Gegenwart des D-49-mers (links) und
des Spiegelmers L-49-mer (rvechts). Die Peaks sind den Produktenantiomeren zu-
zuordnen. Die Ribozymkatalysierte Reaktion setzt die Substrate mit einem 90%igen
Enantiomereniiberschufs um, wdhrend in der unkatalysierten Hintergrundreaktion

. . . 76
ein racemisches Gemisch entsteht’”.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die physikalischen und chemischen Eigenschaften
der Spiegelmere in Bezug auf ebenfalls gespiegelte Zielmolekiile erwartungsgeméal
nicht verdndern’®. Sie besitzen jedoch gegeniiber natiirlicher RNA den groBen Vorteil,
vollkommen resistent gegen natiirlich vorkommende Nukleasen zu sein, was diese

Technologie zu einem Erfolg versprechenden Ansatz macht. Erwartungsgemal besitzt
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das L-Spiegelmer-Ribozym genau umgekehrte enantioselektive Eigenschaften zum D-
Ribozym (Abb. 6).

Das Diels-Alder Ribozym ist der erste kiinstliche Ribozymvertreter, der in der Lage ist
eine C-C-Bindungsreaktion zwischen zwei kleinen ,,freien” organischen Reaktanden zu
katalysieren wobei die Bindungskniipfung enantioselektiv stattfindet. Damit besitzt die-
ses Ribozym mit Enzymen vergleichbare Eigenschaften. In der vorliegenden Arbeit
werden Untersuchungen vorgestellt, die zur weiteren Aufkldrung von Struktur und Me-

chanismus dieses Biokatalysators durchgefiihrt wurden.
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2 Ziel der Arbeit

Untersuchungsgegenstand der hier vorliegenden Arbeit ist das in der Einleitung vorge-
stellte Diels-Alder Ribozym. In dieser Arbeit sollte Struktur und Mechanismus dieses
Diels-Alder Ribozyms untersuchet und in vergleichenden Zusammenhang zu anderen
Diels-Alder Katalysatoren und Biokatalysatoren gestellt werden. Dazu wurden ver-
schiedene Ansitze verfolgt.

Mittels chemischer Substitutionsanalyse wurde die Akzeptanz des Ribozyms gegeniiber
Anderungen in der Substratstruktur getestet. Verschiedene Dien- und Dienophilderivate
wurden synthetisiert und auf ihre Substrateigenschaften gepriift. Akzeptanzen oder Into-
leranzen gegeniiber bestimmten Substratmodifikationen sollen Aufschluss iiber die
strukturelle Beschaffenheiten und Dimensionen eines aktiven Zentrums geben. Gleich-
zeitig sind diese Informationen Vorraussetzung, um Modifikationen fiir weitere Expe-
rimente zur Untersuchung von Struktur sowie Dynamik einzufiihren. Substrate fiir ver-
schiedene Ansdtze zur Strukturaufkldrung und Untersuchung des Mechanismus sollten
synthetisiert werden, wie Schweratom-Derivate zur Kristallstrukturaufklérung, photore-
aktive Substrate fiir Photoaffinitdtsmarkierungen und fluoreszenzmarkierte Substrate fiir
die Untersuchung dynamischer Aspekte des Ribozyms. In Photoaffinitdtsmarkierungs-
experimenten sollte erstmals das aktive Zentrum des Ribozyms lokalisiert werden. Mit
der Losung der Kristallstruktur des Diels-Alder Ribozyms, zu der diese Arbeit beigetra-
gen hat, ergab sich die Mdglichkeit diese Experimente mit der Kristallstruktur auf die
Vereinbarkeit der Ergebnisse zu untersuchen.

Weiteres Ziel der Arbeit ist es ein Verstdndnis der mechanistischen Grundlage ribo-
zymkatalysierter Diels-Alder Reaktionen zu erhalten. Dazu sollten verschiedene Ribo-
zymkonstrukte synthetisiert werden, wobei ein besonderer Schwerpunkt auf der Unter-
suchung der Enantioselektivitit des Ribozyms liegt. SchlieBlich sollten Beitrdge zur
Aufkldrung von Funktionsweisen von Ribozymen geleistet werden um diese mit enzy-
matischen Biokatalysatoren vergleichend unter dem allgemeinen Aspekt der Katalyse

zu betrachten.






3 Material und Methoden

3.1 Oligoribonukleotide

Alle Sequenzen sind in der Richtung 5 — 3’ angegeben. Die Oligoribonukleotide wur-
den als Produkte aus chemischer Festphasensynthese entweder kaduflich erworben (Fa.
Dharmacon Inc. * und Fa. CSS) oder selbst synthetisiert bzw. durch in vitro Transkrip-

tion mit geeigneten DNA-Templaten hergestellt.

49-mer:

GGAGCUCGCUUCGGCGAGGCCGUGCCAGCUCUUCGGAGCAAUACUCGG

38-mer :

GGGCGAGGCCGUGCCAGCUCUUCGGAGCAAUACUCGGC

11-mer:

GGAGCUCGCCC

1 1mer-5’-EG,-Anthracen :
Anthracen-EG,-GGAGCUCGCCC
Anthracen-EG3;-GGAGCUCGCCC
Anthracen-EG4-GGAGCUCGCCC
Anthracen-EG¢-GGAGCUCGCCC
Anthracen-EGg-GGAGCUCGCCC
Anthracen-EG)-GGAGCUCGCCC
Anthracen-EG,-GGAGCUCGCCC
11mer-5’-A-EGj,-Anthracen :
Anthracen-EG,-AGGAGCUCGCCC
11mer-5’-AA-EG/,-Anthracen :
Anthracen-EG,-AAGGAGCUCGCCC
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3.2 Oligodesoxyribonukleotide

Alle Sequenzen sind in der Richtung 5° — 3’ angegeben. Die Oligodesoxyribonukleoti-
de wurden als Produkte aus chemischer Festphasensynthese kiuflich erworben (Fa. I-

BA).

49-mer template antisense
GCCGAGTATTGCTCCGAAGAGCTGGCACGGCCTCGCCGAAGCGAGCTCCTA
TAGTGAGTCGTATTAGA

49-mer sense

TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTC

38-mer template antisense
GCCGAGTATTGCTCCGAAGAGCTGGCACGGCCTCGCCCTATAGTGAGT-
CGTATTAGA

38-mer sense

TCTAATACGACTCACTATAGGGCGAG

3.3 Enzymatische Synthese von Oligoribonukleinsiduren durch

T7-Transkription

Mit Hilfe der DNA-abhingigen RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 lésst sich in
vitro eine DNA-Sequenz in eine komplementidre RNA umschreiben, sofern sie an ihrem
3’-Ende einen 17 Basenpaare langen doppelstringigen Erkennungsbereich (T7-

Promotor) besitzt "

. Die eingebauten Basen werden in Form von Nucleo-
sidtriphosphaten (NTPs) benétigt. Durch Einsetzen von o-"’P-NTP oder auch y->*P-
GTP 148t sich die hergestellte RNA radioaktiv markieren. Die RNA-Synthese beginnt
im Anschluss an die Promotorregion stets mit einem Guanosinnucleotid, wobei sich die
Ausbeuten der Transkription deutlich erh6hen, wenn die RNA mit zwei oder mehreren
Guanosinnucleotiden beginnt.

Als DNA-Matrizen wurden hybridisierte synthetische Oligonucleotide eingesetzt. Sie
wurden durch Erhitzen der dquimolaren Mischung der beiden DNA-Strange auf 95°C
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fiir 3 Minuten und anschlieBendes Abkiihlen auf Raumtemperatur iiber einen Zeitraum

von mehr als 1 h prépariert. Es wurden so die DNA-Matrizen fiir das 49-mer Ribozym

und fiir die Substrat-RNA-Konjugate (8-mer bis 11-mer) aus entsprechenden syntheti-

schen Oligonucleotiden hybridisiert.

Standardansatz fiir Hybridisierung:

20 pl
20 pl
10 pl
ad 100 pl

DNA-sense-Strang mit Promotorbereich (100 um)
DNA -antisense-Strang (100 um)
10x PCR-Puffer (Gibco-BRL)

Wasser

Standardansatz fiir Transkription:

10 ul

10 ul

10 ul

1,2 ul
Sul
je4ul

4 ul

ad 100 pl

10x Transkriptionspufter:
800 mm
220 mM

10 mMm

dsDNA-Matrizen mit Promotorbereich (z.B. 20 um)

10x Transkriptionspuffer

Dithiothreitol (0,1 M, Gibco-BRL)

Rinderserumalbumin (20 mg/ml, Boehringer Mannheim)
a-"*P-CTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham)
NTPs (je 100 mm, Roche)

T7-Polymerase (50 U/pul, Stratagene)

Wasser

HEPES, pH 7,5
MgClz

Spermidin

In der Regel wurde zur radioaktiven Markierung a-*>P-CTP benutzt. Der Transkription-

sansatz wurde fur 2-4 Stunden oder Uiber Nacht bei 37°C inkubiert. Es wurde ein Ali-
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quot (2 ul) zur radioaktiven Bestimmung der hergestellten Menge an RNA abgenom-
men und der Reaktionsansatz direkt durch denaturierende PAGE gereinigt. Die Pro-
duktbanden wurden iiber Autoradiographie detektiert, aus dem Gel ausgeschnitten, mit
0,3 M Natriumacetat pH 5,5 2 x ca. 45 min bei 70 °C eluiert und mit Ethanol prézipi-
tiert. Die erhaltene RNA und das Aliquot wurden am Cerenkov-Zahler vermessen und
daraus die Ausbeute bestimmt. Fiir die Quantifizierung der RNA wurden folgende For-

meln benutzt:

Radioaktivitat der RNA [cpm] * 100%
eingesetzie Gesamtradioaktivitat [cpm]

Einbaurate des alpha-32P-CTP =

Einbaurate * Konzentration CTP * Ansatzvolumen

RNA - Stoff =
olimenge Anzahl der im Tramskript vorkommenden Cytidine

3.4 T7-Transkription mit Initiatornukleotid

Das Enzym T7-RNA-Polymerase toleriert manche chemische Modifikationen im Initia-
tionsschritt . Wihrend der Initiation der Transkription setzt das Enzym Guanosinmo-
nophosphat oder 5’-Konjugate von Guanosinmonophosphat um und baut diese am 5°-
Ende der RNA-Transkripte ein, jedoch nicht wihrend der Elongationsschritte.

Zur Erzeugung von 5’-Anthracen-Hexaethylenglycol-modifizierter RNA wurde das
Initiatornucleotid Anthracenmethylen-hexaethylenglycol-guanosin in Konzentrationen
von 1-4 mM den Transkriptionsansitzen zugegeben, wobei die GTP-Konzentration da-

., . . . . 84. 85
bei teilweise erniedrigt wurde "~

. Die Durchfiihrung der Reaktion und Aufreinigung
erfolgte analog zur Transkription ohne Initiatornucleotid, wobei sich hier das Anthra-
cen-RNA-Konjugat aufgrund seiner geringeren elektrophoretischen Mobilitit von den

unmodifizierten Transkripten abtrennen lief3.
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Standardansatz:
30 pl dsDNA-Matrizen mit Promotorbereich (z.B. 20 um)
10 ul 10x Transkriptionspuffer
10 pl Dithiothreitol (0,1 M, Gibco-BRL)
1,2 ul Rinderserumalbumin (20 mg/ml, Boehringer Mannheim)
10 ul a-"*P-CTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham)
je4dul ATP, CTP, UTP (je 100 mM, Roche)
2 ul GTP (100 mMm, Roche)
75 OD Anthracen-EGg-Guanosin
4 ul T7-Polymerase (50 U/ul, Stratagene)
ad 100 pl Wasser

3.5 Standartmethoden und Reagenzsysteme

Folgende Standardmethoden wurden entsprechend der angegebenen Literaturstellen **
87 oder nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Ethanol- und Isopropanolfdllungen, Polyacrylamidgelelektrophorese (Rothiphorese
DNA Sequenziersystem, Roth), Agarosegelelektrophorese, NAP 5 - Gelfiltration, pho-
tometrische Mengenbestimmung von Nucleinsduren, Cerenkov-Messung, Elution von

Nucleinsduren aus Gelen, Anfarben von Gelen mit SYBRGold™, UV-Shadowing.

3.6 Chemische Synthese von Nukleinsiduren

Fiir die durchgefiihrten RNA-Synthesen wurde der Syntheseautomat EXPEDITE 8909
der Firma Applied Biosystems verwendet. Er arbeitet nach dem Phosphoramidit-
Verfahren nach Beaucage & Caruthers. Dazu wurden Standard-Synthesechemikalien
der Firmen Proligo und Cruachem, sowie Acetonitril der Firma Roth (Wassergehalt <10
ppm) eingesetzt.

Es wurde mit B-Cyanoethylphosphoramiditen gearbeitet, deren exocyclische Ami-

nogruppen mit den iiblichen Schutzgruppen geschiitzt waren: isoButyryl-G, Benzoyl-A



26

und Benzoyl-C. Die 2’-Hydroxylgruppe der Ribophosphoramidite war als fertButyldi-
methylsilylether geschiitzt.

Die Synthesen wurden im 0,2 oder 1 umol-MaBstab durchgefiihrt. Dazu kam CPG-
Siulenmaterial (controlled pore glass) mit einer PorengroBe von 500 A zum Einsatz.
Die Standardsyntheseprotokolle des Geriéteherstellers wurden in der Arbeitsgruppe op-
timiert: Waschschritte erfolgten mit der 1,5- bis 2-fachen Zahl an Pulsen und der Oxida-
tionsschritt wurde mit der 2- bis 3-fachen Menge an Oxidationsreagenz durchgefiihrt.
Fiir DNA-Synthesen wurde Dicyanoimidazol als Aktivator benutzt. Durch die Verwen-
dung von 0,2 M Benzylthiotetrazol (BTT) als Aktivator bei RNA-Synthesen konnte der
Amiditverbrauch auf zwei Drittel der urspriinglichen Menge gesenkt und aulerdem die
Kopplungszeit von ca. 10 auf 4 Minuten verkiirzt werden **. Die Amidite wurden in
Konzentrationen von 0,1 M als Lésungen in Acetonitril eingesetzt. Im Folgenden ist ein
typisches Syntheseprotokoll fiir eine RNA-Synthese im 1 pumol-Mafistab im Expedite-

Format wiedergegeben:

Function Mode Amount Time(sec) Description
$Deblocking

144 /*Index Fract. Coll.  */NA 1 0 "Event out ON"
0 /*Default */ WAIT 0 1.5 "Wait"

141 /*Trityl Mon. On/Off  */ NA 1 1 "START data collection"
38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 15 0 "Flush system with Wsh A"
16 /*Dblk */ PULSE 20 0 "Dblk to column"

0 /*Default */ WAIT 0 20 "Default"

16 /*Dblk * PULSE 20 0 "Deblock"

0 /*Default */ WAIT 0 20 "Default"

16 /*Dblk */ PULSE 20 0 "Dblk"

0 /*Default */ WAIT 0 20 "Default"

38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 60 0 "Flush system with Wsh A"
141 /*Trityl Mon. On/Off  */ NA 0 1 "STOP data collection”
144 /*Index Fract. Coll.  */NA 2 0 "Event out OFF"
$Coupling

1 /*Wsh */ PULSE 8 0 "Flush system with Wsh"

2 /*Act * PULSE 5 0 "Flush system with Act"

18 /*A+ Act */ PULSE 6 0 "Monomer + Act to column"
18 /*A + Act */ PULSE 2 0 "Couple monomer"

0 /*Default */ WAIT 0 80 "Default"

18 /*A + Act */ PULSE 2 0 "A+ Act"

0 /*Default */ WAIT 0 80 "Default"

2 /*Act *PULSE 5 78 "Couple monomer"

1 /*Wsh * PULSE 2 24 "Couple monomer"

1 /*Wsh */ PULSE 21 0 "Flush system with Wsh"
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$Capping

12 /*Wsh A */ PULSE 30 0 "Flush system with Wsh A"
13 /*Caps * PULSE 7 0 "Caps to column"

13 /*Caps * PULSE 6 15 "Cap"

12 /*Wsh A *PULSE 9 23 "Cap"

12 /*Wsh A */ PULSE 21 0 "Flush system with Wsh A"
$Oxidizing

15 /*Ox */ PULSE 50 0 "Ox to column"

0 /*Default */ WAIT 0 20 "Default"

12 /*Wsh A */ PULSE 35 0 "Flush system with Wsh A"
$Capping

13 /*Caps */ PULSE 7 0 "Caps to column"

12 /*Wsh A */ PULSE 45 0 "End of cycle wash".

Die Abspaltung des synthetisierten Oligonukleotides vom Trégermaterial und Basenent-
schiitzung erfolgte mit 0,5-2 ml 40%-iger wisseriger Methylaminlosung bei 65°C fiir
10-20 min im Wasserbad *. Die iiberstehende Losung wurde dann abgenommen und
das CPG-Triagermaterial noch 3x mit je 1 ml einer Losung aus Ethanol, Acetonitril und
Wasser im Mischungsverhiltnis 3:1:1 gewaschen. Diese Filtrate wurden vereinigt und
nach vorheriger Kiihlung in fliissigem Stickstoff im Vakuum zur Trockne eingeengt.
Die Abspaltung der Silylschutzgruppen durch Flusssdure erfolgte mit 250 pl einer Mi-
schung aus N-Methylpyrrolidinon, Triethylamin und Triethylamin*Trihydrofluorid im
Verhiltnis 3:1, 5:2 fiir 90 min bei 65°C *°. Um das Rohprodukt durch reversed phase-
HPLC aufreinigen zu konnen, mussten die Fluoridionen entfernt werden. Dies geschah
durch Schiitteln mit 500 pl Isopropyltrimethylsilylether und nachfolgende Féllung des
Rohproduktes mit 1 ml Diethylether bei Raumtemperatur.

Die RNA wurde anschlieBend durch umkehrphasen-HPLC an einer Cg-Festphase auf-
gereinigt. Die Detektion erfolgte iiber die UV-Absorption bei 260 nm. Die Peaks wur-
den fraktioniert und anschlieBend im Vakuum zur Trockne eingedampft. Die gereinig-
ten Oligoribonucleotide wurden danach noch durch NAP 5-Gelfiltration und Ethanolfl-

lung entsalzt.

3.6.1 Synthese von Phosphoramiditen zur Kopplung von Anthracen

(0,749 mmol) des als Alkohol vorliegenden Anthracen-n-ethylenglykolderivats werden
fiir 12 h am Vacuum mit 3 x 5 ml Toluol koevaporiert und in 4ml siurefreiem CH,Cl,

unter Argon und Zugabe von 0,39 ml (2,2 mmol) Hiinig Base (Diisppropylethylamin
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DIPEA) unter Lichtausschluss geldst. Die Losung wird auf 0°C abgekiihlt und 0,20 ml
(0,9 mmol) 2-Cyanoethyl-N,N’-diisopropylchlorophosphoramidit zugegeben. Das Re-
aktionsgemisch wird fiir 1 h geriihrt, wéhrend die Temparatur langsam auf RT gebracht
wird. Die Losung férbt sich braun und wird bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
geriihrt, bis im Diinnschichtchromatogramm kein Edukt mehr detektiert wird (Laufmit-
tel: Ethylacetat/TEA 100:1). Das Reaktionsgemisch wird im Anschluf} direkt iiber Kie-
selgelchromatographie aufgereinigt (Laufmittel Ethylacetat/TEA 95:5) und das erhalte-
ne gelbliche Ol wird unter Argon bei -20°C gelagert und so bald als moglich zur Syn-

these von 5’-konjugierten Oligoribonukleotide eingesetzt.

3.6.2 Synthese von 5’-konjugierten Oligoribonukleotiden

Fiir die Synthese der Anthracenmethylenhexaethylenglycol-RNA-Konjugate wurde im
Prinzip genauso verfahren, wie bei der Herstellung unmodifizierter Oligonucleotide.
Der letzte Kopplungsschritt wurde mit einer 0,075-0,1 M Losung des Anthracen-
methylenhexaethylenglycol--cyanoethylphosphoramidites in Acetonitril ausgefiihrt.
Dabei wurden die doppelte Menge Aktivatorreagenz eingesetzt, die Kopplungszeit auf 2

x 15 min ausgedehnt und die letzte saure Dimethoxytritylabspaltung unterlassen.
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3.7 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

3.7.1 5’-Markierung durch Phosphorylierung

Der freie 5’-Terminus von Oligonucleotiden 148t sich mit dem Enzym Polynucleotid-
Kinase (PNK) aus dem Phagen T4 phosphorylieren. Dabei wird das y-Phosphat eines
ATP auf die 5’-Hydroxylgruppe des Oligonucleotides iibertragen. Benutzt man y->-P-

ATP, wird somit eine radioaktive Markierung ermoglicht.

Standardansatz:
1 ul RNA aus chemischer Synthese (z.B. 10 pmol)
3 min 65°C, dann 10 min auf Eis
1,5 ul 10x Kinasierungspuffer (MBI Fermentas)
3ul y->’P-ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham)
4 ul T4-Polynucleotidkinase (10 U/ul, MBI Fermentas)
ad 15 pl Wasser

Nach Inkubation bei 37°C fiir 1,5-2 Stunden wurde der Ansatz durch 15% PAGE (Se-
quenziergelapparatur) aufgereinigt, autoradiographiert, ausgeschnitten und das Oligo-
nucleotid mit je 150 pl Maxam & Gilbert-Elutionslosung (0,5 M NH4OAc; pH 5,5; 10
mM Mg(OAc),, 0,1 mM EDTA, 0,1% SDS) 3x30 min bei 37 °C eluiert. Als Fallungs-
hilfe wurden 20 pg 5°,3’-Adenosindiphosphat (pAp) zugegeben und mit dem 2,5-fachen
Volumen Ethanol gefillt. Das Pellet wurde in 30 pl Wasser geldst und durch Gelfiltrati-
on (Sephadex G-25) entsalzt.

3.7.2 3’-Markierung durch Ligation

Mit dem Enzym T4-RNA-Ligase kann die 3’-Hydroxylgruppe einer RNA mit der 5°-
Phosphatgruppe eines weiteren RNA-Molekiils in Gegenwart von ATP verestert wer-
den. Bei Verwendung von beispielsweise Cytidin-3’-(5’->*P)-diphosphat (pCp) erlaubt

diese Reaktion die radioaktive Markierung des 3’-Terminus von RNA *'.
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Standardansatz:
1l RNA aus chemischer Synthese (z.B. 10 pmol)
3 min 65°C, dann 10 min auf Eis

1,5 ul 10 x Ligationspuffer (MBI Fermentas)

1,5 pl 1 mM ATP
3ul a->2P-pCp (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham)
2ul T4-RNA-Ligase (20 U/ul, MBI Fermentas)

ad 15 pl Wasser

Nach Inkubation iiber Nacht bei 4°C wurde der Ansatz durch 15% PAGE (Sequenzier-
gelapparatur) aufgereinigt, autoradiographiert, ausgeschnitten und das Oligonucleotid
mit je 150 pl Maxam & Gilbert-Elutionslosung (0,5 M NH4OAc; pH 5.,5; 10 mM
Mg(OAc),, 0,1 mM EDTA, 0,1% SDS) 3 x 30 min bei 37°C eluiert. Als Féllungshilfe
wurden 20 pg 5°,3’-Adenosindiphosphat (pAp) zugegeben und mit dem 2,5-fachen Vo-
lumen Ethanol gefillt. Das Pellet wurde in 30 pl Wasser geldst und durch Gelfiltration
(Sephadex G-25) entsalzt.

3.8 Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC)

3.8.1 Reversed-phase-HPLC

HPLC ist eine Saulenchromatographie, bei der durch Verwendung von sehr feinkorni-
gem Tragermaterial flir die stationdre Phase (5 bis 10 um) eine sehr geringe Trennstu-
fenhohe und damit verbunden eine groBe Trennleistung erreicht wird. Zur Trennung
von Nucleinsduren wird eine unpolare Umkehrphase (reversed phase) als stationdre
Phase eingesetzt. Dafiir werden die polaren Silanolgruppen von Kieselgel mit Alkylsi-
lanen umgesetzt. Hier wurden C;g-Séulen mit 18 Kohlenstoffatomen in der modifizie-
renden Alkylkette verwendet (Ultrasphere ODS C18, 5 um, 80 A PorengroBe, 250 x
4,6 mm bzw. ,,LUNA*“ der Firmen Beckmann und Phenomenex). Die mobile Phase war
ein bindrer Gradient aus Puffer A (0,1 M TEAAc, pH 7,0) und Puffer B (0,1 M TEAAc,

pH 7,0 in 80% Acetonitril). Die chromatographische Trennung wurde mit einer FluBrate
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von 1 ml/min und einer Sdulentemperatur von 45°C durchgefiihrt. Es wurden die Geré-
tekonfigurationen System Gold der Firma Beckmann und ChemStation von Hewlett-
Packard verwendet. Die Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei ei-

ner oder mehreren durch die Methode bestimmten Wellenlédngen.

