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I. Einleitung

| __Einleitung

Die genetische Information jedes Ilebenden Organismus ist im Basencode der
Desoxyribonucleinsauren (DNA) gespeichert (Abb.1). Die Sequenz dieser "Schlisselmolekiile
des Lebens" ist somit eine wesentliche Grundvoraussetzung fur ein besseres Verstandnis von
Struktur und Funktionsweise eines Organismus. Unter anderem filhren Sequenzdaten auch zu
Informationen Uber die genetischen Grundlagen
menschlicher  Erkrankungen. Die  Kenntnis der
Wechselwirkungen zwischen den beteiligten Genen und
Umweltfaktoren kann zu bedeutenden Verbesserungen in
der vorbeugenden Medizin fihren. Ein genaueres Wissen
Uber die genetische Ursache von Krankheiten ermdglicht
ein besseres Verstandnis ihrer Entstehungsmechanismen
und er6ffnet damit neue Behandlungswege.

Die Sequenzierung des menschlichen Genoms stellt
jedoch aufgrund seiner astronomischen GrolRe eine
immense  Herausforderung dar. Wahrend die
durchschnittliche Lange eines kleinen Virengenoms im
Bereich von 10 Basenpaaren (Bp) liegt, werden mit
zunehmender Komplexitdt der Organismen sehr schnell
weitere GroéRenordnungen uberschritten. Das menschliche
Genom, bestehend aus schéatzungsweise 100000 Genen
erreicht ca. 30" Bp®. In Anbetracht der Dimensioner
der zu analysierenden genomischen DNA kommt c Abb. 1 Modell der DNA
Doppelhelix (d: 2'-Desoxy
ribose; P: Phosphat; ---:
Wasserstoffbriickenbindung)
Die genetische Informationtis

. . ) o in der Reihenfolge de
Leselangen sowie eine effizientere Datenerfasst Nucleotidbasen A, C. G urfd

auszeichnen, sind erforderlich, um den Anforderung

Entwicklung neuer und effektiver Sequenzierung
strategien und —techniken eine zentrale Bedeutung
Methoden, die sich durch Schnelligkeit, hoh
Automatisierbarkeit, hohen Probendurchsatz, lan

in 5'-3'-Richtury verschlisselt.
des Humangenom-Projektes (HUGO) gewachsen zu sein.

Parallel zum Fortschreiten des Humangenom-Projektes, dessen Hauptziel die Kartierung und
Sequenzierung des menschlichen Genoms ist, gewinnt die Aufklarung der Funktion und
Wirkungsweise der analysierten Sequenzinformationen einen immer gréf3eren Stellenwert. Die
hier gewonnenen Kenntnisse fuhrten unter anderem zur Diagnose von Erbkrankheiten auf

1



I. Einleitung

DNA-Basis. Obwohl erst ca. 5% des menschlichen Genoms sequenziert worden sind, sind
bereits mehr als 3000 genetisch bedingte Krankheiten bekannt, darunter Duchenne
Muskeldystrophie und Cystische Fibrose. Die zunehmend an Bedeutung gewinnenden
Bedurfnisse der diagnostischen DNA-Sequenzierung, die zwar nur kleine Fragmente
analysiert, diese jedoch in grol3er Zahl verarbeitet, zwingt daher ebenfalls zur Entwicklung
schneller, effektiver Sequenzierungsmethoden mit hohem Probendurchsatz. Wéhrend jedoch
bei der de novo DNA-Sequenzierung lange Leseldngen ein wichtiges Kriterium darstellen,
sind hier neben Schnelligkeit und Kosteneffizienz ein hohes MalR an Genauigkeit und
Zuverlassigkeit sowie Flexibilitat und Anpassungsfahigkeit an die jeweilige Problemstellung
relevant.

Die derzeit etablierten Verfahren der DNA-Sequenzierung basieren auf der automatisierten
gelelektrophoretischen Auftrennung und Detektion fluoreszenzmarkierter Prdbetierbei

stellt die gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente den zeit- und
durchsatzlimitierenden Faktor dar. Eine erhebliche Verringerung des Zeit- und
Arbeitsaufwandes sowie der anfallenden Kosten verspricht der Ersatz der Gelelektrophorese
durch die MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Der Zeitaufwand fur die Auftrennung und
Identifizierung der Sequenzierungsprodukte lie3e sich auf diese Weise von mehreren Stunden
auf wenige Minuten reduzieren. Durch die Mdoglichkeit der Automatisierung und der
parallelen Prozessierung ist eine zusatzliche Erhdhung des Probendurchsatzes erreichbar.
Zudem reprasentiert die Massenspektroskopie ein direktes, definitives und schnelles
Nachweisverfahren. Da hier das Molekulargewicht (definierte physikalische Groéfie) der
Fragmente detektiert wird, ist, im Vergleich zu anderen Verfafireiv %! die ebenfalls die
Eliminierung der durchsatzlimitierenden Gelelektrophorese zum Ziel haben, keine weitere
Markierung der Fragmente durch Fluoreszenz oder Radioaktivitat erforderlich.

Die massenspektrometrische Analyse von DNA ist jedoch mit erheblichen Schwierigkeiten
verbunden, so dalR zur Zeit die mdglichen Anwendungen in der DNA-Sequenzierung auf
kleine Fragmente bekannter Sequenz beschrankt sind. Theoretisch konnte die fehlende
Leseléange durch die Schnelligkeit der Analyse kompensiert werden. Eine weitere Erhéhung
des Probendurchsatzes ware durch die Multiplex-Sequenzierung (Mehrfach-Sequenzierung)
denkbar. Aus diesem Grunde sollten im Rahmen dieser Arbeit massenmarkierte Terminatoren
synthetisiert und hinsichtlich ihrer Eignung fur die Multiplex-Sequenzierung mittels MALDI-
TOF-MS untersucht werden.

Im folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber die massenspektrometrischen Methoden in der
Nucleinsédureanalytik sowie der Mdoglichkeiten und derzeitigen Grenzen der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie in der DNA-Sequenzierung gegeben werden. Der grofdte Teil der hier



I. Einleitung

beschriebenen Entwicklungen auf dem massenspektrometrischen Gebiet, sowohl in der DNA-
Analytik als auch in der DNA-Sequenzierung, verlief dabei parallel zur Entstehung dieser
Arbeit und wird hier vorweggenommen, um einen besseren Einblick in die Thematik und den
jetzigen Stand der Forschung zu geben.

1 Massenspektrometrische Verfahren in der DNA-Analytik

Die Massenspektrometrie zahlt aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit und Aussagekraft zu
den leistungsfahigsten Methoden in der instrumentellen Analytik. Klassische lonisierungsme-
thoden wie Elektronenstof3ionisation (El) oder Chemische lonisation (Cl) erlauben jedoch nur
den Nachweis relativ kleiner Molekule, die unzer-
setzt verdampfbar sind. Mit der Entdeckung und
</N | ) Entwicklung schonenderer Desorptions- und loni-
| 5 N A sationsverfahren wie FD (FelddesorptiGr}

O
(o]
K } o FAB (Fast Atom Bombardmenf) PD (Plasma

Desorption)®, TS (Thermospray) und in jiin-

o
i ‘o—v::=o j\ | gerer Zeit ESI (Elektrospray lonisatiof)und
(Na",K%..) © >oNT MALDI (Matrix unterstiitzte Laser-Desorption/
i 7 o lonisation}’ ist es inzwischen gelungen,
- (I) N . den der Massenspektrometrie orga-
“o—P=0 </ | )\ nischer Substanzen zuganglichen
(NS KEe) 8 o | g M Massenbereich kontinuierlich zu
b e erweitern.
Ht ? N
“o—p=o J\ | Im  Vergleich zu  anderen
+ o

(Na’, K=...) o | C Biopolymeren erwies sich jedoch
D_@ die Erzeugung intakter Molekilionen
(|> von Oligonucleotiden oder sogar Nucleinsauren
°‘T=° aufgrund der hohen Polaritat und

Fragmentierungstendenz dieser Substan-
Abb. 2: Ausschnitt aus einem DNA-Strang. zen als &uRerst schwierig. Ein weiteres

Kationenheterogenitat fuhrt durch edi Problem stellen die infolge des negativ
Bildung  separater  Peaks  ([M-rH geladenen Phosphatgeriistes (Polyanion)
(n+1)Na/K])  zur  Aufspaltung  de in Gegenwart von Metallionen (NaK®

eigentlichen Molekiilionensignals ([M+H]) etc.) gebildeten, heterogenen Kationen-
(Mit nmax = Anzahl der Phosphatgruppen). addukte dar. Heterogenitdat im Gegen-
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Kation fuhrt zu separaten Signalen und hat eine Abnahme des Signal/Rausch-Verhaltnisses
des eigentlichen Molekilions zur Folge.

Wéhrend Techniken wie FAB und PD bei der Analyse von Oligosacch&tidkeptiden und
kleineren Proteinéfl mit wachsendem Erfolg eingesetzt werden konnten, fanden sie in der
Nucleinsédureanalytik nur wenig Verbreitung. Hohe Probenmengen (nmol-Bereich) wurden
bendtigt, um relativ kurze Oligonucleotide zu analysi&té?>?3 Erst die Einfiihrung der
Elektrospray lonisation (ESI) und der Matrix-unterstitzten Laser Desorption/lonisation
(MALDI) Ende der achtziger Jahre brachte den entscheidenden Durchbruch in der
massenspektrometrischen Analyse von DNA. Diese beiden vollig unterschiedlichen
Techniken, die sich in ihrem Anwendungsbereich zum Teil ergéanzen, haben den zuganglichen
Massenbereich sowie die Nachweisempfindlichkeit innerhalb kirzester Zeit betrachtlich
erhoht.

1.1 Elektrospray-lonisation

Bei der Elektrospray-lonisatiéhwird durch Verspriihen der Probe in Gegenwart eines hohen
elektrischen Feldes eine Serie mehrfach geladener Molekilionen erzeugt. Aufgrund des hohen
Ladungszustandes der gebildeten Molekilionen kann fir die Detektion hochmolekularer
Verbindungen ein Quadrupol als Massenanalysator eingesetzt werden (m/z-Bereich bis 2000
Da). Infolge der multiplen Molekulionen, die alle zur Molekulargewichtsbestimmung der zu
analysierenden Probe eingesetzt werden kdnnen, und des relativ hohen Auflésungsvermogens
in diesem m/z-Bereich zeichnet sich ESI-MS durch eine hohe Massengenauigkeit aus (0.01%
gegenuber 0.1% bei MALDI-TOF-MS). Schon kurz nach der Einfihrung von ESI-MS konnte
die massenspektrometrische Analyse von Oligonucleotiden und t-RNA unterschiedlichster
Lange (21-76 nt) beschrieben wertfef Die Entwicklung der nano-lonenquelle (nano-ESI-
MS)?’ trug wesentlich zur Verbesserung der Empfindlichkeit bei. Die benétigte Probenmenge
konnte auf diese Weise auf wenige pmol bzw. unter optimalen Bedingungen auf wenige 100
fmol reduziert werdefi. Die Kopplung von ESI mit dem hochauflésenden FT-ICR-MS
(fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometer) anstelle des Quadrupols ist
ebenfalls méglich und fiihrt zu einer bedeutend héheren Auflésung und Massengerfauigkeit
Der mittels ESI-MS zugangliche Massenbereich wurde in den letzten Jahren kontinuierlich
erweitert. Inzwischen kénnen Nucleinsduren mit mehr al§®kdier auch mehr als 1096G2
Nucleotiden (z.B. Plasmid und Phagen DNA) detektiert werden. Vorteile von ESI-MS
gegenuber MALDI-MS sind vor allem die hohe Massengenauigkeit (ESI-Quad-MS:0.01%
bzw. ESI-FT-MS:0.002%), der zugangliche Massenbereich fur Nucleinsduren bis in den
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Megadalton Bereich oder auch die Mdoglichkeit, on-line mit einer HPLC oder
Kapillarelektrophorese ES-massenspektrometrische Analysen durchfihren zu kdnnen.
Schwierigkeiten treten jedoch bei der Analyse komplexer Gemische auf. Wenige
Komponenten, die sich in ihrer Masse nur geringfligig unterscheiden, lassen sich bei
entsprechendem Aufldsungsvermdgen des Gerates (FT-MS) durchaus andlys@ien
Analyse von komplexeren Gemischen ist jedoch durch die fur ESI-MS charakteristische
Bildung komplexer Serien unterschiedlich geladener Molekilionen limitiert. Die Auswertung
der Spektren wird mit steigender Anzahl an Komponenten zunehmend schwieriger. Zudem ist
ein hohes Auflosungsvermogen erforderlich, um die multiplen Molekilionen voneinander zu
trennen. Aus diesen Griinden findet ESI-MS fir die Analyse von komplexen Gemischen, wie
sie Sequenzierungsprodukte darstellen, wenig Verbreitung.

1.2 Matrix-unterstiitzte Laser Desorption/lonisation

Bei der Matrix-unterstiitzten Laser Desorption/lonisation (MAEBDWvird die Probe mit

einem UberschuR an Matrix (meist kleine aromatische Sauren) kokristallisiert und
anschlieBend einem kurzen Laserpuls ausgesetzt. Die Energie des Laserstrahls wird von der
Matrix absorbiert und auf die in der Matrix "eingebetteten", isoliert vorliegenden
Probenmolekile Ubertragen. Auf diese Weise entstehen hauptsachlich einfach geladene
Molekulionen, deren Molekulargewichte in der Regel mittels eines Flugzeitanalysators (TOF,
time-of-flight) bestimmt werdefl. Dieser arbeitet ebenfalls im gepulsten Modus und
ermoglicht daher die nahezu gleichzeitige Bestimmung aller Massen eines extensiven
Massenbereiches. Infolge der meist einfach geladenen Molekuilionen sind die Spektren leicht
zu interpretieren, so dal3 die Analyse von komplexeren Gemischen gut méglich ist. Wie zuvor
bei FAB und PD festgestellt, ruft auch hier der stark ionische Charakter von DNA und die
Fragmentierungstendenz der Molekulionen Probleme hervor, und zwar bei MALDI-MS mehr
als bei ESI-MS. Die ersten Spektren wurden 1990 publiziert und zeigten ein Gttadeer
Oligothymidins&urett "’ unterschiedlicher Lange bis hin zum 18-mer.

Erst das Auffinden geeigneter Matrixmolekiile und Laserbedingungen ermdglichte eine
breitere Anwendundf***° Als UV-sensitive Matrices (337 und 355 nm) lassen sich 6-aza-2-
thiothymin*, 2'4',6- Trihydroxyacetophentn ein Gemisch von 2'4'6- und 2'3'4'-
Trihydroxyacetophenon, Picolinsafite(266 nm) und 3-Hydroxypicolinséure verwenden,
wobei die ersten beiden lediglich die Analyse von Oligonucleotiden bis zu einer Lange von ca.
25 nt erlauben. Der Einsatz von 3-Hydroxypicolins&treingegen filhrt zu deutlich
reduzierten lonenfragmentierungen und besseren Signalintensitaten, so dal3 erstmals auch
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langere Oligonucleotide detektiert werden konnten. In Kombination mit einem Stickstoff-
Laser (337 nm) reprasentiert sie zur Zeit die Standardmatrix fir die DNA-Analyse mittels
MALDI-TOF-MS.

Empfindlichkeit, Massenauflésung, Massengenauigkeit und zuganglicher Massenbereich sind
jedoch nicht nur von der geeigneten Matrix/Laser-Kombination abhangig, sondern auch von
den Gerateparametern des verwendeten MALDI-TOF-MS (GroRe des Laserspots,
Einfallswinkel, Laserenergie, Beschleunigungsspannungett.per Art der Probe (RNA,

DNA, synthetische oder aus enzymatischen Reaktionen hervorgegangene Verbindungen)
sowie der Probenvorbereitung (quantitativer Austausch der Alkalionen gegen
Ammoniumionen, Kristallisationsbedingungen etc.). Bei einem Vergleich der publizierten
Daten ist daher zu bedenken, daf} die jeweiligen Messungen meist unter variierenden
Bedingungen mit unterschiedlichen, zum Teil selbst entworfenen und auf die jeweiligen
Bedurfnisse optimierten Geraten durchgefuhrt wurden.

Aufgrund der groReren Stabilitdt der N-glycosidischen Bindung nimmt die lonenstabilitat
wahrend des MALDI-Prozesses in der Reihe Oligothymidinsauren>RNA>DNA ab, so dal3
von Anfang an im Vergleich zu DNA langere RNA-Fragmente analysiert werden konnten.
Entsprechendes gilt fir die Analyse von modifizierten Oligonucleotiden, deren Modifizierung
eine Stabilisierung der N-glycosidischen Bindung zur Folge hat (wie z.B. Verbindungen, die
7-Desaza-Purinbas&® oder auch 2'-Fluoro-Cytidih’ enthalten).

Ganz allgemein nehmen Empfindlichkeit sowie Massenauflosung und -genauigkeit mit

zunehmender MolekiilgroRe ab. Hierbei spielen mehrere Faktoren zusammen: Der quantitative
Austausch von Alkaliionen gegen Ammoniumionen wird mit zunehmender Kettenlange

schwieriger. Kationenheterogenitat, Matrix-Addukte und Fragmentierungen, insbesondere
Basenverlust, fuhren zu separaten Signalen, die dem des eigentlichen Molekilions vor- bzw.
nachgelagert sind, und bewirken eine Verringerung des Signal/Rausch-Verhaltnisses. Bei
langeren Oligonucleotiden koénnen diese einzelnen Peaks aufgrund der mangelnden
Gerateauflosung nicht mehr aufgetrennt werden und erscheinen daher als einheitliches Signal.

Im Gegensatz zur Elektrospray-lonisation, welche die Analyse von Megadalton-DNA erlaubt,
ist der mittels MALDI-MS zugangliche Massenbereich fir Nucleinsauren zur Zeit noch
begrenzt. Gegenwartig kdnnen Desoxyribonucleinsauren bis zu einer Lange vofi®62% nt
nachgewiesen werden, allerdings mit nur sehr geringen Auflosungen (20-40).

Deutliche Verbesserungen hinsichtlich Massengenauigkeit und Signalintensitaten im
niedrigeren Massenbereich (< 50 nt) konnten durch den Einsatz der verzogerten
lonenextraktion (DE: delayed extraction) erzielt werdéh Selbst mit DE-MALDI-TOF-MS
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werden jedoch bei Standarduntersuchungen lediglich Massengenauigkeiten von 0.1% erreicht
(<30 nt: 0.01-0.1%). Die Kombination von MALDI mit FT-MS ist ebenfalls méglich und
fuhrt zu einer bedeutend hoheren Auflosung und Massengenauigkeit. Aufgrund der gegeniiber
TOF-MS langeren MelRdauer und der kurzen Lebenszeiten der Molekilionen
(Fragmentierung) ist der hier zugéngliche Massenbereich jedoch zur Zeit noch auf kleine
Oligonucleotide beschrankt (<25 Ht}*

Infolge der in den letzten Jahren erzielten Fortschritte auf dem Gebiet der Gerateentwicklung,
der Probenvorbereitung sowie der Datenerfassung hat die MALDI-TOF-Massenspektrometrie
analog zu ESI-MS breite Anwendungsmaglichkeiten in der Nucleinsdureanalytik gefunden.
Neben der Untersuchung von synthetischen oder auch modifizierten Oligonucfédtidén

RNA®, LCR® und PCR>®%produkten ist die Analyse von komplexeren Gemischen
realisierbar geworden. Fragmentierungen bzw. Addukt-Bildungen fuhren jedoch mit
steigendem Molekulargewicht zu abnehmenden Signalauflésungen und limitieren daher den
fur diese Anwendung zuganglichen Massenbereich.

2 DNA-Sequenzierung mittels MALDI-TOF-MS

Die Mdglichkeit, Nucleinsduren massenspektrometrisch zu analysieren, er6ffnete neue Wege
in der DNA-Sequenzierung und hatte die Entwicklung verschiedener Sequenzierungsansatze
zur Folge. Hierzu z&hlen die direkte massenspektrometrische Strukturanalyse durch prompte
Fragmentierung oder PSD-Analyse, die massenspektrometrische Analyse von Exonuclease-
Abbauprodukten  sowie die = massenspektrometrische  Analyse von  Sanger-
Sequenzierungsprodukten.

2.1 Moglichkeiten und derzeitige Grenzen

Bei der direkten massenspektrometrischen Sequenzierung durch prompte bzw. schnelle
Fragmentierunt=>? oder PSD-Analy$é (metastabiler Zerfall) werden die in der Gasphase
auftretenden DNA-Fragmentierungen fur die Sequenzbestimmung genutzt. Eine eindeutige
Identifizierung aller Fragmentierungsprodukte setzt jedoch hohe Signalauflésung und
Massengenauigkeit voraus, wodurch der fir diese Anwendung zugangliche Massenbereich
limitiert wird (< 21 nt). Schwierige Reproduzierbarkeit und schlechte Kontrollierbarkeit der
Fragmentionenbildung, komplexe Spektren und das Auftreten nicht identifizierbarer
Fragmentierungsprodukte stellen zusétzliche Probleme dar. Weitere Untersuchungen und
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Entwicklungen sind daher notwendig, um diese Verfahren in der DNA-Sequenzierung
wirklich nutzen zu kénnen.

Bessere Ergebnisse fur die Sequenzierung kleiner Oligonucleotide ermdglicht die MALDI-
TOF-Analyse von Exonuclease-Abbauprodukiéh Die zeitlich begrenzte Spaltungsreaktion
mittels einzelstrangspezifischer Exonucleasen fuhrt zur Bildung von Abbauprodukten, welche
sich jeweils um ein Nucleotid unterscheiden (Fragmentleiter). Die Sequenz des
entsprechenden Oligonucleotids kann dann, direkt aus dem Spektrum, durch Bestimmung der
Massendifferenzen der benachbarten Signale abgelesen werden. Da die Massendifferenz
zwischen einer Abspaltung von Thymin (dTMP=304.2 Da) und Adenin (dAAMP=313.2 Da)
lediglich 9 Da betragt, ist auch hier eine hohe Massengenauigkeit erforderlich, um eine
eindeutige  Basenzuordnung zu gewahrleisten. Partielle  Sequenzanalysen von
Oligonucleotiden unterschiedlicher Lange konnten demonstriert wiértfen

Breitere Einsatzmdglichkeiten und groéfRere Flexibilitat in der Anwendung verspricht die
MALDI-TOF-Analyse von Sanger-Sequenzierungsprodukten. Hierbei wird die zeitaufwendige
gelelektrophoretische Auftrennung durch die massenspektrometrische Analyse ersetzt (siehe
Abb. 3). Da die Sequenzleitern der vier Basen getrennt voneinander vermessen werden, ist die
kleinstmoégliche Massendifferenz die zweier aufeinanderfolgender, gleicher Basen wie TT, CC
etc. Am: ca. 300 Da). Aus diesem Grund sind die Anforderungen an Massenauflésung und
-genauigkeit weniger hoch als beim vorher beschriebenen Exonuclease-Abbau, der die
gesamte Sequenzleiter aller vier Basen in einem Spektrum wiedexgibA/(T: 9 Da). Die
Fahigkeit, Massendifferenzen von ca. 300 Da zu bestimmen, ist hier fir eine Sequenzanalyse
ausreichend, so dal3 der zugangliche Massenbereich gegenuber den oben beschriebenen
Methoden erweitert ist.