HPLC-Methode zur Reinigung von kurzen Oligonucleotiden:

0-30 min 1-40 % Puffer B
30-33 min 40-100 % Puffer B
33-38 min 100 % Puffer B
38-43 min 100-1 % Puffer B

HPLC-Methode zur Reinigung von Anthracenmethylen-n-ethylenglykol-11-mer-RNA-

Konjugat:
0-5 min 1-35 % Puffer B
5-15 min 35-40 % Puffer B
15-20 min 40-100 % Puffer B
20-25 min 100 % Puffer B
25-28 min 100-1 % Puffer B

HPLC-Methode zur Reinigung von Produkt-11-mer-RNA-Konjugat:

0-15 min 1-45 % Puffer B
15-20 min 45-55 % Puffer B
20-25 min 55-90 % Puffer B
25-26 min 90-100 % Puffer B
26-31 min 100 % Pufter B
31-33 min 100-1% Puffer B

3.8.2 HPLC an chiralen Festphasen

Fiir die Untersuchungen zur Enantioselektivitidt wurde eine chiral derivatisierte reversed

phase genutzt.
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Die Trennung der enantiomeren Diels-Alder Produkte erfolgte auf einer Umkehrphase,
die mit (R)-a-Naphthylethylamin als chiraler Gruppe derivatisiert war.

Sdule: YMC Chiral NEA (R) (YMC Europe), 250 x 4,6 mm, S-5um, 300 A

Flussrate: 0,8 ml min'l, Temperatur: 46°C, UV-Detektion: 210 nm

Gradient I: Wasser/Ethanol 65:35 isokratisch,

Gradient II: Wasser/Ethanol 63:37 isokratisch,

oder Gradient III: Wasser/Ethanol 60:40 isokratisch.

3.9 Aktivititsmessung von Ribozymen

3.9.1 HPLC-Assay

Eine rein qualitative Bestimmung der Substrateigenschaften eines grofiteils der Malei-
mide wurde in einem in cis HPLC-Assay durchgefiihrt. Zu einer Lésung von 0,2 mM
38-mer und 0,1 mM 11-mer-EGg-Anthracen in 30 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM NacCl
und 80 mM MgCl, wurde eine 10 mM ethanolische Losung des jeweiligen Dienophils
zugegeben zu einer Finalkonzentration von 1mM. Nach 10 min Inkubationszeit wurde
die Reaktion durch Zugabe von 1 pl B-Mercaptoethanol abgestoppt und der Reaktions-
ansatz HPLC-Chromatographisch aufgetrennt. Der gleiche Ansatz ohne 38-mer wurde
fiir eine Hintergrundreaktion ebenfalls HPLC-Chromatographisch aufgetrennt. Aus dem
Vergleich der entstanden Menge an 11-mer-EGg-Produkt ldsst sich eine qualitative Be-
urteilung der Substrateigenschaften des jeweiligen Dienophils treffen. Die HPL Chro-
matographische Auftrennung erfolgte nach den in Kapitel 3.8.1 beschriebenen Bedin-

gungen.

3.9.2 UV-Spektrometrischer Assay

Anthracen und seine Derivate weisen ein typisches UV-Spektrum auf mit einem beson-
ders groen Absorptionsmaximum bei 254 nm und drei ldngerwelligen kleinen Absorp-
tionsmaxima bei 345, 365 und 385 nm (,,Anthracenfinger). Durch die Reaktion mit
dem Maleimid in der Diels-Alder-Reaktion wird jedoch das dreigliedrige aromatische
Ringsystem zerstort und die langerwelligen Absorptionsmaxima verschwinden.

Auf diese Weise konnen relative Reaktionsgeschwindigkeiten durch UV/Vis-

Spektroskopie bestimmt werden. Die Absorption der jeweiligen Anthracenderivate bei
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einer Wellenldnge von 365 nm wurde 15 min bei Raumtemperatur verfolgt. Die Reakti-
onen wurden in 30 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7.4), 300 mM NaCl und 80 mm MgCl,
durchgefiihrt, wobei je nach Loslichkeit der Komponenten ein Anteil von bis zu 10%
organischem Losungsmittel zugesetzt wurde. Die katalysierten Reaktionen wurden mit
7 uM Ribozym durchgefiihrt. Die finale Konzentrations des Diens war 100 uM und die
des Dienophils 1 mM. Die Reaktionen wurden in einer Mikrokiivette in einem Volumen

von 7 pl verfolgt (Hellma, Imm bzw. 1 cm Schichtdicke)..

3.9.3 Fluoreszenzspektrometrischer Assay

Anthracen ist ein Fluorophor, das bei Anregung mit Licht der Wellenlénge 253 nm eine
typische blauviolette Fluoreszenz bei 419 nm zeigt. Durch die Reaktion mit dem Ma-
leimid in der Diels-Alder-Reaktion wird jedoch das dreigliedrige aromatische Ringsys-
tem zerstort und die Fahigkeit zu der beschriebenen Fluoreszenz geht verloren. Analog
zur UV-spektrometrischen Messung erfolgt also hier die Messung der Abnahme der
Fluoreszenz.

Die Messungen wurden am Spektrometer MOS-250 der Firma BioLogic bei den oben
angegebenen  Wellenldngen durchgefiihrt. Dazu wurde in einer Mikro-
Fluoreszenzkiivette (Volumen 30 ul, Hellma) das Anthracen-RNA-Konjugat in einer
Konzentration von 0.5 pM eingesetzt und die Reaktion durch Zugabe der Maleimid-
komponente (Endkonzentration 50 uM) gestartet. Das entsprach einem 100-fachen U-
berschuss iiber Anthracen-RNA-Konjugat. Danach wurde die Abnahme der Anthra-

cenfluoreszenz spektrometrisch iiber mindestens 300 Sekunden verfolgt.

3.10 Photoaffinititsmarkierungsexperimente

Alle Durchfiihrungen wurden unter Verwendung brauner Eppendorfgefdle vorgenom-
men. Zu einer Losung von 50 pM 38-mer (mit 5’->P-markiertem 38-mer ~5 x 10° cpm)
und 25 pM 11-mer-EGg-Anthracen in 30 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM NaCl und 80
mM MgCl, wurde unter Lichtausschluss eine 10 mM ethanolische Losung 1-(4-
Azidobenzyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (38) zu einer Finalkonzentration von ImM zugege-
ben. Nach 10 min Inkubationszeit wurde die RNA mittels Gelfiltration (DyeEx® A-

mersham) entsalzt und vom Uberschuss an 38 abgetrennt. Die erhaltene Losung wurde
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eingedampft und das Pellet erneut in 30 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM NaCl und 80
mM MgCl, gelost. Diese Losung wurde fiir 20 min unter Verwendung eines Polystyren-
filters mit Licht der Wellenldnge 302 nm bestrahlt. AnschlieBend wurde 1 ul DTT und
10 pl Formamid zugegeben. Die Probe wurde iiber ein 15%-iges denaturierendes Poly-
acrylamidgel aufgetrennt und die Bande des Photoaffinititsmarkierungsprodukts mittels
Phosphorimager identifiziert. Die Produktbande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und
mit 550 pl Maxam & Gilbert-Elutionslosung (0,5 M NH4OAc; pH 5,5; 10 mM
Mg(OAc),, 0,1 mM EDTA, 0,1% SDS) 6h bei 37°C eluiert. Als Féllungshilfe wurden
20 pg 5°,3’-Adenosindiphosphat (pAp) zugegeben und mit dem 2,5-fachen Volumen
Ethanol gefillt. Das Pellet wurde im Anschluss einer limitierten alkalischen Hydrolyse

unterworfen (Kapitel 3.11.2).

3.11 Enzymatischer und chemischer Verdau zur RNA Sequenzanalyse

Im folgenden werden die Methoden aufgefiihrt, mit denen die Sequenzanalyse flir die
Photoaffinititsmarkierungsexperimente durchgefiihrt wurden’®. Die RNA-Spaltprodukte
wurden zugeordnet, indem bei der Gelelektrophorese parallel Produkte aus alkalischer
RNA-Hydrolyse und limitierter Spaltung mit RNase T1 der gleichen RNA aufgetragen
wurden. Die markierte RNA wurde dem Verdau in Gegenwart von tRNA als Carrier
unterworfen. Nach der Aufarbeitung wurden die erzeugten RNA-Fragmente auf einem

Sequenziergel aufgetrennt und autoradiographiert.

3.11.1 Spaltung mit RNasen

RNase T1 aus Aspergillus orizae (MW 11000 Da) spaltet spezifisch Phosphodiesterbin-
dungen benachbart zum 3’-Phosphat von ungepaarten Guanosinresten in RNA. Bei der
Hydrolyse entstehen Fragmente mit einem 3’-Phosphat.

Die **P-markierte RNA (50.000 cpm/Ansatz) wurde in 1 pl Millipore Wasser gelost und
mit 0,37 ul tRNA (30ug/pl) versetzt. AnschlieBend wurde 10 pl T1-Puffer fiir denatu-
rierende Bedingungen (12,5 mM Natriumcitrat pH 4,5, 0,5 mMm EDTA, 3,5 M HarnstofYf)
zugegeben und fiir 10 min bei 55°C inkubiert. Dem Reaktionsansatz wurden 0,05 U

RNase T1 zugegeben und erneut fiir 10 min bei 55°C inkubiert. Die Reaktion wurde
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anschlieend sofort auf Eis gesetzt und durch Zugabe von 10 pl Formamid gestoppt.
Die Probe wurde auf ein 15%-iges denaturierendes Polyacrylamidgel geladen, die
Elektrophorese bei 1500 Volt fiir 3 h durchgefiihrt und die Banden mittels Phosphor-

imager analysiert.

3.11.2 Limitierte alkalische Hydrolyse

Die **P-markierte RNA (50.000 cpm/Ansatz) wurde in 1 pl Millipore Wasser gelost und
mit 0,37 pl tRNA (30pg/ul) versetzt. AnschlieBend wurde nach Zugabe von 10 pl 50
mM Natriumhydrogencarbonat-Losung (pH 9,0) bei 90°C fiir 8 min bei 90° inkubiert.
AnschlieBend wird der Reaktionsanstz sofort auf Eis gesetzt und 10 pul Formamid zuge-
geben. Die Probe wurde auf ein 15%-iges denaturierendes Polyacrylamidgel geladen,
die Elektrophorese bei 1500 Volt fiir 3 h durchgefiihrt und die Banden mittels Phos-

phorimager analysiert.

3.12 Enantioselektivititsuntersuchungen

3.12.1 Bestimmung im 7rans —Assay

Zu einer 15 pM wissrigen Losung 49-mer Ribozym, 1 mM wurde 9-n-Ethylebglykol-
anthracen in 30 mM Tris-HCI pH 7.4, 300 mM NaCl und 100 mM 80 mM Mg,Cl wur-
de eine 10 mM ethanolische Losung N-Pentylmaleimid zugegeben zu einer Finalkon-
zentration von 1 mM. Nach 10 min Reaktionszeit wird die Reaktion durch Zugabe von
1 ul B-Mercaptoethanol die Reaktion gestoppt und tiber chirale HPL Chromatographie
analysiert (Kapitel 3.8.2)

3.12.2 Bestimmung im Cis-Assay

Zu einer wissrigen Losung 0,4 mM 38-mer und 0,2 11-mer-EG,-Anthracen in in 30
mM Tris-HCI pH 7.4, 300 mM NaCl und 100 mM 80 mM Mg,Cl wurde eine 10 mM
ethanolische Losung N-Pentylmaleimid zu einer Finalkonzentration von 1 mM zugege-
ben. Nach 10 min Reaktionszeit wird die Reaktion durch Zugabe von 1 pl -
Mercaptoethanol die Reaktion gestoppt und das 11-mer-EG,-Diels-Alder Produkt iiber
umkehr Phasen HPL Chromatographie isoliert. Durch Verdau des isolierten Produkts



36

mit Phosphodiesterase I (PDE I von Crolatus adamanteus, Sigma) wurde die RNA vom
Diels-Alder Produkt von der RNA abgespalten. Dazu wurde das Pellet des 11-mer-EGy,-
Diels-Alder Produkts mit 100 ul PDE I (0,05 U/ml) in PDE-Puffer (0.1 M NaCl, 15 mM
MgCl,, 0,1 M Tris HCI pH 8.5) fiir 24 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Losung iiber einen 3000 mw ,,cut off* Filter (Microcon YM-3, Millipore) gegeben um
die Phosphodiesterase abzutrennen. Die erhaltene Losung wurde direkt mittels chiraler
HPL Chromatographie analysiert. Fiir EG-EGg mit Gradient I, fiir EGg und EGjy Gra-
dient IT und fiir EG;, mit Gradient Il (Kapitel 3.8.2).

3.13 Chemische Synthese

Generelles zur Synthese

Alle Reagenzien wurden erworben von Aldrich, Fluka oder Acros Organics und ver-
wendet ohne weitere Aufreinigung. Die reinen Stereoisomere der chiralen Amine wur-
den von der Firma ChiPros™ der BASF AG zur Verfiigung gestellt. Wasserfreie Lo-
sungsmittel (DMF, MeCN, CH,Cl,) wurden erworben bei Fluka und iiber Molekular-
sieb aufbewahrt. Saurefreies CH,Cl, wurden erhalten durch lagern des Losungsmittels
iiber Kaliumcarbonat (K,COs3) fiir mindestens 12 h. Die Durchfiihrung von Reaktionen
Lichtempfindlichen Verbindungen wurden alle in Glasgeridten aus Braunglas durchge-
fiihrt. Diinnschichtchromatographie wurde durchgefiihrt unter Verwendung von Kiesel-
gelplatten der Firma Macherey-Nagel (Polygram® Sil G/UVass 40 x 80 mm). Flashch-
romatographie wurde durchgefiihrt mit Kieselgel (Korngrée 40 pm) von J.T. Baker.
NMR Spektren wurden aufgenommen auf Bruker AM-360, AC-300, DRX-300
Spektrometer. 'H und ">C Spektren wurden kalibriert auf TMS auf der Basis der chemi-
schen Verschiebung des verwendeten Solvents als interner Standard. >'P-NMR Spektren
wurden kalibriert auf einen externen Standard (85% H3PO,). Zur Charakterisierung der
Signale werden die Abkiirzungen wie folgt verwendet: s = singlett, d = duplett, t =
triplett, q = quartett, quin = quintett, sext = sextett, m = multiplett. FAB (Glycerin- oder
NBA-Matrix) und EI (70 eV) Massenspektren wurden aufgenommen auf einem Mat
8200 Instrument. Die Zusammensetzung charakteristische Massenfragmente sind in

eckigen Klammern angegeben.
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Allgemeine Vorschrift zur Synthese von Maleimidderivaten

1 g (10,2 mmol) Maleinsdureanhydrid werden in 10 ml absolutem Acetonitril gelost.
11.1 mmol des Amin werden in 5-10ml absolutem Acetonitril geldst und iiber einen
Zeitraum von 5 min zu der eisgekiihlten Losung langsam zugetropft. Das Reaktionsge-
misch wird nach Entfernung des Eisbades fiir 1 h bei Raumtemparatur geriihrt. Im
Anschlufl wird das Losungsmittel am Rotatiosverdampfer entfernt und der weiBllich
Kristalline Riickstand in 20 ml Eisessig aufgenommen und nach Zugabe von 0,5 g Nat-
riumacetat fiir 4-6 h bei 85°C geriihrt. Der Reaktionsansatz féarbt sich dunkel. Der Eises-
sig wird abdestilliert und das Produkt wird aus dem schwarzen Riickstand mittels
Flashchromatographie {iber Kieselgel aufgereinigt (Laufmittel CH,Cl, oder
CH,Cl,/EtOH 9:1). Die Maleimide werden in einer Ausbeute von 70-80 % erhalten.

1-Phenethyl-1H-pyrrol-2,5-dion (4)

See

4

0]

'H-NMR (360 MHz, CDCl3): & 7.47-7.59 (m, 5H), 6.91 (s, 2H), 4.04 (t, 2H, J = 7.5 Hz),
3.18 (t, 2H, J= 7.5 Hz) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 168.51, 135.23, 132.54, 128.39, 127.13, 126.27 ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 201.1 (berechnet fiir [C1,H;;NO,]" 201.08)

1-(3-Phenylpropyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (5)

e

0]
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'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.46-7.59 (m, 5H), 6.95 (s, 2H), 3.89 (t, 2H, J= 7.2 Hz),
2.93 (t, 2H, J= 7.8 Hz), 2.25 (quint., 2H, J= 7.3 Hz) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.76, 140.92, 133.97, 128.39, 128.27, 125.99, 37.68,
33.08, 29.74 ppm

MS-EI: (m/z) [M]+ 215.1 (berechnet fiir [C13H13N02]+ 215.09)

1-(4-Phenylbutyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (6)

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.39-7.53 (m, 5H), 6.91 (s, 2H), 3.78 (t, 2H, J = 6.8 Hz),
2.87 (t,2H, J=7.1 Hz), 1.86 (m, 4H) ppm

PC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.77, 141.88, 136.37, 133.97, 128.27, 125.76, 37.56,
35.22,28.4, 28.03 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 229.1 (berechnet fiir [C14HsNO,]" 229.11)

1-((Naphthalen-1-yl)methyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (7)

'H-NMR (360 MHz, CDCl3): & 8.26 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.82 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.80
(d, 1H, J= 8.1 Hz), 7.4-7.59 (m, 4H), 6,71 (s, 2H), 5,16 (s, 2H) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.51, 134.21, 133.78, 131.25, 131.11, 128.74, 127.21,
126.54, 125.85, 125.23, 123.28, 39.35 ppm

MS-FAB: (m/z) [M]" 237.1 (berechnet fiir [C;5sH;;1NO,]" 237.08), [M+H]" 238,1 (be-
rechnet fiir [C;sH;NO,+H]" 238.08), [M+K]" 276.1 (berechnet fiir [C;sH; NO,+K]"
276.08)
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1-(2,2-Diphenylethyl)- 1 H-pyrrol-2,5-dion (8)

8 O%O

@)
8

"H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.52 (m, 10H), 6.78 (s, 2H), 4.85 (t, 1H, J = 8.5 Hz),
438 (d, 2H, J = 8.5 Hz) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.44, 146.94, 133.78, 128.50, 128.05, 126.86, 48.71,
42.36 ppm

MS-EI: (m/z) [M]+ 277.1 (berechnet fiir [CigH; 5N02]+ 277.11)

1-((Pyren-1-yl)methyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (9)

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 8.54 (d, 2H, J = 9.3 Hz), 7.98-8.2 (m, 7H), 6.69 (s, 7H),
5.4 (s, 2H) ppm
BC-NMR (90 MHz, CDCl3): & 170.6, 136.35, 134.19, 131.22, 131.17, 130.75, 130.59,

128.97, 128.74, 128.11, 127.83, 127.59, 127,28, 125.99, 125.36, 124.78, 124.63,
122.76, 39.5 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 311.1 (berechnet fiir [C2;H3NO>]" 311.09)
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1-((S)-Hexan-2-yl)-1H-pyrrol-2,5-dion (10)

Al

'"H-NMR (360 MHz, CDCL3): § 6.69 (s, 2H), 4.20 (m, 1H), 1.97 (m, 1H), 1.71 (m, 1H),
1.43 (d, 3H, J= 6.9 Hz), 1.21-1.38 (m, 4H), 0.93 (t, 1H, J= 7.2 Hz)
3C-NMR (90 MHz, CDCl5): § 171.00, 133.83, 47.41, 33.46, 29.67, 22.24, 18.65, 13.90

ppm
MS-EI: (m/z) [M]+ 181.1 (berechnet fiir [C10H15N02]+ 181.11)

1-((R)-Hexan-2-yl)-1H-pyrrol-2,5-dion (11)

O -
E:EN/\/\/
11
(0]

'"H-NMR (360 MHz, CDCLy): § 6.65 (s, 2H), 4.16 (m, 1H), 1.95 (m, 1H), 1.70 (m, 1H),
1.40 (d, 3H, J = 6.9 Hz), 1.17-1.25 (m, 4H), 0.89 (t, 1H, J= 7.2 Hz)
3C-NMR (90 MHz, CDCl5): § 170.93, 133.78, 47.31, 33.39, 29.63, 22.18, 18.59, 13.84

ppm
MS-EI: (m/z) [M]+ 181.1 (berechnet fiir [C10H15N02]+ 181.11)
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1-((R)-2-Phenylpropyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (14)

14

'H-NMR (360 MHz, CDCls): 8 7.39-7.51 (m, 5H), 6.82 (s, 2H), 3.86 (dq, 2H, J = 8.0
Hz, J=13.6Hz), 3.44 (sext, 1H, J=7.2 Hz), 1.47 (d, 3H, J= 7.0 Hz) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.69, 143.11, 136.54, 133.68, 128.46, 127.28, 126.82,
44.73,38.5,22.16 ppm

MS-EI: (m/z) [M]+ 216.1 (berechnet fiir [C13H13N02]+ 215.09)

1-((S)-2-Phenylpropyl)- 1H-pyrrol-2,5-dion (15)

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.4-7.52 (m, 5H), 6.83 (s, 2H), 3.87 (dq, 2H, J= 8.0 Hz,
J=13.7Hz), 3.45 (sext, 1H, J= 7.2 Hz), 1.48 (d, 3H, J= 7.0 Hz) ppm

PC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.60, 142.90, 136.40, 133.74, 128.37, 127.15, 126.70,
44.50, 38.5, 22.03 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 216.1 (berechnet fiir [C13H;3NO,]" 215.09)

1-(4-Iodobenzyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (16)

e,
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'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.64 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.09 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 6.71
(s, 2H), 4.60 (s, 2H) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.5, 138.09, 136.00, 134.54, 130.67, 93.84, 41.18 ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 313 (berechnet fiir [C;;HsINO,]" 312.96)

1-(4-bromobenzyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (17)

O
[‘éN/\Q\
0 17 Br

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.42 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.21 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.7 (s,
2H), 4.6 (s, 2H) ppm
PC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.18, 135.19, 134.19, 131,77, 130.15, 121.9, 40.75

ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 264.9 (berechnet fiir [C;;HgNO,Br]" 264.97)

1-(4-Bromophenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (19)

»
19
O

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.4 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.07 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 3.72 (t,
2H, J="7.3 Hz), 2.86 (t, 2H, J=7.3 Hz) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCl3): & 170.42, 136.7, 134.01, 131.61, 130.5, 120.56, 38.69,
33.81 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 279 (berechnet fiir [C1,H;0NO,Br]" 278.99)
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1-(N-tert-Butylcarboxycarbonyl-6-aminohexyl)-1 H-pyrrol-2,5-dion (30)

0
H
QN/\/\/\/N%
o 30 ©

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 6.69 (s, 2H), 3.49 (t, 2H, J= 7.1 Hz), 3.07 (t, 2H, J =
7.0 Hz), 1.57 (m, 2H), 1.43 (s, 9H), 1.26 (m, 6H) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.87, 156.20, 134.05, 60.39, 37.72, 30.91, 29.90,
28.40, 27.80, 26.35, 26.23, 26.16, 20.33 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 296 (berechnet fiir [C;5sH24N,0,]" 296.21

3-Bromo-1-pentyl-1H-pyrrol-2,5-dion (39)

Br 20

'H-NMR (360 MHz, CDCl3): & 6.85 (s, 1H), 3.59 (t, 2H, J=7.2 Hz), 1.59 (q, 2H, J =
7.5 Hz), 1.25 (m, 4H), 0.88 (t, 3H, /= 7.1 Hz) ppm

PC-NMR (90 MHz, CDCl3): & 168.59, 165.31, 131.72, 131.24, 38.06, 28.1, 22.13,
13.85 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 245 (berechnet fiir [CoH,NO,Br]" 245.01)

6-(3-Bromo-2,5-dioxo-2H-pyrrol-1(5H)-yl) hexansdure (40)

O
Br @)
O 21

'H-NMR (360 MHz,CDCls): § 6.87 (s, 1H), 3.57 (t, 2H, J= 7.2 Hz), 2.35 (t, 2H, J= 7.4
Hz), 1.59-1.7 (m, 4H), 1.31-1.39 (m, 2H) ppm
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BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 179.43, 168.84, 165.56, 132.0, 131.55, 38.79, 33.88,
28.31,26.27, 24.25 ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 289 (berechnet fiir [C1oH;;NO4Br]™ 288.99)

Synthese von 4-Azido-2-hydroxybenzoesdure (26)

N3
@YOH

OH O
26

In einem 2 1 Dreihalskolben werden zu einer rithrenden Suspension von 5 g (33 mmol)
4-Amino-2-hydroxybenzoesdure (25) in 130 ml dest. Wasser 25 ml konzentrierte
Schwefelsdure H,SO4 zugegeben. Die Suspension wird mit einem Eisbad auf 0°C ge-
kiihlt und es werden 2,8 g (40 mmol) NaNO, geldst in 25 ml dest. Wasser zugegeben.
Nach 1 h riithren bei 0°C, wird zu dem weiterhin gekiihlten Gemisch eine Losung von
3,6 g (56 mmol) in 20 ml dest. Wasser langsam zugetropft. Es kommt zu Schaumbil-
dung unter starker Gasentwicklung, weswegen die Verwendung eines 2 1 Kolbens ange-
raten wird. Nach Beendigung der Zugabe wird das Reaktionsgemisch weiterhin fiir 1 h
bei 0°C und anschlieBend fiir 30 h bei RT geriihrt. Die erhaltene Losung wird 3 mal mit
150 ml Ethylacetat extrahiert und die gesammelte organische Phase mit 200 ml Brine
gewaschen. Die organische Phase wird {iber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer abgezogen. Man erhélt 4,8 g (26,81 mmol; 81,2 %) eines o-
rangefarbenen kristallinen Feststoffes.