5 3
S TAAA T TACTIAT ddATP 1| | | |
pwsrkid ddCTP I I |
I Polymerase ddGTP I | [
J dNTP's ddTTP | )] || 41

ATCTTGT TcC T M2z

MALDI-TOF-MS

ddTTP ddCTP ddGTP ddATP

Abb. 3: schematische Darstellung der Sanger-Sequenzierung mittels MALDI-TOF-MS
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Im Vergleich zur Gelelektrophorese finden bei der MALDI-TOF-Analyse Auftrennung und
Identifizierung der Sequenzierungsprodukte in einem Schritt statt und lassen sich innerhalb
weniger Minuten anstelle von mehreren Stunden durchfihren. Markierungen mittels
Fluoreszenz, Radioaktivitat etc. sind fir eine Identifizierung nicht notwendig. Zudem bietet
die direkte Bestimmung der Molekulargewichte der Fragmente (bzw. der Fragmentionen)
zusatzliche Informationen Uber den Ablauf von Sequenzierungsreaktionen. Bei ausreichender
Massenauflosung und —genauigkeit konnen z.B. "falsche" Kettenabbriiche (Einbau eines
dNTP's anstelle eines ddNTP's) oder auch unspezifische Kettenabbriiche Uber die jeweiligen
Massen der Fragmente nachgewiesen werden. Ferner entfallt der Zeit- und Kostenaufwand fur
das GielRen und die Entsorgung des Gels. Hohes Potential fir Automatisierbarkeit sowie eine
effiziente Datenerfassung und -auswertung stellen zusatzliche Vorteile der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie dar. Zudem bietet sie die Mdoglichkeit fir eine voll automatisierte
Sequenzierung im grof3en Mal3stab. Mehrere hundert oder auch tausend Proben kénnten mit
Hilfe von Pipettierrobotern auf einem einzelnen Probentrédger aufgetragen und innerhalb
kirzester Zeit analysiert werden.

Trotz all dieser offensichtlichen Vorziige sind vor allem im Hinblick auf Empfindlichkeit,
Massenauflésung und zuganglichen Massenbereich weitere Verbesserungen und
Entwicklungen notwendig, um zur Gelelektrophorese konkurrenzfahig zu sein. Heutige
Sequenzierautomaten sind in der Lage, routinemalig pro Sequenzierungsreaktion 400-1000
Bp zu bestimmen, wobei Substanzmengen im unteren fmol- oder auch oberen attomol-Bereich
pro Sequenzierungsprodukt mehr als ausreichend sind. Mittels MALDI-MS lassen sich zwar
zur Zeit Nucleinséduren bis zu einer Lange von 622 nt detektieren, was durchaus mit der
Gelelektrophorese vergleichbar und fur die heutigen Anwendungen akzeptabel ware.
Allerdings sind Auflésung und Empfindlichkeit in diesem Massenbereich wesentlich geringer
als fur die Problemstellung erforderlich. Fur die Analyse von Sanger-
Sequenzierungsprodukten  sind  Signalauflésungen, die die Bestimmung von
Massendifferenzen von ca. 300 Da erlauben, notwendig. Diese Voraussetzung ist zur Zeit
jedoch nur fir Polynucleotide bis zu einer Lange von ca. 80 nt gegeben. Wahrend bei der
Gelelektrophorese kleine und groRe Fragmente mit nahezu der gleichen Wirksamkeit
detektiert werden kdénnen, nimmt die Effizienz der Detektion bei der MALDI-TOF-Analyse
mit steigendem Molekulargewicht stark ab. Ferner wird die Nachweiseffizienz langerer
Verbindungen durch die Anwesenheit eines Uberschusses kleinerer Oligonucleotide (z.B.
Primer) unterdriickf. Obwohl die Detektion von kleineren Oligonucleotiden im unteren
fmol-Bereich beschrieben wuftle werden fiir Standarduntersuchungen typischerweise
Substanzmengen im unteren pmol-Bereich eingesetzt. Die Ublicherweise bei
Sequenzierungsreaktionen anfallenden Analytmengen liegen jedoch im unteren fmol- bzw.
amol-Bereich. MALDI-Spektren von synthetischen Oligonucleotidgemischen, die so
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konzipiert wurden, dal3 sie die Produkte einer Sanger-Sequenzierung simulieren,
verdeutlichen die bestehende Problem%tik

Weiterhin ist zu bedenken, dal3 im Gegensatz zu synthetischen Gemischen enzymatische
Sequenzierungsansatze Pufferbestandteile, mono- und divalente Kationen, Template-DNA
sowie einen UberschuBB an Primer und Didesoxynucleosidtriphosphaten enthalten, die die
MALDI-TOF-Analyse empfindlich storé. Die Entwicklung schneller und effektiver
Verfahren zur Probenaufreinigung mit hoher Wiederfindungsrate spielt daher eine ebenso
wichtige Rolle wie die Optimierung der Sequenzierungsreaktionen hinsichtlich ihrer
Ausbeute.

Trotz der bestehenden Schwierigkeiten konnte innerhalb der letzten drei Jahre in neueren
Arbeiten gezeigt werden, dal3 die Analyse von Sequenzierungsprodukten bis zu einer Lange
von ca. 80 nt mittels MALDI-TOF-MS moglich f§f'. Theoretisch kénnte die geringe
Leselange durch den enormen Zeitvorteil und des damit verbundenen hoheren
Probendurchsatzes einer voll automatisierten, massenspektrometrischen Analyse kompensiert
werden. Die derzeitigen Ergebnisse verdeutlichen jedoch, dald die Spektrenqualitat selbst in
diesem, verglichen zur Gelelektrophorese, niedrigem Massenbereich lediglich fir die
Identifizierung bekannter Modellsequenzen, nicht aber fur die standardméf(ige Analyse
unbekannter Sequenzen ausreichend ist. Weitere signifikante Fortschritte auf den Gebieten der
Probenvorbereitung und -aufreinigung, der gezielten Modifizierung von DNA-Fragmenten
(Verbesserung der Desorbierbarkeit/lonisierbarkeit und/oder der lonenstabilitdt der
Verbindungen) sowie der Gerate- und Software-Entwicklung sind daher notwendig, damit die
MALDI-TOF-MS als echte Alternative zur Gelelektrophorese bei der de novo-Sequenzierung
von Genomen eingesetzt werden kann. Die rasanten Fortschritte der letzten 5 Jahre zeigen
jedoch, daf3 ein grol3es Potential fur derartige Entwicklungen vorhanden ist.

Demgegenuber verspricht die Schnelligkeit und Genauigkeit der massenspektrometrischen
Analyse kleinerer Verbindungen zusammen mit der Mdglichkeit der Automatisierung und
parallelen Prozessierung eine hohe Leistungsfahigkeit fir die Sequenzanalyse im
diagnostischen Bereich.

2.2 Neuere Entwicklungen im diagnostischen Bereich

Aufgrund dieses Potentials wurden innerhalb kirzester Zeit, basierend auf biochemischen
Methoden wie PCR'"*"? Sequenz-spezifische HybridisierdfigSanger- oder auch Cycle-
Sequencing, speziell fur die MALDI-TOF-MS ausgerichtete, diagnostische Assays entwickelt,

10



I. Einleitung

die aullerst vielversprechend und flexibel in ihrer Anwendung sind. Diese Methoden sind
einfach, genau, schnell und kostenglnstig mit einem grol3en Anwendungspotential auf allen
Gebieten der genetischen Analyse. Zudem weisen sie eine hohe Anpassungsfahigkeit an die
jeweils gegebene Problemstellung auf. So wurde in Anlehnung an das Verfahren der "genetic
bit analysis®** das sich sehr gut zum Nachweis von Punktmutationen eignet, der PinPoint
Assay* entwickelt.

A. PinPoint: B: PROBE: C: COSBE:

5 3 5' 3 5! 3 o4
TGCA TGCA TGCAT
AGGTHCA ACGTHCA 3 py

3 LAT & 3 AT 5' TGCAA

' ACGTHCA
3 par %

ddATP, ddCTP

DNA-Polymerase
ddGTP, ddTTP

P tP

L

m (tP) =

miz

L 3'
m ( TGCAT,, )

fur A oder aber fur T:

m ( L] 3' )
TGCAA,,

DNA-Polymerase
dATP, dCTP, dTTP

ddTTP
P tP
m/z
m (tP) =
m( L] 3')
TGCAT,,
fur A oder aber fur T:
(5' 3
m —_— T T T T T T
TGCAAGT,

DNA-Polymerase
dGTP

P1/P2 tP

miz
m (tP) =

m (5' 3')
TGCATG
fur A oder aber fur T:

m (5. 3' )
TGCAAG

Abb. 4: Schematische Darstellung des PinPoint- PROBE- und COSBE-Assays am
Beispiel eines A/T-Polymorphismus'®(  :Mutationsstelle, P: Primer, tP: terminiertes
Produkt und m: Masse) In Abhangigkeit der verwendeten Reaktionsbedingungen und
Aufreinigungsmethode werden entweder Primer und terminiertes Produkt oder aber nur
das terminierte Produkt bei der MALDI-MS-Analyse detektiert.

Eine flexiblere Variante zu diesem Verfahren stellt der PROBE (primer oligo base extension)
Assay dar, der neben dem Nachweis von Punktmutationen auch den Nachweis von Insertionen
und Deletionen erlaubt. Hierbei wird dem Primer ein Gemisch aus drei dNTP's und dem
ddNTP, das nicht in der Desoxy-Form vorliegt, zugesetzt. Analog zur Sanger-Sequenzierung

11
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wird der Primer durch die DNA-Polymerase verlangert, allerdings nur bis das erste auftretende
ddNTP eingebaut wird. Da dieses nur in der Didesoxy- und nicht zusétzlich in der Desoxy-
Form vorliegt, kdnnen keine Sequenzleitern gebildet werden, und es entsteht ein einheitliches,
terminiertes Produkt, dessen Masse durch die Sequenz der Mutationsstelle charakterisiert ist.
Wahrend der PinPoint Assay die Primer Extension sofort abbricht und damit nur eine Aussage
Uber das nachst folgende Nucleotid erlaubt, bietet die PROBE Variante tUber die Moglichkeit
den Primer sowie die Zusammensetzung des dNTP/ddNTP-Gemisches auf die jeweilig zu
analysierende Sequenz (Mutation) abzustimmen, eine gréRere Variationsbreite und damit eine
hohere Flexibilitdt in der Anwendung. Zudem betragt hier die kleinstmdgliche auftretende
Massendifferenz  zwischen den denkbaren Terminationsprodukten mindestens eine
Nucleotideinheit (ca. 300 Da gegeniber 9 Da beim PinPoint-Assay), so dal3 die
Anforderungen an Massenauflésung und Genauigkeit weniger hoch sind. Der Einsatz dieses
Verfahrens fiir die MutationsdetektiGri® und fiir die Nucleotid-Repeatlangenbestimmung in
Mikrosatelliter” konnte vor kurzem beschrieben werden.

Eine etwas andere Moglichkeit fur den Nachweis von Punktmutationen, Insertionen und
Deletionen stellt der COSBE (competetive oligonucleotide single base extension) Ad&ay dar
Hier werden zwei Primer eingesetzt, deren 3'-terminale Base entweder zur "normalen” oder
aber zu der "mutierten” Sequenz komplementédr ist. In Gegenwart des zur néchsten
Templatebase komplementaren Nucleosidtriphosphates (wahlweise dNTP (kostenginstiger)
oder ddNTP) wird lediglich der Primer durch die Polymerase verlangert, der "vollstandig"
hybridisiert, also dessen 3'-terminale Base komplementéar zur Mutationsstelle ist. MALDI-MS-
Analyse des Produktes gibt Aufschluf3 tGber die vorliegende Sequenz.

All diese Verfahren eignen sich fur den schnellen Nachweis von zuvor gut charakterisierten
Mutationsstellen im groRen Mal3stab und haben daher hohes Potential fir Anwendungen in
der medizinischen Diagnostik, der Genotypisierung, der forensischen Diagnostik etc..

2.3 Maogliche Ansatze zur Multiplex-Sequenzierung diagnostischer Assays

Eine weitere Erhohung des Probendurchsatzes sowie Verringerung des Arbeits-, Zeit- und
Kostenfaktors liel3e sich durch den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Mutationsstellen
erzielen (Multiplex-Sequencing). Hierbei kénnen theoretisch verschiedene Ansétze verfolgt
werden:

a): Mehrere unterschiedliche Mutationen, die sich auf einem oder auch auf verschiedenen
Templates befinden, kdnnen durch den Einsatz der entsprechenden komplementaren Primer
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gleichzeitig in einem Reaktionsansatz nachgewiesen werden (vgl. Abb. 5).

P1 P2
5' 3 5' 3
3 5 P1/P2 tP1/P2
oder
P P2 —_—
5 3 5 3
3l—5l 3'—5' mIZ

Abb. 5: Schematische Darstellung der gleichzeitigen Sequenzierung
unterschiedlicher Mutationsstellen in einem Reaktionsansatz. (P: Primer; tP:
terminiertes Produkt)

Damit bei gegebener Auflosung und Genauigkeit des verwendeten Massenspektrometers eine
eindeutige Massen- und damit Sequenzzuordnung der unterschiedlichen Fragmente
gewahrleistet ist, missen die Massendifferenzen zwischen den einzelnen Komponenten
(sowohl der eingesetzten Primer als auch aller mdglichen terminierten Produkte) hinreichend
grof3 sein. Dies lafdt sich entweder durch Lange bzw. Zusammensetzung (Basensequenz) der
jeweiligen Primer erzielen oder aber durch Verwendung von Massenmarkierungen
(massenmodifizierenden Gruppen), mit deren Hilfe die Masse des jeweiligen Primers (und
damit des jeweiligen Produktes) gezielt verandert und optimiert werden kann.

b): Mehrere gleiche Mutationsstellen des gleichen Templates unterschiedlicher Herkunft (z.B.
verschiedene Patienten) kdnnen in verschiedenen Reaktionsansatzen sequenziert und einer
gemeinsamen, simultanen massenspektrometrischen Analyse unterzogen werden. Da hier fir
alle Mutationsstellen die gleiche Primersequenz vorliegt, ist es nicht mdglich, die
resultierenden Produkte aufgrund der Massendifferenzen unterschiedlicher Primer zu
differenzieren und die Sequenzreaktionen in einem Ansatz durchzuflhren. Durch den Einsatz
genau definierter massenmodifizierender Gruppen lassen sich die entstehenden Fragmente
aufgrund ihrer unterschiedlichen Massenverschiebung eindeutig zuordnen und identifizieren,
so dafl} eine simultane massenspektrometrische Analyse mehrerer Sequenzierungsansatze
maoglich ist. Hierbei kbnnen sowohl der Primer als auch die einzubauenden Desoxy- oder
Didesoxynucleosidtriphosphate die Massenmarkierung tragen. Abb. 6 zeigt eine schematische
Darstellung fur den Einsatz markierter Primer oder ddNTP's:
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M1 p
N (c|IDN|TP),ddNTP tPM1/tPM2
3 5 I2YMETERe  _ MALDIMS PM1/PM2
—_—
M2 p —
N Polymerase
3 5 {dNTP),ddNTP miz
B: /M'I
' P (NTP),ddNTP
3 5 Polymerase ~_ MALDI-MS P tPM1/tPM2
—_—
—
P Polymerase
s & (dNTP),ddNnTnZ e

Abb. 6: Schematische Darstellung der simultanen massenspektrometrischen Analyse
gleicher Mutationsstellen  mittels  massenmarkierter Primer (A) oder
massenmarkierter Terminatoren (B). (P: Primer, tP: terminiertes Produkt, M:
Massenmarkierung)

Bei der Primermarkierung kénnen entweder Primer unterschiedlicher Lange oder aber Primer

gleicher Lange mit unterschiedlichen massenmodifizierenden Gruppen zum Einsatz kommen.

Wahrend massenmarkierte dNTP's oder auch ddNTP's nicht von jeder Polymerase als Substrat
akzeptiert und daher zum Teil schlechter oder gar nicht eingebaut werden, treten hier zumeist
keine sterischen Wechselwirkungen auf, so dal3 die Markierung keinen storenden Einflul3 auf

die Sequenzierungsreaktion selbst hat.

Der Einsatz massenmarkierter Didesoxynucleosidtriphosphate hingegen erlaubt die
Einfuhrung einer genau definierten Massenmodifikation mit dem jeweilig terminierenden
ddNTP. Da hier lediglich das Terminationsprodukt die Massenmodifikation tragt, sind die
Reaktionsgemische, bei nicht quantitativer Umsetzung des Primers, im Vergleich zur
Primermarkierung weniger komplex und daher leichter massenspektrometrisch analysierbar
(vgl. Abb. 6: nur ein Signal fir den Primer, jedes zusatzliche Signal gibt Information tber ein
zusatzliches Terminationsprodukt).

Auch der Einbau massenmodifizierter Desoxynucleosidtriphosphate (ANTPs) wére denkbar.
Im Gegensatz zur Primer- oder Terminatorenmarkierung ist hier jedoch die Massendifferenz
zwischen markiertem und unmarkiertem Produkt sequenzabhangig, was bei unbekannten
Sequenzen zu Schwierigkeiten fuhren kann. Fur den PinPoint Assay, bei dem der Primer
lediglich mit dem nachst folgenden ddNTP terminiert wird, scheidet diese Variante ganz aus.
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|l __Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob und inwieweit der Einsatz
massenmarkierter Terminatoren far die MALDI-TOF-MS-Analyse von
Sequenzierungsprodukten vorteilhaft ist. Zu diesem Zweck sollten massenmodifizierte 2',3'-
Didesoxypyrimidinnucleosid-5'-Triphosphate synthetisiert und hinsichtlich ihrer Eignung fur
die Multiplex-Sequenzierung mittels MALDI-TOF-MS untersucht werden.

Fur einen moglichen Einsatz dieser Verbindungen bei der Multiplex-Sequenzierung, ist zu

berticksichtigen, dal} die Wahl der Massen der einzufihrenden Markierungen eine
entscheidende Rolle spielt. Die Massen der hier darzustellenden markierten Terminatoren
missen so gewahlt werden, dal3 Auflésung und Massengenauigkeit des verwendeten
Massenspektrometers ausreichend sind, um zwischen den einzelnen markierten
Terminationsprodukten zu differenzieren und damit eine eindeutige Zuordnung bei der

gemeinsamen MS-Analyse zu gewahrleisten. Fur diagnostische Assays, wo zumeist nur ein
terminiertes Produkt entsteht, ist die Masse der Modifikation frei wahlbar, sofern die obige

Voraussetzung erfullt wird. Bei der Sanger-Sequenzierung hingegen entstehen mehrere
Terminationsprodukte (Sequenzleiter), deren Abstand mindestens eine Nucleotideinheit
betragt. Aus diesem Grund ist die Wahl der Massenmodifikation hier starker eingeschrankt.
Sinnvoll sind Modifikationen, deren Massen innerhalb von 300 Da (ein nt) variieren, so daf3

eine Uberlappung der Massen von unterschiedlich markierten und unmarkierten

Terminationsprodukten innerhalb der Sequenzleiter vermieden werden kann. Die Mindest-
Massendifferenz der einzelnen Terminatoren ist analog zur Multiplex-Sequenzierung der
diagnostischen Assays ausschlieBlich durch das Auflésungsvermégen und die
Massengenauigkeit des verwendeten Gerates gegeben.

Fur eine sinnvolle Auswahl der Massen der Markierungen und eine realistische Einschatzung
der Einsatzmdoglichkeiten von markierten Terminatoren fir die DNA-Sequenzierung mittels
MALDI-TOF-MS sollte daher, parallel zur Synthese der Verbindungen, Auflésungsvermégen
und Empfindlichkeit des hier zur Verfugung stehenden Gerates fur die Analyse von
Oligonucleotiden und Oligonucleotidgemischen in unterschiedlichen Massenbereichen
untersucht werden.
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Folglich gliedert sich die vorliegende Aufgabenstellung in drei Teilbereiche:

e Untersuchungen hinsichtlich Auflosungsvermégen und Empfindlichkeit bei der
MALDI-TOF-MS-Analyse von Oligonucleotiden und Oligonucleotidgemischen in
unterschiedlichen Massenbereichen.

e Entwicklung eines schnellen und kostenglnstigen Syntheseverfahrens zur
Darstellung von  massenmodifizierten  2',3'-Didesoxypyrimidinnucleosid-5'-
Triphosphaten, welches die  Einfuhrung einer  Vielzahl  definierter
Massenmodifikationen mit relativ geringem Arbeits-, Kosten- und Zeitaufwand
erlaubt.

e Entwicklung eines Modellsystems flr Sanger-Sequenzierung und PROBE-Assay
mittels MALDI-TOF-MS zur Untersuchung der hier dargestellten Verbindungen
hinsichtlich ihrer Eigenschaften als potentielle Terminatoren und ihrer Eignung fur
die Multiplex-Sequenzierung.
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lIl__MALDI-TOF-Analyse von Oligonucleotiden

Fur eine realistische Einschatzung des fir die Multiplex-Sequenzierung zuganglichen
Massenbereiches und fur eine sinnvolle Auswahl der Massendifferenzen der darzustellenden
Verbindungen sollte im folgenden das Auflosungsvermégen des verwendeten Gerates flr die
Analyse von Oligonucleotiden und PCR-Produkten in unterschiedlichen Massenbereichen
untersucht werden. Speziell im Hinblick auf die spatere Analyse von
Sequenzierungsprodukten mittels MALDI-TOF-MS sollten zudem Empfindlichkeit und
Auflésungsvermégen bei der Analyse komplexer Gemische untersucht werden.