'H-NMR (360 MHz, CDCl5): 5 7.88 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 6.62 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 6.6 (s,
1H) ppm

PC-NMR (90 MHz, CDCl;): & 172.82, 164.47, 148.47, 133.26, 111.17, 110.83, 107.74
ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 179 (berechnet fiir [C;H,N303]" 179.03); [M-N,]" 151 (berechnet fiir
[C;H;NO;]" 151.03)
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Synthese von 1-[(4-Azido-2-hydroxybenzoyl)oxy]- 2,5-pyrrolidindion (27)
N3 o
\Q\I(O—N;\j
OH O {
27

1,35 g (7,5 mmol) 4-Azido-2-hydroxybenzoesdure (26) werden in einem Losungsmit-

telgemisch aus 25 ml CH,Cl, und 25 ml DMF gelost und 0,94 g (8,3 mmol) N-

Hydroxysuccinimid zugegeben. Unter Eiskiihlung wird eine Losung von 1,58 g (7.5
mmol) N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in 5 ml DMF zugegeben. Das Reaktions-
gemisch wird flir 12 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird der entstandene Feststoff ab-
filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in
Ethylacetat/Petrolether 1:1 umkristallisiert. Man erhélt 1,57 g (5,7 mmol; 76 %) eines
farblosen kristallinen Feststoffes.

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.88 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 6.68 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 6.62
(dd, 1H, J=2.1 Hz, J= 8.6 Hz), 2.34 (s, 4H) ppm

PC-NMR (90 MHz, CDCl;): § 170.47, 160.98, 147.34, 133.41, 110.62, 107.45, 107.29,
25.45 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 276.1 (berechnet fiir [C;sHoN4O,]" 276.05), [M-N,]"248.0 (berech-
net fiir [C15sH;oN2O,]" 248.04)

Synthese von 1-(6-Aminohexyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (31)

EléN/\/\/\/NHZ

0 31

1,4 g (5 mmol) 1-(N-tert-Butylcarboxycarbonyl-6-aminohexyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (30)
werden in 20 ml CH,Cl, geldst und mit 1 ml Trifluoressigsdure (TFA) versetzt. Nach 30
min Reaktionszeit werden erneut 2 ml TFA zugegeben. Der Reaktionsverlauf wird iiber

Diinnschichtchromatographie (Si0O,, Laufmittel Ethylacetat/Hexan 1:1 Regg: 0.8; Reprod:
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0.1) verfolgt und nach vollstindigem Umsatz nach 30 min das Losungsmittel entfernt.
Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie iiber Kieselgel aufgereinigt (Lauf-
mittel CH,Cl, (0,5 % TEA)). Man erhélt 745 mg (3,5 mmol, 76 %) eines weilllichen
Feststoffs, der bei RT zu einem farblosen Ol schmilzt.

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 6.72 (s, 2H), 3.51 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 3.1 (m, 2H), 1.7
(m, 2H), 1.28 (m, 2H) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 170.90, 134.09, 39.66, 37.36, 28.00, 27.19, 25.73, 25.40

ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 196 (berechnet fiir [C1oH1¢N,02]" 196.12)

Synthese von 1-Azido-1-methylbenzol (34)

34

In einem 2 1 Dreihalskolben werden zu einer rithrenden Suspension von 10 g (93,3
mmol) p-Toluidin (33) in 200 ml dest. Wasser 25 ml konzentrierte Schwefelsdure
H,SO4 zugegeben. Die Suspension wird mit einem Eisbad auf 0°C gekiihlt und es wer-
den 7 g (100 mmol) NaNO, gelost in 25 ml dest. Wasser zugegeben. Nach 1 h riihren
bei 0°C, wird zu dem weiterhin gekiihlten Gemisch eine Losung von 9,6 g (150 mmol)
Natriumazid (NaN3) in 20 ml dest. Wasser langsam zugetropft. Es kommt zu Schaum-
bildung unter starker Gasentwicklung, weswegen die Verwendung eines 2 1 Kolbens
angeraten wird. Nach Beendigung der Zugabe wird das Reaktionsgemisch weiterhin fiir
1 h bei 0°C und anschlieBend fiir 30 h bei RT geriihrt. Die erhaltene Losung wird 3 x
mit 150 ml Ethylacetat extrahiert und die gesammelte organische Phase mit 200 ml Bri-
ne gewaschen. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmit-
tel am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Riickstand wird tiber Kieselgelchroma-
tographie (Laufmittel Hexan/ CH,Cl, 4:1) aufgereinigt und man erhilt 8,82 g (66,2

mmol, 71 %) eines gelblichen kristallinen Feststoffes.
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'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.16 (d, 2H, J = 7.9 Hz), 6.93 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 2.33
(s, 3H) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 141.51, 138.11, 128.50, 127.42, 24.34 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 133 (berechnet fiir [C;H/N3]" 133.06), [M-N,]" 105 (berechnet fiir
[C;H,N] 105.06)

Synthese von 4-Azidobenzylbromid (35)

Br
35

6,5 g (48,5 mmol) 1-Azido-1-methylbenzol (34), 9,5 g (53,4 mmol) N-Bromsuccinimid
NBS und 770 mg AIBN werden in 100 ml Benzol unter Lichtausschluss fiihr 5 h zum
Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wird der Ansatz in 100 ml Wasser/Ether (1:1) geschiit-
tet. Die organischen Phasen werden abgetrennt und iiber MgSO, getrocknet. Das Lo-
sungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mittels Kiesel-
gelchromatographie aufgereinigt (Laufmittel Petrolether). Man erhélt 6.07 g (28,61
mmol, 59 %) eines briunlichen Feststoffes, der unter Lichtausschluss gelagert wird.
Umsatz sowie Aufreinigung werden in Braunglasgerdten durchgefiihrt um die Verbin-
dungen vor Zersetzung durch Lichteinfluss zu schiitzen.

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.57 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 5.08
(s, 2H) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 144.17, 139.57, 130.14, 118.9, 32.74 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 211 (berechnet fiir [C;H¢BrN3]" 210.97), [M-N,]" 183 (berechnet fiir
[C;H¢BIN]™ 182.97)
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Synthese von 2-(4-Azidobenzyl)isoindolin-1,3-dion (36)

N3

36

In einem Braunglasrundkolben werden 2,5 g (12 mmol) und 2,2 g (12 mmol) Kaliumph-
talimid in 30 ml Dimethylformamid (DMF) gelost. Das Reaktionsgemisch wird unter
Riithren auf 80 °C erhitzt. Der Reaktionsverlauf wird Diinnschichtchromatographisch
verfolgt (SiO,, Laufmittel Petrolether Ry p4: 0,3; Regg : 0 ) und nach Beendigung der
Reaktion (3 h) wird das Reaktionsgemisch in Eiswasser geschiittet. Der entstehende
Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet. Man erhélt 3 g (10,8 mmol, 90%) eines
gelblichen Feststoffes, der unter Lichtausschluss gelagert wird.

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.82-7.84 (m, 2H), 7.69-7.71 (m, 2H), 7.43 (d, 2H, J =
8.6 Hz), 6.97 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 4,81 (s, 2H) ppm

BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 167.97, 139.65, 134.05, 133.08, 132.04, 130.26, 123.39,
119.23 ppm

MS-EI: (m/z) [M]" 278 (berechnet fiir [C;sH;oN402]" 278.08), [M-N,]" 250 (berechnet
fiir [C1HgN20,]" 250.08)

Synthese von 4-Azidobenzylamin (37)

NH,
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3 g (10,8 mmol) 2-(4-Azidobenzyl)isoindolin-1,3-dion (36) werden unter Lichtaus-
schluss in 50 ml Ethanol geldst. AnschlieBend werden 4,5 ml Hydrazin-Monohydrat (64
%ige wissrige Losung) zugegeben und fiir 3 h unter RiickfluB geriihrt. Der entstandene
Niederschlag wird durch Zugabe von 30 ml 10 %iger Natronlauge unter fortwidhrendem
Riihren gelost. Das Reaktionsgemisch wird mit 4 x 50 ml CH,Cl, und die gesammelte
organische Phase iiber MgSO, getrocknet. Nach entfernen des Losungsmittels am Rota-
tionsverdampfer erhdlt man 1,25 g (8,44 mmol, 78%) eines bernsteinfarbenen Feststof-
fes, der unter Lichtausschluss gelagert wird.

'H-NMR (360 MHz, DMSO-dq): & 7.36 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.04 (d, 2H, J = 8.5 Hz),
3.69 (s, 2H) ppm

BC-NMR (90 MHz, DMSO-dq): & 140.00, 138.41, 128.53, 128.50, 119.00, 45.81 ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 148 (berechnet fiir [C;HsN4]" 148.07), [M-N,]" 120 (berechnet fiir
[C7HeN,]" 120.07)

Synthese von 1-(4-Azidobenzyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (38)
N3
O
| N—
38
(0]

500 mg (3,38 mmol) 4-Azidobenzylamin (37) und Maleinsidreanhydrid (3,38 mmol) (1)

werden in einem 50 ml-Braunglasrundkolben mit 15 ml absolutem CH,Cl, geldst und es
werden unter Eiskiihlung bei 0°C sukzessive 517 mg (3,38 mmol) 1-
Hydroxybenzotriazol und 740 mg N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird nach Riihren fiir 12 h bei 0°C filtriert und das Losungsmit-
tel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie
tiber Kieselgel aufgereinigt (Laufmittel Ethylacetat). Man erhélt 516 mg (2,26 mmol, 67
%) eines bernsteinfarbenen Feststoffes, der unter Lichtausschluss gelagert wird.
'H-NMR (360 MHz, CDCl3): & 7.35 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.97 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 6.71
(s, 2H), 4.64 (s, 2H) ppm
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PC-NMR (90 MHz, CDCl;): & 166.8, 139.55, 134.05, 132.72, 129.88, 119.08, 40.64

ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 228 (berechnet fiir [C;;HgN4O,]" 228.21), [M-N2]" 200 (berechnet
fiir [C;HsN»0,]" 200.06)

Allgemeine Vorschrift zur Synthese von 3,4-Dibrommaleimiden

Zu einer Losung von 670 mg (2,63 mmol) 3,4-dibromo-1H-pyrrole-2,5-dione in 10 ml
Aceton werden 387 mg wasserfreies Kaliumcarbonat (K,CO3) und 2,8 mmol des ent-
sprechenden Bromids hinzu gegeben. Das Reaktionsgemisch wird bei RT iiber Nacht
geriihrt. Anschliefend wird 10 ml Wasser zugegeben und die Reaktionsmischung wird
extrahiert mit Ethylacetat. Die organischen Phasen werden Vereinigt und mit Brine ge-
waschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand wird mittels Sdulenchromatographie iiber Kieselgel aufge-
reinigt (Ethylacetat/Hexan 1:1). Man erhidlt Ausbeuten zwischen 70-80 % eines

schwach orangefarbenen Feststoffes.

3,4-Dibromo-1-pentyl-1H-pyrrol-2,5-dion (41)

Br

Br 22

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 3.6 (t, 2H, J=7.2 Hz), 2.53 (q, 2H, J= 7.5 Hz), 1,23-
1,37 (m, 4H), 0,89 (t, 3H, J=7.11 Hz) ppm

PC-NMR (90 MHz, CDCls): & 163.96, 129.3, 39.81, 28.71, 28.11, 22.13, 13.86 ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 324.9 (berechnet fiir [CoH;;NO,Br,]" 324.91)
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Synthese von 1-Benzyl-3,4-dibromo-1H-pyrrol-2,5-dion (42)

O

Br
| N

Br
(e

'H-NMR (360 MHz, CDCls): & 7.3 (m, 5H), 4.7 (s, 2H) ppm
BC-NMR (90 MHz, CDCls): & 164.32, 128,90, 140.16, 129.42, 127.61, 125,35 ppm
MS-EI: (m/z) [M]" 342.9 (berechnet fiir [C;;H/NO,Br,]" 342.88)

Synthese von (4, 4’-Dimethoxytrityl)tetraethylenglykol (44)

_0 O O
O%VOATH
O 44 ‘

10 g (51.5 mmol) Tetraethylenglykol (43) werden 3 mal mit 35 ml Toluol koevaporiert
und unter Argon in 40 ml sdurefreiem CH,Cl, zusammen mit 2,6 ml (19 mmol, 0,37
equiv.) Triethylamin (TEA) und 63 mg (0,52 mmol, 0,01 eqiv.) 4-
Dimethylaminopyridin (DMAP) gelost. Eine Losung von 3,68 g (11,7 mmol) 4,4’-
Dimethoxytritylchlorid in 40 ml séurefreiem CH,Cl, wird langsam bei RT iiber eine
Spritzenpumpe innerhalb eines Zeitraums von 16 h zugetropft. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung mit 120 ml CH,Cl, verdiinnt und mit 100 ml 5%iger NaHCOs3, 100
ml Wasser und 2 x 100 ml Brine gewaschen. Nach trocknen mit MgSO, und entfernen
des Losungsmittels erhélt man ein gelbes Ol als Rohprodukt. Aufreinigung mittels
Flashchromatographie (Laufmittel Hexan/Ethylacetat 1:1 nach 100 % Ethylacetat (1 %
TEA)) liefert 4,6 g (4,6 mmol, 79%) eines gelbliches Ols.



52

'H-NMR (360 MHz, (CD3),CO): & 7.53-7.47 (m, 2H), 7.41-7.17 (m, 7H), 6.91-6.83 (m,
4H), 3.75 (s, 6H), 3.67-3.50 (m, 14H), 3.19 (t, 2H, J = 5.0 Hz) ppm

3C-NMR (90.5 MHz; (CD5),CO): & 160.45, 147.35, 138.12, 131.87, 129.97, 129.46,
128.37, 114.77, 87.56, 74.50, 72.45, 72.31, 72.27, 72.16, 72.13, 65.04, 62.97, 56.44

ppm
FAB MS: m/z [M]" 496.3 (berechnet fiir [C20H3607]" 496.25)

Synthese von (4, 4’-Dimethoxytrityl)tetraethylenglykol-p-toluolsulfonat (45)

AN
O

7,5 g (15,1 mmol) 4, 4’-Dimethoxytrityl)tetracthylenglykol (44) werden 3 x mit 35 ml
Toluol koevaporiert und zusammen mit 92 mg (0,79 mmol) DMAP und 6,3 ml TEA (45
mmol) in 80 ml sdurefreiem CH,Cl, geldst. Das Reaktionsgemisch wird 0°C abgekiihlt
und 3,17 g (16.6 mmol) p-Toluolsulfonylchlorid werden zugegeben. Unter fortwéahren-
dem Riihren ldsst man das Reaktionsgemisch iiber 12 h auf RT erwarmen. AnschlieBend
wird das Reaktionsgemisch mit 200 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 2 x 80 ml 5%iger
NaHCOs3, 80 ml Wasser und 2 x 80 ml Brine gewaschen. Nach trocknen mit MgSOy4
und entfernen des Losungsmittels erhilt man 9,78 g (15 mmol, 99%) eines gelben Ols,
dass keiner weiteren Aufreinigung bedarf um im nédchsten Reaktionsschritt eingesetzt
werden zu kdnnen.

'H-NMR (360 MHz, (CD3),CO): & 7.81-7.76 (m, 2H), 7.51-7.41 (m, 4H), 7.38-7.17 (m,
7H), 6.89-6.83 (m, 4H), 4.12 (t, 2H , J = 4.5 Hz), 3.76 (s, 6H), 3.65-3.49 (m, 12H), 3.17
(t, 2H, J= 5.0 Hz), 2.42 (s, 3H) ppm

BC-NMR (90.5 MHz, (CD;),CO): & 160.49, 147.37, 146.69, 138.15, 135.31, 131.89,
131.78, 129.99, 129.68, 129.48, 128.40, 114.79, 87.58, 72.47, 72.30, 72.26, 72.22,
72.18, 71.62, 70.26, 65.07, 56.46 ppm

FAB MS: m/z [M]" 650.3 (berechnet fiir [C3sH4,00S]" 650.25)
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Synthese von (4,4’-Dimethoxytrityl)decaethylenglykol (47)

0 O O
O%\/oer
O Y 10

6,52 g (23,1 mmol) Hexaethylenglykol (46) werden mit 3 x 20 ml Toluol koevaporiert
und in 20 ml absolutem Dimethylformamid (DMF) unter Argon gelost. Die Losung
wird auf 0 °C gekiihlt und 0,61 g (60 % in Ol, 15,3 mmol) Natriumhydrid werden zuge-
geben. Die Losung wird fiir weitere 10 min bei 0°C und 15 min bei RT gertihrt. 5,01 g
(4, 4’-Dimethoxytrityl)tetraethylenglykol-p-toluolsulfonat (45) werden mit 3 x 20 ml
Toluol koevaporiert und in 15 ml absolutem Dimethylformamid (DMF) unter Argon
geldst und langsam iiber einen Zeitraum von 16 h mit einer Spritzenpumpe zu der Lo-
sung zugetropft. Nach 20 h wird dem Reaktionsgemisch 200 ml CH,Cl, zugegeben und
mit 5 x 100 ml Wasser, 100 ml 5%iger NaHCO; und 100 ml Brine gewaschen. Nach
trocknen mit MgSO,4 und entfernen des Losungsmittels erhélt man ein briunliches Ol.
Aufreinigung mittels Flashchromatographie iiber Kieselgel (Laufmittel Ethylace-
tat/Ethanol 92:8 nach 60:40 (1% TEA) liefert 4,26 (5,6 mmol) eines hellen gelben Ols.
'H-NMR (360 MHz, (CD;),CO): & 7.53-7.45 (m, 2H), 7.40-7.17 (m, 7H), 6.92-6.83 (m,
4H), 3.78 (s, 6H), 3.67-3.48 (m, 38H), 3.17 (t, 2H, J=5.0 Hz) ppm

PC-NMR (75.5 MHz; (CD;),CO): & 160.49, 147.37, 138.16, 131.89, 129.99, 129.48,
128.40, 114.80, 87.59, 74.52, 72.49, 72.32, 72.21, 72.08, 71.87, 65.08, 62.98, 56.48
ppm

FAB MS: m/z [M]" 760 (berechnet fiir [C4;Hg0O13]" 760.40), m/z [M+Na]" 783 (be-
rechnet fiir [C4;HgoO13+Na]” 783.39)
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Synthese von 1-(4,4’-Dimethoxytrityloxy)-29-(9-antrhrylmethyloxy)-
3,6,9,12,15,18,21,24,27-nonaoxanonacosan (49a)

e
Q) o o
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1,04 g (1,31 mmol) (4,4’-Dimethoxytrityl)decaethylenglykol (47) werden mit 3 x 20 ml
Toluol koevaporiert und in 10 ml absolutem Acetonitril (MeCN) unter Argon gelost. 84
mg (60 % in Ol, 2,1 mmol) werden zugegeben und die Reaktionsmischung fiir 5 min bei
RT geriihrt. AnschlieBend werden 328 mg (1,44 mmol) 9-Chlormethylanthracen zuge-
geben und fiir weitere 60 min bei 40°C geriihrt. Der Reaktionsverlauf wird {iber Diinn-
schichtchromatographie (Laufmittel Ethylacetat/Methanol 98:2) verfolgt und nach voll-
standiger Umsetzung mit 8 ml Wasser gequenched. Danach werden weitere 80 ml E-
thylacetat und 40 ml Wasser zugegeben und die organische Phase abgetrennt. Nach wa-
schen mit 2 x 40 ml Wasser und 2 x 40 ml Brine wird die organische Phase iiber MgSO4
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der erhaltene gelbe
Olige Riickstand wird mittels Flashchrommatographie iiber Kieselgel aufgereinigt
(Laufmittel Ethylacetat (1 % TEA)). Man erhélt 911 mg (0,958 mmol, 73 %) eines hell-
gelben Ols.

'H-NMR (300 MHz (CD3),CO): & 8.55 (s, 1H), 8.50 (d, 2H, J = Hz), 8.06 (d, 2H, J =
Hz), 7.60-7.46 (m, 6H), 7.40-7.18 (m, 7H), 6.86 (m, 4 H), 5.54 (s, 2H), 3.83 (t, 2H, J =
Hz), 3.75 (s, 6H), 3.69-3.46 (m, 36H), 3.17 (t, 2H, J = 5.2 Hz) ppm

BC-NMR (75.5 MHz, (CD3),CO): & 164.74, 160.46, 147.35, 138.16, 133.38, 132.82,
131.88, 131.48, 130.65, 130.00, 129.82, 129.48, 128.39, 127.87, 126.85, 126.61,
114.81, 87.60, 72.55, 72.47, 72.28, 72.18, 71.87, 71.55, 66.71, 66.18, 65.08, 62.38,
56.48 ppm

FAB MS: m/z [M+Na]" 974.2 (berechnet fiir [Cs¢H70O13+Na]™ 973.47), [M]+ 951.2
(berechnet fiir [CssH70013]" 950.48)
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Synthese von 29-(9-antrhrylmethyloxy)-3,6,9,12,15,18,21,24,27-nonaoxanonacosan-1-
ol (49Db)

™1
(2

49b

1,25 g (1,31 mmol) 1-(4,4’-Dimethoxytrityloxy)-29-(9-antrhrylmethyloxy)-
3,6,9,12,15,18,21 24,27-nonaoxanonacosan (49a) werden in 30 ml einer 3 %igen Lo-
sung von TFA in CH,Cl, gelost. Nach 10 min Riihren bei Raumtemperatur wird dem
Reaktionsgemisch 40 ml geséttigte NaHCOs-Losung zugegeben. AnschlieBend wird das
Gemisch mit 50 ml CH,Cl, extrahiert und die organische Phase mit 40 ml Brine gewa-
schen, getrocknet iiber MgSO,4 und das Losungsmittel abdestilliert. Man erhélt ein gelb-
liches Ol als Rohprodukt das durch Kieselgelchromatographie iiber eine kurze Siule
aufgereinigt wird (Laufmittel Ethylacetat/Methanol 98:2 nach  Ethylace-
tat/CH,Cl,/Methanol 77:15:8). Man erhilt 750 mg (1,16 mmol) eines hellgelben Ols.
'H-NMR (300 MHz, (CD5),CO): & 8.58-8.47 (m, 3H), 8.07 (m, 2H), 7.62-7.47 (m, 4H),
5.55 (s, 2H), 3.84 (m, 2H), 3.67 (m, 2H), 3.67-3.48 (m, 36H) ppm

PC-NMR (75.5 MHz, (CD3),CO): & 133.40, 132.83, 131.49, 130.67, 129.83, 127.88,
126.87, 126.64, 74.494, 72.57, 72.17, 72.059, 71.55, 66.69, 62.94 ppm

FAB MS: m/z [M+Na]" 671.8 (berechnet fiir [C35sHs5,0;;+Na]" 671.34), 648.8 [M]+
648.8 (berechnet fiir [C35H52011]+ 648.35)

Synthese von 29-(9-antrhrylmethyloxy)-3,6,9,12,15,18,21,24,27-nonaoxanonacosan-1-

O-(B-cyanoethyl-N,N-diisopropyl)phosphoramidit (50)

/

N

/
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50
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0,486 g (0,749  mmol)  29-(9-antrhrylmethyloxy)-3,6,9,12,15,18,21,24,27-
nonaoxanonacosan-1-ol (49b) werden fiir 12 h am Vacuum mit 3 x 5 ml Toluol koeva-
poriert und in 4ml séurefreiem CH,Cl, unter Argon und Zugabe von 0,39 ml (2,2 mmol)
Hiinig Base (Diisppropylethylamin DIPEA) unter Lichtausschluss geldst. Die Losung
wird auf 0°C abgekiihlt und 0,20 ml (0,9 mmol) 2-Cyanoethyl-N,N’-
diisopropylchlorophosphoramidit zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir 1 h ge-
riihrt, wahrend die Temparatur langsam auf RT gebracht wird. Die Losung farbt sich
braun und wird Raumtemperatur unter Lichtausschluss geriihrt, bis im Diinnschichtch-
romatogramm kein Edukt mehr detektiert wird (Laufmittel: Ethylacetat/TEA 100:1, R¢,
ed: 0,15; Re proa: 0,6). Das Reaktionsgemisch wird im Anschluf direkt {iber Kieselgelch-
romatographie aufgereinigt (Laufmittel Ethylacetat/TEA 95:5) und man erhilt als Pro-
dukt 0,621 g (0,731 mmol, 98%) eines hellgelben Ols.

3P NMR (121.5 MHz, (CD;),CO): & 148.70 ppm

FAB: m/z [M+H,0]" 866.0 (calculated for [C44HsoN,0,P+H,0]" 866.47)



4 Ergebnisse

Kiinstliche Ribozyme, generiert durch in vitro Selektionsmethoden, sind seit geraumer
Zeit bekannt. Deren Mechanismen und katalytische Funktionsweisen hingegen liegen
bis heute weitgehend im Dunklen. Ziel dieser Arbeit bestand darin, das Minimalmotiv
eines mittels in vitro Selektion gewonnenen Diels-Alder Ribozyms auf eben diese me-
chanistischen, strukturellen und katalytische Eigenschaften zu untersuchen. Dazu wurde
eine Vielzahl von experimentellen Techniken angewendet, wie Organisch-Chemische
Synthese, Festphasensynthese von Oligonukleotiden, UV-Spektroskopie, HPLC an
normal-, umkehr- und chiralen Phasen, sowie molekularbiologische Methoden und

Rontgenkristallographie.

4.1 Substratspezifitat des Diels-Alder Ribozyms

Ein prinzipielles Kriterium fiir Biokatalysatoren ist neben der Reaktionsbeschleunigung
die Substratspezifitit. In der Natur ist diese hdufig von grofler Bedeutung. So spielt zum
Beispiel die Spezifitit eine wichtige Rolle bei der Verkniipfung der Aminosduren mit
der entsprechenden tRNA durch die jeweilige Aminoacyl-tRNA-Synthetase. Hier ist die
hohe Substratspezifitit der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen ein wichtiger Aspekt fiir die
Genauigkeit der Proteinsynthese und somit von grundlegender Bedeutung fiir jeden
Organismus. Andere Enzyme wie zum Beispiel einige Lipasen haben geringere Spezifi-
tat, um eine grofBe Anzahl verschiedener Verbindungen als Substrate zu akzeptieren.