1 Optimierung der Gerateparameter und Probenpréparation

Der Erfolg von MALDI-MS-Analysen ist sowohl von den Gerateparametern und der
Verwendung von geeigneten Matrices als auch von der Reinheit der Probe und den
Kristallisationsbedingungen sehr stark abhangig. Die Gegenwart von Verunreinigungen kann
zu schlechter Auflésung, verringerter Signalintensitat oder auch zum vollstandigen Verlust des
Molekulionsignals fuhren. So hat, wie schon in der Einleitung erwéahnt, die Anwesenheit von
mono- und divalenten Kationen die Bildung von heterogenen Kationenaddukten zur Folge
(Aufspaltung des eigentlichen Molekilions). Verunreinigungen durch viskose Substanzen
oder auch zu hohe Salzkonzentrationen beeintrachtigen den Kristallisationsprozel3 nachteilig.
Andere Verunreinigungen hingegen scheinen die Effektivitat der Matrix negativ zu
beeinflusseff. Einer effizienten und reproduzierbaren Probenaufreinigung und Préparation
kommt somit genau wie den Gerateparametern eine wichtige Rolle zu.

Aus diesem Grund wurden zunéachst Gerateparameter und Probenvorbereitung optimiert. Die
Ergebnisse zu diesen Untersuchungen sollen jedoch im folgenden Abschnitt nur kurz
zusammengefaldt werden:

1.1 Gerateparameter und Probenpraparation

Das hier zur Verfigung stehende Gerét konnte sowohl im linearen (LTOF-MS) als auch im
reflektierenden Modus (RTOF-MS) betrieben werden und erlaubte den Nachweis von
positiven und negativen lonen. Spektren wurden mit einer Beschleunigungsspannung von 30
kV im Linear-Modus und 5 kV im Reflektor-Modus aufgenommen. Bei der Analyse langerer
Oligonucleotide lieB sich  die lonenausbeute durch das Anlegen einer
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Nachbeschleunigungsspannung von 20 kV betrachtlich erhéhen. Fir kleinere Substanzen
(< 2000 Da) erwies sich eine Nachbeschleunigung von 5-6 kV als optimal. Ein Vergleich von

L-TOF- und RTOF-Spektren der gleichen Oligonucleotide unter gleichen Bedingungen zeigte,

dalR Spektren die im Reflektor-Modus aufgenommen wurden, sich im unteren Massenbereich
durch bessere Auflosung bei vergleichbarer Signalintensitat und im oberen Massenbereich
durch hohere Empfindlichkeit auszeichneten. Aus diesem Grund wurden die folgenden

Spektren hauptsachlich im Reflektor-Modus aufgenommen. Fir Standard-Analysen von

synthetischen Oligonucleotiden erwiesen sich Substanzmengen von 0.5-5pmol als optimal,
wobei bereits Einzelschisse signifikante Signalintensitaten lieferten.

Als Matrices wurden unterschiedliche Verbindungen sowohl im positiven als auch im
negativen lonenmodus getestet. Da vermutet wurde, dall saure Matrices
Depurinierungsreaktionen beglnstigen und Fragmentierungen, insbesondere Basenverlust,
eines der Hauptprobleme bei der MALDI-Analyse von Oligonucleotiden darstellen, wurden
neben kleinen aromatischen Sauren auch basische (z.B. 3-Amino&inaiind neutrale
Verbindungen (z.B. Fulleref® untersucht. Darunter auch Matrices, die in der Literatur fiir

die Analyse von Peptiden/Proteinen und kleineren Oligonucledfidfetf beschrieben
wurden. Keine dieser Verbindungen lieferte jedoch auch nur anndhernd vergleichbare
Ergebnisse zur Standard-Matrix 3-HPA (3-Hydroxypicolinsaure). In Ubereinstimmung mit
den in der Literatur beschriebenen D&tettkonnten fiir diese Matrix sowohl im positiven als

auch im negativen lonenmodus gute Ergebnisse erzielt werden. Der pos. lonenmodus lieferte
jedoch wenig bessere Signalintensitaten, so daf} alle folgenden Untersuchungen in dieser
Betriebsart durchgefthrt wurden.

Um Kontaminationen mit allgegenwartigen Metallkationen wie z.B. dider K bei den
letzten Schritten der Probenprdparation zu vermeiden, werden in der Literatur mehrere
Methoden beschrieben, die auf den Austausch der Gegenionen durch Ammoniumionen
basieren (NH verdampft wahrend des Desorptions/lonisationsproZ&€<8esHierzu gehért

der Einsatz von Kationenaustauscher-Beads in der Ammoniuffifoder Einsatz von
Nafion’®®” oder Nitrocellulose-Membran&h'® oder auch die Zugabe hoher Konzentrationen

an Diammoniumhydrogencitrat oder auch —tartrat zur Matrix-Losung.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die Zugabe von Diammoniumhydrogencitrat (10%) zur
Matrixlosung gute Ergebnisse erzielt werden. Bei kleineren Verbindungen lassen sich
Kationenaddukte auf diese Weise vollstandig eliminieren (Abb. 7 zeigt ein typisches MALDI-

Spektrum als Beispiel). Mit wachsender Kettenlange (wachsende Anzahl an negativen
Ladungen) wird der quantitative Austausch gegen Ammoniumionen jedoch zunehmend
schwieriger, so daf} sich die Bildung von heterogenen Addukten zwar reduzieren, aber nicht
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mehr vollstandig vermeiden |&R3t. Intensitat und Verteilung der auftretenden Signale sind dabei
neben der Kettenlange entscheidend von der Reinheit der Proben- bzw. der Matrixlésung und
des Probentragers abhangig. So zeigten bei gleicher Probenpraparation synthetische
Oligonucleotide, die von unterschiedlichen Firmen bezogen wurden, zum Teil erhebliche
Unterschiede in der Spektrenqualitdt. Je nach Problemstellung kann hier eine zusétzliche
Aufreinigung der Probe Uber HPLC, lonenaustauschchromatographie oder durch die Zugabe
von wenigen NH'- beladenen Austauscherbeads zur Probenlésung empfehlenswert sein.

100
% [M+H]*
a0
&5
&0
75
70
s &5
g &0
% 55
£ 50 )
45 3620 3640 3660 3680 3700
40
i
a0
® [M+2H] 2+ el

500 1000 2000 3000 4000 5000

Masse (m/z)

Abb. 7: MALDI-RTOF-Spektrum eines 12-mers (Probenpréparation mit
Diammoniumhydrogencitrat). Neben dem einfach geladenen Molekdlion tritt hier, in
geringerer Intensitéat, ebenfalls das doppelt geladene [M+Bignal auf. Die
Signale im unteren Massenbereich sind ausschlieRRlich der Matrix (hoher UberschuR)
bzw. Verunreinigungen zuzuordnen. Heterogene Kationenaddukte (Austausch von
H* gegen N& (+22Da) oder K (+38 Da)) wurden nicht beobachtet (vgl.
Bildausschnitt), kénnen jedoch in diesem Massenbereich bis zur Grundlinie
aufgetrennt und eindeutig identifiziert werden.

Die Verwendung von Kationenaustauscherbeads anstelle des Diammoniumhydrogencitrats bei
der Probenpraparation fuhrte zu vergleichbaren Ergebnissen, wobei diese Methode jedoch
etwas zeit- und arbeitsintensiver ist (Vorbereiten des lonenaustauschers; Entsalzen der
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Matrixlésung; Zugabe bzw. Entfernen der Beads bei jeder einzelnen Probe etc.). Der Einsatz
von NC-Membranen zeigte, dal3 diese sich in Losungen von 50% Acetonitril/ 50% Wasser
(v/v) (Matrixlosung) infolge des hohen Anteils an Acetonitril auflosen. Deshalb wurde fir
diese Untersuchungen 3-HPA in 30% Acetonitril/ 70% Wasser geldst. Die Ergebnisse waren
jedoch wenig reproduzierbar. Untersuchungen mit Nafion-Schichten wurden im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefuhrt.

Ahnlich wie 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) bildet auch 3-HPA heterogene Matrix-
Probenkristalle aus, die eine schlechte Reproduzierbarkeit der MALDI-Messungen zur Folge
haben. Bei der Standardprobenpraparation werden Probenldésung und Matrixlosung auf dem
Probentrédger vermischt und bei Raumtemperatur auskristallisiert. Aufgrund des nicht
steuerbaren Kiristallisationsprozesses und der fur 3-HPA typischen Heterogenitat des Matrix-
Probenkristallisats ist die Reproduzierbarkeit von Einzelmessungen jedoch sehr gering; und
zwar sowohl von Probe zu Probe als auch innerhalb der gleichen Probe von Stelle zu Stelle
und von Laserschull zu Laserschul3 (gleiche Probenstelle). Nur sehr wenige Matrices (z.B. 4-
Hydroxy-a-cyanozimtsaure) bilden ein homogenes Kristallisat mit mikroskopisch kleinen,
gleichmaRigen Kristallen aus, das fiir eine gute Gesamt-Reproduzierbarkeit notwentfig ware
Bei der Mehrzahl der Verbindungen kdnnen nur aus ausgewahlten kristallinen Bereichen der
Probe gute Ergebnisse erzielt werden. Das Suchen nach einem "sweet spot" ist dabei zeit- und
arbeitsaufwendig und erschwert zudem die Automatisierung bei der Spektrenaufnahme. Auch
guantitative Bestimmungen sind infolge der schlechten Reproduzierbarkeit von
Einzelmessungen in der Regel nicht mdglich.

1.2 Spruhpraparation

Mit dem Ziel, dinne Schichten homogener Matrix-Probenkristallisate zu erzeugen und
dadurch die Reproduzierbarkeit der Signale zu erhéhen, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. R.
Woisch (Universitat Oldenburg) eine von ihm entwickelte Sprihapparatur fir die
Probenpréparation getestet. Ahnlich wie bei déin” layer-Technil® werden auch hier
Matrix und Probe getrennt aufgetragen:

Mit Hilfe eines genau regulierbaren Gasstromes wird zundchst die Matrixlésung (0.5-1pul)
unter Druck durch eine Kapillare fein auf den Probentrdger verspriht. Bei optimalen
Spruheinstellungen, die hauptsachlich auf das verwendete Losungsmittel abgestimmt werden
missen, entstehen sehr feine, kleine, gleichmaRige Tropfchen. Aufgrund der grof3en
Oberflache und des kontinuierlichen Gasstromes verdampft das Lésungsmittel sehr schnell, so
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dal3 beim "Erreichen" des Probentragers die Matrix innerhalb dieser feinen Tropfchen sofort
als Feststoff vorliegt. Im Idealfall wird so eine dinne, homogene Schicht aus sehr kleinen,
gleichmaRigen Matrixkristallen erzeugt, auf die dann die Probenlésung nach dem gleichen
Verfahren aufgespriht werden kann. Das Resultat ist die Bildung eines mikrokristallinen
Matrix-Proben-Gemisches, welches bei der anschlieenden MALDI-Analyse aufgrund der
gleichmafigen, homogenen Oberflache eine gute Gesamt-Reproduzierbarkeit der Signale
aufweisen sollte.

Der Erfolg dieser

Praparationstechnik hangt jedoch
pl-Spritze mit entscheidend von den
Kapillare Gerateparametern ab. Diese wurden

bei der hier verwendeten Apparatur
zum grof3ten Teil manuell eingestellt
und waren aus diesem Grunde
schlecht reproduzierbar. So wird z.B.
— gefs‘;':fgfnaref die Schichtdicke durch die Spriih-
dauer und eine gleichzeitige, gleich-
mafige Bewegung des Probentragers
festgelegt.  TropchengrofRe  und

Probentrager -geschwindigkeit beeinflussen ent-
i scheidend die GroRRe und Form der
entstehenden Kiristalle und sind von

vielen Faktoren abhéngig. Hierzu
gehodren unter anderem das verwen-
dete Losungsmittel (leicht flichtige
Substanzen sind besser geeignet), der
Abstand zwischen Probentrager und
Kapillare, der Gasstrom, die Position der Kapillare innerhalb der Glasspitze, Lange und
Durchmesser der Kapillare sowie der Glasspitze und der Druck, mit dem die Losung durch die
Kapillare gedriickt wird. Da das Rohrchen fur die Glasspitze "per Hand" ausgezogen wurde,
war es schwierig, den Durchmesser gezielt zu optimieren. Der "Druck” der bendtigt wird,
damit die Losung durch die Kapillare fliel3t, wurde mittels einer GC-Spritze manuell erzeugt,
was ebenfalls das Auffinden und Optimieren reproduzierbarer Sprihbedingungen erschwerte.

Kapillare ausgezogene
Glasspitze

Abb. 8: Schematische Darstellungrde
verwendeten Spruhapparatur

Gute Spruhbedingungen konnten fur die MALDI-Analyse von Ligninen sowohl mit DHB als
auch mit 4-Hydroxya-cyanozimtsaure als Matrix gefunden werden. Hierbei ist zu beachten,
daR 4-Hydroxys-cyanozimtsaure auch bei Standard-Praparationen mikrokristalline,
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homogene Kristallisate ausbildet, die eine gute Reproduzierbarkeit von Einzelmessungen zur
Folge haben. DHB hingegen bildet typischerweise heterogene, ringférmig angeordnete
Kristallnadeln aus. Fiur beide Verbindungen konnten hier mit Hilfe des Sprihverfahrens
homogene, mikrokristalline Oberflachen erzeugt werden, die eine aullerst gute
Reproduzierbarkeit von Laserschul3 zu Laserschuld (shot-to-shot) Uber die gesamte
Probenoberflache aufwiesen. Auflosungsvermégen und Signalintensitdten waren dabei
vergleichbar mit den Signalen, die mittels Standardprobenpréparation aus ausgewahlten
kristallinen Bereichen erzielt werden konnten. Um eine homogene Oberflache zu
gewahrleisten, wurde versucht, die Schichtdicke mdglichst gleichmafiig und gering zu halten.
Ein bis zwei Laserschiisse reichten daher zumeist aus, um das Matrix-Probengemiseh an
Probenstelle vollstandig zu desorbieren/ionisieren. Infolge der hohen Reproduzierbarkeit Gber
die gesamte Probenoberflache und der mit Standardpréparationen vergleichbaren Signalgute
sind fur die Spektrenaufnahme nur sehr wenige Einzelschiisse erforderlich (Kein Suchen nach
einem "sweet-spot”). Daher wéare es durchaus denkbar, durch eine Verkleinerung der
Apparatur mit sehr viel geringeren Mengen an Matrix- bzw. Probenldsung (unterer nl-Bereich)
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.

Demgegenuber konnten fur die Analyse von Oligonucleotiden mittels 3-HPA (10%
Diammoniumhydrogencitrat) keine Sprihbedingungen gefunden werden, bei denen die
Spektrenqualitat vergleichbar zur Standardpraparation gewesen ware. Obwohl es gelang, die
Bedingungen so zu wahlen, dal3 anstelle der fir 3-HPA typischen Kristallnadeln eine
homogene Schicht kleiner, gleichmaldiger Matrixkristalle gebildet wurde, entstand nach dem
Aufsprihen der Probe zumeist ein "festes” Proben-Matrix-Gemisch, aus dem auch mit hohen
Laserenergien keine Desorption/lonisation der Probenmolekile moglich war. Wurde die
Matrix ohne Zusatz von Diammoniumhydrogencitrat verwendet, so konnten kleinere
Oligonucleotide bis zum 6-mer detektiert werden. Trotz relativ guter spot-to-spot
Reproduzierbarkeit war die Spektrenqualitat selbst sehr schlecht. Geringe Signalintensitaten
und Peakverteilungen infolge von Kationenheterogenitat konnten beobachtet werden. Dabei
ist zu bedenken, dal3 die hier verwendeten Glasgerate (GC-Spritze, Glasspitze) zusatzliche
Kontaminationsquellen fir Natrium- und Kalium-lonen bei den letzten Schritten der
Probenvorbereitung darstellen. Da die Sprihbedingungen so gewahlt werden, dal die
Verbindungen sofort auskristallisieren, wenn sie die Oberflache des Probentragers erreichen,
ist die Behandlung mit Kationenaustauscherbeads oder auch der Einsatz von Nafion-Schichten
hier nicht moglich bzw. wenig effektiv. Eine Verminderung der Kationenaddukte laf3t sich
somit lediglich durch die Verwendung anderer Materialien und durch Zusatz von
Diammoniumhydrogencitrat, und zwar sowohl zur Matrix- als auch zur Probenlésung,
erreichen. Die Anwesenheit des Ammoniumsalzes beeintrachtigte jedoch die Kristallisation,
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so dal’ fur diese Losungen keine geeigneten Sprihbedingungen gefunden werden konnten.

Zusammenfassend lafdt sich sagen, dal’ das Spruhverfahren eine effiziente Methode darstellen
kann, um die Gesamt-Reproduzierbarkeit bei der MALDI-Analyse und damit auch die
Schnelligkeit und mogliche Automatisierbarkeit der Spektrenaufnahme erheblich zu
verbessern; speziell fir Matrices, die heterogene Matrix-Proben-Kristallisate ausbilden. Die
Schwierigkeit dieser Technik liegt jedoch im Auffinden geeigneter und reproduzierbarer
Spruhbedingungen. Diese mussen auf die jeweilige Problemstellung bzw. auf die jeweilig
bendtigten Matrix- und Probenlésungen angepal3t werden und sind somit nicht
standardisierbar.

2 Analyse einzelstranqgiger, synthetischer Oligonucleotide

Das Auflésungsvermdgen, und damit auch die Massengenauigkeit und Empfindlichkeit, wird
neben den instrumentellen Parametern entscheidend von der natirlich auftretenden
Isotopenverteilung, der Bildung von heterogenen Kationen- oder auch Matrixaddukten sowie
den auftretenden Fragmentierungen limitiert. Ausreichende instrumentelle Auflésung hat zur
Folge, dal3 diese Signale voneinander getrennt detektiert werden kénnen und somit lediglich
zu einer Verringerung der Signalintensitat des eigentlichen Molekulions, nicht aber zu einer
Peakverbreiterung (schlechtere Gesamtauflosung) fuhren. Die folgenden Ergebnisse zeigen, in
welchen Massenbereichen diese Signale unter Standardbedingungen noch ausreichend
aufgeldst und identifiziert werden kénnen.

Fur die hier abgebildeten Spektren wurden Polythymidinsauren mit einer Lange bis zu 100 nt
und Oligonucleotide, die in ihrer Ladnge zwischen 7 und 50 nt variieren, eingesetzt. Tab. 1 gibt
einen Uberblick tiber die jeweiligen Massen und Sequenzen:
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Tab. 1. Sequenzen und berechnete Massen (Durchschnittsmolekulargewichte) der hier
verwendeten Oligonucleotide

Sequenz [M+H]"per.
7-mer ‘5‘-TAACGGT-3' 2121.4
10-mer 5-TAACGGTCAT-3' 3028.0
11-mer ‘5‘-TAACGGTCATT-3' 3332.2
19-mer 5-TAACGGTCATTACGGCCAT-3' 5788.8
20-mer ‘5'-TAACGGTCATTACGGCCATT-S' 6093.0
24-mer 5-TAACGGTCATTACGGCCATTGACT-3' 7328.8
26-mer ‘5'-TAACGGTCATTACGGCCATTGACTGT-S' 7962.2
33-mer 5-TAACGGTCATTACGGCCATTGACTGTAGGACCT-3' 10129.6
37-mer ‘5'-TAACGGTCATTACGGCCATTGACTGTAGGACCTGCAT-S' 11365.4
38-mer 5-TAACGGTCATTACGGCCATTGACTGTAGGACCTGCATT-3' 11669.6
42-mer ‘5'-TAACGGTCATTACGGCCATTGACTGTAGGACCTGCATTACAT-S' 12889.4
46-mer 5-TAACGGTCATTACGGCCATTGACTGTAGGACCTGCATTACATGACT-3' 14125.2
50-mer ‘5'-TAACGGTCATTACGGCCATTGACTGTAGGACCTGCATTACATGACTAGCT-S' 15361.0

2.1 Isotopenauflésung

Aufgrund der hohen Haufigkeiten voAC (98.9%),'H (99.99%),°0 (99.76%) und“‘N
(99.63%) spielt die natdrliche  Isotopenverteilung  dieser Elemente  bei
massenspektrometrischen Bestimmungen im niedermolekularen Bereich kaum eine Rolle.
Hier wird hauptsachlich das Monoisotopensignal der Verbindung detektiert. Mit steigender
MolekulgréRe nimmt jedoch der Einflu3 von Isotopen geringerer Haufigkeit zu, so dal3 die
Massenspektren infolge der natirlichen Isotopenhaufigkeiten eine breitere Signalverteilung
aufweisen. Abb. 9 verdeutlicht die Problematik anhand zweier simulierter Spektren, die die
berechneten Isotopenverteilungen des in Tab. 1 aufgefuhrten 7- bzw. 50-mers wiedergeben:
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Abb. 9: Einflul der Isotopenhaufigkeiten (C, H, N und O) auf die Signalverteilung im
Massen-spektrum bei steigendem Molekulargewicht anhand simulierter Spektren des 7- u. 50-
mers.

2 MHHT, Waéhrend im Linear-Modus, aufgrund
:; der kurzen Flugzeiten und der nicht
v korrigierten Energieverteilung, auch
47 fur kleine Oligonucleotide keine Isoto-
g E d(TTTT) penauflésung erzielt werden konnte,
% j: erlaubte die Spektrenaufnahme im Re-
é " flektor-Modus ~ Grundlinien-trennung
4 der lIsotopensignale von 4- und 5-
. meren (d(TTTT) und d(TAGCT)) (vgl.
i Abb. 10). Obwohl die Qualitat der
jjw Spektren aufgrund der Heterogenitat
3 des Matrix-Proben-Kristallisats von
32115';0 1160 1170 1180 1190 LaserschuB zu Laserschul3 schwankt,

Masse (m/z)

Abb. 10: Ausschnitt eines MALDI-RTOF-Spektrums zeigt Isotopenauflésung eine
4-mers. Substanzmenge: 5pmol, Beschleunigungs- und Nachbeschleunigungs
snannuna: 5kV. mit IM+Hh. = relative Isotonenmasse des Molekiilions

! Simulationsprogramm: Isopro (Isotopic abundance simulator), v. 2.0, PC-Version by Senko, M. W.;
Department of chemistry, Cornell University, Ithaca, NY 14853
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sind in diesem Massenbereich Signale mit Isotopenauflésung relativ gut reproduzierbar.

Auffallend ist, dalR die Intensitaten der Signale untereinander von Schuf3 zu Schuld durchaus
variieren kdnnen, so dal3 in einzelnen Spektren nicht immer das berechnete Isotopenverhéltnis
wiedergegeben wird. Im Routinebetrieb lassen sich in diesem Massenbereich Auflésungen um
die 3000 erzielen. Durch Herabsetzen der Beschleunigungsspannung von 5 auf 3 kV konnten
fur das 4-mer (1155.2 Da) in Einzelmessungen Auflésungen bis zu 4000 erreicht werden.

Allerdings ist die Schuf3-zu-Schul3-Reproduzierbarkeit bei derart niedrigen Beschleunigungs-

spannungen sehr viel schlechter, so daR fur Standarduntersuchungen stets
Beschleunigungsspannungen von 5 kV verwendet wurden.

Demgegenuber lie3en sich bei der Analyse von Oligonucleotiden mit einer Lange von 7 nt die
Signale der einzelnen Isotope zwar noch eindeutig zuordnen, aber in der Regel nicht mehr bis
zur Grundlinie auflésen (vgl. Abb. 11).

2120.6

%5 21215

o

& 21226

80

i 2123.4

70
- 5
: . Wyt
. Mg Pt I
=g 2120 2130 2140

45

o (M+H)*: 21215 Da

35

n

25

20

1000 2000 3000 4000 Mz
Abb. 11: MALDI-TOF-Spektrum eines 7-mers. (Substanzmenge: 5pmol). Ausschnitt
des Spektrums zeigt die VergroRerung des Molekilionensignals. Isotopensignale lassen
sich nicht mehr bis zur Grundlinie auftrennen. Peakbreite bei halber Hb6he des
Maximums: 1.71 Da (Aufldsung:1240). (M+H) exp. ermittelte relative
Durchschnittsmasse des Molekilions (berechnet: 2121.4 Da). Der Bildausschnitt
dagegen zeigt die exp. ermittelten Isotopenmassen (Monoisotopensignal berechnet:
2120.4 Da).
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Die resultierende Peakverbreiterung bei halber Signalhéhe hat eine entsprechend schlechtere
Auflésung zur Folge (m¥m;.mer 1240 Da). Sowohl die Masse des Monoisotopensignals
(relative Isotopenmasse) als auch das Durchschnittsmolekulargewicht (mittlere relative oder
auch chemische Masse) konnten hier mit guter Genauigkeit bestimmt werden (([M+H]
berechnet: 2140.4 Da, experimentell: 2120.6 Da; [MpHjer.: 2121.4, exp.: 2121.5 Da).

2.2 Kationenaddukte und Fragmentierungen

Abb. 12 demonstriert das Auflosungsvermdgen des hier verwendeten Gerates in bezug auf
Kationenadduktbildung und Fragmentierungen am Beispiel eines 10- 20- und 50-mers.
(Sequenzen und Massen der Verbindungen sind in Tab. 1, S.24 aufgefuhrt.) Ein Vergleich der
Spektrenausschnitte, die jeweils Massenfenster von 3000 Da zeigen, verdeutlicht die
Signalverbreiterung mit zunehmendem Molekulargewicht. Sowohl instrumentelle Faktoren
wie z.B. unterschiedliche Startzeiten der lonen, Fluktuation in der Energie des Laserstrahls
oder die Bildung von Sekundérionen und —elektronen an der Nachbeschleunigungsdynode als
auch nicht aufgeloste Signale der natirlichen Isotopenverteilung, Heterogenitat im
Gegenkation und Fragmentierungen sind hierfir verantwortlich.

Beides, Kationenaddukte und (prompte) Fragmentierungen konnten im unteren Massenbereich
gut aufgelost und aufgrund ihrer Massendifferenz zum eigentlichen Molekulion identifiziert
werden. Die beobachteten Fragmentierungen lassen sich dabei hauptsachlich auf den Verlust
einer oder mehrerer Basen zurtickfuhren (G: 151 Da, A: 135 Da, C: 111 Da oder T: 125 Da),
wobei die Eliminierung von G am haufigsten auftritt. Spaltung des Desoxyribosephosphat-
Gerustes wurde im allgemeinen nicht beobachtet. Zusétzlich zum Basenverlust laf3t sich in
einigen Spektren ein Massenverlust von 18 Da nachweisen, der wahrscheinlich auf der
Eliminierung eines Wassermolekiils vom 3'-oder 5-Ende des Molekiilions basiert.

Mit steigendem Molekulargewicht sind hohere Laserenergien erforderlich, um die Probe zu
desorbieren/ionisieren. Zudem nimmt die lonenstabilitat mit zunehmender Kettenlange stark
ab, was im hoheren Massenbereich zu einem deutlichen Anstieg der Fragmentionen fiihrt. Wie
Abb. 12a) zeigt, lassen sich schon fir Oligonucleotide mit einer Lange von 10 nt in
Einzelmessungen Fragmentionen und Kationenaddukte nachweisen. Unter optimierten
Bedingungen treten diese in diesem Massenbereich jedoch relativ selten auf. Demgegeniber
stellt bei der Analyse eines 20-mers das Auftreten von Fragmentionen die Regel dar, und zwar
selbst bei guter Kristallisation und niedriger Laserenergie (Schwellenbestrahlungsenergie).
Sowohl einfacher als auch zweifacher Basenverlust 1af3t sich hier reproduzierbar nachweisen
(vgl. Abb. 12b). Das Ausmal3 der Fragmentierungen ist dabei neben der Probe und
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Abb. 12 a), b) und c): MALDI-RTOF-Spektren eines 10-, 20- und 50-mers (je 5 pmol).
b) 20-mer, b3): wenig hohere Na/K-Kontamination: Na/K-Addukte kénnen
untereinander nicht mehr aufgeldst werden.
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Probenvorbereitung stark vom jeweiligen Proben-Matrix-Kristallisat und der fur die
Desorption/lonisation erforderlichen Laserenergie abhangig.

Wahrend beim 10-mer (~ 3000 Da) Signale mit Massendifferenzen von ca. 20 Da

routinemanig bis zur Grundlinie aufgetrennt werden konaem G/A: 16 Da; A/C: 24 Da;

[M+H] "/ [M+Na]": 22 Da), ist das im Massenbereich von 6000 Da (20-mer) schon nicht mehr

maoglich. Signale des Molekulions und der Natrium- und Kalium-Addukte lassen sich hier nur

noch unter optimalen Bedingungen auftrennen und identifizieren (s. b)). Bei hdherer
Laserenergie oder auch wenig
hoéheren Addukt-Intensitaten (vgl.

2 b2)) lassen sich zwar

. d(Tz0) [M+H] * Metallkationenaddukte und

Molekulion getrennt voneinander

" darstellen Am: 22 Da), die einzelnen

1 [M-nH+(n+1)Na/K} Addukte kdnnen jedoch

" untereinander nicht mehr aufgeldst

werden Am Na/K: 16 Da oder

j T K/2Na: 6 Da). Ahnlich sieht es fur
; die unterschiedlichen Fragmentionen
1 aus. Eliminierung von G, A oder C
;000 6000 2000 fuhrt zu Signalen mit relativ kleinen
Massendifferenzen (16-24 Da), die
Abb. 13: Ausschnitt aus einem MALDI in diesem Massenbereich nur noch
RTOF-Spektrum von d@h) demonstriert da unter  optimalen  Bedingungen
Auftreten eines Fragmentions infolge rde zugeordnet werden konnen.

Abspaltung von Thymin
Wie aus den Spektren hervorgeht,

tritt die Abspaltung von G am
haufigsten auf, gefolgt von der Eliminierung von A und C. Die Abspaltung von T konnte beim
10-mer nicht detektiert und beim 20-mer nicht eindeutig zugewiesen werden. MALDI-
Analysen von Polythymidin-sauren demonstrierten jedoch, dal3 ab Kettenlangen von ca. 20 nt
ebenfalls die Abspaltung von Thymin nachzuweisen ist, wenn auch nur in geringer Intensitat
(s. Abb. 13). Zudem wiesen die Spektren von Polythymidinséduren unter gleichen Bedingungen
der Probenpraparation, intensivere Signale der Kationenadduktbildung auf als Spektren
gemischter Oligonucleotide vergleichbarer Kettenlange (Spektren hier nicht abgebildet). Diese
Beobachtung wird auch in der Literatur beschrieben und lalt vermuten, dgR3 d(T
Verbindungen verstérkt zur Bildung heterogener Kationenaddukte n¥igen
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Wie Abb. 12c) demonstriert, kbnnen bei der Analyse des 50-mers Fragmentionen, die der
Eliminierung einer oder zweier Basen entstammen, zwar noch unterschieden, aber nicht mehr
bis zur Grundlinie aufgelost werdenny >100 Da). Zudem ist es in diesem Massenbereich
nicht mehr mdglich, das Signal des Molekilions und die der heterogenen Kationenaddukte
aufzutrennen. Die resultierende Peakverbreiterung des Molekilions hat eine schlechtere
Gesamtauflésung zur Folge und tragt dazu bei, dal bei der Analyse von Gemischen Signale
von Verbindungen ahnlicher Masse sich tberlagern und somit nicht mehr identifiziert werden
kénnen. Mit steigendem Molekulargewicht kbnnen daher immer gré3ere Massendifferenzen
nicht mehr aufgelost werden (7-mer:. Isotopenauflosung; 20-mer: Auflosung von
Massendifferenzen varR22 Da; 50-merAm= ~100 Da gut auflésbar).

Zudem nimmt, neben der Empfindlichkeit auch die Massengenauigkeit ab. Wahrend im
unteren Massenbereich standardmafig Aufldésungen von ~3000 und Massengenauigkeiten bis
zu 0.01% erzielt werden kénnen, lassen sich bei der Analyse des 50-mers (~15kDa) lediglich
Genauigkeiten bis zu 0.1% bei Auflésungen um die 200 erreichen. Zwar sind in
Einzelmessungen bessere Ergebnisse maoglich, stellen aber nicht die Regel dar.

2.3 Analyse von Gemischen synthetischer Oligonucleotide

Im Hinblick auf den moglichen Einsatz massenmarkierter Terminatoren fir die Sanger-
Sequenzierung mittels MALDI-MS wurden Auflosungsvermégen und Empfindlichkeit bei der

Analyse von Gemischen untersucht. Um eine gleichméaRige Verteilung der einzelnen
Oligonucleotide im Matrix-Proben-Kristallisat zu gewahrleisten, wurde zunachst eine gut
durchmischte  Stammlésung des jeweiligen Oligonucleotidgemisches hergestellt.
Untersuchungen hinsichtlich der Empfindlichkeit erfolgten mittels einer Verdinnungsreihe
dieser Stammlésungen. Im Vergleich zur Analyse einzelner Oligonucleotide laft sich ganz
allgemein feststellen, dafl3 Auflosungsvermégen und Empfindlichkeit mit zunehmender
Komplexitat des Gemisches leicht abnehmen. Hierfiir sind mehrere Faktoren verantwortlich:

Obwohl bei MALDI-Analysen von Oligonucleotiden hauptséchlich intensive Signale des
einfach geladenen Molekilions auftreten, kbnnen dennoch in geringerer Intensitat zusatzliche
Signale hohergeladener Molekulionen und einfach geladener Molekuilionencluster (Dimere,
Trimere etc.) gebildet werden. Bei der Analyse einzelner Verbindungen spielen diese Signale
fur die genaue Massenzuweisung des einfach geladenen Molekiilions keine Rolle. Sie kbénnen
jedoch zu Problemen flihren, wenn sie bei der Analyse von Gemischen ahnliche Massen wie
die anderer Analytionen aufweisen. Bei mangelnder Auflésung ist dann eine
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Peakverbreiterung des zu analysierenden Molekuilions und, in Abhangigkeit der jeweiligen
Signalintensitaten, eine verminderte Genauigkeit bei der Massenbestimmung die Folge (vgl.
Peak 3 und 4 in Abb. 14). Auftreten, Ausmald und Intensitat dieser Signale sind dabei von
mehreren Faktoren abhangig und nicht vorhersagbar. Abb. 14 zeigt ein Beispiel fur das
Auftreten dieser Signale und deren Auswirkungen bei der Analyse von Gemischen.

® 1: [M+3H]3*
0 24-mer
85
80 M+H]* 2. [M+2H]?%*
= [ ] 24-mer [ ] 24-mer
" 3: [M+2H]2
&5 50-mer
i [M+H]* + [M2+H];4-mer
jz 7-mer [M+H]*

50-mer 5- [M +H]+
“ 3 oa-mer
® 2 /3 4\
an 5 . +
= 1 ° 6: [M2+H]5O-mer
| 5000 10000 20000 30000

m/z

Abb. 14: MALDI-RTOF-Spektrum eines Oligonucleotidgemisches (7-mer: 0.5 pmol;
24-mer und 50-mer: je 1 pmol). Massen und Sequenzen der Molekilionen sind in
Tab. 1, S. 24 wiedergegeben.

Neben den einfach geladenen Molekilionen des 7-, 24- und 50-mers treten doppelt und
dreifach geladene Molekuilionen sowie Di- und Trimere auf. Auch wenn die meisten dieser
Signale hier ausreichend aufgelost werden kdnnen und zudem in niedrigen Intensitaten
vorliegen, fuhren sie bei komplexeren Gemischen zu einem erhdhten Untergrund (schlechteres
Signal/Rausch-Verhaltnis) und Peakverbreiterung.

Zudem fallt auf, daR die Intensitaten der einfach geladenen Molekuilionensignale untereinander
innerhalb der gleichen Probe von Spot zu Spot stark variieren kdnnen. Deshalb wird in
Einzelspektren oft nicht das richtige Verhaltnis der einzelnen Komponenten zueinander
wiedergegeben. Vor allem bei hoheren Analytkonzentrationen (~ 10pmol/ul je Verbindung)

ist es mdglich, dal3 an einzelnen Stellen des Proben-Matrix-Kristallisats hauptsachlich eine
Komponente des Gemisches nachgewiesen werden kann, wahrend an anderer Probenstelle ein
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vollig anderes Verhaltnis der Verbindungen vorliegt. Um ein reprasentatives Spektrum zu
erhalten, ist hier die Aufaddierung von Einzelspektren Uber die gesamte Probenoberflache
erforderlich (10 - 50 Schuf3). Da die Oligonucleotide vor dem Vermengen mit der Matrix gut
durchmischt worden sind, mussen derartige Effekte auf die Matrix-Proben-Kristallisation
zuruckgefuhrt werden. Mit abnehmender Konzentration verringert sich dieser Effekt, so dal3
auch in Einzelspektren verschiedener kristalliner Bereiche der Probenoberflaiche ahnliche
Relationen der Signalintensitaten beobachtet werden kénnen.

Aufgrund der, fir MALDI-MS typischen, geringen Reproduzierbarkeit von Einzelmessungen

ist eine Quantifizierung Uber die Signalintensitaten nicht mdglich. Dennoch erlaubt, bei

niedrigen Konzentrationen der Komponenten, das Verhdltnis der Signalintensitaten der
[M+H]*-lonen eine grobe (qualitative) Abschatzung der Konzentrationsverhaltnisse im

Gemisch (Summenspektrum). Dabei ist zu bericksichtigen, dafl3 die Nachweiseffizienz der
Verbindungen mit steigendem Molekulargewicht abnimmit.

Hat die Heterogenitat des Proben-Matrix-Kristallisats bei Einzelmessungen zur Folge, daf3 nur
aus ausgewahlten kristallinen Bereichen Signale guter Intensitat und Auflosung erhalten
werden kénnen, ist es bei der Analyse von Gemischen zunehmend schwieriger, Bereiche zu
finden, in denen alle Komponenten gute Auflosung und Intensitat aufweisen. Zudem lassen
sich die Mel3bedingungen (z.B. Laserenergie und Nachbeschleunigungsspannung) nicht mehr
auf die einzelnen Komponenten optimieren und richten sich in der Regel nach den
Bedingungen, die fur die Desorption/lonisation des Oligonucleotids hdchster Masse
erforderlich sind. Daraus resultieren jedoch zu hohe Laserintensitaten (und eventuell auch zu
hohe Nachbeschleunigungsspannungen) fir die kleineren Komponenten des Gemisches, so
dal’ hier im Vergleich zur Analyse der Einzelverbindungen schlechtere Auflésung und erhéhte
Fragmentierungen auftreten. Je breiter der Massenbereich des zu analysierenden Gemisches,
desto schwieriger ist es, einheitliche, optimale MelRbedingungen fir alle Komponenten zu
finden.

Abb. 15 demonstriert die Simulation einer Sanger-Sequenzierung eines 50-mers (T-Reaktion;
Massen und Sequenzen: s. Tab. 1, S.24). Stammlosung und die resultierenden verdinnten
Losungen enthielten die einzelnen Komponenten in gleichen Konzentrationen. 0.5ul der
jeweiligen Losungen (mit Konzentrationen von 4, 2, 1, 0.4, 0.2 und 0.1 pmol/ul je
Verbindung) wurden mit der Matrix vermischt und anschlieRend sowohl im Linear- als auch
im Reflektor-Modus vermessen. Wie schon zuvor beobachtet, treten auch hier mehrfach
geladene Molekilionen und Molekilionencluster auf, die entweder zu gut aufgelGsten
Signalen oder aber zusammen mit Signalen der Adduktbildung und Fragmentierungen zu
einem erhohten Untergrund und Peakverbreiterung fuhren. Abb. 15 zeigt die jeweiligen
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Spektren bei absoluten Substanzmengen von 500 fmol (a): LTOF und c): RTOF) und 200
fmol ( b): LTOF und d): RTOF).
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33
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b) » ‘ | d)-
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Abb. 15: MALDI-TOF Spektren eines Gemisches, bestehend aus 13 synthetischen
Oligonucleotiden gleicher Sequenz und gleicher Konzentration, die in ihrer Lange
zwischen 7 und 50 nt variieren. a) LTOF-Spektrum, 500fmol je Verbindung b) LTOF-
Spektrum, 200fmol je Verbindung c) RTOF-Spektrum, 500fmol je Verbindung d)
RTOF-Spektrum, 200fmol je Verbindung

Fur Gemische mit Substanzmengen von 2 pmol bis zu 200 fmol konnten im linearen und im
reflektierenden Modus alle 13 Verbindungen ausreichend aufgeldst und eindeutig identifiziert
werden.

Ein Vergleich der Spektren a) und c) bzw. b) und d) demonstriert jedoch deutlich besseres
Auflésungsvermogen und hohere Signalintensitaten bei Oligonucleotiden >25 nt mittels

RTOF-MS. Und zwar, obwohl die Signale im Reflektor-Modus aufgrund der zunehmenden

Fragmentierungen im unteren Bereich sehr breit und insgesamt unsymmetrisch sind.
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Gegenuber der Analyse der Einzelverbindungen (RTOF-MS) ist die Massenauflosung fur
Substanzen in komplexen Gemischen geringer. So lassen sich die Isotope des 7-mers und
heterogene Kationenaddukte beim 20-mer unter Standardbedingungen in der Regel nicht mehr
zuweisen und fuhren zur Peakverbreiterung bzw. zu einem héheren Untergrund. Basenverlust
hingegen kann auch noch beim 50-mer aufgeldst und zugewiesen werden.

Alle vier Spektren demonstrieren abnehmende Auflésung mit steigendem Molekulargewicht.
Zwar sind Auflosung und Massengenauigkeit durchaus ausreichend, um zwischen einzelnen
Basen zu unterscheidemni: ~300 Da), dennoch kdnnen Signale aufeinanderfolgender,
gleicher Basen im hoheren Massenbereich zunehmend schlechter aufgetrennt werden (vgl.
Signale far: 10-/11-mer; 19-/20-mer; 37-/38-mer). Eine VergréRerung des Massenbereiches
des 37-/38-mers laldt erwarten, dal3 zwischen diesen beiden Signalen lediglich ein maximal
zwei zusatzliche Signale fir T-Terminationsprodukte mit etwa gleichen Massenabstanden (
entweder 150 oder ~100 Da) aufgeldst und zugeordnet werden kénnen. Der Einsatzbereich
markierter Terminatoren fur die Multiplex-Sanger-Sequenzierung ist daher auf einen relativ
kleinen Massenbereich beschrankt.

Vergleich der LTOF-Spektren a) und b) zeigt deutlich schlechtere Intensitaten und
abnehmendes Auflésungsvermodgen mit sinkender Konzentration. Unterhalb von 200 fmol
(100 fmol) sind 37- und 38-mer haufig nicht mehr auftrennbar und erscheinen als einheitliches
Signal. Zudem ist, aufgrund des flr den Linear-Modus typischen, steilen Anstiegs der Signale
im Matrixbereich, das 7-mer oft nicht mehr nachweisbar. Demgegeniber lassen sich im
Reflektor-Modus die einzelnen Komponenten der Gemische auch noch bei Konzentrationen
von 0.2 pmol/ul (abs. Substanzmengen bei der MALDI-Messung von 100 fmol je
Verbindung) nachweisen. Die Qualitat der Spektren nimmt jedoch auch hier, mit
abnehmenden Konzentrationen, stark ab (hoher Untergrund, schlechtes Signal/Rausch-
Verhaltnis und geringere Auflésung). Liegen die einzelnen Verbindungen des Gemisches nicht
in gleichen Konzentrationen vor, kdnnen Substanzen geringerer Konzentration nicht mehr
nachgewiesen werden. Neben der schlechteren Spektrenqualitat stellt die langere Mel3zeit
einen weiteren Nachteil dar. Bei sehr geringen Substanzmengen |3t sich die Probe nur an sehr
wenigen kristallinen Bereichen des Matrix-Probenkristallisats nachweisen, so dald die Suche
nach einem "sweet spot” mehr Zeit beansprucht. Zudem ist es zumeist erforderlich, infolge der
schlechten Signalintensitadten mehr Spektren aufzusummieren (bis zu 100 Einzelschisse).