Fiir die Anwendung von Enzymen zu Synthesezwecken kann eine geringe Spezifitit
von Vorteil sein, um ein breites Spektrum verschiedener Derivate umzusetzen. Die Sub-
stratspezifitit des Diels-Alder Ribozyms wurde bereits teilweise von Fritz Stuhlmann in
der Arbeitsgruppe von Prof. Jaschke untersucht. In diesen Arbeiten konnte die Modifi-
zierbarkeit des Diens sehr ausfiihrlich beschrieben werden. Die hier prasentierten Er-
gebnisse konzentrieren sich auf die Substratvariationstoleranzen des Ribozyms gegen-
iiber dem Dienophil. Diese sind gerade von besonderem Interesse unter dem Aspekt der
Stereoselektivitit des Ribozyms, das eine definierte Positionierung des Dienophils zum

Dien im aktiven Zentrum voraussetzt.
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4.1.1 Synthese von Maleimidsubstraten

Fiir die Synthese der Maleimidsubstrate galt der Variation des Substituenten am Stick-
stoff besonderes Interesse. Hierzu wurden Maleinsdureanhydrid 1 und ein Amin zum
jeweiligen Maleinsdureimid nach literaturbekannter Vorschrift von Cava et al. umge-

setzt”. Lediglich Losungsmittel und Reaktionsdauer wurden je nach eingesetztem Amin

variiert.
O 0o O
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1-phenyl-1H-pyrrol-2,5-dion 1-(3-phenylpropyl)-1H-pyrrol-2,5-dion
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0 E?NW©
O 3 o 8
1-benzyl-1H-pyrrol-2,5-dion 1-(4-phenylbutyl)-1H-pyrrol-2,5-dion
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1-phenethyl-1H-pyrrol-2,5-dion 1-((naphthalen- 1-y| methyl)-1H-pyrrol-2,5-dion
(O
O
9
1-(2,2- dlphenylethyl) 1H-pyrrol-2,5-dion 1-((pyren-2-yl)methyl)-1H-pyrrol-2,5-dion
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1-((S)-hexan-2-yl)-1H-pyrrol-2,5-dion 1-((R)-1- phenylethyl )-1H-pyrrol-2,5-dion
O ey
11
o)
1-((R)-hexan-2-yl)-1H-pyrrol-2,5-dion -((R)—2-phenylpropyl)—1H-pyrrol-2,5-dion
O /\/@
E:é J\© [N
- 15
o)
1-((S)-1-phenylethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion 1-((S)-2-phenylpropyl)-1H-pyrrol-2,5-dion

Abb. 7 Syntheseschema zur Herstellung von Maleimidderivaten (grau unterlegt) und syntheti-

sierte Maleimidderivate.

Auf diese Weise konnte eine groBBe Anzahl von Substraten mit verschiedenen Malei-
midseitenkettenresten synthetisiert werden.

Zum einen interessierte die Frage, inwieweit sterisch anspruchsvolle Substituenten ak-
zeptiert wiirden und zum anderen gab es ein besonderes Interesse an der Konformation
des Substituenten im gebundenen Zustand. Aus diesen Informationen sollte ermdglicht
werden ein Bild von Dimension und Architektur der Bindungstasche zu entwerfen. Ein
weiteres Interesse neben der Konformation galt der Konfiguration. Durch die Synthese
von Maleimidsubstraten mit Stereozentren sollte eine Stereoselektivitdt beziiglich des
Maleimidseitenkettenrestes untersucht werden’. Unterschiedliche Akzeptanz der Enan-
tiomere als Substrate fiir das Ribozym sollten rdumliche Informationen iiber die Bin-

dungstasche liefern.
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Zusétzlich erdffneten diese Synthesen die Mdoglichkeit iiber Maleimide Gruppen in das
Molekiil einzufiihren, die fiir Struktur- und Dynamikuntersuchungen von Nutzen sind.
Unter anderem bestand ein besonderes Interesse an der Einfithrung von Schweratomen.
Solche mit Schweratomen modifizierten Maleimide konnen durch die in cis Umsetzung
in ein Ribozym-Produkt-Konjugat iiberfiihrt werden. Solche Konstrukte wurden in Kris-
tallisationsexperimenten eingesetzt, wobei die Schweratome hilfreich bei der Lésung

des Phasenproblems sind.

o0 e

1-(4-iodobenzyl)-1H-pyrrol-2,5-dion 1-(4- |odophenethyl -1H-pyrrol-2,5-dion
0 «@
o) 17 Br

1-(4-bromobenzyl)-1H-pyrrol-2,5-dion 1-(4-bromophenethy|)-1 H-pyrrol-2,5-dion

Abb. 8 Synthetisierte Maleimidderivate mit Schweratommodifikation.

4.1.2 Substratvariationstoleranz

Die im Kapitel 4.1.1 beschriebenen Derivate wurden auf Thre Substrateigenschaften
untersucht. Dabei wurden verschiedene Assays verwendet. Abhidngig von der Loslich-
keit des Substrates im zu verwendenden Reaktionspuffer des Ribozyms wurde ein in
trans UV-spektroskopisches kinetisches Assay, ein in trans HPLC-Assay oder ein in cis
HPLC-Assay verwendet. Die spektroskopischen Eigenschaften des Anthracens mit ei-
nem Absorptionsmaximum bei 365 nm, lassen sich dabei fiir die Analytik nutzen. Fiir
das UV-spektroskopische Assay musste die Konzentration des Anthracens im Assay der
lokalen Konzentration des linkergekoppelten Anthracens angepasst werden, was das
Arbeiten in Mikrokiivetten erforderlich machte. Stark lipophile Seitenketten des jewei-

ligen Maleimids verringern die Loslichkeit in wéssrigem Puffer. Fiir schwer 16sliche
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Maleimide ist das UV-Assay nicht zu verwenden, da Pertubation, Precipitation oder
Aggregation die Messung storen konnen. Diese Effekte treten besonders verstirkt bei
der Verwendung von Mikrokiivetten auf. Hier scheint die im Vergleich zum Gesamtvo-
lumen groBe Kontaktfliche zur Kiivette eine Rolle zu spielen. Das in trans HPLC-
Assay ist sehr viel unempfindlicher gegeniiber solchen Phinomenen. Wahrend im UV-
Assay direkt die Abnahme des Anthracens durch Messung der Absorption iiber die Zeit
verfolgt wird, muss im in trans HPLC-Assay zu verschiedenen Zeitpunkten die Pro-
duktbildung iiber Auftrennung des Gemisches auf C18-Umkehrphasen Séulen bestimmt
werden. Somit kann die Produktbildung (bzw. respektive Eduktabnahme) nicht wie im
UV-Assay direkt bestimmt werden. Das in cis HPLC-Assay ist verwendet worden um
eine lediglich qualitative Bestimmung durchzufiihren, um zu bestimmen, ob das Sub-
strat vom Ribozym umgesetzt wird oder nicht. Dabei wird im in cis Assay das zwei-
stringe Ribozymkonstrukt bestehend aus 38-mer und 11-mer-Hexaethylenglykol-
Anthracen (11-mer-Heg-A) eingesetzt und nach 10 min. Reaktionszeit mit dem zu un-
tersuchenden Substrat unter den entsprechenden Pufferbedingungen mittels Umkerpha-

sen-HPLC auf Produktbildung hin untersucht.

1500 4 38-mer

= 4

E 1000

= T 11-mer-Heg-A

é’ -

500
4 11-mer-Heg-P(Pyren)
o]
T T T T v T
0 10 20 30
Retentionszeit / min

Abb. 9  HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von Verbindung 9 im in cis Assay (UV-
Detektion bei 260 nm (schwarz) und 365 nm (rot)).

Die Chromatogramme werden bei den Detektionswellenldngen 260 nm (in Abb. 8
schwarz) und 365 nm (in Abb. 8 rot) aufgezeichnet und das Produkt als 11-mer-Heg-
Produkt detektiert. In Abbildung 8 ist ein solches Chromatogramm fiir die Reaktion mit
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Maleimidderivat 9 dargestellt. In diesem Fall lassen sich die Peaks von 11-mer-Heg-A
und 11-mer-Heg-Produkt (11-mer-Heg-P) sehr gut iiber die Absorptionspektren der
jeweiligen Konjugate zuordnen. Wéhrend das 11-mer-Heg-A Konjugat mit einer Reten-
tionszeit von 18,4 min das charakteristische Anthracenspektrum aufweist, zeigt das 11-
mer-Heg-P bei 24,6 min das charakteristische Spektrum fiir die Pyrenmodifikation im

Produkt (312, 326, 343 nm)’>*°.

11-mer-Heg-A 11-mer-Heg-P(Pyren)

N

o

o
1
N

o

o
1

Abs./ mAU
Abs. / mAU

o
1

o
1

T 1 T T 1
300 350 400 300 350 400

Wellenldnge / nm Wellenldnge / nm

Abb. 10 UV-Spektrum des 11-mer-Hexaethylenglykol-Anthracen Konjugates von 275 bis
400 nm (links; rot) mit charakteristischen Absorptionsbanden bei 345, 365 und 385
nm. UV-Spektrum des 11-mer-Hexaethylenglykol-Diels-Alder-Produkt Konjugates
von 275 bis 400 nm (schwarz; rechts) mit charakteristischen Absorptionsbanden

bei 312, 326 und 345 nm.

Bei diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Verbindungen 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,14, 15,16, 17, 18 und 19 alle vom Ribozym als Substrate akzeptiert werden. Dabei
nimmt die Akzeptanz der Substrate mit der Lénge der Alkylkette in den Verbindungen 3
bis 6 ab. Die Verbindungen 7 und 9 sind weniger gute Substrate werden aber vom Ri-
bozym umgesetzt. Die aromatischen Sustituenten in 7 (Naphtalensubstituent) und 9 (Py-
rensubstituent) sind dabei von besonderem interessant durch ihren hohen sterischen An-
spruch. Auch die Verbindungen 8, 14 und 15 mit Verzweigungen in -Position werden
dhnlich gut vom Ribozym als Substrat akzeptiert. Alle anderen Verbindungen (2, 10,
11, 12 und 13) werden nicht als Substrate akzeptiert. Dabei ist zu bemerken, dass diese

Verbindungen alle eine Verzweigung in der a-Position aufweisen. Diese Ergebnisse
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lassen sich anhand der Kristallstruktur erklaren und diskutieren. Eine detailliertere Be-
trachtung der Substratakzeptanz durch das Ribozym und der Bindungstasche werden im

Diskussionsteil dieser Arbeit vorgenommen.

4.2 Photoaffinitiitsmarkierung des aktiven Zentrums

Photoaktive Reagenzien finden in der Biochemie breite Anwendung’’. Thre Eigenschaft,
durch Bestrahlung mit Licht einer definierten Wellenlidnge, sich in kurzlebige hochreak-
tive Spezies umzuwandeln, macht sie zu interessanten Verbindungen fiir strukturbiolo-

%8100 11 der Lite-

gische Untersuchungsmethoden und biotechnologische Anwendungen
ratur sind eine Vielzahl verschiedener photoreaktiver Gruppen und deren Einsatz in
strukturbiologischen Untersuchungen beschrieben.

Eine besondere Verwendung solcher photoaktiver Gruppen ist das Photoaffinititsmar-

. 101, 102
kieren

. Bei dieser Methode wird der Ligand, z.B. ein Enzymsubstrat, ein Rezepto-
ragonist oder —antagonist, in der Weise derivatisiert, dass er eine durch Licht aktivierba-
re Gruppe enthélt. Die Affinitit des Liganden trigt diesen zum Bindungsort. Durch die
Photoaktivierung lésst sich der Zeitpunkt und damit zumindest teilweise auch der Ort
der Reaktion bestimmen. Die Anwendungen reichen von einfachen Markierungen be-
stimmter Proteine in einem Proteingemisch bis zur Kartierung von Bindungsstellen

durch Identifizierung von Aminosdureresten, die mit dem Photoaffinitdtsreagenz reagie-

ren.

@ % @() L @) => Analyse

Abb. 11 Schematische Darstellung der Photoaffinititsmarkierung.

Heute werden sehr unterschiedliche Typen von Photoreagenzien in der Strukturuntersu-
chung von Biopolymeren eingesetzt'”. Eine hiufig verwendete photoreaktive Gruppe
ist das Phenylazid (20) oder dessen Derivate. Phenylazide benétigen zur Photoaktivie-

rung relativ viel Energie im Vergleich zu anderen photoaktiven Gruppen wie Ben-
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zophenon'**

oder Diazirin, dafiir ist die Stoftklasse der Azide préparativ leicht zugéng-
lich und handhabbar. Bei der Verwendung von Arylaziden (20) konnen auch Wellen-
lingen oberhalb 300 nm fiir die Bestrahlung gewéhlt werden, die die meisten Protein-
sowie Nukleinsdurestrukturen unbeschidigt lassen. Durch Bestrahlung mit Licht ent-
steht aus den Arylaziden (20) ein Singulett-Nitren (21) welches eine mittlere Lebens-
dauer von 1 ns bei Raumtemperatur aufweist, bevor sie sich iiber ein Benzazirin (22)
zum Dehydroazepin (Ketenimin) (23) umlagern. Von Nachteil bei Verwendung von
Aziden ist die Lebensdauer der entstehenden Nitrene, was nicht-spezifische oder mul-
tiple Insertionen zur Folge haben kann. So kann das zuerst entstehende Singulett-Nitren
(21) zu Triplett-Nitren umformen, das dazu neigt, Protonen aus CH-Bindungen abzu-
ziehen. Des Weiteren konnen Dehydroazepine (23) neben Insertionsreaktionen zu ge-

ringem Anteil auch mit dem Losungsmittel (z.B. Wasser) reagieren. Somit ist die Inser-

tionsausbeute in der Regel gering'®.

—N HNR'R"
e Oy T
SA\ N
20 21 22 23 N
R"” \R,

%(_/ %,_J
~1ns ~ 60-160 ns 24

Abb. 12 Reaktionskaskade nach Photoaktivierung von Phenylazid. Neben dem Dehydroazepin
(23) kann auch das Singulett-Nitren (21) bereits mit Nukleophilen reagieren. Dieses
ist jedoch nur sehr kurzzeitig stabil und kann sich auch in Triplett-Nitren umwan-

deln'”.

In der letzten Zeit finden diese Photoreaktiven Verbindungen und im speziellen das
Phenylazid immer mehr Anwendung in der Strukturuntersuchungen von DNA-Protein-
und RNA-Protein-Wechselwirkung. Auch in der Strukturaufkldrung von Ribozymen
haben Phenylazide vermehrt Einsatz als Quervernetzungsreagenzien gefundenl%'mg.

Ziel war es, Substrate fiir das Diels-Alder Ribozym zu synthetisieren, die eine solche
photoreaktive Phenylazidgruppe enthalten und als Substrat akzeptiert werden, um erst-

mals photoreaktive Verbindungen auch in Photoaffinititsstudien an Ribozymen einzu-

setzen. Besonders die hohe Affinitét des Produkts zum Ribozym sollte eine gute Mog-
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lichkeit darstellen, das aktive Zentrum mittels Photoaffinitdtsmarkierung experimentell

zu lokalisieren.

4.2.1 Synthese von photoreaktiven Verbindungen

Fiir die Synthese von photolabilen Verbindungen ist die Herstellung und Umsetzung
unter Lichtausschluss durchzufiihren. Dazu wurden simtliche Reaktionen und Aufreini-
gungen mit Reaktionsgefalen und Chromatographiesdulen aus Braunglas durchgefiihrt.

In der Regel werden Phenylazide aus dem Phenylamin mittels Diazotierung mit an-
schlieBender Zugabe von Natiumazid hergestellt. Als universeller Baustein wurde N-

Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalizylsiure (27) synthetisiert'®.

H,N N N Q
1) HNO,/H,SO, DCC / NHS
OH OH O-N
2) NaN3 DMF
OH O OH O §
27

OH O
25 26

Abb. 13 Syntheseschema des bifunktionalen, photoreaktiven NHS-Esters 27.

Ausgehend von 4-Aminosalizylsidure (25) wurde zuerst das Amin in ein Azid liberfiihrt
und anschlieBend die Carbonsdurefunktion als N-Hydroxysuccinimidylester (NHS-
Ester) aktiviert.

Die erhaltene N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalizylsdure (27) ist ein bifunktionales
Quervernetzungsreagenz. Zum einen kann es iiber den NHS-Ester an Amine gekoppelt
werden und zum anderen enthédlt es das Phenylazid als photoreaktive Gruppe. Diese
Verbindung wurde zur Synthese eines Phenylazidderivats des Maleimids eingesetzt und
lasst sich auch in Photoquervernetzungsexperimenten zur Strukturaufkldrung verwen-

den.

4.2.2 Synthese von Photoreaktiven Substraten

Fiir die Markierung eines Substrates mit einer photoreaktiven Gruppe bot sich das Die-

nophil an. Das Maleimid lasst Modifikationen in der Seitenkette mit Ausnahme der o-
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Position im bestimmten Rahmen zu. Zwei Maleimidderivate mit Phenylazidgruppen in
der Seitenkette wurden synthetisiert. Ausgehend von Hexan-1,6-diamin (28), welches
mittels Standard Schutzgruppenchemie einfach mit einer Boc-Gruppe geschiitzt wur-
de''’, wurde iiber den in Kapitel 4.1.1 bereits beschriebenen Syntheseweg das 1-(6-
aminohexyl)-1H-pyrrole-2,5-dion (31) hergestellt. Dieses wurde mit Verbindung 27 bei
Raumtemperatur in DMF unter Zugabe von TEA zum Zielprodukt 4-azido-2-hydroxy-
N-(6-(2,5-dioxo-2H-pyrrol-1(5H)-yl)hexyl)-benzamid (32) umgesetzt.

0]
Boc,0
DCM
28 29 H
0O
0-_9__0 1) MeCN H
29 N V | N/\/\/\/N
— 2) Ac,0, 80°C o
e 30
0 0O
H 10% TFA
l N/\/\/\/N\n)< e l NS ~NH,
6] 30 © 0] 31
N O N,
TEA §
31« O-NHS | NN
DMF / RT
OH O 0 32 O OH
Abb. 14 Syntheseschema zur Synthese eines photoreaktiven Maleimidderivates (32).

Alternativ zu Verbindung 32 wurde ein Maleimidderivat hergestellt, welches mit der
photoreaktiven Gruppe des Phenylazids iiber die kurzmoglichste Seitenkette markiert
ist. Unter Beriicksichtigung der in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Substratvariationstole-
ranz, die zeigte, dass Verzweigungen der Seitenkette in der a-Position durch das Ribo-
zym nicht toleriert werden, sollte das 1-(4-azidobenzyl)-1H-pyrrole-2,5-dione (38) (4-
Azidobenzyl-maleimid) als Maleimidderivat synthetisiert werden. Dazu wurde, ausge-

hend von p-Toluidin (33), das 1-Azido-4-methylbenzol (34) synthetisiert, was anschlie-
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Bend mit N-Bromsuccinimid zu 4-Azidobenzylbromid (35) umgesetzt wurde'''. Uber
eine Gabriel Synthese wurde 35 zu 4-Azidobenzylamin (37) weiter umgesetzt. Die an-
schlieBende Umsetzung von 37 mit Maleinsdureanhydrid (1) konnte nicht nach der in
4.1.1 beschriebenen Synthese von Maleimiden durchgefiihrt werden. Azide reagieren
bei hoheren Temperaturen mit Maleinsdureanhydrid in einer 1,3-Dipolaren Cyclo
addition zu Triazolen. Weiterhin ldsst die geringe Stabilitit der Azidfunktion bei hohe-
ren Temperaturen eine Umsetzung nach der Synthesevorschrift von Cava et al. nicht zu.
Es war also nétig die Umwandlung zu 38 unter milderen Bedingungen durchzufiihren.
Dazu wurde die Cyclisierung zum Maleimid 38 mit 1-Hydroxy-1H-benzotriazol (HOB)
und N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) bei 0 °C durchgefiihrt''2. So konnte Verbin-

dung 38 in guter Ausbeute gewonnen werden.

NH, N3 N3
1) HNO,/H,S0, NBS
2) NaN3
33 34 Br
35
N3
N3
K-Phtalimid 0 N,H,
N —_—_—
© NH,
36 37
N3
0
DCC / HOBt
37+ 1 | N
MeCN, 0°C 38
o}

Abb. 14 Syntheseschema zur Synthese eines photoreaktiven Maleimidderivates (38). Die
Umsetzung von 37 mit Maleinsdureanhydrid muss unter den angegebenen milden

Bedingungen durchgefiihrt werden.



68

Im Anschluss wurde die Photoreaktivitit der Verbindungen 32 und 38 unter UV-
Bestrahlung untersucht. Dazu wurde das UV-Spektrum von 200 bis 450 nm einer 1 mM
ethanolischen Losung der Verbindungen aufgenommen. Das Spektrum der Verbindung
32 zeigt Absorptionsbanden bei 210 und 250 nm. Verbindung 38 hingegen zeigt ein
Absorptionsmaximum bei 270 nm, sowie eine zusitzliche Absorptionsbande bei 307
nm. Diese Verschiebung der Absorptionsmaxima ist auf die zusitzliche Hydroxylgrup-
pe am Phenylring der Verbindung 38 zuriickzufiihren. Diese wurde durch Verwendung
der 4-Aminosalizylsdure anstelle von 4-Aminobenzoesiure gezielt in Verbindung 38
eingebaut. Zum einen soll sie die Loslichkeit des Substrates in polaren Losungsmitteln
verbessern und zum anderen die spektralen Eigenschaften leicht verdndern. Die Ver-
schiebung des Spektrums zu hoheren Wellenldngen ermdglicht eine héhere Quanten-
ausbeute beziiglich der Anregung der photoreaktiven Gruppe bei Wellenlédngen iiber
300 nm. Die Anregung der photoreaktiven Gruppe in Gegenwart von RNA sollte nicht
mit UV-Licht der Wellenldngen <290 nm durchgefiihrt werden, da die Energie des
kurzwelligen Lichtes Schadigungen an der RNA verursachen kann. Nach Aufnahme des
Spektrums wurden die jeweiligen Proben fiir 20 Sekunden mit UV-Licht der Wellen-
lange 254 nm aus einem Abstand von lcm bestrahlt. Erneut wurde ein UV-Spektrum
der Verbindung aufgenommen. Diese Vorgehensweise wurde 20-mal wiederholt. Die
aufgenommenen UV-Spektren in Abbildung 15 und in Abbildung 16 zeigen deutlich die
Abnahme der Absorption nach Bestrahlung. Die Abnahme ist zurlickzufiithren auf die
Ringerweiterung des Phenylazids zum Dihydroazepin durch die UV-Bestrahlung. Die
UV-Spektren der Messungen nach den jeweils 20 Sekunden dauernden Bestrahlung mit
UV-Licht der Wellenldnge 254 nm zeigen somit, dass die Verbindungen 32 und 38 pho-
toreaktive Eigenschaften besitzen. In Abbildung 15 ist zusétzlich die Abhdngigkeit der
Absorption bei 250 nm von der Dauer der Bestrahlungszeit dargestellt. Die Intensitét
der Absorption bei 250 nm zeigt eine einfach exponentielle Abhingigkeit zur Bestrah-

lungsdauer bei Bestrahlung der Proben mit UV-Licht der Wellenldnge 254 nm.
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Abb. 15  UV-Spektren einer 1 mM ethanolischen Losung der Verbindung 38 vor und nach
Bestrahlung der Losung mit Lich der Wellenldnge 254 nm. Spektren wurden jeweils
nach 20 sec. Bestrahlung aufgenommen. Die innere Grafik zeigt die exponentielle

Abnahme der Absorption der Losung bei 250 nm.
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Abb. 16  UV-Spektren einer 1 mM ethanolischen Losung der Verbindung 32 vor und nach
Bestrahlung der Losung mit Licht der Wellenldnge 254 nm. Spektren wurden jeweils

nach 20 sec. Bestrahlung aufgenommen.
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Um weiterhin die Verbindungen auf ihre Verwendbarkeit in Photomarkierungsexperi-
menten mit RNA zu untersuchen, wurde die Bestrahlung von einer 1 mM ethanolischen
Losung bei einer Wellenldnge von 302 nm untersucht. Die Versuche wurden mit und
ohne Verwendung eines Polystyrenfilters durchgefiihrt. Polystyren ist nur fiir UV-Licht
mit Wellenlingen groBer als 290 nm durchlissig'®. Kiirzere Wellenlédngen werden ab-
sorbiert. Somit ist ein Polystyren gut als Filter zu verwenden, um sicherzustellen, dass
die RNA bei Bestrahlung nicht geschadigt wird. Abbildung 7 zeigt die UV-Spektren
einer | mM ethanolischen Losung der Verbindung 38 vor und nach 5 Minuten Bestrah-
lung mit UV-Licht der Wellenldnge 302 nm jeweils mit und ohne Polystyrenfilter. Die
Spektren zeigen deutlich, dass durch Verwendung des Polystyrenfilters die Quanten-
ausbeute beziiglich der Anregung der Photoreaktiven Gruppe zwar vermindert wird,
aber die Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlédnge 302 nm mit Verwendung eines Po-
lystyrenfilters noch eine ausreichende Aktivierung der Photoreaktiven Gruppe in Ver-

bindung 38 gewéhrleistet.
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Abb. 17 UV-Spektrum der Verbindung 38 vor und nach Bestrahlung mit Licht der Wellen-
ldnge 302 nm mit (blau) und ohne Polystyrenfilter (rot).
4.2.3 Photoaffinititsmarkierungsexperimente

Das Diels-Alder Ribozym besitzt eine relativ hohe Affinitdt zum Produkt der Diels-

Alder Reaktion zwischen Anthracen und Maleimid. Diese Produktinhibiton wurde fir
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die Photoaffinititsmarkierung genutzt. Der Km-Wert von Maleimidsubstrate liegt im
millimolaren Bereich, was auf eine schwache Bindungskonstante hinweist’®. Der 1Csp-
Wert des ,,richtigen” Produktstereoisomers liegt bei 10 uM’’. Die hohe Affinitit des
Produktes zum Ribozym und die sehr hohe lokale Konzentration des Produktes im cis-
Assay sind gute Voraussetzungen um Photoaffinitaitsmarkierungsexperimente mit die-
sem System durchzufiihren'"”. Das Maleimidderivat 38 wurde in der zweistringigen
Ribozymvariante mit 11-mer-Anthracen und 38-mer zu 11-mer-Diels-Alder-Produkt in
einer 2:1 Stochiometrie umgesetzt, wie zuvor in Kapitel 4.1.2 beschrieben. Die Reakti-
on erfolgte bei Raumtemperatur fiir eine Reaktionszeit von 10 min. Dadurch wurde ge-
wiéhrleistet, dass sich ausschlieSlich das bei der Ribozymkatalysierten Reaktion entste-
hende und somit ,,richtige” Enantiomer bildet. Das Chromatogramm in Abb. 18 zeigt
die Auftrennung des Reaktionsgemisches mit Umkehrphasen-HPLC. Nach einer Reten-
tionszeit von 22 min wird das 11-mer-Diels-Alder-Produkt detektiert. Die HPLC-
Detektion wurde mittels Radioaktivitatsdetektion vorgenommen, wobei das 3’-Ende der
11-mer-Heg-Anthracen sowie das 5’-Ende der 38-mer-RNA zuvor radioaktiv markiert
wurden. Somit lie} sich jeglicher Lichteinfluss durch UV-Detektion verhindern. Die
Verbindung 38 wurde als Substrat vom Ribozym akzeptiert, womit auch das Produkt

die erwartet hohe Affinitdt zum Ribozym besitzen sollte.
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Abb. 18 HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von Verbindung 9 im in cis Assay.