Zusammenfassend laR3t sich sagen, dal’ bei der Analyse von komplexen Gemischen absolute
Substanzmengen von 1-2 pmol je Verbindung ideal sind, wobei die Spektrenaufnahme durch
das Aufsummieren von Einzelspektren tber die gesamte Probenoberflache erfolgen sollte.
Gute Ergebnisse hinsichtlich Massenauflosung und Genauigkeit lassen sich auch mit
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Substanzmengen von bis zu 200 fmol erzielen. Niedrigere Mengen sind nachweisbar, die
resultierenden Spektren weisen jedoch infolge des schlechten Signal-Rausch-Verhaltnisses
eine deutlich schlechtere Qualitdt auf. Zudem kdnnen Verbindungen, die im Gemisch in
niedrigeren Mengen enthalten sind, oftmals nicht mehr detektiert werden.

Bei Sequenzierungsreaktionen fallen tblicherweise Substanzmengen im unteren fmol-Bereich
an, wobei die Konzentration der einzelnen Komponenten im allgemeinen mit steigender

Masse abnimmt. Um die Analyse von Sequenzierungsprodukten mit dem hier verwendeten
Gerat zu ermoéglichen, ist es daher notwendig, entweder die Ausbeute der enzymatischen
Sanger-Reaktion zu erhdhen oder aber die Probenpraparation bei der MALDI-Messung so zu
optimieren, dal3 geringere absolute Substanzmengen fur die Messungen bendtigt werden.

Letzteres lafldt sich durch eine Verringerung der zu analysierenden Probenlésung erreichen. Da
fur die MALDI-Analyse nur ein Kkleiner Bruchteil des Proben-Matrix-Kristallisats bendtigt
wird, 1&Rt sich die fir die Probenpréaparation verwendete Menge an Proben- und Matrixldsung
theoretisch nahezu beliebig verkleinern (kleinerer Probenspot). Wahrend die
Probenpréparation der oben dargestellten Spektren mit 0.5 pl je Losung (Matrix und Probe)
durchgefuhrt wurde, konnten Spektren gleicher Qualitdt auch mit 0.25ul je Lésung erhalten
werden (nicht abgebildet). Bei Konzentrationen der Probenldésungen von 0.4 pmol/ul
entspricht das einer absoluten Substanzmenge von 100 fmol (gegeniber 200 fmol bei 0.5ul
Probenldsung). Aufgrund der geringeren SpotgrofRe wird zudem das Suchen nach geeigneten
kristallinen Bereichen eingeschrankt. Lésungsmengen unterhalb von 250 nl waren jedoch
schlecht zu handhaben  (Pipettierfehler,  schlechtere = Reproduzierbarkeit des
Kristallisationsprozesses) und fanden deshalb fiir die Standardprobenpraparation keine weitere
Anwendung. Fur Standarduntersuchungen erwiesen sich Lésungsmengen von 0.3-0.5 pl als
am Besten geeignet.

Zudem zeigte sich, dalR bei komplexen Gemischen mit Konzentrationen > 1pmol/pl ein
hoherer Anteil an Matrixlésung (Verhaltnis Proben-/Matrixlosung 1:2 oder 1:3 statt 1:1)
vorteilhaft ist. Hoher Untergrund bei RTOF-Spektren infolge von mehrfach geladenen
Molekulionen, Molekilionenclustern und Fragmentierungen lie3en sich durch einen héheren
Matrixanteil oftmals reduzieren.
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3 __Analyse von doppelstrangiger DNA (PCR-Produkte)

Die Untersuchung des Auflosungsvermogens im Massenbereich >15 kDa erfolgte durch die
Analyse von PCR-Produkten. Abb. 16 zeigt das MALDI-Spektrum eines PCR-Produktes mit
einer Kettenlange von 103 nt.

10000 20000 40000 60000
Masse(m/z)

Abb. 16: MALDI-Spektrum eines  103-mer PCR-Produktes
(Summenspektrum von 12 Einzelschissen). Berechnete Massen der
Einzelstrange: 31768 und 31759 Da (Mittelwert: 31763 Da).

Das Signal bei 31670 Da repréasentiert die einfach geladenen Molekulionensignale der beiden
Einzelstrange (Berechnete Massen der Einzelstrange: 31768 und 31759 Da; Mittelwert:
31763). Da die Massen der beiden Einzelstréange lediglich um 9 Da differieren, kénnen diese
nicht mehr aufgelést werden und erscheinen als einheitliches Signal. Analog zur Analyse
einzelstrangiger Oligonucleotide kdnnen zusatzlich Signale mehrfach geladener Molekulionen
oder aber einfach geladener Dimere oder Trimere beobachtet werden, allerdings immer in
geringeren Intensitdten als die der einfach geladenen Molekilionen. Signale der
Kationenaddukte und der Fragmentierungen (Basenverlust) kdnnen hier nicht mehr aufgel6st
werden und fuhren zu ausgepragtem Tailing des Molekulionensignals; und zwar sowohl zu
niedrigeren als auch zu héheren Massen. Die Kalibrierung der Massenskala erfolgte extern
mittels eines Gemisches synthetischer Oligonucleotide, deren Lange zwischen 7 und 50 nt lag.
Da das experimentell ermittelte Molekulargewicht gegeniber dem berechneten eine deutliche
Verschiebung zu geringeren Massen aufweist, ist anzunehmen, dafld Fragmentierungen in
diesem Massenbereich den grof3ten Anteil zur Peakverbreiterung beitragen und somit
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entscheidend das Auflésungsvermogen limitieren ([M##g] 31670 Da; ([M+H]per: 31763

Da = Mittelwert der beiden Einzelstrange (31768 und 31759 Da)). Wie zuvor demonstriert, ist
die Abspaltung von G, gefolgt von A und C, die Hauptursache fur das Auftreten von
Fragmentionen. Da sich die Stabilitdit der Basen unter MALDI-Bedingungen analog zur
Saurestabilitdt der N-glycosidischen Bindung der einzelnen Nucleotideinheiten verhalt
(T<<C<A<G), wird fur den Fragmentierungsmechanismus, basierend auf Untersuchungen zur
Séaurestabilitat von Nucleosiden in Lostthg®? eine Protonen-katalysierte Eliminierung
angenommet,. Furr Nucleoside in Lésung konnte gezeigt werden, daR Protonierung im Falle
des Guanosins hauptsachlich am N-7-Atom auftritnd daR die Stabilitat von Purinen,
gegenlber saurekatalysierter Hydrolyse, erheblich gesteigert werden kann, indem das N-7-
Atom durch eine Methingruppe ersetzt witd

Aufgrund dieser Beobachtungen war anzunehmen, daf modifizierte Oligonucleotide, die
anstelle der Purinbasen die entsprechenden 7-Desaza-Verbindungen enthalten, eine erhthte
lonenstabilitat (geringere Fragmentierungsrate) wahrend des MALDI-Prozesses aufweisen.

3.1 Einsatz von 7-Desaza-Purinen

In Zusammenarbeit mit C. Siegert wurde im folgenden der Einflu3 von 7-Desaza-Purinen auf
die lonenstabilitat von Nucleinsauren unterstithierfiir wurden 7-Desaza-modifizierte und
nicht-modifizierte PCR-Produkte unter gleichen Bedingungen synthetisiert und anschliel3end
einer MALDI-Analyse unterzogen. Aufgrund des zuvor beschriebenen Einflusses der Laser-
energie auf Fragmentierungen erfolgte die Spektrenaufnahme von modifizierten und nicht-
modifizierten PCR-Produkten unter gleichen MelRbedingungen (gleiche Laserintensitaten). Die
enzymatische Synthese der modifizierten Verbindungen erfolgte unter vollstdndigen Ersatz
von dATP und dGTP durch die entsprechenden 7-Desaza-Verbindungen. Dabei wurden fur
alle PCR-Reaktionen unmodifizierte Oligonucleotide als Primer gewd&hlt. Diese sind,
gegenuber der entsprechend modifizierten Verbindung, einfach und kostengiinstig zu
synthetisieren, leicht zu beziehen und universell einsetzbar. Zudem ist der Anteil der
Purinbasen im Primer gegeniber dem Gesamtanteil der Purinbasen im Molekul, selbst bei
kleinen PCR-Produkten von ca.100 nt, relativ gering und sinkt mit steigender Kettenlange des
PCR-Produktes. Bei den hier untersuchten 100-200-meren liel3en sich daher, allein durch die
enzymatische Reaktion, 80-90% der Purinbasen durch die entsprechenden 7-Desaza-
Komponenten ersetzen (vgl. Tab. 2). Fur die Untersuchung des Einflusses einer 7-Desaza-
Purin-Modifikation auf die lonenstabilitat wahrend des MALDI-Prozesses sollte dies durchaus
ausreichend sein.
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Tab. 2: Basenzusammensetzung der 7-Desaza-Purin-modifizierten und nicht-modifizierten,
doppelstrangigen (DS) PCR-Produkte:
Gesamtanteil an

PCR-Produkte(dS) C T A G c-A c/-G _
c/-G / c’-Ain [%]

103-mer. 56 47 47 56 - = -
modifiziertes 103-mel 56 47 13 9 34 47 79
99-mer 54 45 45 54 - = -
modifiziertes 99-mer 54 45 9 9 36 45 82
200-mer| 110 90 90 110 - - -
modifiziertes 200-mel 110 90 9 9 81 101 91

Den vollstandigen Ersatz der Purinnucleosidtriphosphate durch die entsprechenden 7-Desaza-
Komponenten bei der enzymatischen Reaktion erméglichte Exo(-)Pfu-DNA-Polymerase.
Infolge der geringeren Akzeptanz vori-@ATP und CG-dGTP gegeniiber dATP und dGTP
lagen die modifizierten PCR-Produkte trotz gleicher Synthese und Aufarbeitungsbedingungen
in geringeren Ausbeuten vor.

31713

15845
63405

10000 20000 40000 60000
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Abb. 17: MALDI-Spektrum eines 7-Desaza Purin-modifizierten 103-mer PCR-
Produktes (Summenspektrum von 3 Einzelschiissen) demonstriert deutlich
weniger Fragmentierung und damit bessere Signalintensitat, Massenauflosung und
Genauigkeit bei der Massenzuweisung (vgl. Abb. 16).
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Abb. 17 zeigt das in Abb. 16 (S. 36) dargestellte 103-mer mit 7-Desaza-Purin-Modifizierung.

Ein Vergleich der beiden Abbildungen demonstriert deutlich den Einful3 von 7-Desaza-

Purinbasen auf die lonenstabilitadt von DNA wahrend des MALDI-Prozesses. Obwohl

aufgrund des nicht modifizierten Primers immer noch ca. 20 % der Purinbasen unmodifiziert

vorliegen, ist fur das modifizierte PCR-Produkt Peak-Tailing zu niedrigeren Massen infolge
von Fragmentierungen sichtbar
reduziert. Deutlich bessere

a) xo Massenauflésung (MM=67
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zu desorbieren/ionisieren. Wurden die

b) 25000 35000 Messungen von modifizierten und
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Masse (m/7) zu analysierende PCR-Produkt so
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(groRBer als eine Nucleotideinheit).
Abb. 18 zeigt den vergroRerten

130

Abb. 18: VergrolRerter Ausschnitt der MALDI
Spektren eines 99-mer-PCR-Produktes. a) nicht
modifiziert (Summenspektrum: 20 Einzel
schiisse) b) GPurin-modifiziert (Summen
spektrum: 12 Einzelschisse). Berechnet Ausschnitt der MALDI-Spektren  des

Massen der beiden Einzelstrange [M¥H] PCR-Produktes ohne (a) und mit (b) 7-
30224 und 30750 Da Desaza-Purin-Modifizierung.
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Massendifferenzen von 526 Da konnen fir nicht-modifizierte Nucleinsauren nicht mehr
aufgelost werden. Die Unterscheidung einzelner Nucleotideinheiten (~300 Da) bei
Sequenzierungsreaktionen ist daher mit dem hier verwendeten Gerat im Massenbereich von
~30kDa nicht mehr méglich. Im Gegensatz dazu zeigt das Spektrum des modifizierten PCR-
Produktes eine erheblich bessere Qualitat. Obwohl die Signale der beiden Einzelstréange nicht
Grundlinien-getrennt werden konnen, ist das Auflésungsvermégen aufgrund der geringeren
Fragmentierungsrate durchaus ausreichend, um beide Verbindungen eindeutig nachzuweisen
und die Masse beider Einzelstrange mit guter Genauigkeit zu bestimmen (0.1%).

3.1.1 Abspaltung der Primer mittels Ribose-Modifikation

Speziell fur kleine PCR-Produkte (~100 nt) liel3e sich durch den Einsatz modifizierter Primer
eine weitere Verbesserung der Massenauflosung und Empfindlichkeit erzielen. Wie schon
erwahnt, ist die Synthese von 7-Desazapurin-modifizierten Oligonucleotiden jedoch nicht
trivial und dementsprechend arbeits- und kostenintensiv. Da zudem durch Primer-
Modifikation, selbst bei kleinen PCR-Produkten, lediglich ~20% der Purinbasen ersetzt
werden, ist die Auswirkung auf Massenauflosung und Empfindlichkeit weniger hoch als bei
dem hier demonstrierten ~80%-igen Ersatz durch die enzymatische Reaktion. Je nach
Problemstellung sollte daher der Kosten/Nutzen-Effekt in Erwagung gezogen werden. Eine
gunstigere und zudem effektivere Alternative stellt hingegen die Verwendung von Primern mit
einer Ribose-Modifikation am vorletzten Nucleotid dar. Diese kdnnen nach der Synthese des
PCR-Produktes mittels NaOH abgespalten wettemd ermdglichen somit ebenfalls die
Darstellung eines vollstandig 7-Desaza-Purin-modifizierten Produktes.

Abb. 19 zeigt a) ein partiell 7-Desaza-Purin-modifiziertes 100-mer PCR-Produkt (mit Ribo-
Primern) und b) das gleiche PCR-Produkt nach hydrolytischer Abspaltung der Primer. Wie
aus den Spektren hervorgeht, erfolgte die Abspaltung der Primer nahezu quantitativ.
Einzelmessungen uber die gesamte Oberflache des Proben-Matrix-Kristallisats wiesen
vergleichbare Intensitatsverhaltnisse der Signale auf, wie das oben dargestellte Spektrum
(Summenspektrum aus 12 Einzelmessungen). Zwar konnte das PCR-Produkt noch
nachgewiesen werden, verglichen mit dem Hydrolyseprodukt jedoch nur mit sehr geringen
Signalintensitaten. Die abgespaltenen Primer wurden bei der Aufreinigung des
Hydrolyseproduktes Uber eine "Ultra-fee-Filtereinheit” (10000 NMWL) abgetrennt. Wie das
Spektrum demonstriert, erfolgte diese Abtrennung nicht quantitativ, so dafl3 beide Signale
ebenfalls in geringen Intensitaten detektiert werden konnten. Fir das vollstéandig 7-Desaza-
Purin-modifizierte Hydrolyseprodukt wurde ein schmales, symmetrisches Signal erhalten, das
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sich durch verminderte Fragmentionenbildung (geringeres Peak-Tailing zu niedrigeren
Massen) auszeichnet.
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Abb. 19 a): MALDI-Spektrum eines 7-Desaza-Purin-modifizierten 100-mer PCR-
Produktes, dessen Primer eine Ribo-Modifikation tragt. b) MALDI-Spektrum des
modifizierten PCR-Produktes nach der hydrolytischen Abspaltung der beiden
Primer mittels NaOH.

Wie vermutet, sind die Auswirkungen auf Massenauflosung und Empfindlichkeit nicht so
deutlich wie bei dem zuvor demonstrierten 80%-igen Ersatz von A und G. Die relativ hohe
Massenauflésung des Signals ist zudem, neben dem Einflul? der vollstandigen 7-Desaza-
Purin-Modifikation, ebenfalls auf die Verschiebung des Molekulargewichtes des zu
analysierenden Produktes in den kleineren Massenbereich zurliickzufiihren. Wie zuvor gezeigt,
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nehmen Auflosung, Empfindlichkeit und Massengenauigkeit mit zunehmenden
Molekulargewicht ab, so dal3 hier generell durch die Abspaltung der Primer (5437 und 5918
Da) eine Verbesserung fur die MALDI-TOF-Analyse des PCR-Produktes erzielt werden kann.

3.1.2 Nachweis von doppelstrangiger DNA bei der Analyse von PCR-Produkten

Bei langeren PCR-Produkten nimmt der Anteil an Purinbasen im Primer gegentber dem
Gesamtanteil ab (hier ca. 10%), so dalR der Einflul3 nicht-modifizierter Primer sinkt. Abb. 20
zeigt ein 200-mer PCR-Produkt mit und ohne 7-Desaza-Modifizierung. Beide Spektren stellen
Summenspektren von 30 Einzelschiissen bei gleicher Laserintensitat dar. Auch hier lassen sich
fur die MALDI-Analyse der modifizierten Verbindung reproduzierbar bessere
Massenauflosung und héhere Signalintensitdten beobachten. Spektrum b) demonstriert das
einfach geladene Molekullionensignal der beiden Einzelstrange des modifizierten 200-mers mit
guter Auflosung und gutem Signal/Rausch-Verhaltnis. Wie dblich treten, in sehr viel
geringeren Intensitaten, ebenfalls Signale der doppelt geladenen Molekilionen der beiden
Einzelstrange sowie Signale der einfach geladenen Dimere auf. Demgegenlber zeigt das
Spektrum des nicht-modifizierten 200-mers Uberraschenderweise ein anderes Verhéltnis der
Signalintensitaten. Hier dominiert erstmals das einfach geladene Molekilionensignal der
Dimere bzw. des DNA-Duplexes (bei 121.1 kDa). Auch das Signal der beiden Einzelstrange
ist nachzuweisen, allerdings in geringeren Intensitaten.

Da bei der MALDI-Analyse einzel- und doppelstrangiger DNA neben den einfach geladenen
Molekulionen ebenfalls die Bildung der einfach geladenen Dimere (AA) und Multimgye (A

zu beobachten ist und zudem bei der Analyse von PCR-Produkten stets hauptsachlich die
Einzelstrange detektiert werden, wurde angenommen, daf} die bei der MALDI-Analyse
doppelstrangiger DNA auftretenden Signale der Dimeren auf unspezifische Ko-Desorption der
Einzelstrange zuriickzufuhren sind (AA, AB, BB) und nicht auf die Desorption des intakten
DNA-Doppelstranges (ABs), basierend auf den Wechselwirkungen der Watson-Crick-
Basenpaarung. Die Tatsache, dal3 bei der Detektion des 200-mer PCR-Produktes das Dimer-
Signal in hoheren Intensitaten vorliegt als das Molekilionensignal der beiden Einzelstrange,
legt jedoch die Vermutung nahe, dal3 es sich hierbei um die Desorption des intakten
Doppelstranges handelt und nicht lediglich um unspezifische Ko-Desorption der
Einzelstrénge.
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Abb. 20: MALDI-Spektren des 200-mer PCR-Produktes (jeweils
Summenspektren von 30 Einzelschissen): a) nicht-modifizierAn{ri8);

[M+H] *-Signal der Einzelstrange nur in geringeren Intensitaten nachweisbar (61.3
kDa), auRergewohnlich hohe Intensitat des Signals in derHIM-Region (122.1

kDa) laRdt hier den direkten Nachweis des DNA-Duplexes vermuten. b) 7-Desaza-
Purin-modifiziert (mAm=39); [M+H]'-Signal der beiden Einzelstrange dominiert.

Dies ist um so wahrscheinlicher, da die Stabilitdt von DNA-Duplexen mit steigender
Kettenlange zunimmt, aufgrund der extensiveren Wasserstoffbriickenbindungen, erkennbar
am hoheren Schmelzbereich dieser Verbindungen. Da die Massendifferenzen zwischen den
Homodimeren der beiden Einzelstrange (AA bzw. BB) und dem DNA-Duplexd)Aizw.
Heterodimer (AB) zu klein sind, um aufgeldst zu werden, ist es hier jedoch nicht méglich,
eindeutig zwischen diesen Signalen zu differenzieren.
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Im Vergleich dazu weist das Spektrum der 7-Desaza-modifizierten Verbindung, trotz gleicher
Kettenldange und Basenzusammensetzung, das Signal in ged]IVRegion nur in gewohnt
niedriger Intensitat auf. Hierfir kbnnen mehrere Faktoren verantwortlich sein: Zum einem
liegt die 7-Desaza-Verbindung infolge der geringeren Ausbeute bei der PCR in geringerer
Konzentration vor. Zum anderen hat der Ersatz des N-7-Atoms der Purinbasen durch eine
Methingruppe ebenfalls Einflu3 auf die Stabilitat des Doppelstranges. So fuhrt der Austausch
zum Verlust eines Akzeptors fur eine Wasserstoffbrickenbindung, die auf nicht-Watson-
Crick'scher Basenpaarung basiert und die Fahigkeit von Nucleinsauren zur Bildung von
Sekundérstrukturen beeinfliRt Zudem weist das aromatische Ringsystem der 7-Desaza-
Purine eine niedrigere Elektronendichte auf, was zu einer Schwachung der "stacking-
interactions” fiihrt, erkennbar an den verringerten Schmelzpunkten des DoppelStratses

ist daher durchaus vorstellbar, dal3, je nach Stabilitat des Duplexes, in Abhéngigkeit zur
Kettenlange, Basenzusammensetzung, Konzentration und Mel3bedingungen, die Detektion
von intakten DNA-Doppelstrangen mittels MALDI-MS maoglich ist.

3.2 Untersuchungen zum Nachweis von doppelstrangiger DNA

Da auch fiur die MALDI-TOF-Analyse eindfill-In -Reaktion flir den Arbeitskreis intensive
Signale fur das Heterodimer/Duplex-lon nachgewiesen wurden und zudem fir die Analyse
von Sequenzierungsprodukten zusatzliche Signale der doppelstrangigen Komponenten
Empfindlichkeit und Auflosung (Uberlappung mit anderen Signalen) vermindern, sollte im
folgenden Uberprift werden, ob die erhdhte Intensitdt des Heterodimer/Duplex-Signals
wirklich auf den Nachweis intakter DNA-Duplexe zurtckzufihren ist.