Detektion iiber HPLC-Radioaktivitdtsdetektor.

Fiir die Photoaffinititsmarkierung wurde Verbindung 38 im cis-Assay eingesetzt.Zur
Detektion wurde entweder am 5’-Terminus **P-markiertes 38-mer oder iiber Ligation

mit Cytidin-3’-(5’-**P)-diphosphat (pCp) am 3’-Terminus markiertes 11-mer-Anthracen
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verwendet. Nach 10 Minuten Reaktionszeit wird das Reaktionsgemisch iiber eine kleine
Gelchromatographiesdule (DyeEx®, Amersham) gegeben um Substratiiberschull abzu-
trennen. Das 38-mer und das 11-mer-Produkt wurden erneut im Reaktionspuffer gelost
und fiir 20 Minuten mit UV-Licht der Wellenlédnge 302 nm bestrahlt. Die Bestrahlung
wurde durch einen Polystyrenfilter aus einem Abstand von 1 cm auf die Probe ange-
wendet. AnschlieBend an die Bestrahlung wurde die Photoreaktion mit Dithiothreitol
(DTT) abgestoppt und das Reaktionsgemisch auf einem 15% Polyacrylamidgel e-

lektrophoretisch aufgetrennt.

- e Xin
- 49-mer

- . . 38-mer

11-mer-P

11-mer-A

Abb. 19 Nachweis der Photoaffinitdtsmarkierung mittels gelektrophoretrischer Auftrennung
(PAGE). Spuren I und 2: *11-mer-A, 38-mer nach 10 min Umsetzung mit Verbin-
dung 38 und anschliefender 20 miniitiger Bestrahlung (302 nm; Polystyrenfilter),
Spur 3: *11-mer-A Vergleich; Spur 4: *38-mer Vergleich; Spur 5: *49-mer Ver-
gleich; Spur 6 und 7: 11-mer-A, *38-mer nach 10 min Umsetzung mit 38 und an-
schlieffender 20 miniitigen Bestrahlung (302 nm,; Polystyrenfilter); * = Radiomar-
kierung mit *’P. (11mer-Anthracen und 11-mer-Produkt in Spur 1 und 2 zeigen
nicht charakterisierte Banden analog zur Kontrolle in Spur 3); Photoaffinitdtspro-
duktbanden (XIn) in Spuren 1, 2, 6 und 7 sind mit einem grauen Kasten gekenn-

zeichnet. Aufnahme des Radiogramms mit Phosphorimager.
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Abbildung 19 zeigt das fiir 3’-markiertes 11-mer (Linie 1 und 2) sowie fiir 5’-markiertes
38-mer (Linie 6 und 7) Photoaffinititsvernetzte Produkte (XIn gekennzeichnet durch
grauen Rahmen) zu identifizieren sind. Das Laufverhalten ist dem des kompletten 49-
mer Ribozyms dhnlich. Die Tatsache, dass in beiden Markierungsansétzen Produktban-
den mit gleichen Mobilitdtseigenschaften bestimmt werden konnen, zeigt, dass es sich
bei der Bande um ein Produkt aus photoaktivierten Vernetzungen zwischen 11-mer und
38-mer handelt. Zusitzlich wurde die Abhédngigkeit der Photoaffinitdtsmarkierung von
der Magnesiumionenkonzentration untersucht. Das Ribozym bendtigt zum Ausbilden
der aktiven Struktur Magnesiumionen. In Abwesenheit dieser liegt keine aktive Struktur
vor, was bedeutet, dass die Bindung des photoreaktiven Diels-Alder-Produktes im akti-
ven Zentrum nicht moglich ist. Abbildung 20 zeigt die Abhéngigkeit der Photoaffini-
taitsmarkierung von der Magnesiumionenkonzentration bei Verwendung von 3’-
markiertem 11-mer-Anthracen im Photoaffinititsmarkierungsassay. In der Abwesenheit
von Magnesiumionen (Linie 1) ist keine Produktbande zu detektieren und mit zuneh-
mender Magnesiumionenkonzentration wird die Intensitit der Bande groBer (Spur 2-5).
Das Experiment zeigt deutlich den Zusammenhang zwischen aktiver Struktur und Pho-

toaffinitdtsmarkierung und ist ein deutlicher Beweis fiir die Spezifitét dieser.

1 2 3 4 5

2+

omMm M* 100 mM

| | Xin

Abb. 20 Nachweis der Abhdngigkeit der Photoaffinititsmarkierung von
der Magnesiumkonzentration. Alle Spuren: *11-mer-A, 38-mer
nach 10 min Umsetzung mit Verbindung 38 und
anschlieffender20 min Bestrahlung (302 nm,; Polystyrenfilter)
mit Spur 1:[Mg”"] 0 mM, Spur 2: [Mg”*] 25 mM, Spur 3: [Mg”']

- 50mM;Spur 4:  [Mg”] 75 mM; Spur 5: [Mg’"] 100 mM.

?.?“ Aufnahme desRadiogramms mit Phosphorimager.

Um die Position der Photoaffinititsmarkierung zu bestimmen muss die Photoaffinitats-
produktbande (XIn) des 5’-Terminal markierte 38-mer Ansatzes ausgeschnitten und
isoliert werden. Nach Isolation wird die Probe einer partiellen alkalischen Hydrolyse

unterzogen. Die Hydrolyseleiter sollte an der Photomarkierten Position einen Sprung
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aufweisen wodurch die markierte Base genau zu bestimmen ist. Abbildung XX zeigt die
Hydrolyseleiter des Photomarkierungsproduktes, die Hydrolyseleiter des 38-mers sowie
einen enzymatischen Verdau des denaturierten 38-mers mit RNase T1 auf einem
15%igen Sequenziergel. Die RNase T1 spaltet Phosphordiesterbindungen ungepaarter
Guanosinreste in RNA, wobei Fragmente mit einem 3’-Phosphat entstehen. Die Banden
des RNase T1-Verdaus sind den Guanosinresten der Sequenz zuzuordnen. Die Hydroly-
seleiter des Photoproduktes zeigt einen deutlichen Sprung, der der Photoaffinitétsmar-

kierung von Uridin 42 zuzuordnen ist.

Xn On-T. OH-T, XIn 38-mer
OH" - -
OH™ OH
S@ne eos. .
= Ga7
! = == S8 ;L,,
s = G b
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- - 22 C 46
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0: - u42 | - U 42
b - T G —— A 41
’=. - Gy C39
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Abb. 21 Seqenzanalyse des Photoaffinititsmarkierungsprodukts. Spur 1: isoliertes Photo-

affinitdtsmarkierungsprodukt mit markiertem *38-mer nach partieller Hydrolyse;
Spuren 2,3,5 und 6. 38-mer nach partieller Hydrolyse; Spuren 4 und 7: *38-mer
nach Verdau mit RNase T1 (links); Vergroferter Ausschnitt des Sequenziergels
mit Zuordnung der photoaffinititsmarkierten Base U42 (rechts). Aufnahme des

Radiogramms mit Phosphorimager.



Schweratomderivate fiir Kristallisationsexperimente 75

Mit diesen Photoaffinitidtsexperimenten konnte erstmals das aktive Zentrum des Diels-
Alder Ribozyms lokalisiert werden. Die Sekundérstruktur des Diels-Alder Ribozyms
weist neben den 3 helikalen Bereichen eine ,,Bulge“-Region auf. Die Photoaffinitits-
markierte Base U42 liegt in diesem ,,Bulge*“-Bereich. Die Experimente bestétigen was
bisher vermutet wurde: dieser ,,Bulge*“-Bereich spielt eine wichtige Rolle flir die Aus-
bildung einer katalytischen Tasche in der Tertidrstruktur.

Photoaffinititsexperimente mit Verbindung 32 fiihrten nicht zu Photoaffinitdtsmarkie-
rungsprodukten. Es ist anzunehmen, dass die relativ lange Alkylylkette im Maleimid-
substituenten der Verbindung 32 keine direkte Positionierung des photoreaktiven

Phenylazids im aktiven Zentrum gewéhrleistet.

4.3 Schweratomderivate fiir Kristallisationsexperimente

Die Rontgenstrukturkristallographie ist wohl das stirkste Instrument zur Aufklarung

114

biologischer Strukturen . Auch fiir Nukleinsduren bietet sie einen Zugang zu vollstin-

115

digen Strukturen und liefert die hochste gegenwirtig verfiigbare Auflosung °. In den

letzten Jahren konnten Kristallstrukturen von einigen natiirlichen Ribozymen bestimmt

116 117 118, 119
I- d ,

werden (Gruppe und Gruppe II-Intron Ribozyme ', RNase P, Hammerhea

Hairpin'?’ und Hepatitis Delta Virus-Ribozym'?'

). Dabei besteht, neben der Herstellung
von brauchbaren Einkristallen mit ausreichender Grofe, eine besondere Schwierigkeit
in der anschlieBenden Losung des Phasenproblems um eine Elektronendichtekarte zu
erstellen. Ein iiblicher Losungsansatz ist die Verwendung von Schweratomen. Hierbei
konnen die Phasen von den gut verstandenen Beugungsmustern von Schweratomrefe-
renzmarkern, die sich an spezifischen Positionen des Kristalls befinden, abgeleitet wer-
den. Schweratomderivate konnen auf unterschiedlichen Wegen erhalten werden. Die
gingigste Methode ist die so genannte ,,soak“-Methode (,,Saug-Methode®). Schwerato-
me konnen in bereits gewachsene Kristalle gesogen oder wihrend der Kristallisation co-
kristallisiert werden. Existieren Bindungsstellen fiir Schweratome, kénnen diese spezi-
fisch koordiniert werden und man erhélt brauchbare Derivate fiir die Losung des Pha-
senproblems. Die Anwendung dieser Methode eignet sich jedoch nicht fiir die RNA-
Kristallisation. Zwar ist RNA ein polyanionisches Biomolekiil und kann somit in Wech-

selwirkung mit Schweratomkationen treten, doch sind diese Wechselwirkungen meist
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unspezifisch. Hinzukommt, dass die Struktur von RNA haufig stark von der Gegenwart
von zweiwertigen Metallionen, iiblicherweise Magnesium, abhéngig ist. Die Schwer-
atom- und Magnesiumionen konnen daher um Bindungsstellen konkurrieren. Weiterhin
sind im Fall der RNA keine funktionellen Gruppen vorhanden, die bevorzugt als Bin-
dungsstellen fiir Schweratome dienen konnten, wie es bei Proteinen der Fall ist (z.B:
Thiolgruppen von Cysteinen). Trotzdem konnten mit dieser Methode erfolgreich Kris-
tallstrukturen geldst werden, wie im Fall der P4-P6-Domine''® oder der 5S rRNA'%.
thor><Year>1999</Y ear><RecNum>15</RecNum><record><rec-number>15</rec-
number><ref-type name='Journal Article"™17</ref-type><contri, die im Anschluss als
Grundlage zur Losung der Kristallstruktur dienten. Die Alternative zu einer solchen
»s0ak“-Methode ist die Moglichkeit Schweratome oder Schweratombindungstellen
kovalent in die RNA- Struktur einzufiihren. Dabei sollte die Anderung an der RNA
minimal gehalten werden, so dass die Struktur nicht von der Modifikation beeinflusst
wird. Ein besonderer Vorteil dieser Methode liegt auch in der definierten Stochiometrie
der Modifikation. Jedes Molekiil ist mit eine definierten Anzahl Schweratomreferenz
markiert, wobei die Position der Modifikation beziiglich der Primérstruktur bekannt ist.
Der einfachste Weg auf diese Weise Schweratome einzufiihren ist der Einbau von halo-
genierten Pyrimidinbasen. Brom oder Iod als Substituenten in 5-Position von Uracil
oder Cytosin ist eine Modifikation welche bereits in der Untersuchung von tRNA Struk-
turen hiufig Anwendung fand'®’. Auf diese Weise gelang es in der letzten Dekade, eine
Vielzahl von RNA-Strukturen aufzukliren (Hammerhead Ribozym''®, eine Pseudokno-
ten Struktur'?*, mehrere RNA-Duplex Strukturen'?).

Fiir das Diels-Alder Ribozym war es gelungen geeignete Kristallisationsbedingungen
fiir unmodifizierte RNA-Konstrukte und unmodifizierte RNA-Konstrukte in Gegenwart
von Schwermetallsalzen wie BaCl,, CdCl,, SrCl,, MnCl, zu entwickeln. Solche zwei-
wertigen Schwermetallionen sollten durch Co-Kristallisation isomorph in das Kristall-
gitter eingebaut werden und beispielsweise Bindungsplédtze von Magnesiumionen beset-
zen. Trotz befriedigender Aufldsungen von 3,3 A gelang keine rechnerische Losung der
Struktur. Somit bestand die Aufgabe darin Schweratommodifizierte RNA-Konstrukte
fiir das Diels-Alder Ribozym herzustellen. Als eine besonders vielversprechende Strate-
gie stellte sich die Verwendung von Schweratommodifizierten Substraten dar. Bisherige

Kristallisationsexperimente hatten gezeigt, dass ein besonders gutes Kristallwachstum
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fiir Konstrukte mit am 5’-Ende via Hexaethylenglykol kovalent gebundenem Diels-
Alder Produkt vorlag. Diese Eigenschaft bot sich als besonders praktikable Moglichkeit
zur Einflihrung des Schweratoms iiber das Dienophil-Substrat an. In der Einleitung und
in Kapitel 4.1.2 wurde bereits beschrieben, dass das Diels-Alder Ribozym eine breite
Anzahl von Derivaten ohne bedeutenden Aktivitdtsverlust als Substrate akzeptiert, und
das Produkt gleichzeitig ein relativ guter Inhibitor ist. Ein Maleimidderivat welches
vom Ribozym als Substrat akzeptiert wird, sollte auch als das daraus hervorgehende
Diels-Alder Produkt Affinitdt zur aktiven Ribozymstruktur aufweisen. Ziel war es,
schweratommarkierte Substratderivate herzustellen, die anschlieBend in der in cis Reak-
tion zum stereochemisch ,,korrekten* Produkt umgesetzt und isoliert werden. Die resul-
tierenden RNA-Konjugate sollten nach erfolgreicher Kristallisation zur Losung des
Phasenproblems beitragen. Die Synthese von schweratommarkierten Substraten kon-
zentrierte sich auf Derivate des Dienophils. Hier bot sich die Modifikation der Seiten-
kette des Maleimids an, von der ihre Variationsmoglichkeit bereits in Kap. 4.1.2 be-
schrieben wurde. Verbindungen 16 und 17 wurden in der in cis Reaktion mit 38-mer
und 11-mer-Heg-Anthracen zu dem 11-mer-Heg-Diels-Alder-Produkt-Konjugat umge-
setzt und iiber HPLC isoliert.

0 :
°f\_o)-(Ribozyme ) {\-0)(Ribozyme )

Abb. 22 Umsetzung eines schweratommarkierten Maleimidderivates mit Diels-Alder
Ribozym im in cis Assay. Dies erméglicht die Einfiihrung von Schweratomen in

das Ribozym-Produkt-Konjugat;, X = Br, 1.

Eine weitere Modifikationsvariante ist die Substitution des Wasserstoffs bzw. beider
Wasserstoffe an der Doppelbindung des Dienophils. Diese Derivate wurden im UV-
Assay auf ihre Substrateigenschaften fiir das Diels-Alder Ribozym getestet. Durch den
elektronenziehenden Effekt der Halogensubstituenten wird das LUMO des Dienophils

weiter abgesenkt, wodurch die Reaktion beschleunigt wird.
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Abb. 23 Maleimidderivate mit Schweratommodifikation an der Doppelbindung.

Im UV-Assay zeigen die Verbindungen 39, 40, 41 und 42 eine sehr hohe Hintergrundra-
te. In Gegenwart des 49-mer Ribozyms wird die Reaktion nicht beschleunigt. Solch
modifizierte Dienophile sind keine Substrate fiir das Diels-Alder Ribozym. Das Ribo-
zym ldsst Substituenten in den moglichen Positionen an der Doppelbindung des Die-
nophils nicht zu. Die Moglichkeit mit diesen Substraten, iiber die Produktaffinitit,
Schweratome im aktiven Zentrum zu positionieren ist somit nicht moglich.

Vor kurzem gelang es den Kooperationspartnern in der Arbeitsgruppe von Dinshaw
Patel in New York Elektronendichtekarten von Kristallen des Ribozym-Produkt-
Komplexes mit Diels-Alder Produkt aus der Umsetzung mit Verbindung 16 zu erstellen.
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Ronald Micura in Innsbruck wurde ein ande-
rer Ansatz verfolgt. Dieses Labor entwickelte Synthese und Methode zur Einfiihrung
von 2’-Selenomodifikationen in RNA'**'**. Es wurde 11-mer-Anthracen und 38-mer
mit insgesamt 6 modifizierten Cytidinen bzw. Uridin synthetisiert und mit N-
Pentylmaleimid in der ribozymkatalysierten Reaktion zum Produktkonjugat umgesetzt.
Mit dieser modifizierten Variante gelang es Kristalle zu erhalten, und letztendlich erst-

malig das Phasenproblem zu 16sen.
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Abb. 24 2’-Selenomodifikation als Schweratommodifikation in RNA (links). Positionen im
zweistrdangigen Sekunddrstrukturmotiv, die mit Selenmodifikationen versehen wur-
den (mit Pfeilen markiert). Fiir Kristalle dieses modifizierten Ribozym-Produkt-

Konjugats konnte das Phasenproblem geldst werden (rechts).

4.4 Kristallstruktur des Diels-Alder Ribozyms

Die Losung der Kristallstruktur ist eine zentrale Aufgabe bei der Autkldrung von Funk-
tion und Mechanismus von Biokatalysatoren. Die Kristallstruktur des Diels-Alder Ribo-
zyms konnte nach unzihligen Versuchen verschiedenster Ansitze gelost werden'”.
Dieses wurde nur méglich durch Kooperation der Arbeitsgruppe von Andres Jaschke
mit den Arbeitsgruppen von Dinshaw Patel und Ronald Micura. Die hier vorgestellte
Kristallstruktur ist das Ergebnis einer langen Zusammenarbeit, zu deren Erfolg die vor-
liegende Arbeit einen Teil beitragen konnte.

Die geloste Kristallstruktur basiert auf dem zweistrdngigen Ribozym-Konstrukt des
minimalen Motivs. Dieses aus einem 38-mer und 11-mer RNA Strang bestehende Sys-
tem ergab die besten Kristalle. Dabei war am 5’-Terminus des 11-mers das Diels-Alder-
Produkt iiber Hexaethylenglykol kovalent gebunden. Zusétzlich zeigten sich bessere
Kristallisationseigenschaften flir eine Mutante in der das Guanin in Position 27 durch
Adenin ersetzt wurde. Die Seleniummodifizierte Variante dieses Systems ermoglichte
es anschlieBend anhand der Schweratome das Phasenproblem bei einer Auflosung des
Kristalls von 3A zu 16sen. Mit Hilfe dieser Struktur lieB sich auch die Struktur des

Ribozym-Produkt-Komplexes ohne Schweratommodifikationen und die Struktur des
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12 Diese nahezu identischen Strukturen geben Einsicht

»freien” Ribozyms bestimmen
in die Details des aktiven Zentrums mit und ohne gebundenes Produkt, sowie in die
gesamten strukturellen Eigenschaften des Ribozyms. Auch die Frage nach der Rolle der
Magnesiumionen fiir die Struktur und den Mechanismus konnen mit den Informationen
aus der Kristallstruktur genauer beleuchtet werden. Das Ribozym nimmt in der Tertiér-
struktur eine A-formige Topologie ein, wobei die Helices II und III iiber eine asymmet-
risch zusammengezogene Blase (,,Bulge*“-Bereich) aufeinander stehen. Die Helix I wird
durch zwei Basenpaarungen der Bulgenukleotide verlidngert und ist in unmittelbarer
Nihe zur Helix II, so dass ihr Phosphatriickrat in deren ,,major groove* (grosse Furche)
liegt. Die durch diese Position der Helices ausgebildete A-Form bildet in ithrem Zentrum,
wo die drei Helices iiber den zusammengezogenen ,,Bulge“-Bereich aufeinander treffen,
das aktive Zentrum aus. In der Struktur finden sich 8 hydratisierte Magnesiumionen,
von denen zwei nachweislich an der Strukturbildung des Ribozyms beteiligt sind. Ande-
re konnten flir die Stabilisierung der Struktur und der Kristallpackung eine wichtige
Rolle spielen. Bemerkenswert ist auch, dass alle Reste bis auf G24 an Basenpaarungs-

oder Basentripelinteraktionen beteiligt sind. Dadurch entsteht eine sehr kompakte stabi-

le Struktur (Abb. 25).
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Abb. 25 Tertidrstruktur des Diels-Alder Ribozyms. In der schematischen Darstellung(links),
und in der dreidimensionalen Darstellung (rechts) sind Helix I-III durch blau, gelb
und griin gekennzeichnet. In der dreidimensionalen Ribbon-Darstellung sind zu-
sdtzlich die hydratisierten Magnesiumionen in magenta dargestellt. Das Diels-

Alder Produkt ist in beiden Darstellungen im aktiven Zentrum blau dargestellt.
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Das aktive Zentrum wird hauptsidchlich durch das Tetranukleotid G1-G2-A3-G4 und
den ,,Bulge“-Bereich ausgebildet. Alle vier Reste des Tetranukleotidsegments werden
durch Watson-Crick Basenpaarungen ausgerichtet. G1 und G2 formen Paare mit C26
und C25 aus dem einen Strang des Bulges und A3 und G4 mit U45 und C44 aus dem
anderen Strang des Bulges. Das 5’-GGAG Segment verbriickt somit die zwei Stringe
des Bulges, wodurch sich eine komplexe Topolgie ausbildet die man als verschlungenen
Pseudoknoten bezeichnen kann. Zusitzlich ist der ,,Bulge*“-Bereich durch nichtkanoni-

sche Baseninteraktionen zwischen Resten der beiden Bulgestringe zusammengezogen.

Abb. 26 Darstellung des aktiven Zentrums mit gebundenem Diels-Alder-Produkt. Die
katalytische Tasche wird durch die Basenpaare A3-U45 und U23°443, sowie
das Basentripel U42+(G2-C25) aufgebaut (rot). Das Produkt ist blau und die
hydratisierten Magnesiumionen in magenta dargestellt. G24 ist als einzige un-
gepaarte Base griin gekennzeichnet. Nicht in unmittelbarer Nihe des aktiven
Zentrums, jedoch wichtig fiir dessen Aufbau befindet sich ein weiteres Basentri-
pel A41+(C26-G2), sowie die Basenpaare G22-C46 und C44-G4 (gelb). Das
Farbschema steht nicht in Zusammenhang mit der Farbmarkierungen der Heli-

ces in Abbildung 25.