Um eindeutig zwischen der lonenbildung von Homo- und Heterodimeren der Einzelstrange
(AA, BB, AB) einerseits und doppelstrangiger DNA (Adp andererseits differenzieren zu
kénnen, wurde ein synthetisches, einzelstrangiges Oligonucleotid mit einer Lange von 50 nt
mit einem entweder komplementaren (k) oder aber nicht komplementaren (nk) 27-mer bei
Raumtemperatur gemischt und mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Aquimolare Lésungen der
beiden Gemische (50/2dnd 50/27%) mit Konzentrationen von 20, 10, 5 und 2.5 pmol/ul (je
Verbindung) wurden untersucht. Abb. 21a) zeigt das Spektrum des Gemisches bestehend aus
50-mer und komplementéaren 27-merit einer Konzentration von 10 pmol/ul. Zusatzlich zu

den erwarteten Signalen der einfach geladenen Molektlionen des 27- und 50-mers tritt ein
intensives Signal fir das Molekilion des Doppelstranges bzw. des Heterodimeren bei 23.68
kDa auf ([Mp+H]":27-/50-meg). Obwohl das Verhaltnis der Signalintensitaten der einzelnen
Komponenten von Laserschul3 zu Laserschul3 leicht variiert, ist die Intensitat des Signals fur
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den Doppelstrang, reproduzierbar uUber die gesamte Oberflache des Proben-Matrix-
Kristallisats, gleich hoch oder héher als die Signalintensitat des 50-mers. Selbst das doppelt
geladene Molekiilion dieser Komponenten ist nachweishdrefal1.84 kDa). Demgegentber
erscheinen die Signale der beiden Homodimeren (27%/2ndb 50/50: p) in vernachlassigbar
geringen Intensitaten.

a) 12

1 [M+H] +

10 27-mey, [MptH]*
27-/50-mey

[M+H]*

50-mer

b) 5000 10000 20000 30000 40000
" [M+H]*
12 27-mely
"
10
: [M+H]*
3 50-mer
7 [M+H]*
. S 27-/50mer,

b,

:/

5000 10000 20000 30000 40000
Masse(m/2)

Abb. 21: MALDI-TOF-Spektren eines synthetischen 50-mers gemischt mit
a) einem komplementaren und b) einem nicht komplementéaren 27-mer.
Konzentration der analysierten Losung war 10 pmol/ul (je Verbindung). Das
[M2+H]*- Signal im Spektrum a) demonstriert den Nachweis des Duplexes
der beiden komplementéren Strénge; das entsprechende Signal im Spektrum
b) reprasentiert das Molekilion der Heterodimere der beiden nicht
komplementaren Verbindungen (unspezifische Ko-Desorptigng and a

stellen die doppelt geladenen Molekulionen des 27- und 50-mers und des
DNA-Duplexes dar; bund b die entsprechenden Homodimeren des 27-
und 50-mers.
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Im Vergleich dazu zeigt Abb. 21b das Spektrum des nicht komplementaren Gemisches (10
pmol/ul), aufgenommen unter gleichen Bedingungen bei gleicher Laserintensitat. Wie
gewohnt treten hier, neben den intensiven, einfach geladenen Molekilionensignalen, Signale
der doppelt geladenen Molekilionen und Dimere auf, allerdings alle in geringeren
Intensitaten. Die Intensitdt des Molekilionensignals des Heterodimers, das sich infolge nicht
spezifischer Ko-Desorption der beiden nicht komplementaren einzelstréangigen Verbindungen
bildet, ist hier vergleichbar mit der des homodimeren Signals des 27-mersclitecht
aufgeldst). Auch das Homodimer des 50-mers ist nachweisbpar Oie noch geringere
Intensitat dieses Signals mag darauf zurtckzufihren sein, dal3 langere Oligonucleotide
allgemein schlechtere lonenausbeuten bei der Desorption/lonisation aufweisen. Das Verhaltnis
der Signalintensitaten (einzelstrangige Molekulionen/Dimerionen) ist auch hier, innerhalb der
typischen Schwankungsbreite, tber die gesamte Probenoberflache reproduzierbar. Selbst bei
erhohter Laserenergie (>gEtritt das Signal des Heterodimers nicht in signifikant héheren
Intensitéaten auf. Daraus laft sich schlieBen, dall das beobachtete, intensive Signal des
komplementéren Gemisches ( Spektrum a)) eindeutig auf den Nachweis des doppelstrangigen
Molekilions (ABps) zuruckzufuhren ist, wobei sich jedoch ein &hnlich geringer Anteil an
heterodimeren lonen, wie Spektrum b) ihn aufzeigt, nicht ausschliel3en laf3t.

Abnehmende Konzentrationen der zu analysierenden Losungen fuhrten beim komplementaren
Gemisch zu abnehmenden Signalintensitaten des doppelstrangigen Molekulions (27%Y50-mer
in Relation zu denen der einzelstrangigen Verbindungen. Verdinnungen durch den Einsatz
hoherer Matrixlosungsmengen hatten den gleichen Effekt. Wahrend bei Konzentrationen von
20 pmol/ul das Duplex-Signal eindeutig dominiert, treten bei Konzentrationen von 10 pmol/ul
einzel- und doppelstrédngige lonen in ahnlichen Intensitaten auf. Fir Lésungen mit
Konzentrationen von 5 pmol/ul laRt sich zusatzlich zur Verringerung der relativen
Signalintensitat eine Abhangigkeit vom jeweiligen Probenspot fir den Nachweis
doppelstrangiger DNA beobachten. Abb. 22 demonstriert diesen Sachverhalt anhand zweier
Spektren der gleichen Probe (komplementares Gemisch; 5 pmol/ul). Wahrend das erste
Spektrum deutlich den Nachweis doppelstréangiger lonen demonstriert, wenn auch mit
niedrigerer Signalintensitat als bei der Analyse des konzentrierteren Gemisches, laf3t sich an
anderer Stelle des gleichen Matrix-Proben-Gemisches das Duplex/Heterodimer- Signal nur
mit einer Intensitat nachweisen, die vergleichbar ist mit der des heterodimeren lons des nicht
komplementaren Gemisches (vgl. b) und c)). Hier kann davon ausgegangen werden, dai3
lediglich die Einzelstrange involviert sind. Derartige Beobachtungen lassen vermuten, dal3 bei
der Analyse von Lésungen geringerer Konzentrationen einige Kristalle der Matrix-Proben-
Oberflache hauptsachlich die einzelstrangigen Komponenten, andere hingegen zuséatzlich den
Doppelstrang aufweisen. Mit abnehmender Konzentration verstarkt sich dieser Effekt, so daf3
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[M+H]*

27-mey, (M+H]

50-mer

[M+H]*
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hier in Einzelmessungen Uuber die
gesamte Oberflache des Kiristallisats
hauptséchlich  die einzelstrangigen
Komponenten detektiert werden.

Dabei ist zu bertcksichtigen, dal3 fur
diese Untersuchungen Standard-
Probenpréparationsbedingungen ge-
wahlt wurden, wie sie allgemein bei der

5000 15000 25000
Analyse von Oligonucleotiden Ublich
[M+H] * sind. So erfolgte das Vermischen der
2TMeL M) Oligonucleotide bei Raumtemperatur in

50-mer

b) [M+H]*

27-150-meg

Reinstwasser, also unter nicht idealen
Hybridisierungsbedingungen. In An-
betracht der Tatsache, daRR die
Hybridisierung eine Gleichgewichts-

5000 15000 25000 reaktion darstellt, ist es plausibel, daf}
neben doppelstrangiger DNA auch

M+H]* : . .
[27:“gfnk einzelstrangige vorliegt. Abnehmende

[M+H]*
50-mer

[Mp+H]"
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Konzentrationen der Einzelstrdnge in
Losung hat abnehmende Konzentration
des Duplexes zur Folge. Starkere
Hybridisierungsbedingungen  wurden
im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet.

Abb. 22: MALDI-TOF-Spektren beider 27-/50-mer Gemische (Konz.:
5 pmol/ul). Spektren a) und b): komplementdres Gemisch:
Doppelstrang laRt sich eindeutig nachweisen, allerdings nicht bei
jedem Laserimpuls Uber die gesamte Probenoberflache. Anreinige
kristallinen Bereichen treten nur die Signale der einzelstramgige
Molekulionen auf (Spektrum b)). In diesem Fall sind die Intensitate
des [M+H]"-Signals von komplementarem und nicht
komplementarem Gemisch (Spektrum c)) vergleichbar.
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4 Schlul3folgerungen fur Massenmarkierung und Sequenzierung

Wie die vorangegangenen Untersuchungen zeigen, nehmen Auflésungsvermogen,
Empfindlichkeit und Massengenauigkeit mit zunehmendem Molekulargewicht drastisch ab.
Dieser Effekt wird bei der Analyse komplexer Gemische und der Verwendung geringer
Substanzmengen (<200 fmol) noch verstarkt. Bei der Analyse einzelner Oligonucleotide
lassen sich im Massenberei€l2.1 kDa unter optimalen Bedingungen Massendifferenzen von

1 Da auflésen (Isotopenauflosung). Im MassenbergiéhkDa Massendifferenzen van22

Da. Bei der Analyse komplexer Gemische geringer Substanzmengen ist das in der Regel
jedoch nicht mehr moglich, so dal’ hier wenig grof3ere Massendifferenzen erforderlich sind,
um eine zufriedenstellende Signalauftrennung zu erhalten. Da bei Sequenzierungsreaktionen
Oligonucleotide mit einer Lange von ca. 17 nt als Primer verwendet werden, liegt das
erstmogliche terminierte Sequenzierungsprodukt im Massenbereich von ~5.4 kDa. Fur die
Multiplex-Sequenzierung diagnostischer Assays erscheinen daher Mindestmassendifferenzen
von 30 oder auch 40 kDa in diesem Massenbereich als zweckmafiig. Mit steigender Masse
sind gréf3ere Massendifferenzen zwischen den einzelnen Terminatoren erforderlich, damit eine
eindeutige Zuordnung der Fragmente der unterschiedlichen terminierten Produkte
gewahrleistet werden kann. Die einzusetzende Massenmarkierung richtet sich daher nach der
jeweiligen Problemstellung und dem Massenbereich der terminierten Produkte. Im
Massenbereich zwischen 6 und 15 kDa ist zu erwarten, daf Mindestmassendifferenzen der
terminierten Produkte von ~40 bis 150 Da zweckmalig sind (steigend mit zunehmenden
Molekulargewicht).

Bei der Multiplex-Sanger-Sequenzierung richtet sich diese MindestgroRe immer nach dem
Auflosungsvermégen in dem Massenbereich des grol3ten Fragmentes innerhalb der zu
analysierenden Sequenzleiter. Wie die Analyse von PCR-Produkten zeigte, sind im
Massenbereich von ~30 kDa (~100 nt) Massendifferenzen von 526 nt (>> eine
Nucleotideinheit) fir unmodifizierte Verbindungen nicht mehr auflosbar. Selbst mit

stabilisierender 7-Desaza-Purin-Modifikation ist die Auflésung von 300 nt bei einem 100-mer
mit dem hier verwendeten Gerat nicht mdglich (s. Ribo-7-Desaza-Purin-modifiziertes PCR-
Produkt). Die Analyse komplexer Gemische lal3t erwarten, dafd der fir die Sanger-
Sequenzierung zugangliche Massenbereich (Auflésung von Massendifferenzen einer
Nucleotideinheit) mit dem hier verwendeten Gerat bei einer Oligonucleotidlange von 60-70 nt
liegt. Der Einsatz massenmarkierter Terminatoren zur effizienten Erhéhung des
Probendurchsatzes ist in diesem Massenbereich jedoch wenig sinnvoll, da hier Auflésung und
Massengenauigkeit gerade eben ausreichend sind, um einzelne Nucleotideinheiten zu
identifizieren. Das Spektrum des komplexen Gemisches mit Substanzmengen von 200 fmol je
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Verbindung laRt erwarten, dal3 schon im Massenbereich der Signale des 37-/38-mers lediglich
ein, maximal zwei zusatzliche Terminationsprodukte ausreichend aufgeldst werden kénnten
(vgl. 37-/38-mer des komplexen Gemisches, Abb. 15, S.33 ). Eine effektive Erh6hung des
Probendurchsatzes durch Multiplex-Sequenzierung von DNA-Fragmenten ~50 nt ist somit
infolge des limitierten Auflosungsvermogens zur Zeit nicht realisierbar.

Zur Untersuchung der hier dargestellten Substanzen hinsichtlich ihrer Eigenschaften als
potentielle Terminatoren und ihrer Eignung fir die Multiplex-Sequenzierung bietet sich somit
ein  kurzes synthetisches Template an, das die Bildung von mindestens zwei
Terminationsprodukten fur die T- und C-Reaktion erlaubt. Infolge der relativ geringen
Empfindlichkeit fir die MALDI-Analyse von Gemischen ist es erforderlich, die
Sequenzierungsreaktion bezuglich der Ausbeute zu optimieren. Obwohl mit dem hier
verwendeten Gerdat der Nachweis doppelstrangiger DNA moglich ist, zeigen die
vorangegangen Untersuchungen, dal3 die zusatzliche Detektion von DNA-Duplexen unter den
Standardbedingungen der Probenpraparation (Aufnahme der aufgereinigten Proben in
Reinstwasser etc.) mit kleinen Kettenlangen (bis zu 50 nt) in den Dbei
Sequenzierungsreaktionen anfallenden Substanzmengen eher unwahrscheinlich ist. Trotzdem
kann die vorherige Denaturierung der Proben oder aber der Einsatz von
Aufreinigungsverfahren, welche Strangtrennung erlauben, sinnvoll sein, um die MALDI-
Analyse der Sequenzierungsprodukte zu verbessern.
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|V_Darstellung massenmarkierter Terminatoren

Es sollte ein schnelles und kostenglnstiges Syntheseverfahren fur die Darstellung von
massenmodifizierten 2',3'-Didesoxypyrimidinnucleosid-5'-triphosphaten entwickelt werden.
Da die Fahigkeit, die Massen der Terminatoren optimal an die gegebene Problemstellung
anzupassen (Auflésungsvermdgen des zur Verfugung stehenden Gerates, Massenbereich der
terminierten Produkte), eine hohe Flexibilitat fir die moégliche Anwendung und damit einen
effektiveren Nutzen dieser Verbindungen in der DNA-Sequenzierung zur Folge hat, ist eine
Synthesestrategie winschenswert, welche mit geringem synthetischen Aufwand die schnelle
und gezielte Einfuhrung unterschiedlicher, genau definierter Massenmodifikationen erlaubt.

Als Grundlage fur die Syntheseplanung soll im folgenden kurz auf die zu erfullenden
Anforderungen an massenmarkierte Terminatoren eingegangen werden:

1 Allgemeine Anforderungen an massenmarkierte Terminatoren

1.1 Akzeptanz und Einbau durch Polymerasen

Im Hinblick auf die Verwendung als Terminatoren in Sequenzierungsreaktionen stellt die
Akzeptanz bzw. der Einbau dieser massenmarkierten Verbindungen durch die Polymerase
eine der wichtigsten Voraussetzungen dar. Das bedeutet, die Massenmodifizierung des
Nucleosids sollte an einer Position erfolgen, bei der weder sterische Wechselwirkungen mit
der Polymerase noch eine Beeintrachtigung der Watson-Crick-Basenpaarung auftritt.

Abb. 23: 2'-Desoxyuridin-5'-triphosphat
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Abb. 23 zeigt 2'-Desoxyuridin-5'-triphosphat. Da der Triphosphat-Teil des Molekils die aktive
Seite (Bindungsstelle) fur die Enzym-Substrat-Reaktion darstellt, kdnnten theoretisch sowohl
Base als auch Zucker-Einheit mit einer entsprechenden Massenmarkierung modifiziert
werden. Fir die Einfuhrung der Massenmodifikation sollten folgende Uberlegungen
bertcksichtigt werden:

1.1.1 Modifizierung der Riboseeinheit

Die 2'-Desoxyribose tragt zur Enzym-Erkennung bei, so dal3 grof3ere Reste in 2'- oder 3'-
Position vermutlich zu sterischen Wechselwirkungen mit der Polymerase fithren wirden. 2'-
Desoxynucleosidtriphosphate, deren 3'-OH-Gruppe lediglich durch eineGNkbpe oder

durch ein Fluor-Atom ausgetauscht wurde, werden durchaus von Polymerasen akzeptiert und
eingebau® . Des weiteren konnten M. L. Metzger und Mitarbeiter zeigen, daR 3'-O-methyl-
dTTP und ahnliche 3-O-modifizierte-dATP-Verbindungen als Terminatoren bei
Sequenzierungen verwendet werden kohfferllerdings werden diese Verbindungen nur

von sehr wenigen Polymerasen akzeptiert. Einige Polymerasen werden durch sie inhibiert, bei
anderen wiederum erfolgt kein Kettenabbruch. Daraus laf3t sich folgern, dal3 die Verbindungen
entweder nicht eingebaut werden oder aber die Modifikation abgespalten und die Kette weiter
verlangert wird, so dal3 keine Termination an dieser Stelle auftritt. Nur 4 von 8 verschiedenen
3'-O-moadifizierten dNTP's wurden von mindestens einer Polymerase eingebaut und flhrten
zur Termination. Verschiedene 3'-O-modifizierte dNTP's wurden zudem durch
unterschiedliche Polymerasen eingebaut, so dall es schwierig ist, einheitliche
Sequenzierungsbedingungen flr alle Verbindungen zu finden. C. Wojczewski et al. haben
Fluorescein- und Rhodamin-Derivate an 3'-Amino-2'-Desoxynucleosidtriphosphate gekoppelt
und setzten diese Verbindungen dann als Terminatoren bei der Sequenzierung unter
Verwendung von T7 DNA-Polymerase €

Wie man sieht, ist eine Modifikation der Zucker-Einheit in 3'-Position mit einer
entsprechenden Massenmarkierung durchaus erfolgversprechend. Ob diese Verbindungen
jedoch wirklich in Sequenzierungsreaktionen als potentielle Terminatoren wirken, ist sehr
stark abhangig von der verwendeten Polymerase und der Art der Modifizierung (Stabilitat
unter den Reaktionsbedingungen wahrend der Sequenzierung; funktionelle Gruppen, die
eventuell die Polymerase inhibieren; mdgliche Abspaltung der Modifikation durch
Exonuclease-Aktivitat der Polymerase - speziell bei 3'-O-modifizierten Verbindungen;
sterische Hinderung etc.). Ein besseres Verstandnis der Funktionsweise der Polymerasen und
der molekularen Verhaltnisse des Enzym-Substrat-Komplexes kdnnte dieses Problem l6sen. S.
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Tabor und C. C. Richardson z.B. untersuchten die bei der enzymatischen DNA-Synthese
involvierten aktiven Zentren von Polymerasen. Sie fanden heraus, dal3 Bakteriophage T7
DNA-Polymerase Didesoxynucleotide aufgrund einer einzelnen Hydroxylgruppe in der
Polypeptidkette sehr viel effizienter einbaut als DNA-PolymerasenBsoherichia coliund
Thermus aquaticusErsetzt man InE. coli- oder T. aquaticus DNA-Polymerase das
entsprechende Phenylalanin gegen Tyrosin, wird der Einbau von Didesoxynucleotiden um ein
Vielfaches gesteigef. Solche Experimente ermdéglichen die Konstruktion neuer,
modifizierter DNA-Polymerasen, deren Struktur fir die jeweilige Problemstellung optimiert
werden kénnte und die z.B. den Einbau von Zucker-modifizierten Terminatoren beginstigen
warden.

1.1.2 Modifizierung der Base

Auch Uber den EinfluR der Base in dem Enzym-Substrat-Komplex bei der Replikation ist
bisher wenig bekannt. Aufgrund ihrer Fahigkeit, Wasserstoffbriickenbindungen in einer
speziellen raumlichen Orientierung auszubilden, reprasentieren die Basen das kritische
Erkennungselement fir die selektive Basenpaarung. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch,
dalR diese Selektivitat - speziell bei der Replikation - durch Watson-Crick-
Wasserstoffbrickenbindungen allein nicht erklart werden kann. S. Moran und Mitarbeiter
konnten zeigen, dal derivatisiertes Thymidintriphosphat, bei dem die Sauerstoffatome der
Carbonylgruppen (Position 1 und 3) durch Fluor ersetzt worden waren, mit hoher Sequenz-
Selektivitat unter Verwendung des Klenow-Fragments von Escherichia coli DNA-Polymerase
eingebaut wir’®. Das derart modifizierte Triphosphat kann keine "echten" Watson-Crick-
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, weist aber im Vergleich zu Thymidintriphosphat
auch keine signifikanten sterischen Veranderungen auf. Die Autoren postulieren daher, dal3 es
allein aufgrund seiner Watson-Crick-Geometrie mit relativ hoher Genauigkeit bei der
Replikation eingebaut wird. Diese Theorie unterstitzt einen Mechanismus der Replikation,
den Petruskaund Mitarbeiter diskutieren. Ist das aktive Zentrum der DNA-Polymerase so
beschaffen, dal3 es die Ausbildung der Watson-Crick-Geometrie unterstitzt, kdnnte die
Polymerase die Spezifitit der Insertion erhdhen. Auf diese Weise werden die
Rotationsfreiheitsgrade am Primerende beschrankt und damit der Entropieverlust bei korrekter
Basenpaarung erniedrigt. Sowohl Entropie—Enthalpie—Kompensation als auch die ginstigere
Enthalpie des Ubergangszustandes konnten eine erhohte Selektivitat bei der Basenpaarung
erklarerf®+10>

Letztendlich beruht selektive Basenpaarung bei der Replikation vermutlich auf einer
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Kombination beider Effekte: Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen komplementarer
Basen, verbunden mit der Eigenschaft moéglichst genau in die Watson-Crick-Geometrie
innerhalb dieser Bindungen zu passen (Wasserstoffbriickenbindungs-Komplementaritat und
Struktur-Komplementaritét).