Das aktive Zentrum weist eine hydrophobe katalytische Tasche auf, in der das Diels-

Alder-Produkt passformgenau gebunden ist. Diese Tasche wird durch die Watson-Crick
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Basenpaarung A3-U45, das reverse Hoogsteen Paar U23+A43 und das Basentripel
U42+(C25-G2) umrahmt. Die hydrophobe Tasche wird auf der ,,Riickseite* durch G24
und C25 geschlossen, wihrend von der Vorderseite Raum fiir den Produktzugang ist.
Dabei bilden die Pyrimidinbase U45 und die Purinbasen A3 und G2 ideale Plateaus um
tiber Stapelwechselwirkungen mit Phenylringen das Produkt zu binden. Die Base C25
ist so im aktiven Zentrum positioniert, dass die Bindung des 5-Ringes des Maleimids
ausschlieflich die Bildung eines der beiden Produktisomere ermdglicht. Zusétzlich bil-
den U23, A43 und G24 eine hydrophobe Furche aus, in dem die Pentylkette des Pro-
duktes liegt.

Abb. 27 Vergleich der Diels-Alder Ribozym Kristallstrukturen des Ribozym-Produkt-
Komplexes und des freien Ribozyms. Die Darstellung zeigt die katalytische Bin-
dungstasche des Diels-Alder Ribozyms in einer ,, Surface “~-Darstellung mit ge-
bundenem Produkt (links; Auflosung der Struktur 3.0 A) und ohne gebundenes
Produkt als freies Ribozym (rechts; Auflosung der Struktur 3.5 A) betrachtet
von der ,, Vorderseite . Beide Strukturen sind fast identisch. Das freie Ribozym
besitzt eine vorgeformte Bindungstasche. Die Magnesiumionen sind magenta-
farben mit Hydrathiille dargestellt, wobei fiir das Kristall mit freiem Ribozym
aufgrund der schlechteren Auflosung das hydratisierte Magnesiumion nur wie

gezeigt dargestellt werden kann.

Die hydrophobe katalytische Bindungstasche ist ma3geschneidert fiir die Bindung der
Substrate sowie des Produktes. Die Kristallstruktur des freien Ribozyms weist eine
identische Struktur auf, was zeigt, dass die Ausbildung der Struktur unabhédngig von der
Bindung des Substrats oder Produkts zu sein scheint. Es liegt eine vorgeformte hydro-

phobe Bindungstasche vor, deren Ausbildung ausschlieBlich die Gegenwart von zwei-
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wertigen Kationen benétigt. Diese Magnesiumionen scheinen ausschlieBlich fiir die
Ausbildung der Struktur bendtigt zu werden, im aktiven Zentrum direkt jedoch finden
sich keine Kationen die an der Katalyse beteiligt sein konnten. Abbildung 27 zeigt eine
Oberfliachendarstellung des Ribozym-Produkt-Komplexes und des freien Ribozyms.
Deutlich zu sehen ist die vorgeformte Bindungstasche, die passgenau fiir das Produkt
ist. Ebenso konnte fiir die Ribozym-Produkt Kristalle mit bromoderivatisiertem Produkt
eine Elektronendichtekarte erstellt werden. Auch hier sind nur minimale Anderungen in
der Struktur des Ribozyms zu erkennen (Abb. 28). Mit Hilfe dieser Struktur ldsst sich
die Position des Maleimidrestes im hydrophoben Kanal genauer beleuchten. Durch die
hohe Elektronendichte des Bromatoms im Maleimidrest lie3 sich dessen Konformation

erstmals genau bestimmen.

Abb. 28 Vergleich der  Ribozymstrukturen unterschiedlicher  Ribozym-Produkt-
Komplexe. Katalytisches Zentrum und Konformation des gebundenen Produktes
in der Kristallstruktur mit schweratommodifiziertem Produkt (rot). Katalyti-
sches Zentrum mit gebundenem Produkt ohne Schweratommodifikation und die

postulierte Konformation des Maleimipentylrestes (gelb)

4.5 Enantioselektivitit des Diels-Alder Ribozyms

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, konnen bei der Diels-Alder-Reaktion bis zu

vier Stereozentren aufgebaut werden. Im Fall der Reaktion eines symmetrisch substitu-
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ierten Maleimids mit einem in 9-Position substituierten Anthracen, wie sie als Substrate
fiir das Diels-Alder Ribozym verwendet werden, konnen zwei Produktenantiomere ge-

bildet werden.
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Abb. 29 Diels-Alder-Reaktion zwischen 9-Methylhexaethylenglykolanthracen und N-
Pentylmaleimid und das entstehende racemische Gemisch aus R R- und S,S-

Produktenantiomer.

Bisherige Untersuchungen im in trans-Assay konnten zeigen, dass das Diels-Alder Ri-
bozym die Reaktion enantioselektiv katalysiert, also bevorzugt eines der beiden Enanti-
omere liefert’®. In der Kristallstruktur wurden bereits die besonderen Eigenschaften der
katalytischen Tasche beschrieben, deren sterische Beschaffenheit eine wichtige Voraus-
setzung dafiir darstellt.

Aufgrund der Studien zur Enantioselektivitit wurden zwei moglichen Bindungsmodi
des Anthracens postuliert, die als ,,Head first*- bzw. ,,Tail first* Bindungsmodi bezeich-
net wurden. In Abbildung 30 ist ein einfaches Modell des aktiven Zentrums mit den
postulierten Bindungsmodi dargestellt. Wahrend das Maleimid in einer definierten Posi-
tion gebunden ist, kann das Anthracen auf zwei mogliche Arten in der katalytischen
Tasche binden. Diese Bindungsmodi erklidren die Abhédngigkeit der Enantioselektivitét
vom Substituenten in 9-Position des Anthracens. Je sterisch anspruchsvoller dieser ist,
desto hoher ist der Enantiomereniiberschul3 (ee) des entstechenden Produktes. Fiir 9-
Hydroxymethylanthtracen liegt der ee-Wert der ribozymkatalisierten Reaktion bei 16%.
Beide Bindungsmodi sind sterisch moglich, wodurch sich nur ein geringer Enantiome-
reniiberschuf bilden kann. Fiir 9-Methylhexaethylenglykolanthracen hingegen liegt der
ee-Wert bei 95 %. Durch den sterischen Anspruch des Substituenten wird der ,,Head-
first“-Bindungsmodus stark bevorzugt, was zu einem hohen Enatiomereniiberschuf3

fiihrt.
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Abb. 30 Modell zur Erkldrung der Enantioselektivitdt des Diels-Alder Ribozyms fiir die in
trans Reaktion. Bevorzugte Substratorientierung ,,Head first* (links); ungiinstige

Substratorientierung ,, Tail first” (rechts)”’.

Dieses war eine erste vereinfachte Modellvorstellung zu einem Zeitpunkt an dem noch
keine Kristallstrukturdaten zur Verfiigung standen. Nach Losung der Kristallstruktur,
bestand nun die Moglichkeit die Frage nach der Enantioselektivitit genauer zu betrach-
ten, und das bestehende Model mit der Kristallstruktur abzugleichen.

In der Kristallstruktur wurde iiberraschendes festgestellt. Zum einen konnte das erste
Modell bestitigt werden, indem die Ribozymstruktur eine Tasche aufweist die auf den
ersten Augenschein nur von einer Seite zugingig ist und die sterische Beschaffenheit
des katalytischen Zentrums nur eine Moglichkeit zur Bindung des Maleimids zulésst.
Fir die Kristalle des Ribozym-Produkt-Komplexes wurde das Ribozym-Produkt-
Konjugat der in cis Reaktion eingesetzt. Obwohl der Hexaethylenglykollinker wegen
seiner Flexibilitdt in der Elektronendichtekarte nur sehr schwer zu lokalisieren ist, kann
deutlich die Orientierung des Linkers bestimmt werden. Dieser zeigt in der Kristall-
struktur des Ribozym-Produkt-Komplexes durch eine kleine Offnung auf der Riickseite
der katalytischen Tasche. Dies steht jedoch vollstindig im Gegenstatz zu der fiir das in
trans-Ribozym postulierte ,,Head-First*“-Bindungsverhalten. Das wiirde bedeuten, dass
in der in cis-Variante des Ribozyms, die bisher als ungiinstigere Bindung des Anthra-
censubstrates angenommene Variante einer ,,Tail first“ Bindung vorliegt. Dies liel3 ver-

muten, dass fiir das Ribozym in in trans-Reaktion durchaus die ,,Head first“ Bindung
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bevorzugt ist, fiir die in cis-Variante jedoch andere Bindungs- oder Faltungsfaktoren
eine Rolle spielen und somit die ,,Tail first*“ Bindung bevorzugt wird. Alternativ musste
auch die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die Kristallstruktur nicht die
tatsdchliche aktive Struktur des Ribozyms darstellt. Die Orientierung des Anthracens in
der Bindungstasche legt je nach Bindungsmodus ,,Head-first* oder ,,Tail-first* auch die
Stereochechemie des Produktes fest. ,,Head-first“-Orientierung resultiert in der Bildung
des einen Enantiomers, ,,Tail-first“-Orientierung in der Bildung des anderen Enantio-
mers. Ist also in der aktiven Struktur des in cis Ribozym-Produkt-Komplexes das Pro-
dukt tatsdchlich in einer ,,Tail-first“-Orientierung gebunden, sollte die Untersuchung der
Enantioselektivitidt der Reaktion im in cis-Reaktionsformat eine umgekehrte Enantiose-

lektivitat zu der im in trans Reaktionsformat aufweisen.

Abb. 31 Aktives Zentrum des Ribozym-Produkt-Komplexes in einer ,,Surface “-Darstellung
von der Vorderseite (links) und der Riickseite (rechts). Deutlich ist die Orientie-
rung des Linkers, der fiir das in cis Ribozym durch eine Offnung auf der Hintersei-

te der Bindungstasche zeigt, zu erkennen.

Fiir die Vergleichbarkeit der Produkte aus in cis- und in trans-Assay, musste die RNA
nach der Reaktion im in cis-Assay vom Produkt getrennt werden. Nur dann ist es mog-
lich, Verbindungen gleicher Konstitution miteinander zu vergleichen. Dazu wurde nach
der Reaktion des Anthracens im zweistrangigen in cis-Assay mit N-Pentylmaleimid (1-
pentyl-1H-pyrrol-2,5-dion) und Aufreinigung mittels HPL-Chromatographie das 11-
mer-Produkt mit Phosphodiesterase I (PDE I von crolatus adamanteus) verdaut. Da-
durch erhilt man die 5’-Phosphat Nukleotide und das Diels-Alder-Produkt in gleicher

Konstitution wie in der in trans-Reaktion (Abb. 32)"°.
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Abb. 32 Verdau von RNA durch PDE [ (Phosphordiesterase 1) und Freilassung des

Diels-Alder-Produktes mit Linker vom 5 ’-Terminus (R-OH).

Damit war es moglich die Enantioselektivitit der in cis- und der in trans-Reaktion zu
vergleichen. Dazu wurden die Produktenantiomere nach dem Verdau der RNA und an-
schlieBender Abtrennung der Phosphodiesterase I mittels ,,cut off* Filter (3000D, Mic-
rocon YM-3, Millipore), auf einer chiralen NEA (R) Saule (YMC Europe, 250 x 4.6
mm) analysiert. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass die Enantioselektivitidt abhin-
gig ist von dem verwendeten Reaktionsformat. In der in trans-Reaktion bildet sich fiir
9-Methylhexaethylenglykolanthracen und N-Pentylmaleimid das R,R-Produkt mit ei-
nem Enantiomereniiberschufl von tiber 90 %. In der in cis-Reaktion bildet sich das an-
dere, das S,S-Produktenantiomer mit einem Enantiomereniiberschufl von 85 %. Abbil-
dung 33 zeigt die Chromatogramme der chiralen HPLC-Analyse der jeweiligen Reakti-
onsprodukte. Das rote Chromatogramm zeigt die unkatalysierte Hintergrundreaktion
(BG). In dieser bilden sich erwartungsgemal3 beide Enantiomere zu gleichen Teilen.
Das racemische Gemisch liefert zwei Peaks identischer Intensitét bei einer Retentions-
zeit von 127 min und 136 min. Fiir die in trans-Reaktion erhélt man einen ersten Eluti-
onspeak bei 128 min mit hoher Intensitét gefolgt von einem zweiten geringerer Intensi-
tit (137 min). In der in cis-Reaktion verhilt es sich genau umgekehrt. Der erste Peak
(127 min) besitzt schwache Intensitit und der zweite ist der Hauptpeak bei einer Reten-
tionszeit von 136 min. Die Zuordnung der Peaks zu R,R-Produkt (127 min) und S,S-
Produkt (136 min) erfolgt aus der Kenntnis, dass das Produkt in der Kristallstruktur (in

cis) in S,S-Konfiguration vorliegt.
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Abb. 33 Enantioselektivitit des Diels-Alder Ribozyms. Das Chromatogramm der chira-

len HPLC-Analyse zeigt die Peaks fiir die Produktenantiomere unter verschie-
denen Reaktionsbedingungen. Die chemische Reaktion liefert das racemische
Gemisch beider Produktenatiomere (vot). In der in trans ribozymkatalysierten
Reaktion entsteht das R,R-Produktenantiomer mit einem Enantiomerentiber-
schufs von 90% (griin). Eine Umkehrung der Enantioselektivitdt erhdlt man bei
der in cis ribozymkatalysierten Reaktion. Der Enantiomereniiberschuf3 liegt in

der in cis Reaktion bei 85% (schwarz).

Damit konnte gezeigt werden, dass die Kristallstruktur die aktive Struktur darstellt und,
dass die Enantioselektividt des Ribozyms abhéngig ist vom verwendeten Reaktionsfor-
mat. Im Fall der ribozymkatalysierten Reaktion zwischen freien Substraten (in trans)
wird das Anthracensubstrat ausschlieBlich von der ,,Vorderseite® gebunden. Im Fall der
linkergekoppelten Katalyse (in cis) wird das Produkt ausschlieBlich von der ,,Riickseite*

des Ribozyms gebunden.
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Abb. 34 Schematische Darstellung der Substratbindung und Umsetzung zum Produkt in

in cis und in trans Reaktion. (A steht fiir Umsetzung mit N-Pentylmaleimid; B
fiir Verdau mit PDE 1)

Durch diese Ergebnisse werden weitere Fragen aufgeworfen. Was sind die Ursachen
dafiir, dass die freien Substrate ausschlieBlich von der ,,Vorderseite* binden und die
linkergekoppelten Substrate ausschlieBlich von der ,,Riickseite*? Fiir die in cis Reaktion
konnte eine Antwort auf die Selektivitit der Bindungsart in der Lange des Linkers lie-
gen. Aus den Kristallstrukturdaten ldsst sich die Distanz zwischen 5’-Terminus und der
Vorderseite der Bindungstasche berechnen. Diese liegt bei 35 A, unter Beriicksichti-
gung, dass der Linker sich um das Riickrat herum falten muss, um zur Vorderseite zu
gelangen. Der Hexaethylenglykollinker ist mit 21 A zu kurz, um eine Bindung des
Anthracens von der Vorderseite zu ermdglichen. Die Selektivitdt der Bindung von der
Riickseite fiir die in cis-Reaktion mit Hexaethylenglykollinker konnte somit rein geo-
metrisch bedingt sein. Es musste untersucht werden, ob eine Anderung der Linge des

Ethylenglykollinkers Einfluss auf die Enantioselektivitét der in cis-Reaktion hat.

4.5.1 Einfluss der Lange des Ethylenglykollinkers auf die Enantioselektivitit

Um den Einfluss der Ethylenglykollinkerldnge auf die Enantioselektivitét in der in cis-
Reaktion zu untersuchen, mussten zunichst Ethylenglykole unterschiedlicher Linge
synthetisiert werden. Wéhrend Di-, Tri-, Tetra-, Penta- und Hexaethylenglykol kom-

merziell erhiltlich sind, miissen lingere aus Kombination dieser hergestellt werden''.
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Diese wurden anschlieend zu den jeweiligen in 9-Position substituierten Anthracenen
umgesetzt. Das daraus hergestellte Phosphoramidit wurde in der Festphasensynthese zur
Synthese der 11-mer-Linker-Anthracen Konjugate eingesetzt. Auf diese Weise wurden

Konjugate mit Di-, Tri, Tetra-, Octa, Deca- und Dodecaethylenglykollinkern hergestellt.

DCM, RT
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HO%\/O%H DMTO%VO’fH DMTO%VO%TS
n N DCM,RT n
43 a4 45

%\/0 % NaH o
45 + HO H DMTO%\/ ﬁ""
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1) 3% TFA, DCM J(V j;n' 0"~
® - IO
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C—R
OEtCN 50
DiPEA, DCM
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Abb. 35 Syntheseschema zur Herstellung von Anthracenphosphoramiditen mit unter-

schiedlich langen Ethylenglykollinkerilingen. (n =4, 6, n" =4, 6, n+tn’ =38, 10, 12)

Diese 11-mer-Linker-Anthracen-Konjugate wurden jeweils in der in cis-Reaktion ein-
gesetzt und genau wie zuvor das Hexaethylenglykollinkerkonjugat zum Produkt umge-
setzt, mit Phosphordiesterase verdaut und anschlieBend {iber chirale HPL-
Chromatographie analysiert. Umsetzung, Verdau und Analyse wurden mit Ausnahme
des Laufmittelverhiltnisses unter identischen Bedingungen durchgefiihrt. Abbildung 36

zeigt die erhaltenen Chrommatogramme.



Enantioselektivitit des Diels-Alder Ribozyms 91

AA+
EG,,

in cis

— T T 1
90 100 110

in trans

EG,
EG
. i

Abb. 36

o % 9 100 110 120
R,/ min R¢/ min
in cis
n=10
6i bozymkatalysierte Synthesa
\/\/\ 0
N
0
R,R-Produkt

A,

in cis in cis
n=12 23n238

@ibozymkatalysierte Synthesg

Zusammenfassung der Untersuchungen zur Enantioselektivitit des Diels-Alder
Ribozyms. Fiir in cis Ribozyme mit Ethylenglykol(EG)linker mit 2 bis 8 Ethylengly-
kol Einheiten erhdlt man Bildung des S,S-Produktes mit hohem Enantiomerentiber-
schufs (oben rechts). Mit 10 Ethylenglykoleinheiten als Linker erhdlt man Verlust
der Enantioselektivitdt (oben Mitte). Bei weiterer Verlingerung des Linkers erhdlt
man eine Umkehrung der Enantioselektivitdt mit Bildung des R,R-Produktes (oben
links).
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Es zeigt sich, dass Linker mit 8 Ethylenglykoleinheiten und kiirzere Linker hohe Enan-
tioselektivitit beziiglich der Bildung des S,S-Produkts aufweisen. Dieses steht in Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen der Enantioselektivititsstudien mit Hexaethylengly-
kollinker. Fiir das Konjugat mit Decaethylenglykol als Linker erhélt man einen fast
vollsténdigen Verlust der Enantioselektivitit. Fiir Dodecaethylenglykollinker hingegen
besteht eine hohe Enantioselektivitit bezliglich der Bildung des R,R-Produktes mit ei-
nem Enantiomereniiberschu3 von 51 %. Somit erhilt man nicht nur einen Verlust der
Enantioselektivitit bei Verlingerung des Linkers auf 10 Ethylenglykoleinheiten, son-
dern kehrt diese im in cis-Assay bei weiterer Verldngerung des Linkers gar um. Zusitz-
lich wurden 11-mere mit Dodecaethylenglykollinker eingesetzt, die um ein Adenosin
(12-mer) und zwei Adenosine (13-mer) am 5’-Terminus verldngert sind. Beide sind
ebenso wie die 11-mer Konjugate aktiv und die Enantioselektivitdt fiir diese nimmt mit
der Verlidngerung der 11-mer Sequenz zusitzlich zu. Die Verldngerung um ein Adeno-
sin zeigt eine weitere Zunahme der Enantioselektivitit fiir das R, R-Produkt (ee = 74 %).
Mit zwei zusitzlichen Adenosinen am 5’-Terminus erhdlt man einen Enantiomerenii-
berschull von 93 %, was vergleichbar mit dem Enantiomerentiberschuf3 fiir die in-trans-
Reaktion mit 9-Methyl-dodecaethylenglykolanthracen ist (ee = 89 %). Abbildung 36

zeigt eine Zusammenfassung der Enantioselektivitdtsstudien in einem Schema.



5 Diskussion

Das Forschungsgebiet der Ribozyme hat sich seit der Entdeckung der katalytischen
RNA enorm entwickelt. Im Besonderen mit der Entwicklung der SELEX-Methode, mit
der die Herstellung kiinstlicher RNA-Katalysatoren ermdglicht wurde, hat sich die An-
zahl von Arbeiten {iber katalytische RNA vervielfacht. Eine Vielzahl solcher kiinstlicher
Katalysatoren fiir die unterschiedlichsten Reaktionen konnten bisher entwickelt werden.
Dennoch ist das Verstindnis iiber die Funktionsweise dieser Biokatalysatoren bisher
noch gering. Besonders im Hinblick auf das Potential von katalytischer RNA als Alter-

132,133 "ist die Frage nach strukturellen und mechanistischen Aspek-

native zu Enzymen
ten der Ribozyme von enormer Bedeutung. So besteht nicht nur ein Interesse aus evolu-
tionsbiologischer Sicht, sondern auch fiir die Nutzung des katalytischen Potentials von
RNA fiir synthetische Zwecke ist die Kenntnis iiber Zusammenhénge zwischen raumli-
cher Struktur und Funktionsmechanismus des Katalysators von entscheidender Bedeu-
tung.

Das Diels-Alder Ribozym ist mit seinen Eigenschaften ein besonders interessanter Un-
tersuchungsgegenstand. Zum einen weist es als einziges kiinstlich generierte Ribozym
eine in trans Aktivitit auf und zum anderen stellt die Enantioselektivitit des Ribozyms
ein eindrucksvolles Beispiel fiir stereoselektive Eigenschaften von Nukleinsduren dar.
Dabei ist auch der Reaktionstypus der Diels-Alder Reaktion von besonderem Interesse.

Auf dem Gebiet der Enzymforschung ist man aktuell bestrebt mehr iiber die wenigen

existierenden Diels-Alder Enzyme und deren Struktur-Funktionsbeziehung zu erfahren.

5.1 Strukturelle und Mechanistische Eigenschaften des Diels-Alder
Ribozyms

Das Verstindnis struktureller und mechanistischer Eigenschaften ist die Grundlage zum
Verstindnis der Funktionsweise eines Katalysators. Um dieses Verstindnis zu erlangen,

miissen unterschiedliche Experimente durchgefiihrt werden, aus deren Auswertung ein
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Gesamtbild zusammengefiigt werden kann. In dieser Arbeit wurde die Durchfiihrung
von chemischer Substitutionsanalyse und Photoaffinitdtsmarkierung beschrieben, sowie
die Kristallstruktur des Diels-Alder Ribozyms vorgestellt, zu deren Losung diese Arbeit
beitragen konnte. Zusdtzlich wurde die Enantioselektivitdt verschiedener Diels-Alder
Ribozymkonstrukte untersucht. In der Diskussion der Ergebnisse wird versucht die Re-
sultate zu einem Gesamtbild von Struktur und Mechanismus des Ribozyms zusammen-
zufligen. Ein Grofteil der durchgefiihrten Experimente beziiglich der Substratvariations-
toleranz und der Photoaffinitdtsmarkierung wurden zu einem Zeitpunkt durchgefiihrt, zu
dem keine Kristallstrukturdaten vorlagen. Die Ergebnisse dieser Experimente werden
zuerst diskutiert und spéter mit der Kristallstruktur aufgegriffen und erneut im Kontext

mit dieser behandelt.

5.1.2 Substratvariationstoleranz und Photoaffinititsmarkierung

Untersuchungen der Substratvariationstoleranz sollen Aufschluss iiber die Eigenschaf-
ten einer Bindungstasche liefern. Dabei konnen Substrate mit besonderen elektroni-
schen, sterischen oder polaren bzw. unpolaren Eigenschaften eingesetzt werden. Es ist
jedoch zu beachten, dass nicht direkt zwischen polaren, sterischen und elektronischen
Ursachen fiir die Nichtumsetzung durch das Ribozym unterschieden werden kann.

In den durchgefiihrten Studien zur Substratvariationstoleranz konnte gezeigt werden,
dass alle untersuchten Verbindungen, mit Ausnahme der in o-Position verzweigten,
vom Ribozym als Substrate akzeptiert werden. Diese Restriktion der Substratstruktur
war bereits zuvor bekannt und wurde hier noch zusatzlich anhand der Stereoisomere 10,
12, 13 und 14 belegt. Die anderen Maleimidderivate zeigen, dass die Toleranz gegen-
tiber Modifikationen in den weiteren Positionen (B, y, o etc.) sehr hoch ist. Die Malei-
mide mit den Alkylphenylresten, Verbindungen 2 bis 6, deuten bereits an, dass die steri-
sche Beschrinkung ausgenommen der a-Position sehr gering ist. Der planare Benzol-
ring hat zumindest in einer Ebene einen relativ hohen sterischen Anspruch im Vergleich
zu einer Alkylkette, wie sie unter Selektionsbedingungen verwendet wurde. Wird ein
sterisch anspruchsvollerer Substituend als Phenyl eingesetzt, wie Naphtyl (7) oder gar
Pyrenyl (9) ist die Akzeptanz durch das Ribozym schwécher, jedoch immer noch vor-

handen. Das weist darauf hin, dass auch fiir groBere aromatische Systeme in der Bin-
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dungstasche ausreichend Raum vorhanden ist. Das Biphenylderivat (8) ist in diesem
Zusammenhang besonders interessant. Durch seine Verzweigung in B-Position unter-
scheidet es sich insofern von den oben aufgefiihrten Verbindungen (3, 4, 5, 6, 7, 9), dass
die Phenylringe sich nicht in derselben Ebene befinden. Der rdumliche Anspruch dieser
Verbindung unterscheidet sich damit erheblich von den anderen. Dass auch dieses Deri-
vat ein Substrat fiir das Diels-Alder Ribozym ist, zeigt, dass selbst sterisch sehr an-
spruchsvolle hydrophobe Substrate vom Ribozym als Substrat akzeptiert werden. Die
Verbindungen 10, 12, 13 und 14 mit chiralen Zentren in der a-Position sollten weiteren
Aufschluss iiber die Variationsrestriktion in a-Position geben. Dazu wurden die beiden
moglichen Stereoisomere, die mit einer zusitzlichen Methylgruppe in a-Position entste-
hen, fiir N-Benzylmaleimid (1-benzyl-1H-pyrrol-2,5-dion) und N-Pentylmaleimid (1-
pentyl-1H-pyrrol-2,5-dion) hergestellt. Da die Moglichkeit besteht, dass die Stickstoft-
substituenten des N-Benzylmaleimids und N-Pentylmaleimids unterschiedlich vom Ri-
bozym gebunden werden, wurden von beiden Verbindungen die Stereoisomere herge-
stellt. Keine der vier Verbindungen wird als Substrat akzeptiert. Auf die Besonderheit
der a-Position soll spdter noch anhand der Kristallstruktur und den Ergebnissen der
Photoaffinitdtsmarkierung eingegangen werden.

Die untersuchten und vom Ribozym akzeptierten Substratderivate (3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 14,
15, 16, 17, 18 und 19) sind von hydrophobem Charakter. Dies weist auf eine Bindungs-
tasche mit hydrophoben Eigenschaften hin. Fiir die Substrate, die einen Phenylring,
Naphtalen oder Pyren enthalten, muss in Betracht gezogen werden, dass die Bindung
durch ,,stacking*“-Effekte mit Nukleotiden im Bereich des aktiven Zentrums stabilisiert
werden kann. Unter dieser Beriicksichtigung ist auch eine Aussage iiber die sterischen
Verhiltnisse in der Bindungstasche aus den Ergebnissen den Substratvariationstoleranz-
studien nur bedingt moglich. Auch die Experimente mit dem Photoaffinititssubstrat
(38) geben einen Einblick in die Bindungskonformation des Maleimidrestes im aktiven
Zentrum. Erstmals konnte die Bindungstasche iiber Photoaffinitdtsmarkierungsexperi-
mente genauer lokalisiert werden. Die Experimente liefern einen experimentelle Belege
dafiir, dass der Bulgebereich des 49-mer Sekundidrmotivs an der Ausbildung einer sol-
chen Bindungstasche beteiligt ist. Das verwendete photoreaktive Diels-Alder Produkt
konnte mit dem Nukleotid U42 aus dem kiirzeren Bulgestrang photoverkniipft werden.

Die Strukturabhéngigkeit dieser Photomarkierung konnte eindeutig iiber die Magnesi-
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umabhingigkeit nachgewiesen werden. In der Kristallstruktur wird die wichtige Rolle
dieses Bereiches fiir den Ausbau des aktiven Zentrums bestitigt. Die mdglichen Aussa-
gen ilber Bindungskonformationen der Substrate und des Photoaffinitatssubstrats

werden im folgenden Kapitel noch eingehend diskutiert.

5.1.3 Die Kristallstruktur

Einen sehr detaillierten Einblick in die strukturellen Details der Bindungstasche und der
gesamten Struktur liefert die Kristallstruktur. Das Diels-Alder Ribozym ist das erste
kiinstliche Ribozym, von dem es gelang die Rontgenkristallstruktur zu 16sen.

Die katalytische Bindungstasche liegt im Zentrum einer A-formigen, aus drei Helices
und einem zusammengezogenen Bulgebereich bestehenden Gesamtstruktur des Ribo-
zyms. Sie unterscheidet sich grundlegend von anderen bisher gelosten RNA-Strukturen.
Die helikalen Bereiche grenzen direkt an die katalytische Tasche, wobei alle Basen der
nichthelikalen Bereiche, mit Ausnahme von G24, in strukturrelevante Interaktionen
involviert sind. Dadurch entsteht eine sehr kompakte Struktur, die man als verschlunge-
nen Pseudoknoten bezeichnen kann.

Die Kristallstruktur zeigt eine hydrophobe Bindungstasche, die eine perfekte Formkom-
patibilitdt zum Diels-Alder Produkt aufzeigt. Aus dem Vergleich der Kristallstrukturen
des ,.freien* Ribozyms und des Ribozym-Produkt Komplexes ldsst sich ableiten, dass
die katalytische Tasche auch in Abwesenheit des Produktes ausgebildet ist. Dadurch
lasst sich auf eine preformierte Bindungstasche schlieBen, was in Kontrast zum bisheri-
gen Wissen iiber adaptive Erkennung in Liganden-RNA-Komplexen ist'** '*°. Die Aus-
bildung einer preformierten Bindungstasche in Abwesenheit von Substraten oder Pro-
dukt ist auch in Ubereinstimmung mit Probing-Experimenten und ersten NMR-
Studien”.

In der Kristallstruktur mit cokristallisiertem Diels-Alder Produkt aus Anthracen und N-
Pentylmaleimid ist deutlich zu sehen, dass die Struktur einen hydrophoben Kanal bein-

haltet, in welchem der Pentylrest des Maleimids gebunden ist (Abb. 37).
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Abb. 37 Struktur des 49-mer Ribozym-Produkt-Komplexes in einer ,, Surface*-
Darstellung (links). Struktur der Bindungstasche mit gebundenem Produkt des
Ribozym-Produkt-Komplexes (rechts). Produkt und hydratisierte Magnesium-

ionen sind in einer ,,Stick ‘- und ,, Mesh “*-Darstellung abgebildet.

Diese Struktur unterscheidet sich nur geringfiigig von der Kristallstruktur mit cokristal-
lisiertem Diels-Alder Produkt aus Anthracen und N-para-Bromobenzylmaleimid (Abb.
28). Besonders interessant ist der Vergleich dieser Kristallstruktur mit dem Ergebnis aus
dem Photoaffinitditsmarkierungsexperiment. Die dabei eingesetzten Ribozym-
Konstrukte unterscheiden sich lediglich im Substituenten in para-Position des Benzyl-
restes. Wahrend sich in der Kristallstruktur der Bromsubstituent in para-Position befin-
det, ist im Photoaffinititsexperiment die Azidofunktion als photoreaktive Gruppe in
dieser Position. In Abbildung 38 ist die Kristallstruktur des Ribozyms mit dem Photoaf-
finitdtsprodukt dargestellt. Dabei wurde das Photoaffinitdtsprodukt so in die Struktur
eingepasst, wie das mit Brom substituierte Produkt aus dem Ribozym-Produkt-Komplex
im Kristall vorliegt. Durch Rotationen um die Bindung zwischen dem Stickstoff- und
dem a-Kohlenstoffatom lésst sich eine Konformation darstellen, die eine Verkniipfung

des photoaktiven Produktes mit dem Nukleotid U42 erklért.
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Abb. 38 Photoreaktives Produkt, eingepasst in die Ribozym-Produkt-Struktur. Die Dar-
stellung zeigt die nétige Konformation zur Photomarkierung der Base U42. Ak-

tives Zentrum in einer ,,Surface “-Darstellung.

Photoaffinititsexperimente werden in Losung durchgefiihrt, wihrend Rontgenstruktur-
analyse lediglich die strukturellen Verhiltnisse im kristallinen Zustand darlegen kann.
Haufig ist der Informationsgewinn aus der Rontgenstrukturanalyse enorm im Vergleich
zu anderen Methoden zur Strukturuntersuchung. Jedoch muss stets bedacht werden,
dass Experimente in Losung immer ,,ndher* an der wirklich aktiven Struktur sind.

Die Ergebnisse aus der Photoaffinitdtsmarkierung zeigen, dass alternative Konformatio-
nen des gebundenen Produktes zu der im Kristall vorliegenden mdéglich sind. Vorstell-
bar wire, dass unterschiedliche Bindungsmodi fiir unterschiedliche Substrate existieren.
So kann die in Abbildung 39 dargestellte Konformation fiir das Photoaffinitdtsprodukt
durchaus in Betracht gezogen werden als eine mdgliche Konformation des Produktes im
gebundenen Zustand. Eine zusitzliche Stabilisierung der Bindung in dieser Konforma-
tion wire durch ,,stacking“-Wechselwirkungen zwischen den Basen G24 und C25 vor-

stellbar'>®.
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Abb. 39 Vergleich der Produktkonformation des gebundenen Brombenzylderivats und
der postulierten Konformation des Photomarkierungsproduktes. Aktives Zent-

rum in einer ,, Surface “-Darstellung wiedergegeben.

Fiir das Verstiandnis der Substratbindung und dessen Konformation ist es wichtig, aus-
gehend von der Produktbindung, auch eine Uberlegung zu ES-Komplex (Enzym-
Substrat-Komplex) sowie zu einem Ubergangszustand anzustellen. Bisherige Ergebnis-
se zeigen, dass das Ribozym die Substrate in einer definiert orientierten Position in der
katalytischen Bindungstasche bindet. Dabei kann der Ablauf der Reaktion durch den
Verlust an Rotations- und Translationsfreiheitsgrade erleichtert werden. Das Anthracen
wird durch ,stacking“~-Wechselwirkungen zwischen G2 und A3-U45 (orange) gebun-
den. Das Maleimid muss, um die fiir die [4+2]-Cycloaddition nétige LUMO-HOMO-

Orbitalwechselwirkung zu ermoglichen®”

, parralel planar in einem Abstand von ~3.5
A auf dem Anthracen ,,stacken“'**. Der Pentylrest des Maleimids wird in einem hydro-
phoben Kanal gebunden, womit durch die orientierende Bindung des Maleimids eine
wichtige Voraussetzung fiir Enantioselektivitit geschaffen ist (Abb.XX). Der Uber-
gangszustand wurde unter Beriicksichtigung bekannter Daten #hnlicher Reaktanden'*®
9 mit Hilfe der Software MOPAC kalkuliert'*’. Zwei neue Einfachbindungen sind
teilweise ausgebildet mit einer Bindungslinge von ~2,2 A. Das Anthracenringsystem ist
aus seiner planaren Ebene gebogen in einem Winkel von 154°. Dabei zeigt der Uber-

gangszustand nahezu perfekte Formkomplementaritit mit der Form der Bindungstasche.

Dies lasst durchaus darauf schlielen, dass die Beschleunigung der Reaktion mitunter
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durch eine Ubergangszustandstabilisation erreicht wird. Inwiefern elektronische Effekte
durch Wasserstoffbriickenbindungen an der Stabilisierung beteiligt sind ldsst sich zum
gegenwirtigen Zeitpunkt noch nicht detailliert beantworten. Wihrend aus der Kristall-
struktur eine Interaktion zwischen dem Carbonylsauerstoff und der 2’OH-Gruppe von
U42 (gelb) sowie der exocyclischen Aminogruppe von G24 (griin) postuliert wurde,
konnten diese nicht in chemischen Experimenten belegt werden'!. Auch fiir das
Anthracen konnten elektronische Effekte eine Rolle spielen. Das ,,stacking* zwischen
A3 und G45 kann zu einer Erhohung der Elektronendichte des Diens fiithren, wodurch
die HOMO-Energie angehoben wird. Dies fiihrt zu einer Beschleunigung der Reaktion.
Es scheint, dass die ribozymbasierte Katalyse der Diels-Alder Reaktion ein Zusammen-
spiel aus verschiedenen Effekten ist. Ein Effekt, der mit Sicherheit eine wichtige Rolle
fiir die Beschleunigung der Diels-Alder-Reaktion durch das Diels-Alder Ribozym
spielt, ist der ,,approximity“-Effekt. Das Zueinanderbringen der Substrate im aktiven
Zentrum wird hierbei durch die Hydrophobizitit der Bindungstasche erreicht. Hinzu
kommt die hohe Formkomplementaritit und der damit verbundene ,,proximity‘-Effekt
zur Stabilisierung des Ubergangszustandes. Ebenso sind energetische Effekte mit Ein-
fluss auf Elektronendichteverteilung in den Substraten vorstellbar. Ein anderer mogli-
cher katalytischer Anteil konnte in der Destabilisierung des Anthracensubstrates liegen.
Solche Substrat-,,strain*“-Effekte sind im Besonderen fiir ,,stacking*“-Wechselwirkungen
bekannt®. Es ist offensichtlich, dass zwischen diesen Effekten keine scharfe Grenze
gezogen werden kann, und die Diels-Alder Ribozymkatalyse nicht auf einen der ge-
nannten Effekte reduziert werden kann. Somit ist das Diels-Alder Ribozym auch ein
Beispiel dafiir, dass RNA-Katalyse sich ein dhnlich komplexes Wechselspiel von Effek-
ten zu nutzte macht, wie es von Enzymen bekannt ist.

Die Betrachtung des ES-Komplexes ist auch fiir die Substratakzeptanz eine hilfreiche
Darstellung. Hier erkennt man deutlich die sterische Beschrankung der a —Position, was
fiir den Ubergangszustands- und Produkt-Komplex nicht so eindeutig erscheint. Das
deutet darauf hin, dass die a-substituierten Maleimide nicht in der Lage sind den not-
wendigen ES-Komplex mit dem Ribozym auszubilden, was fiir die Umsetzung notwen-
dig ist. Auch das sterisch bedingte Verbot fiir Substituenten an der Doppelbindung er-
klart sich deutlich tiber die Struktur der Bindungstasche.
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ES-Komplex Ubergangszustand Produkt-Komplex

Abb. 40 Vorgeschlagenes Model fiir den katalytischen Mechanismus des Diels Alder
Ribozyms. Enzym-Substrat Komplex und Ubergangszustand wurden manuell in
der Bindungstasche positioniert. Der Ubergangszustand wurde berechnet mit
dem Programm MOPAC'". Die Kristallstruktur des Ribozym-Produkt-

Komplexes wurde als Grundlage fiir das Modell verwendet.

5.1.4 Enantioselektivitit

Die [4+2] Cycloaddition zwischen Anthracen und Maleimid ist eine Reaktion mit nor-
malem Elektronenbedarf. Es gelten die Woodward-Hoffmann-Regeln fiir pericylische
Reaktionen®. Diels-Alder Reaktionen kénnen bei der Kniipfung von zwei neuen C-C-
Bindungen bis zu 4 neue Stereozentren ausbilden. In den hier untersuchten Reaktionen
konnen zwei Enantiomere entstehen. In der chemischen Synthese des Diels-Alder-
Produktes entstehen diese zu gleichem Anteil. Es entsteht ein racemisches Gemisch. In
bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Ribozym diese Reaktion
enantioselektiv beschleunigt. Diese enantioselektive Eigenschaft des Ribozyms liegt in
seiner Struktur begriindet. Die Bindungstasche ldsst beziiglich der Bindung des Malei-
mids nur eine Orientierung zu. Um tatsdchlich die Reaktion enantioselektiv zu be-
schleunigen, muss jedoch auch das Anthracen bevorzugt in einer von zwei moglichen
Orientierungen gebunden werden’’. Diese Orientierung des Anthracens findet statt,
doch konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Orientierung abhingig von dem
verwendeten Reaktionsformat ist. So zeigt in der in trans-Reaktion das Anthracen eine
bevorzugte Bindung in einer ,,Head-first“-Orientierung, was zu einer enantioselektiven

Formation des R,R-Stereoisomers fiihrt. In der in cis-Reaktion wird das Anthracen je-
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doch in der umgekehrten Orientierung, der ,,Tail-first“-Orientierung gebunden, was zu
der bevorzugten Bildung des S, S-Stereoisomer fiihrt.

Fiir die in trans-Reaktion war ein vorliufiges Modell postuliert worden’’ (Abb. 41). Es
beinhaltete die Annahme einer vorgeformten Bindungstasche, die man aufgrund von
Probingexperimenten und ersten NMR-Studien vermutete’”. Eine Head-first-
Orientierung wird hier durch den sterischen Anspruch des Anthracensubstituenten be-
vorzugt. Mit zunehmender Grof3e des Substituenten nimmt in der in trans-Reaktion die

Enantioselektivitdt des Ribozyms zu, was durch das Modell erklért werden kann.

®
®
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Abb. 41 Erstes Modell zur Erkldrung der Enantioselektivitdt des in trans Ribozyms.

Nach den Enantioselektivitdtsuntersuchungen in der in cis-Reaktion musste dieses Mo-
dell renoviert werden, um die neuen Ergebnisse mit einem Modell vereinbaren zu kon-
nen. Das neue Modell beinhaltet ein aktives Zentrum, dass von der Vorder- und Hinter-

seite zugingig ist.
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Abb. 42 Erweitertes Modell: Abhdngigkeit der Bindungsorientierung vom Reaktionsformat
als Erklirung der gegensdtzlichen Enantioselektivitdt des in trans - und in cis Ri-

bozyms.
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Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die jeweiligen Zugénge zum aktiven Zentrum
nur in dem jeweiligen Reaktionsformat zugingig sind, was in Abbildung 42 durch die
Pfeile angedeutet ist. Auf der ,,Riickseite* des Ribozyms ist der 5’-Terminus in Form
des G1 Nukleotids dargestellt. Es besteht die Frage warum der in trans Bindungsweg
nicht fiir das iiber einen Linker am 5’-Terminus gebundenen Substrat zugidngig ist. Die
einfachste Erkldrung dafiir ist, dass die Distanz von ~35 A zwischen der Vorderseite des
Ribozyms und dem 5’-Terminus fiir kiirzere Linker zu groB ist, um die Bindung des
Substrats zu ermdglichen. Die Selektivitdt der in cis-Reaktion kann zuriickgefiihrt wer-
den auf die Linge des Hexaethylenglykollinkers, der ausschlieBlich eine Bindung von
der Riickseite zuldsst. Dies konnte bewiesen werden durch die Verwendung unter-
schiedlicher Linkerldngen. Es konnte demonstriert werden, dass die Verwendung eines
Decaethylenglykollinkers zu einem fast vollstdndigen Verlust der Enantioselektivitit
fiihrt. Mit einer Linge von ~3,5 A pro Ethylenglykoleinheit ermdglicht er die Bindung
des Anthracens von der ,,Vorderseite®. Fiir das in cis System mit Decaethylenglykol
sind die beiden Bindungswege gleichermallen mdglich. Bei Verwendung eines Dode-
caethylenglykollinkers wird gar die Bindung von der ,,Vorderseite* der Bindung von
der ,,Riickseite* stark bevorzugt. Man erhilt bevorzugt die gleiche Orientierung des
Anthracensubstrates in der Bindungstasche, wie fiir die in trans-Reaktion. In Abbildung
43 ist eine schematische Zusammenfassung der in frans- und in cis-
Bindungspréferenzen.
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Abb. 43 Darstellung der Abhdngigkeit der FEnantioselektivitit von der Ldnge des
Ethylenglykollinkers fiir das in trans (rot) und in cis (blau) Ribozym (links).
Schematische Darstellung der bevorzugten Substratbindung bei unterschiedli-

chen Linkerldingen (rechts).
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Die Enantioselektivitdt steht direkt im Zusammenhang mit der Orientierung des Anthra-
cens in der Bindungstasche. Die Orientierung wiederum wird festgelegt durch die Rich-
tung von der das Anthracen gebunden wird. Die katalytische Bindungstasche ist auf
zweil unterschiedlichen Wegen zugingig. Die ,,Vorderseite* ist zugingig fiir ,,freie®
Substrate in in trans Reaktion und fiir iiber Ethlyenglykollinker von 10 Ethylenglykol-
einheiten und ldnger kovalent gebundene Substrate in in cis-Ribozymkonstrukten. Die
»Riuckseite* hingegen ist ausschlieBlich zugidngig fiir Substrate in in cis-

Ribozymkonstrukten mit Ethlenglykollinker von 10 Ethylenglykoleinheiten und kiirzer.

Das enantioselektive Verhalten kann wie folgt zusammengetasst werden:

- In der in trans Reaktion bindet das Dien in die Bindungstasche mit der sterisch
weniger anspruchsvollen Seite von der ,,Vorderseite* (weite der Vordertiir: ~10

A), was in der Bildung des R,R-Stereoisomers resultiert """

- In der in cis Reaktion mit kurzem Linker, gelangt das Dien durch eine kleine
Hintertiir (weiteste Dimension ~6 A) von der ,,Riickseite* in die Bindungstasche,
was in der Bildung des S,S-Stereoisomers resultiert. Der Mechanismus, nach
dem das Anthracen (kiirzeste mogliche Linkerlinge ~7) durch die schmale Off-
nung in die Bindungstasche gelangt, ist bisher noch weitgehend ungeklért; man
kann vermuten, dass dynamisches Offnen und SchlieBen der tertiiren Basenpaa-

rungen die Hintertiir erweitert und den Bindungsvorgang erleichtert '**.

- Besitzt der Ethylenglykollinker ausreichende Linge (mindeste Linkerlinge ~35
A), kann er um das Ribozym herum die Bindung wie in der in trans-Reaktion
von der ,,Vorderseite® ermdglichen. Es ist bekannt aus Studien mit Rezeptor-
Ligandenpaaren, dass selbst nahezu vollstindig gestreckte Linkerkonformatio-

nen zu erfolgreichen Bindungsereignissen fiihren kénnen '*.
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Abb. 44 ,Surface “-Darstellung des Diels-Alder Ribozyms von der ,, Vorderseite (links)
und der ,, Riickseite (Mitte) mit Angaben zur Dimension der ,, Vordertiir*“ und
der ., Hintertiir”. Vergrofierung der Riickseitenansicht mit Hintertiir (rechts)
und Angabe der Distanz zwischen 5 -Terminus-Phosphat und Produktenantio-

mer in der Bindungstasche (74).

Die besonderen enantioselektiven Eigenschaften des Diels-Alder Ribozyms beriihren
auch die prinzipielle Frage nach den natiirlichen Konzepten Enantioselektivitét in Bio-

katalysatoren zu erzeugen.

Die Fihigkeit von Proteinen zwischen zwei Enantiomeren zu unterscheiden ist eines der
wichtigsten Konzepte in lebenden Systemen'**'*’. Protein-Substrat Wechselwirkungen
in enzymatischen, neurologischen und immunologischen Systemen stehen hiufig im
Zusammenhang mit einem hohen Grad von Stereoselektivitit gegeniiber den Substraten.
Seit der Entdeckung der stereochemischen Wechselwirkung zwischen Enzym und Sub-
strat durch Emil Fischer'*® wurden eine Reihe von Modellen entwickelt, die die struktu-
rellen Notwendigkeiten fiir enantioselektive Erkennung zu erkldren versuchen. Das ge-
genwirtig gangigste Modell, zu finden in den meisten aktuellen Lehrbiichern, ist das 3-
Punkt-Modell (TPA — ,,three-point attachment*) nach Ogston'*®. In diesem Modell bin-
den drei Gruppen (A, B und C) eines Enantiomers, auf der Proteinoberfliche an den
spezifischen Stellen A’, B> und C’. Wie Abbildung 45 zeigt ist es nicht moglich das
spiegelbildliche Enantiomer auf der gleichen Oberfldche erfolgreich zu binden. Dabei
ist zu bemerken, dass zusitzlich zu solchen ,,attachment points®, resultierend aus bin-
denden Wechselwirkungen, sterische und andere nichtbindende oder gar abstofBende

Wechselwirkungen zu enantioselektiver Erkennung beitragen konnen. Unter dieser Be-
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trachtung erfiillt die Proteinoberfldche im 3-Punkt Modell eine wichtige Voraussetzung

fiir Stereoselektivitit, da es die Bindung von nur einer Seite zulésst'** .

Abb. 45 Modelle zur enantioselektiven Erkennung von Liganden durch Proteine. (A)Das
3-Punkt-Modell nach Ogston. Das linke Bild zeigt einen chiralen Liganden, der mit den Grup-
pen A, B und C iiber die ,,attachment “-Punkte A°, B’ und C’ auf der Proteinoberfliche gebun-
den ist. Das rechte Bild zeigt die enantiomere Konfiguration des Liganden dessen Gruppen A, B
und C nicht mehr mit A’, B’ und C’ zugleich in Wechselwirkung treten kénnen. (B) 4-Punkt-
Modell von Mesecar und Koshland. In einem Proteinhohlraum existieren zwei Méglichkeiten
fiir Bindung durch einen zusdtzlichen ,, attachment “-Punkt D’ bzw. D’’. Die Bevorzugung einer
der beiden Bindungsmdéglichkeiten (links, D’; rechts, D’’) fiihrt zu Enantioselektivitit. (C) 4-
Punkt-Modell fiir ein ringférmiges aktives Zentrum mit Zugang von beiden Seiten. Bindungs-
richtung von Richtung D’ fiihrt zur Bindung des einen Enantiomers (links) und Bindungsrich-
tung D’ zur Bindung des spiegelbildlichen Enantiomer (rechts). Kontrolle der Bindungsrich-

tung fiihrt zu Enantioselektivitdt.
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Mesecar und Koshland prisentierten 2000 ein erweitertes Modell”" '*%. Dieses so ge-
nannte 4-Punkt Modell basiert auf der Notwendigkeit von vier Wechselwirkungspunk-
ten. Dies konnten sie am Beispiel der Bindung von Isocitrat durch das Enzym IDH (Iso-
citratdehydrogenase) demonstrieren. Das Enzym hat die besondere Eigenschaft, dass
das Apoenzym in Abwesenheit von Magnesiumionen das inaktive L-Enantiomer bindet,
wéhrend das Enzym mit Magnesiumionen selektiv das physiologisch aktive D-
Enantiomer bindet. Sie konnten zeigen, dass das im aktiven Zentrum koordinierte
Magnesiumion neben drei bereits existierenden ,,attachment points* als vierte Bin-
dungsstelle in der Bindungstasche fungiert (D’’). Daraus resultierte die Notwendigkeit
der Einflihrung eines 4 Punkt Modells, um die Stereoselektivitit der Isocitratdehydro-
genase zu erkldren. Dabei ist anzumerken, dass diese vierte Bindungsstelle eben nicht
notwendigerweise ein ,,attachment point* sein muss. Eben so gut kann es sich dabei um
eine Festlegung der Orientierung handeln. Das Diels-Alder Ribozym ist dafiir ein idea-
les Beispiel. Wahrend die Bindungstasche die Punkte A’, B’ und C’ festlegt, wird die
Enantioselektivitit durch die Orientierung (D’ oder D’’) des Substrats bestimmt (Abb.
XXc). Diese kann unter bestimmten Bedingungen vom Ribozym kontrolliert werden.
Man kann fiir das Diels-Alder Ribozym von einem 3-Punkt-1-Orientierung Modell

sprechen.