Speziell beim Einbau von Terminatoren in Sequenzierungsreaktionen ist selektive
Basenpaarung von grol3er Bedeutung, da durch "mismatches" eine falsche Sequenzinformation
erhalten wird. Unter Berucksichtigung der oben genannten Effekte kommt somit fur die
Einfuhrung einer Massenmarkierung an der Base bei 2'-Desoxyuridintriphosphat (Abb. 23)
nur Position 5 oder 6 in Frage. Modifikationen der Positionen 2, 3 und 4 wirden die
Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindungen beeintrachtigen bzw. verhindern. Die
Einfuhrung einer Massenmarkierung stellt in jedem Fall eine signifikante sterische
Veranderung des Molekils dar und wird die Struktur-Komplementaritat beeinflussen. Dieser
Einflud ist vermutlich um so groRer, je starker die Watson-Crick-Geometrie im
Wasserstoffbriickenbindungsbereich gestort wird, und laRt sich minimieren, indem die
Derivatisierung in Position 5 oder 6 erfolgt. So konnten Dale und Mitarbeiter zeigen, dal3
Nucleosidtriphosphate mit volumindésen Substituenten in Position 5 bei Pyrimidinen und
Position 7 bei Purinen mit hoher Selektivitit eingebaut wéfdemer Einsatz von
Fluoreszenz-Terminatoren in der DNA-Sequenzierung, bei denen Fluorescein oder Rhodamin
Uber einen Linker in Position 5 (Pyrimidine) bzw. Position 7 (Purine) angebracht wurde, ist
ebenfalls bekanht’*%

Zusammenfassend laft sich sagen: Akzeptanz und selektiver Einbau von massenmarkierten
Thymidin- bzw. Cytidintriphosphaten bei der Replikation ist am wahrscheinlichsten, wenn die
Derivatisierung des Molekiils in Position 5 oder 6 erfolgt. Auch eine Modifizierung in 2'- oder
3'-Position ist moglich.

1.2 Stabilitat der massenmarkierten Verbindungen

Der Einsatz als "mass tag" bei der MALDI-MS Analyse setzt voraus, dal3 die
Massenmodifikation weder unter den Reaktionsbedingungen der Sequenzierung und
Aufarbeitung noch wahrend der MALDI-MS-Analyse der Terminationsprodukte zu
Fragmentierungen fiuhrt. Die Modifikation sollte sich in keinster Weise destabilisierend auf
das Nucleosidtriphosphat bzw. auf das Oligonucleotid auswirken. Substituenten, die aufgrund
mesomerer Effekte Gber Delokalisierung deElektronen im Pyrimidin-Ringsystem die N-
glycosidische Bindung destabilisieren, sollten daher vermieden werden. Ahnliche
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Uberlegungen gelten fir Derivatisierungen der Position 2' oder 3' der Zucker-Einheit.
Substituenten mit —I-Effekt in Position 2' und/oder 3' wirken sich stabilisierend auf die N-
glycosidische Bindung aus. Dies macht sich speziell in der massenspektrometrischen Analyse
der entsprechenden Oligonucleotide stark bemerkbar. So weisen RNA- im Vergleich mit den
entsprechenden DNA-Fragmenten aufgrund der zusétzlichen 2'-OH-Gruppe eine signifikant
hohere lonenstabilitat in MALDI-MS Messungen RtfVergleichbare Effekte vermutet man

fiir 2'-Fluor-modifizierte Verbindungét?.

Eine mdgliche Abspaltung der Massenmarkierung wahrend des MALDI-Prozesses fuhrt
ebenfalls zu Problemen. In diesem Fall werden die bei der Sequenzierung erhaltenen
Terminationsprodukte zwar mittels MALDI-MS detektiert, aber die Information der
Massenmarkierung geht entweder ganz oder teilweise verloren. So zeigt die MALDI-MS-
Analyse von 5'-DMT-geschitzten Oligodesoxynucleotiden z.B., dal3 die DMT-Schutzgruppe
wahrend des Desorptions-/lonisationsprozesses grof3tenteils abgespalten wird. In diesem Fall
erhalt man als Hauptsignal das entschitzte Oligodesoxynucleotid. Bei Messungen mit
niedriger Laserenergie tritt ein zusatzliches, zweites Signal geringerer Intensitat fur die 5'-
DMT-Verbindung auf.

Da die quantitative Abspaltung der Massenmodifikation den Einsatz als mass tag verhindert,
partielle Abspaltung dagegen - vor allem beim "multiplex-sequencing” im diagnostischen

Bereich - zu Fehlinterpretationen flhrt, ist die Stabilitat der Verbindungen wahrend des

MALDI-Prozesses von grofR3er Bedeutung. Gute Abgangsgruppen, wie z.B. die DMT-Gruppe,

sind als Massenmarkierung daher nicht geeignet.
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2 Darstellung modifizierter Pyrimidinnucleosid-5'-triphosphate

2.1 Syntheseplanung

Fur die Darstellung massenmodifizierter Nucleoside bieten sich generell zwei
Vorgehensweisen an:

e Konvergente Synthesefuhrung: Derivatisierung der Base bzw. der Ribose und
anschlieBende Umsetzung zum Nucleosid (Glycosidiertdhd)* 31

e Lineare Syntheseflhrung: Direkte Modifizierung des Nucleosids

Da die Glycosidierungsreaktion mit anschlieRender Auftrennungodand B-Anomeren
einen zusatzlichen und zudem relativ aufwendigen Reaktionsschritt darstellt, wurde im
Rahmen dieser Arbeit der zweite Weg verfolgt.

Im Hinblick auf eine méglichst gute Polymerase-Akzeptanz sollte die Massenmarkierung der
darzustellenden modifizierten Pyrimidinnucleosidtriphosphate in Position 5 erfolgen.

Basen-modifizierte Pyrimidin-Nucleoside, bei denen die Massenmarkierung uber eine stabile
C-C-Bindung in Position 5 mit dem Pyrimidin verkntpft ist, sind Gber Palladium-katalysierte
Umsetzungen unter milden Bedingungen leicht zuganglich. So wurden, ausgehend von den
Studien von Heck®>**®und Larock!’, die Kopplung von Allylchloriden mit 5-chlormercuri-
derivatisierten Uracilnucleosiden in Gegenwart vosPHiCL'*® sowie Kopplungen von 5-lod-
Pyrimidinnucleosiden mit terminalen Alkinen in Gegenwart vonsRBRACL"*1?* bzw.
(PhPYPd®!, Cul und E4N beschrieben. Letztere machen den Einsatz von toxischen
Quecksilberverbindungen und deren zeit- und kostenintensive Entsorgung unndétig und sind
daher zu bevorzugen. Zudem zeigte sich, dal3 die Anwesenheit von Kupfersalzen die
katalytische Aktivitat der Palladium(Il)Salze erhht?3'%* Katalysator-Systeme, die neben

der Palladiumkomponente Kupfersalze mit einbeziehen, sind daher deutlich effektiver. Der
Mechanismu¥® dieser Kopplungsreaktionen beruht auf der Ausbildung eines
palladiumorganischen Komplexes als Zwischenstufe. Neben dem Palladium/Kupfer-
Verhéltnis spielt die Konzentration des Triethylamins und die Wahl des Lésungsmittels eine
wichtige Rolle. Kopplungsausbeuten, Reaktionszeiten und Auftreten von Nebenprodukten
sind daher stark abhangig von dem eingesetzten Alkin und den verwendeten
Reaktionsbedingungen. Der Einsatz von OH-Schutzgruppen fur die 2'-Desoxyribose ist fur
eine erfolgreiche Kopplung nicht unbedingt erforderlich, kann sich jedoch vorteilhaft auf die
Ausbeute auswirken. Die Reaktionsbedingungen, speziell der Palladium/Kupfer/Triethylamin-
Anteil, sind abhangig von den umzusetzenden Komponenten und sollten daher gegebenenfalls
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fur die jeweilige Reaktion optimiert werden.

Da 2',3'-Didesoxynucleoside um ein vielfaches teurer sind als die entsprechenden 2'-Desoxy-
Verbindungen, ist es empfehlenswert, von 2'-Desoxyuridin auszugehen. Die 3'-OH-Gruppe
kann durch eine Reduktion (z.B. Barton Desoxygenierung) oder aber tber eine Eliminierung
mit anschlieRender Hydrierung entfernt werdenAls Schutzgruppe fiir die 5'-OH-Position
bietet sich die saurelabile 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylgruppe (DM¥Y.an

Massenmarkierte Cytidinderivate lassen sich analog zur Synthese der entsprechenden
Uridinverbindung gewinnen. Alternativ dazu ware die direkte Umwandlung des modifizierten
Uridins zum entsprechenden Cytidinderivat mittels einer Thymidin (bzw. Uridin)-Cytidin-
Konversion denkbar. Auf diese Weise lieRe sich der Arbeits-, Zeit- und Kostenaufwand
erheblich reduzieren. Da die massenmodifizierende Gruppe in Position 5 der Base lokalisiert
ist, kann eine sterische Hinderung dieser Reaktion durch die Anwesenheit des Linkers jedoch
nicht ausgeschlossen werden. Es ist daher zu tberprufen, inwieweit eine T-C-Konversion fur
die Darstellung modifizierter Cytidinverbindungen sinnvoll ist. Aufgrund der relativ geringen
Stabilitat und hohen Reaktivitat der 5'-Triphosphatverbindungen sollte diese Reaktion auf
jeden Fall vor der Triphosphatsynthese erfolgen.

Um den synthetischen Arbeits- und Kostenaufwand fir die Darstellung verschiedener
Triphosphate mit unterschiedlichen Massenmarkierungen maoglichst gering zu halten, ist es
vorteilhaft als massenmodifizierende Verbindung zunachst einen kurzen Alkinyllinker mit
funktioneller Gruppe in die 5-Position einzufihren. Auf diese Weise laf3t sich eine Schlussel-
oder auch Stammverbindung erzeugen, welche durch Substitution mit anderen Gruppen,
entweder vor oder nach der Triphosphatsynthese, die schnelle und einfache Darstellung einer
Vielfalt von massenmarkierten Derivaten erlaubt. Ausgehend von 2'-Desoxyuridin bietet diese
"Stammolekuil-Strategie” den weiteren Vorteil, dal3 tber eine T-C-Umwandlung auf direktem
Wege die entsprechende "Schlusselverbindung" des Cytidins dargestellt werden kdnnte. Diese
erlaubt dann ebenfalls tber die funktionelle Gruppe des Linkers schnelle Derivatisierung mit
genau definierten massenmodifizierenden Verbindungen.

Als funktionelle Gruppe des Linkers ist eine Aminofunktion naheliegend. Primare aliphatische
Aminogruppen sind starker nucleophil als die der heterocyclischen Basen der Nucleinsauren
und kénnen daher selektiv mit verschiedenen Reagenzien umgesetzt'fieElra selektive
Derivatisierung der terminierten Oligonucleotidfragmente ware auf diesem Wege ebenfalls
maoglich.

In Abb. 24 ist ein vereinfachtes Schema fir den mdoglichen Syntheseweg von C-5-
massenmarkierten 2',3'-Didesoxyuridin- und —cytidintriphosphaten dargestellt:
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Abb. 24: Syntheseweg fur C-5 substituierte massenmarkierte 2',3'-Didesoxyuridin- und
cytidin- 5'-triphosphate

Ausgehend von 5-lod-2'-Desoxyuridin wird zunachst die 5-OH-Schutzgruppe eingeftuhrt. Die
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Einfuhrung eines Alkinylamins in Position 5 ist Uber eine Palladium-katalysierte Umsetzung
der 5-loduridin-Verbindung unter milden Bedingungen maéglich und flhrt nach Abspaltung
der 3'-Hydroxylfunktion zur Schlisselverbindudg, die als Edukt fur folgende Synthesen
verwendet werden kann:

a) Thymidin-Cytidin-Umwandlung zur direkten Darstellung des modifizierten
Cytidinderivats und weitere Umsetzung nach b) oder c)

b) Abspaltung der Schutzgruppen, selektive Derivatisierung der freien
Aminofunktion ~ mit  unterschiedlichen = Massenmarkierungen  und
anschlieende Triphosphatsynthese

c) Abspaltung der DMT-Schutzgruppe, Umsetzung zum Triphosphat,
Abspaltung der Amino-Schutzgruppe und anschlielBende Einfihrung der
Massenmodifikation

Die Stammverbindung selbst stellt ebenfalls ein massenmodifiziertes 2',3'-Didesoxynucleosid
dar und kann nach der Triphosphatsynthese als Terminator fur die Sanger-Sequenzierung
eingesetzt werden. Zuséatzlich bietet sich Uber die Derivatisierung der Aminofunktion des
Linkers eine einfache und schnelle Methode zur Darstellung weiterer Didesoxynucleoside mit
definierten Massenmodifikationen.

Fur die Kopplungsreaktion sollte ein geschitztes Alkinylamin eingesetzt werden. Unter
optimierten Reaktionsbedingungen fuhren zwar auch Kopplungen mit ungeschitzten
Verbindungen zu guten Ausbeuten, aber die Aufreinigung ist sehr viel aufwéftigesie
Aminogruppen komplexieren Kupfer- und Palladium-lonen, so dafld die Kopplungsprodukte
nur schwer vollstindig vom Katalysator abgetrennt werden kénnen. Da zudem fir die
anschlieBende Umsetzung des modifizierten 2',3'-Didesoxyuridins zur entsprechenden
Cytidin-Verbindung die Einfihrung einer Schutzgruppe fur die Aminofunktion des Linkers
notwendig ist, liegt es nahe, die Kopplungsreaktion mit einem geschutzten Alkinylamin
durchzufihren.

Bei der Wahl der Schutzgruppe ist zu beachten, daf} die Kopplungsreaktion selbst entweder in
Triethylamin als Losungsmittel oder aber unter Zusatz von Triethylamin stattfindet. Auch die
Uridin-Cytidin - Umwandlung erfolgt im basischen Milieu. Ferner wird fir die
chromatographische Aufreinigung der Produkte aufgrund der Saurelabilitdtt der DMT-
Schutzgruppe dem Laufmittel Pyridin zugesetzt. Stabilitdt der Schutzgruppe unter basischen
Bedingungen ist daher ein wichtiges Kriterium. Eine selektive Abspaltung der DMT-Gruppe
sollte ebenfalls mdglich sein. Auf diese Weise laf3t sich das Nucleosid mit geschitztem
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Alkinyllinker zum 5'-Triphosphat umsetzen. Die Schutzgruppe kann dann entweder als
Massenmarkierung verwendet oder aber abgespalten und durch andere Substituenten ersetzt
werden.

Fur die vorliegende Problemstellung erscheint thg-Butyloxycarbonylschutzgruppet-(

BOC) geeignet. Sie laft sich mittels Trifluoressigsaure abspalten, ist somit stabil unter
basischen Bedingungen und erlaubt zudem eine selektive Abspaltung der DMT-Gruppe mit
Hilfe von 80%-iger Essigsaure. Auch die Derivatisierung der Aminofunktion des Linkers vor
der Triphosphatsynthese ist mdglich. In diesem Fall lassen sich DMT- t-B@IC-
Schutzgruppe in einem Reaktionsschritt mittels Trifluoressigsaure entfernen. Nach der
selektiven Derivatisierung der Aminofunktion des Linkers kann dann die Darstellung der 5'-
Triphosphate erfolgen (Syntheseweg b in Abb. 24).

Mit weitaus weniger synthetischem Aufwand Ilassen sich ~massenmodifizierte
Nucleosidtriphosphate darstellen, wenn die Einfihrung der Massenmodifikation in Position 3
Uber eine Derivatisierung der 3-OH-Gruppe erfolgt. Auf diese Weise kann vom
kostengunstigen Thymidin ausgegangen werden. Zusatzliche Reaktionsschritte zur Abspaltung
der 3'-Hydroxylfunktion fallen weg, so dal3 nach der Einfihrung der notwendigen
Schutzgruppe fur die 5'-Hydroxylfunktion sofort die Derivatisierung und Umsetzung zum
Triphosphat stattfinden kann. Als Schutzgruppe fir die 5-Hydroxylfunktion ist auch hier die
DMT-Gruppe naheliegend. Fur die Derivatisierung der 3'-OH-Gruppe bietet sich als
einfachste und schnellste Methode eine Veretherung oder auch Veresterung an. Auch hier
ware es denkbar, Uber eine Aminofunktion der eingefiihrten Massenmodifikation weitere
Derivatisierungen vor oder nach der Triphosphatsynthese zu ermdglichen, wobei weitere
Umsetzungen vor der Triphosphatsynthese aufgrund des geringen synthetischen Aufwandes
zur Darstellung dieser Verbindungen keinen zusatzlichen Vorteil bezlglich Zeit- Arbeits- und
Kostenersparnis mit sich bringen.

Als Alternative zur Darstellung der C-5-substituierten 2',3'-Didesoxynucleosidtriphosphate
wurde daher zusatzlich eine 3'-O-Modifikation in Erwagung gezogen. Da zu beflrchten war,
dal3 derartig modifizierte Verbindungen von der Polymerase nicht oder aber nur sehr schlecht
als Substrat akzeptiert werden, sollte hier zunachst nur ein Thymidinderivat dargestellt und
dieses hinsichtlich der Eignung als potentieller Terminator bei der Sanger-Sequenzierung
untersucht werden.
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2.2 C-5 substituierte 2’, 3'-Didesoxyuridinderivate

Fur die Synthese von Basen-modifizierten 2',3'-Didesoxynucleosiden wurde 5-lod-2'-
Desoxyuridinl (siehe Abb. 25) als Ausgangsverbindung verwendet. Die Abspaltung der 3'-
OH-Gruppe mittels Barton Desoxygenierung oder Eliminierung erforderte die Einflihrung
einer Schutzgruppe fur die priméare 5'-Hydroxylfunktion. Hierfir bot sich die bewéhrte
saurelabile 4,4-Dimethoxytriphenylmethylgruppe (DMT) an. Die Umsetzung mit
Dimethoxytriphenylmethylchlorid fand in wasserfreiem Pyridin statt. 5-O-DMT-5-iod-2'-
desoxyuridin2 konnte nach dem Auskristallisieren aus Toluol in Ausbeuten bis zu 85%
erhalten werden. IM°*C-NMR-Spektrum vorg findet man das C-5'-Signal im Vergleich zu
dem vonl um 3 ppm tieffeldverschoben, was O-5' als Tritylierungsposition absichert. Aus
dem’H-NMR-Spektrum wird dies durch das Fehlen des 5'-OH-Tripletts bestatigt.

2.2.1 Einfuhrung eines Alkinylaminolinkers

Kopplungen von 5-Pyrimidinnucleosiden mit terminalen Alkinen in Gegenwart von
(PhsPxPdCL oder (PBP)uPd wurden in der Literatur mehrfach beschrieben. Robins und
Barr'®® konnten zeigen, daR die Kopplung von 5-loduridin mit terminalen Alkinen in
Triethylamin bei 56C mit einem (P§P),PdCL/Cul-Verhaltnis von 1:3.5 zu guten Ausbeuten
fuhrt (68-90%). Als Nebenprodukt tritt eine zyklische Verbindung auf, die auch erhalten
werden kann, indem das aufgereinigte Kopplungsprodukt in Gegenwart von Kupfer(l)iodid in
Triethylamin erwarmt wird. Das Ausmald der Zyklisierung ist sehr stark vom eingesetzten
Alkin abhangig und laRt sich durch Herabsetzen der Triethylamin- und/oder Kupferiodid-
Konzentration minimieren. Haralambidis und Mitarbéfter setzten Ethylacetat als
Losungsmittel ein, verwendeten einen 5-fachen UberschuR an Triethylamin (bezogen auf das
Nucleosid) und fuhrten die Kopplung mit geschitzten Alkinylaminen bei Raumtemperatur
durch. F. W. HobH$! modifizierte das Katalysatorsystem und verwendete statt der tblichen
Palladium(ll)-Salze Tetrakis(triphenylphosphin)Palladium(0) und Kupferiodid im Verhéltnis
1:2. In Dimethylformamid mit einem 2-fachen UberschuR an Triethylamin (bezogen auf das
umzusetzende Nucleosid) konnten gute Kopplungsausbeuten erzielt werden. Erhéht man den
Kupferiodid-Anteil auf 1:3 treten vermehrt Nebenprodukte auf.

Um die Bildung des zyklischen Nebenproduktes weitgehend zu vermeiden, erfolgte die
Einfuhrung des Linkers nach den von Haralambidis und Mitarbeitern beschriebenen
Reaktionsbedingungéf!. Hierfiir wurde zunachst die Aminofunktion der Alkinylverbindung

mit dert-Butyloxycarbonylgruppe geschutzt. Die anschlie3ende Kopplungsreaktion von 5'-O-
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DMT-5-i0d-2'-desoxyuridin 2 mit 3-t-Butyloxycarbonylamidopropin 10 erfolgte bei
Raumtemperatur in Ethylacetat, mit einem 5-fachen UberschulR an Triethylamin (bezogen auf
das umzusetzende Nucleosid). Als katalytisches System wurde Bis(triphenylphosphin)-
palladium(ll)chlorid und Kupfer(l)iodid im molaren Verhaltnis von 1:3.8 verwendet.

10 HC=C—CH,-NHBOC
- (PhsP),PdCh
Cul

BOCNH—CH.

/ (0] 0]
H BOCNH—CH,—C=C
N NH
| l
N/k\o N/&o

OH OH
1 OCHs 3
T R
mit: BOC- : HgC—IC—O—C— DMT-: @ —
CHs
OCHs

Abb. 25: Einfuhrung eines Alkinylaminolinkers

Wahrend Haralambidis und Mitarbeiter fur diese Kopplung 3',5'-(Di-O-p-toluoyl)-5-iod-2'-
desoxyuridin einsetzten, wurde hier auf den Schutz der 3'-Hydroxylfunktion verzichtet. 5-(3-
tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxyuridirkonnte

nach chromatographischer Aufreinigung in 87%-iger Ausbeute erhalten werden. Dieser Wert
liegt in derselben GrolRenordnung wie die Kopplungsausbeuten der 3',5-geschitzten
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Verbindung (84%) und zeigt deutlich, dal3 unter diesen Reaktionsbedingungen keine
Notwendigkeit fur die Einfihrung und anschlielBende Abspaltung einer 3'-OH-Schutzgruppe
besteht. Da hierdurch zwei zuséatzliche Syntheseschritte wegfallen, die einerseits einen
erhohten Arbeitsaufwand bedeuten, andererseits die Gesamtausbeute verringern, waren selbst
niedrigere Kopplungsausbeuten von 60-80% durchaus noch akzeptabel.