5.2 Vergleich mit anderen Diels-Alderasen

Aus katalytisch mechanistischem Gesichtspunkt ist es interessant, das Diels-Alder Ri-
bozym und seine strukturellen und mechanistischen Eigenschaften mit anderen bekann-
ten Diels-Alderasen zu vergleichen. Seit geraumer Zeit besteht ein groBeres Interesse an
der Identifizierung natiirlicher Diels-Alderase Enzyme und der Charakterisierung derer
katalytischen Eigenschaften. Nur wenige Enzyme aus der Natur sind bis heute als Diels-
Alderasen identifiziert worden und nur von einer, der Makrophomatsynthase ist es bis-
her gelungen eine Kristallstruktur zu erhalten. Wahrend von den wenigen bekannten
Diels-Alderase Enzymen mechanistisch und zum Grossteil auch strukturell sehr wenig
bekannt ist, kennt man von den katalytischen Antikorpern fiir die Diels-Alder' "> bzw.
Retro-Diels-Alder’' Reaktion weitgehend die strukturellen Details. Verschiedene dieser

katalytischen Antikorper sind mit Produkt oder Ubergangszustandsanalogon kristalli-
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siert worden. Gemeinsam ist auch diesen Strukturen eine hydrophobe Bindungstasche,
an deren Aufbau meist Phenylalanin-, Tyrosin-, Valin- und Tryptophanaminoséurereste
beteiligt sind. Genau wie fiir das Diels-Alder Ribozym besitzt diese Bindungstasche
eine hohe Formkompatibilitit zum entsprechenden Ubergangszustandsanalogon. In al-
len Fillen ist jeweils einer der Reaktanden iiber ,,stacking“-Wechselwirkungen, meist
iiber einen Tryptophanrest, gebunden. Der Antikérper 1E9 hat ebenso ein Maleimid als
Substrat, welches tiber ,,n-stacking‘“-Interaktion mit Tryptophan positioniert ist. Zusétz-
lich ist der Carbonylsauerstoff iiber eine Wasserstoffbriickenbindung gebunden, was
durch den elektronenzichenden Effekt auch zur Reaktionsbeschleunigung beitrigt™: '
Ahnliches findet man in der Struktur des 39-11 Diels-Alderase Antikorpers, der auch
ein Maleimid als Substrat hat'**. Der Antikérper fiir die Retro-Diels-Alder Reaktion
10F11 ist der einzige der wie das Diels-Alder Ribozym ein Anthracensubstrat als Dien
aufweist. Interessanterweise ist die Form seiner hydrophoben Bindungstasche der des

Diels-Alder Ribozyms relativ dhnlich (Abb. 46). Auch in dieser Bindungstasche wird
das Anthracen tiber ,,stacking*‘-Wechselwirkungen durch den Tryptophanrest gebunden,

dhnlich wie im Ribozym iiber das A3.

Abb. 46 Vergleich der aktiven Zentren von Diels-Alder Ribozym und eines katalytischen
Antikorpers fiir die Diels-Alder Reaktion. (a) Katalytische Bindungstasche des
Ribozym-Produkt Komplexes. (b) Katalytische Bindungstasche des Retro-Diels-
Alder Reaktion katalysierenden Antikérper 10F117.
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Auch das bisher einzige strukturaufgeklirte Diels-Alder Enzym, die Makrophomat-
synthase weist in der Kristallstruktur eine hydrophobe Bindungstasche auf®’. In diesem
Enzym liegt jedoch im Gegensatz zum Ribozym ein Magnesiumkation direkt im aktiven
Zentrum vor und koordiniert mit dem Carbonylsauerstoff des Dienophils. Man vermu-
tet, dass diese strukturelle Besonderheit einen Lewis Sdure dhnlichen Effekt mit sich
bringt. Damit unterscheidet sich das mechanistische Konzept von dem des Ribozyms,
zumal auch ,,stacking“-Wechselwirkungen im Enzym eine geringere Rolle zu spielen
scheinen. Genauso ist das Diels-Alder Ribozym von Tarasow et al. angewiesen auf die
Gegenwart von Cu®"-Ionen fiir die katalytische Aktivitidt™. Auch hier scheint ein prinzi-
piell anderer katalytischer Mechanismus vorzuliegen. Fiir das Diels-Alder Ribozym ist
die Beteiligung von Magnesium- oder anderen zweiwertigen lonen am katalytischen
Mechanismus auszuschlieen. In der Kristallstruktur zeigt sich, dass keine Magnesium-
ionen in unmittelbarer Néhe des aktiven Zentrums koordiniert. Ebenso findet sich keine
Phosphatgruppe des Phosphatriickrats im Bereich des aktiven Zentrums. Die Beteili-
gung von Wasserstoffbriickenbindungen an der Bindung der Substrate oder am katalyti-
schen Mechanismus, wie sie fiir einige katalytische Antikorper beschrieben wird, ist fiir
das Diels-Alder Ribozym bisher nicht zu belegen. Zwar lassen sich aus der Kristall-
struktur einige Wasserstoffbriickenbindungen, wie z.B. zwischen dem Carbonylsau-
erstoff und der 2’-Hydroxylgruppe des U42-Zuckers postulieren, doch lieen diese sich
bis zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht direkt belegen.

Ein Untersuchung von Kim et. al., in dem das Diels-Alder Ribozym mit 6 weiteren ka-
talytischen Diels-Alderase Antikorpern auf der Basis der katalytischen Konstanten ver-
glichen wurden, zeigte sich eine sehr &hnliche ,,catalytic performance® der einzelnen
Katalysatoren als Diels-Alderasen. Die offensichtliche Ahnlichkeit des Diels-Alder Ri-
bozyms mit dem Konzept der katalytischen Antikorper ldsst vermuten, dass dhnliche
strukturelle und mechanistische Konzepte fiir durch Makromolekiile vermittelte Kataly-

se der Diels-Alder Reaktion zugrunde liegen.
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5.3 Vergleich mit anderen Ribozymstrukturen

Seit ihrer Entdeckung in den frithen 80er Jahren sind mehr und mehr Erkenntnisse iiber
katalytische RNA gewonnen worden. Ahnlich wie fiir Enzyme gilt es, die wiederkeh-
renden strukturellen Motive und die damit verbundenen funktionellen Mdglichkeiten zu
erkennen. Dieses Verstdndnis der Funktions-Struktur-Zusammenhénge ist nicht nur fiir
die Erforschung der Ribozyme von Bedeutung. Heute ist man weitgehend davon iiber-
zeugt, dass RNA noch weit mehr funktionelle Eigenschaften als die weitgehend bekann-
ten Eigenschaften von mRNA, tRNA und rRNA besitzt. Neben den katalytischen Ei-
genschaften hat sich in letzter Zeit eine Vielzahl regulatorischer Eigenschaften auf der
Basis von RNA offenbart, bei denen insbesondere die strukturellen Eigenschaften eine

e . 124,25, 156-158
wichtige Rolle spielen™ =

. Im Fall des Diels-Alder Ribozyms kdnnen insbeson-
dere die strukturellen Besonderheiten eines kiinstlichen Ribozyms, auch im Vergleich
zu anderen Ribozymen, das Verstindnis der strukturellen motivischen Vielfalt erwei-
tern. Das Hammerhead Ribozym basiert ebenfalls auf einer aus drei Helices aufgebau-
ten Struktur, die jedoch Y-formig zueinander angeordnet sind''®. Das Varkud-Satellit
Ribozym hingegen baut sein aktives Zentrum mittels zweier ,,two-way junctions* auf' >’
Das Diels-Alder Ribozym weist hierbei also Ahnlichkeiten auf, doch ist die Komplexi-
zitdt der Struktur durch den entstehenden verschlungenen Pseudoknoten groBer. Das
Strukturmotiv des Pseudoknotens ist hdufiger in RNA-Strukturen zu finden. Haufig sind
Pseudoknotenstrukturen von Bedeutung fiir die Funktionalitit einer RNA. So findet
man beispielsweise Pseudoknotenstrukturen in Telomerase-RNA, wobei aktuelle Unter-
suchungen zeigen konnten, dass diese strukturelle Besonderheit der RNA ein wichtiger
Aspekt fiir die Erkennung durch die Telomerasen ist'®. Eine so genannte doppelte

21 Trotz der

Pseudoknotenstruktur weist das Hepatitis Delta Virus Ribozym auf (HDV)
Unterschiede in der Art des Pseudoknotens und des katalysierten Reaktionstyps haben
das HDV-Ribozym und das Diels-Alder Ribozym bemerkenswerte Gemeinsamkeiten.
Beide Ribozyme weisen Preorganisation eines aktiven Zentrums auf, und beide zeigen
bedingt durch die Pseudoknotenstruktur eine starke Verschlungenheit, was zu einer sehr
dichten und stabilen dreidimensionalen Architektur fithrt. Es ist bemerkenswert, dass
das HDV- wie das Diels-Alder Ribozym (zwei der schnellsten katalytischen Ribozyme),

beide Architekturen mit verschlungenen Pseudoknotenstrukturen besitzen.
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a b c

Diels-Alder ribozyme HDV ribozyme o operon

1.2 3 1 2 3 1.2 3 4 .3 1.4 2 1.2 3 1 2 3
5' 3 5' 3 5 3

Abb. 47  Schematische Darstellung von unterschiedlichen RNA Pseudoknoten Architekturen.
(a) Das Diels-Alder Ribozym mit einer 1-2-3-1°-2"-3’- Topologie (Farbschema ent-
spricht dem des Sekunddrmotivs). (b) Das HDV-Ribozym mit einer 1-2-3-4-3°-1-4 -
2’-Topologie. (c) Die regulatorische Region des E. coli a-Operons mit einer dem
Diels-Alder Ribozym identischen 1-2-3-1-2°-3’-Topologie. Nur die fiir den Pseudo-

knoten relevanten Bereiche sind als Doppelstrang dargestellt.

Eine identische Form eines verschlungenen Pseudoknotens, wie fiir das Diels-Alder
Ribozym, findet sich auch im regulatorischen Bereich des Escherichia coli a-Operons,
welches fiir die spezifische Erkennung und Bindung durch das ribosomale Protein S4
eine wichtige Rolle spieltm. Dies zeigt, dass die in der Diels-Alder Ribozymstruktur
vorliegende Architektur ein RNA-Strukturmotiv enthilt, welches auch tiber die Ribo-
zymkatalyse hinaus Bedeutung haben kann, jedoch in einem biologisch anderen Kon-
text'%%.

Das Diels-Alder Ribozym gewéhrt einen weiteren Einblick in die katalytischen Strate-
gien der Ribozyme. Es zeigt, dass auch in der Beschleunigung chemischer Reaktionen
durch RNA Katalysatoren eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren eine Rolle spielen.
Trotz seiner, im Vergleich zu Enzymen begrenzten Anzahl unterschiedlicher funktionel-
ler Gruppen, spielen wie fiir enzymatische Katalyse, ,,approximity“-Effekte und Stabili-
sierung des Ubergangszustands eine entscheidende Rolle'®. Eine Besonderheit der

Diels-Alder Reaktion ist die notwendige Positionierung der Substrate, um eine reaktive
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coplanare  Anordnung zu gewdhrleisten. Hierbei scheinen ,m-stacking®-
Wechselwirkungen eine wichtige Rolle zu spielen. Diese ,m-stacking®-
Wechselwirkungen konnen haufig ,strain“-Effekte zur Destabilisierung des Substrats
ermoglichen. Die Bildung des ES-Komplexes kann das planare Anthracen durch ,,sta-
cking® auf A3-U45 aus seiner Planaritit verzerren. Damit ist die Bildung des weiter
stabilisierten Ubergangszustandes und der Ablauf der Diels-Alder Reaktion energetisch

63, 164 gy st offensichtlich, dass zwischen diesen Effekten keine scharfe

begiinstigt
Grenze gezogen werden kann, und die Diels-Alder Ribozymkatalyse nicht auf einen der
genannten Effekte reduziert werden kann. Somit ist das Diels-Alder Ribozym auch ein
Beispiel dafiir, dass RNA-Katalyse sich ein dhnlich komplexes Wechselspiel von Effek-
ten zu nutze macht, wie es von Enzymen bekannt ist. Auch wenn eine endgiiltige Beur-
teilung des katalytischen Potentials von RNA nicht vorgenommen werden kann, so ist
das Diels-Alder Ribozym ein interessantes Beispiel, nicht nur fiir Ribozymkatalyse,

sonder auch fiir Katalyse unter allgemeinen Gesichtspunkten.



6 Zusammenfassung

Das Forschungsgebiet der katalytischen RNA hat sich seit der Entdeckung der natiirli-
chen Ribozyme stark weiterentwickelt. Neben der Erforschung der natiirlichen Ribo-
zyme hat sich mit der SELEX-Technik (Systematic Evolution of Ligands by Exponen-
tial Enrichment) eine Methode entwickelt, die es ermdglicht, kiinstliche Ribozyme her-
zustellen. Damit gelang es, die Bandbreite der durch Ribozyme katalysierbare Reaktio-
nen enorm zu erweitern. Unter anderem konnte ein kiinstlicher RNA Katalysator gene-
riert werden, der eine C-C-Bindungskniipfung in einer [4+2]-Cycloaddition, eine soge-
nannten Diels-Alder Reaktion, katalysiert. Dieser kiinstliche RNA-Katalysator be-
schleunigt die Reaktion zwischen Anthracen- und Maleimidderivaten als erstes kiinstli-
ches Ribozym in einer echten enzymatischen Katalyse. Das Ziel der vorliegenden Ar-
beit lag in der Aufkldrung von Struktur und Mechanismus dieses Diels-Alder Ribo-
Zyms.

Mit der Synthese verschiedener Maleimidderivate und der Untersuchung derer Substrat-
eigenschaften fiir das Diels-Alder Ribozym konnte die rdumliche Struktur und Beschaf-
fenheit des aktiven Zentrums charakterisiert werden. Die Synthese von photoreaktiven
Maleimidsubstraten, und der Einsatz dieser in Photoaffinititsmarkierungexperimenten
erlaubten eine erstmalige genaue Lokalisierung des aktiven Zentrums des Ribozyms.
Mit der Herstellung schweratommodifizierter Ribozym-Produkt-Konstrukte fiir die
Losung des Phasenproblems, konnte ein Beitrag zur Losung der Kristallstruktur ge-
leistet werden. Die Kristallstrukturen des Ribozym-Produkt-Komplexes und des ,,frei-
en* Ribozyms zeigten sich in guter Ubereinstimmung mit den zuvor erhaltenen Ergeb-
nissen aus Substratvariationstoleranzuntersuchungen und Photoaffinitidtsmarkierungs-
experimenten. Aus dem Kontext dieser Ergebnisse konnte ein konkretes Bild der Struk-
tur-Funktionsbeziehung des Diels-Alder Ribozyms entworfen werden. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die RNA eine A-formige verschlungene Pseudoknoten Struktur mit
einer vorgeformten Bindungstasche besitzt. Diese Struktur ermdglicht die Katalyse iiber
,proximity*-Effekte im aktiven Zentrum und durch Stabilisierung des Ubergangszu-
standes. In Untersuchungen der Enantioselektivitit des Ribozyms konnte eine Ab-
hingigkeit der Enantioselektivitit vom verwendeten Reaktionsformat gezeigt werden.
In der intramolekularen Katalyse (in cis-Format) erhdlt man eine genau umgekehrte
Enantioselektivitit zu der in intermolekularer Katalyse (in trans-Format) erhaltenen
Enantioselektivitit. Zur Erkldrung dieser auBlergewohnlichen stereoselektiven Eigen-
schaft wurde ein kontrollierter Zugang zum aktiven Zentrum durch eine ,,Vordertiir*
oder eine ,,Hintertiir postuliert. Die Existenz eines solchen kontrollierten ,,Hintertiirzu-
gangs* zum aktiven Zentrum konnte in weiteren Untersuchungen zur Enantioselektivitét
unter Verwendung unterschiedlicher Ethylenglykollinkerldngen in der intramolekularen
Katalyse (in cis-Format) untermauert werden. Auf der Basis dieser Ergebnisse konnte
ein Modell zur stereoselektiven Erkennung erstellt werden, welches als ,,3-Punkt-1-
Orientierung* Modell bezeichnet werden kann.






7 Summary

Since its discovery twenty years ago, the research field of catalytic ribonucleic acids has
developed rapidly. Apart the investigation of naturally occurring ribozymes, the devel-
opment of the SELEX method made it possible to generate artificial ribozymes with
custom made properties. It has been demonstrated that nucleic acids can catalyze a
broad range of chemical reactions.

Ribozymes from a combinatorial RNA library have previously been isolated that cata-
lyze the formation of carbon-carbon bonds by the Diels-Alder reaction, a [4+2]
cycloaddition. This Diels-Alder Ribozyme is able to accelerate the reaction of an aro-
matic diene (anthracene) with a dienophile (maleimide) in aqueous solution. The goal of
this work was to shed light on the structural and mechanistic properties of this Diels-
Alder Ribozyme. Therefore various maleimid derivatives were synthesized and tested as
substrates for the Diels-Alder Ribozyme. From these results the spatial structure and
functional features of the active site could be characterized. Synthesized photoreactive
substrates were used in photoaffinity crosslinking experiments to localize the active site
of the Ribozyme. With the preparation of heavy atom modified Ribozyme-product
complexes this work could contribute to the solution of the Diels-Alder ribozyme crys-
tal structure. It could be shown that the RNA adopts a A-shaped nested pseudoknot ar-
chitecture whose preformed binding pocket is precisely complementary in shape to the
reaction product. The obtained X-ray structures of the ribozyme-product complex and
the “free”-ribozyme are in agreement with the structural investigations of substrate ac-
ceptance and photoaffinity experiments presented in this work. From the combination of
structural data and biochemical experiments a picture was drawn of the structure-
function relationship for Ribozyme catalyzed Diels-Alder reactions. It could be shown
that catalysis is apparently achieved by a combination of proximity and complementar-
ity to a proposed transition state.

This work also presents extensive studies on the stercoselectivity of the Diels-Alder
ribozyme. Experiments could show that the enantioselectivity of the Diels Alder Ri-
bozyme depends on the ribozym’s reaction format. Intristingly the intramolecular ca-
talysis (in cis-format) led predominantly to the formation of the S,S-enantiomer product,
whereas the product of the intermolecular catalysis (in trans-format) was found to yield
in the opposite R, R-configuration. This experimental observation led to the postulation
of a “front door” and a “back door” entrance to the active site. The hypothesis of a re-
stricted “back door” access was supported by experiments including tethers of varying
length. On the basis of these results an improved model for stereoselective recognition,
namely a “3-point-1-direction” model was proposed.






8 Anhang

Abkiirzungen und Einheiten

A Adenosin

A Angstrom

ATP Adenosintriphosphat

Boc tert-Butoxycarbonyl

BSA Rinderserumalbumin

BTT 5-Benzylmercaptotetrazol

c Konzentration

C Cytidin

Ci Curie, 1Ci =37 MBq

cpm Zahlimpulse pro Minute (counts per minute)
CPG Controlled Pore Glass

CTP Cytidintriphosphat

DCC N,N-Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

dest. destilliert

DIPEA Diisopropylethylamin

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DMT 4,4’-Dimethoxytrityl

DNA Desoxyribonukleinsdure

dsDNA doppelstringige DNA

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EG Ethylenglykol

ES-Komplex Enzym-Substrat-Komplex

ee enantiomeric excess

equiv. equivalente

EtOH Ethanol

FMO Frontier Molecular Orbital

g Gramm

G Guanosin

GMP, GTP Guanosinmonophosphat, -triphosphat
h Stunde

HEG Hexaethylenglycol

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsdure
HDV Hepatitis Delta Virus

HOMO Highest Occupied Molecular Orbital
HPLC Hochleistungs-Fliissigchromatographie (high performance

liquid chromatography)
IDH Isocitratdehydrogenase



mRNA
MW

n

NMR
NHS-Ester
NTP
PAGE
PDE
PNK
RNA
RNase
RT

S

t

SDS
SELEX
T

TEA
TEAAc
TFA
TsCl
TPA-Modell
Tris
tRNA
U

UTP
uv

A%

w/v
Xln

Liter

Lowest Unoccupied Molecular Orbital
Wellenlidnge

Mikro (107)

Meter, Milli (107)

mol/l, molar

Minute

Messanger RNA

Molekulargewicht (molecular weight)
Nano (107)

Kernmagnetische Resonanzspektroskopie
N-Hydroxysuccinimidylester
Nucleosidtriphosphat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphodiesterase
Polynukleotidkinase
Ribonukleinséure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Sekunde

Zeit

Sodium Dodecyl Sulfate

Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
Thymidin

Triethylamin
Triethylammoniumacetat
Triflouressigsiure

Tosylchlorid

Three Point Attachement-Modell
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

Units, Uridin

Uridintriphosphat

ultraviolett

Volt

weight per volume
Photoaffinitdtsvernetzungsprodukt

Reagenzien fiir Oligonukleotidsynthese

RNA-Amidite

CPG (500, 1000 A) Proligo (Tac)
Wsh, Ox, Cap A, Cap B, Act Proligo

Wsh A (Acetonitril, Wassergehalt <10 ppm) Roth
Deblock (TCA in Dichlormethan) Roth
Activator BTT Synthetisiert

Proligo (Tac), Cruachem
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Enzyme

T4-RNA-Ligase
T4-Polynucleotidkinase
T7-RNA-Polymerase
RNase T1

PDE I

Gerite

DNA/RNA Synthesizer
Elektrophoresekammern

Expositionskassetten
Filter cut off 3000 MW
Fluoreszenzspektrometer
Fluoreszenzkiivette
Geldokumentationsanlage
HPLC-Anlage
HPLC-Séulen

HPLC-Radioflowdetektor
Olpumpe

pH-Meter
Phosphorimager

Pipetten

Reaktionsgefafe, silikonisiert

Reinstwasseranlage
Rotationsverdampfer
Rontgenfilme
Schiittler
Spannungsgeber
Sterilfiltrationsanlage
Szintillationszéhler
Thermoschiittler
UV-Kivetten
UV-Lampe 254 nm
UV-Lampe 302 nm
UV-Spektrometer
Vakuumzentrifuge
Waagen
Wasserbédder
Zentrifugen

MBI Fermentas

MBI Fermentas
Stratagene

Industrial Research Ltd.
Sigma

Expedite 8909 Applied Biosystems

S2, Gibco-BRL,

Eigenbau fiir PAGE

Kodak X-Omatic

Microcon YM-3, Millipore

BioLogic, Jasco FP 6500

Quarzglas SUPRASIL, HELLMA
Alphaimager 2200, Alphainnotec
Agilent Technologies, Serie 1100
Ultrasphere ODS Cig, 5 um, 250x4.6 mm, Beck-
man

Luna 80 C;g, Sum, 250x4.6 mm, Phenomenex
Berthold LB 509

Heraeus, DS1

Knick, Calimatic 761

Typhoon 9400, Molecular Dynamics
Abimed P2, P20, P200, P1000

Biozym

Milli-Q, Millipore

Biichi, Rotavapor R

Fuji, Medical X-ray Film RXOG (Safety)
Vortex Genie, Bender & Hobein
Pharmacia, ECPS 3000/150 und 500/400
Schleicher & Schuell; Steriflip Millipore
Beckman LS 6500

Eppendorf, Thermomixer 5436
Quarzglas SUPRASIL, HELLMA
Benda NU-8 KL

Alphainnotec

Varian Cary 50, Varian Cary 100
Savant, Speed Vac Concentrator

Mettler AE 163 und AC 88; Sartorius
Thermo Haake; Heidolph HBR 2
Hettich Mikro 120, Eppendorf 5804R
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Koordinaten der Kristallstruktur

Die Koordinaten fiir die Kristallstruktur sind zugéngig in der Protein Data Bank (PDB)

unter folgenden Zugangscodes:

Diels-Alder Ribozym-Produkt IYLS
(Selenmodifikation und A27G Substitution)
Diels-Alder Ribozym-Produkt 1YKV
(unmodifiziert)

,Freies” Ribozym 1YKQ

Die Grafiken wurden mit folgenden Programmen erstellt:

Ribbon (http://sgce.cbse.uab.edu/ribbons/)

PyMOL (DeLano Scientific; http://pymol.sourceforge.net/)
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