Das von Robins und Baff beschriebene zyklische Nebenproddkt wurde ebenfalls in
geringen Mengen gebildet und konnte dinnschichtchromatographisch mittels UV-Detektion
nachgewiesen werden. Aufgrund der starken Ahnlichkeit in MolekiilgroRe und Polaritat ist der
R+-Wert (Laufmittel: CHCI,/MeOH: 95:5) des Nebenproduktes nur geringfiigig gréf3er als der
des Hauptproduktes. Die quantitative Abtrennung der zyklischen Verbindung war durch
chromatographische  Aufreinigung an Kieselgel sowohl mit dem Laufmittel
Dichlormethan/Essigsaureethylester/Triethylamin (45:45:10) als auch mit
Dichlormethan/Methanol (98:2 mit 1%-igem Zusatz von Triethylamin) méglich. Geringste
Verunreinigungen des Produktes konnten schon im Dunnschichtchromatogramm infolge der
starken Fluoreszenz des Nebenproduktes nachgewiesen werden. Da beide Verbindungen
dieselbe Masse haben, ist eine massenspektrometrische Unterscheidung nicht maglich. Mittels
'"H-NMR-Spektroskopie 14Rt sich jedoch durch das Fehlen des Singulett-Signals des
zusatzlichen Vinylprotons der zyklischen Verbindung die Reinheit3veachweisen. Zudem

treten im “*C-NMR-Spektrum des Hauptproduktes nur die charakteristischen Signale der
beiden Alkin-C-Atome des Linkers bé&s 74.08 und 89.67 ppm auf. Weitere Kohlenstoff-
Signale, die auf das Vorhandensein zweier zusatzlicher Vinyl-C-Atome schlie3en lassen,
konnten nicht detektiert werden.

2.2.2 Abspaltung der 3'-Hydroxylgruppe

Fur die Abspaltung der 3'-Hydroxylgruppe bietet sich eine Reduktion nach Barton an. Die
Barton-McCombie-ReaktidA”**® wurde bisher in erster Linie zur Darstellung von 2'-
Desoxynucleosiden aus den entsprechenden Ribonucleosiden GéntitzRobins und
Mitarbeiter haben die Anwendbarkeit dieses Verfahrens jedoch sowohl fur Purin als auch fur
Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinnucleoside zeigen konA&t*® Die Darstellung von 2',3-
Didesoxynucleosiden aus den entsprechenden 2'-Desoxyverbindungen ist in der Literatur nur
an wenigen Beispielen dokumentiert. Vielversprechend ist eine Reduktion mittels
Tributylzinnhydrid tber die jeweiligen 3-S-Methylxanthidfe Thioimidazolidé®*% oder
Phenoxythiocarbonylestéf.

Auch eine Eliminierung der 3'-Hydroxylfunktion mittels Tetrabutylammoniumfldétid
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Natriummethanolat’ oder Kaliumtert-butanolat®*® ware denkbar. Die sekundare 3'-OH-
Gruppe laRt sich in guten Ausbeuten zu Sulfonylderivaten (z.B.: Tosyl, Mesyl, Sulfat)
verestern, welche dann fur die anschlieRefddiminierung eine geeignete Abgangsgruppe
liefern.Hydrierung der resultierenden ungesattigten Verbindungen unter milden Bedingungen
ermdglicht den Zugang zu den entsprechenden 2',3'-Didesoxynuclédsiden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden beide Reaktionswege — Reduktion nach Barton und die
basenkatalysierte Eliminierung — zur Abspaltung der 3'-OH-Gruppe untersucht. Abb. 26 gibt
einen Uberblick:
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N/k\ BusSnH N/L\o
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Abb. 26. Abspaltung der 3'-OH-Grupdg: Reduktion 2): Eliminierung

1) Reduktion mit Tributylzinnhydridhusgehend von 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-
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inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-desoxyuridin3 wurde zunachst die 3'-OH-Funktion mit
Phenoxythiocarbonylchlorid zu Verbindudg verestert. Da die Verwendung von Acetonitril

als Losungsmittel zur partiellen Dedimethoxytritylierung des Nucleosids fuhrte, erfolgte die
Thioacylierung in Pyridin oder aber unter Zusatz von Pyridin. Der ThionoE8tkonnte in
48%-iger Ausbeute erhalten und seine Struktur mittisNMR bestatigt werden.
Charakteristisch ist die deutliche Tieffeldverschiebung um ca. 1.4 ppm des H-3'-Signals und
das Auftreten der funf zusatzlichen Arylprotonen des Phenoxythiocarbonylsubstituenten. Der
Thionoester sollte anschlieRend in Gegenwart von AIBN mit Tributylzinnhydrid B& 80
reduziert werden. Wahrend der Durchfihrung der Reaktion konnte jedoch -
dunnschichtchromatographisch das gleichzeitige Entstehen mehrerer Produkte mit
unterschiedlichen Laufeigenschaften beobachtet werden. Wie eine Untersuchung des
Gemisches mittels FAB-MS zeigte, weisen fast alle Verbindungen hohere Massen auf als das
Edukt 12 oder aber das zu erwartende Proddl@ Vermutlich tritt unter diesen
Reaktionsbedingungen neben der Reduktion eine Addition an die C-C-Dreifachbindung des
Linkers auf. Auch die daraus resultierende C-C-Doppelbindung kann auf diese Weise weiter
reagieren, so dal3 die Bildung einer Vielzahl von Nebenprodukten mit hdéheren Massen
maoglich ist. 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3'-
didesoxy-uridin 13 war Uber eine Barton-Desoxygenierung der Verbindwhgnicht
zuganglich.

2) Eliminierung mit Tetrabutylammoniumfluoridur Einfiihrung einer 2',3'-Doppelbindung in

die Riboseeinheit des Nucleosids wurde die Verbindimagnachst mit Methylsulfonylchlorid
(Mesylchlorid) umgesetzt. 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4'-
dimethoxytrityl)-3'-O-mesyl-2’-desoxyuridifi4 konnte nach der Aufreinigung an Kieselgel in
62%-iger Ausbeute erhalten werden. Die charakteristische Tieffeldverschiebung des C-3'-
bzw. H-3-Signals (um 8 bzw. 0.8 ppm) iiC- und*H-NMR-Spektrum belegen deutlich den
Angriff in  3-Position.  AnschlieBende B-Eliminierung der Mesylgruppe mit
Tetrabutylammoniumfluorid in THF bei 80 fiihrte jedoch nicht zur gewiinschten
Zielverbindung 15. Analog zur Reduktion mit Tributylzinnhydrid konnte auch hier die
Bildung vieler nucleosidischer Nebenprodukte beobachtet werden. Dies war um so
erstaunlicher, da die FAB-MS-Analyse der Mesylverbindung lediglich ein Molekulionensignal
mit einer Masse der Verbindung5 aufwies. Das Mesylderivat selbst konnte nicht
nachgewiesen werden, was vermuten |4R3t, dall schon unter den Bedingungen der
Desorption/lonisation wahrend der MS-Messung eine Eliminierung eintritt, welche zum
gewinschten Produkt flhrt.

Der Versuch durch Optimierung der Reaktionsbedingungen die Bildung der Nebenprodukte zu
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verringern und auf diesem Wege zu einem einheitlichen Produkt zu gelangen, scheiterte
ebenfalls. Ein Nucleosid/BNF-Verhaltnis von 1:1.2 statt 1:10 und Reaktionstemperaturen
von 60C fihrten zwar zu nur einem Hauptprodukt, jedoch weist #adIMR dieser
Verbindung nicht die fur eine Doppelbindung typische Tieffeldverschiebung der beiden
Protonen in Position 2' und 3' auf. Die Abspaltung des Methylsulfonylsubstituenten ist klar
erkennbar, da das Singulett-Signal derz@Huppe nicht vorliegt. Dafir treten im Bereich

von 6= 1-2 ppm zusatzliche Protonen auf, was auf eine Substitutionsreaktion anstelle der
gewinschten Eliminierung hinweist.

Wird die Tetrabutylammoniumfluorid-Konzentration erhoht (Verhéltnis 1:4) werden zwei
weitere "Hauptprodukte" gebildet. Nur eines zeigt die charakteristische Tieffeldverschiebung
der zusatzlichen Vinylprotonen im NMR-Spektrués (6.0 (H3'); 6.38 (H2')) an. Allerdings
treten auch hier zusatzliche aliphatische Signale im Bereiclowdn2 ppm auf. Vermutlich
findet neben der Eliminierung eine Addition an die Alkinbindung des Linkers statt. Auf eine
eindeutige Identifikation der Nebenprodukte wurde verzichtet. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dafd die gewtnschte Verbinddbguf diesem Wege nicht zuganglich war. Auch die
zunachst vermutete Bildung des stabilefi3GCyclonucleosid4d.6 (siehe Abb. 27), welches
durch Umsetzung mit Kaliurtert-Butanolat gedffnet und zur ungesattigten 2'.3'-
Didesoxyverbindundl5 berfiihrt werden kénnt&, wurde "H-NMR-spektroskopisch nicht
bestéatigt.

C=C—CH,—NHBOC

Abb. 27: G,3'-Cyclonucleosid

Aufgrund der auftretenden Schwierigkeiten sollte die Reduktion bzw. basenkatalysierte
Eliminierung ausgehend von 5'-O-DMT-5-iod-2'-desoxyuridifisiehe Abb. 28) untersucht
werden. AnschlieRende Einfihrung des Alkinylaminolinkers fuhrt dann zur gewiinschten
Stammverbindung. Diese Vorgehensweise bietet den Vorteil, daf3 bei der Umsetzung mit
BusSnH oder ByNF die Bildung von Nebenprodukten durch Additionsreaktionen an die
Alkinbindung des Linkers vermieden werden kann. Wie Abb. 28 zeigt, wurde ausgehend von
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Verbindung2 zunachst der Thionoesté7 bzw. das Methansulfonylderivdd dargestellt.
Beide Produkte konnten nach chromatographischer Aufreinigung an Kieselgel in guten
Ausbeuten (68 und 91%) erhalten werden. Die Struktur der Verbindungen wurde HHittels
und *C-NMR-Spektroskopie bestatigt. AnschlieBende Umsetzung mit Tributylzinnhydrid
bzw. Tetrabutylammoniumfluorid fihrte jedoch nicht zu dem Zielmold@ibzw. 20. Auf

eine weitere Aufreinigung und Identifikation des Produktgemisches wurde verzichtet. Statt
dessen stand eine basenkatalysierte Eliminierung mittels Natriummethanolat oder tgtium-

Butanolat zur Diskussion.
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Abb. 28: Abspaltung der 3'-Hydroxylgruppe von
5'-O-DMT-5-i0d-2'-desoxyuridi2 (s. Abb. 25)
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Im Gegensatz zu Purinnucleosiden, deren 3'-O-Tosylate sich mittels NaOH oder
Natriummethanolat zu den entsprechenden ungesattigten 2',3-Didesoxyverbindungen
umsetzen lassét, fiihren Eliminierungen mit kleinen Basen bei den Pyrimidinderivaten zu
den stabilen §3'-Cyclonucleosiden (siehe Abb. 29, Verbind@dy Diese kénnen dann tiber

eine B-Eliminierung mittels Kaliuntert-butanolat geotffnet werden, wobei die
Pyrimidineinheit des Molekills als Abgangsgruppe funtiert Durch den Einsatz
volumindserer Basen in hoheren Konzentrationen lassen sich 2',3'-ungesattigte
Pyrimidinnucleoside auch direkt durfrEliminierung des Mesylderivates erhalten. Inwieweit

das 3,3'-Cyclonucleosid hierbei als Zwischenstufe auftritt und anschlieRend eliminiert wird,
ist nicht vollstandig geklart.

Im folgenden wurde 5’-O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-3'-O-mesyl-2’-desoxyuridll® mit
zwei Aquivalenten Kaliuntert-butanolat in DMSO bei Raumtemperatur 20 umgesetzt
(vgl. Abb. 29). Dies gelang in 74%-iger Ausbeute.
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Abb. 29: Eliminierung mittels Kaliuntert-Butanolat

Charakterisierend  fur die  Struktur von  5-0O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-2",3'-
didesoxyuridin-2’-er20 sind die Signallagen der Kohlenstoffe C&- (L34.77 ppm) und C-3'

(6= 125.36 ppm) sowie die entsprechende Tieffeldverschiebung der H2'- und H3'-Protonen
(6= 6.41 und 5.95 ppm). Weiterhin tritt anstelle des typischen Triplettsignals des anomeren
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Protons aufgrund des benachbarten Vinylprotons in C2'-Position ein Duplettsignad=auf ((
6.98 ppm), welches ebenfalls zu tieferen Feld verschoben ist. Abb. 30 zeigt den
entsprechenden Ausschnitt aus deiNMR-Spektrum der Verbindunzp.

Abb. 30: Ausschnitt aus dertH-NMR-Spektrum
des 2',3'-Didesoxyuridin-2'-en-Derivat28

Fur die weitere Umsetzung v@0 standen zwei Wege offen.

a) Hydrierung vor20 und anschlie3ende Einfihrung des Alkinylaminolinkers

b) Einfuhrung des Linkers und anschlieRende Hydrierung

Hierbei bietet b) den Vorteil, dal3 die Alkinbindung des Linkers zusammen mit der 2',3'-
Doppelbindung der Riboseeinheit hydriert wird. Die Hydrierung des Linkers ist zwar nicht
absolut notwendig, verhindert jedoch bei den folgenden Umsetzungen das Entstehen
maoglicher Nebenprodukte durch Additionsreaktionen an die Dreifachbindung oder aber durch
Zyklisierung (siehe S. 61: Abb. 25 Verbindung 5). Da die 2',3'-Doppelbindung der Verbindung
20 vermutlich keinen stérenden Einflu? auf die Palladium-katalysierte Kopplung mit dem
Alkinylamin ausubt, wurde im folgenden zunéchst die Variante b) verfolgt.
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2.2.3 Einfuhrung des Alkinylaminolinkers und Hydrierung

Die Kopplung von 5’-0O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-2’,3’-didesoxyuridin-2’-e20 mit 34-
Butyloxycarbonylamidopropid0 zu Verbindun@2 (siehe Abb. 31) sollte zunachst analog zu

der auf S. 60 beschriebenen Kopplung unter den Reaktionsbedingungen nach Haralambidis
durchgefuhrt werden. Da Verbindu@@ jedoch in Ethylacetat nicht I6slich war, erfolgte die
Umsetzung in DMF mit Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) und Kupfer(l)iodid im
Verhéltnis 1:2 als Katalysator unter den von Hobbs und Mitarbeitern beschriebenen
Bedingungeff™

O
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! 10 BOCNH—CH,—C=C
| ¥ HC=C—CH,-NHBOC | NH
/L\ — > /L\
DMT—0O N" “o B Y
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BOCNH—CH,—CH,—CH; BOCNH—CH,—CH,—CH,
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X X
— N N
23
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Abb. 31: Kopplung mit einem Alkinylaminolinker und anschlie3ende Hydrierung

Verbindung 22 konnte nach chromatographischer Aufreinigung an Kieselgel in 75%-iger
Ausbeute gewonnen werden. Auffallend ist das zuséatzliche Auftreten des Singulett-Signals der
neun Protonen detert-Butylgruppe beid= 1.42 ppm im*'H-NMR-Spektrum sowie die
Tieffeldverschiebung des C-5-Signals um 32 ppm‘i@-NMR-Spektrum der Verbindung.

Das zyklische Nebenprodukt trat unter diesen Reaktionsbedingungen, wie erwartet und in der
Literatur beschrieben, nicht auf. Dennoch war die Kopplungsausbeute dieser Reaktion etwas
niedriger als die der zuvor beschriebenen Kopplung von 5-O-DMT-5-i0d-2'-desoxy2ridin

mit 3-t-ButyloxycarbonylamidopropinlO unter Reaktionsbedingungen nach Haralambidis
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(75% bis max. 80% gegeniiber ~87%). Ein Vorteil der Verwendung vai®}Pd/Cul in

DMF stellt jedoch die erheblich kirzere Reaktionszeit dar. Wahrend Umsetzungen mit
(PhsPLPdCL /Cul (1:3.8) innerhalb von 40-90 Stunden ablaufen, bendtigen Kopplungen bei
denen (P§¥P),Pd/Cul (1:2) als katalytisches System verwendet wird, je nach Reaktionsansatz
0.5-6 Stunden. Speziell bei Synthesen im grof3eren Mal3stab (ca. 3-6 g Nucleosid) trat hier
jedoch das Problem auf, dalR die Reaktionszeiten sehr stark von der Qualitat der eingesetzten
Reagenzien abhangig waren. Bei zu kurzen Reaktionszeiten (quantitative Umsetzung zum
Produkt innerhalb von 20 min) erfolgte hier eine sehr schnelle und vollstandige Zersetzung
des gebildeten Produktes. Daher war es wichtig, eine Methode zu finden, die es ermoglichte,
die Reaktion innerhalb kurzer Zeit vollstandig abzubrechen. Dies gelang durch Verdinnen des
Reaktionsansatzes mit Dichlormethan und anschlielender Prazipitation in n-Hexan.
Chromatographische Aufreinigung des Niederschlags lieferte das Produkt in 75%-iger
Ausbeute. Bei kleineren Ansatzen (100-500 mg) hingegen trat dieses Problem nicht auf. Die
Reaktionszeit betrug hier generell 4-6 Stunden. Ausbeuten von 77-80% wurden erzielt.

Durch Hydrierung vor22 unter Wasserstoffatmosphéare mit Pd/C (5%) konnte sowohl das
gewinschte Produl23 (50 % Ausbeute) als auch das dedimethoxytritylierte Pra2dik26%
Ausbeute) gewonnen werden. Beide Verbindungen lieRen sich aufgrund ihrer stark
unterschiedlichen Laufeigenschaften chromatographisch gut voneinander trennen und
aufreinigen. Demgegenuber sind hydrierte und partiell oder nicht hydrierte Verbindungen nur
sehr schwer vollstandig trennbar, so dal3 der Reaktionsabbruch stets nach der vollstandigen
Hydrierung des Eduktes stattfinden sollte. Die Ausbeute an dedimethoxytritylierten Produkt
lankt sich durch verlangerte Hydrierungszeiten erhdohen. Zu lange Reaktionszeiten fihrten
allerdings zur Bildung von Nebenprodukten, die sich durch rechtzeitigen Reaktionsabbruch
vermeiden lassen. DasC-DEPT-NMR beider Verbindungen zeigt sechs Signale fiir die
sekundaren C-Atome, was auf eine vollstandige Hydrierung der Alkinbindung des Linkers
hinweist (vgl. Abb. 32). IffH-NMR-Spektrum tritt das charakteristische Triplettsignal fiir das
anomere Proton bei= 6.13 ppm auf, wéhrend die Signale fir H2' und H3' eine deutliche
Hochfeldverschiebung um ca. 4 ppm erfahren. Ferner treten 4 zusatzliche aliphatische
Protonen im Bereich vod~ 2-2.4 ppm auf. Das Signal der Methylenprotonen, die benachbart
zur Dreifachbindung lagen, verschiebt sich ebenfalls in diesen Beteichind **C-NMR-
Spektrum der Verbindun@4 zeigen zuséatzlich deutlich das Fehlen der DMT-Schutzgruppe
an. Eine partielle Hydrierung des Pyrimidinringes konnte nicht beobachtet werden. Allerdings
erwies sich eine gute Aufreinigung des ungesattigten Eduktes als essentiell. Unaufgereinigte
oder ungenugend aufgereinigte Alkinylnucleoside waren gegenuber einer Hydrierung resistent.
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Abb. 32: Ausschnitt aus defC-DEPT-NMR
des hydrierten DMT-Derivate23. Die sechs
sekundaren C-Atome zeigen die vollstandige
Hydrierung der 2',3-Doppelbindung und des
Linkers an.

5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridirR4 konnte ebenfalls durch
selektive Dedimethoxytritylierung vael mittels 80%-iger Essigsdure gewonnen werden. Die
erhaltene Ausbeute war stark abhangig von der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches.
Neutralisieren des Reaktionsansatzes in Eiswasser, anschliel3endes Extrahieren des Produktes
mit Ethylacetat und chromatographische Aufreinigung an Kieselgel fihrte zu Ausbeuten von
54%. Eine Steigerung der Ausbeute und gleichzeitige Reduzierung des Arbeitsaufwandes
konnte erreicht werden, indem die Essigsaure am Rotationsverdampfer abdestilliert und der
Ruckstand mehrmals mit Toluol koevaporiert wurde. Aufreinigung an Kieselgel ligiente

hoher  Reinheit und  71%-iger  Ausbeute. Eine  Abspaltung  déert-
Butyloxycarbonylschutzgruppe trat unter diesen Bedingungen nicht auf.

In bezug auf die urspriingliche Syntheseplanung (siehe S. 57, Abb. 24) reprasentiert 5-(3-tert-
Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3’-didesoxyuridin 23  das
vorgestellte Stamm- bzw. Schlisselmolekul. Aufgrund der aufgetretenen Schwierigkeiten bei
der Abspaltung der 3'-Hydroxylfunktion wurde der Linker zusammen mit der 2',3'-
Doppelbindung hydriert, um maogliche Nebenprodukte bei weiteren Umsetzungen zu
vermeiden. Deshalb zeichnet sich die hier dargestellte Schlisselverbindung, abweichend vom
ursprunglichen Syntheseplan, durch einen Alkyl- statt eines Alkinylaminolinkers aus. Im
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folgenden sollte der Einsatz von Verbindig®)als Edukt fiir folgende Synthesen untersucht
werden:

a) Thymidin-Cytidin-Conversion zur direkten Darstellung des modifizierten
Cytidinderivates (siehe S. 77; C-5 substituierte 2',3'-Didesoxycytidinderivate)

b) Abspaltung der beiden Schutzgruppen, Derivatisierung der freien Aminofunktion und
anschlieBende Umsetzung zum Triphosphat (siehe S. 72; Derivatisierung des
Linkers)

c) Selektive Abspaltung der DMT-Schutzgruppe (siehe oben Verbind24g
Umsetzung zum Triphosphat und anschlie3ende Abspaltung der Aminoschutzgruppe
(siehe S.80, Massenmarkierte 2',3'-Didesoxynucleosid-5'-triphosphate)

Fur die direkte Darstellung des modifizierten 2',3'-Didesoxycytidinderivates (Cytidin-
Stammmolekdl) ist neben der Verbindu2g ebenfalls die nicht hydrierte Verbindu2g
geeignet.

2.2.4 Derivatisierung des Linkers

Fur die Derivatisierung des Linkers war es notwendig, zundchdediButyloxycarbonyl-
Schutzgruppe abzuspalten. Wie Abb. 33 =zeigt, konnte sow&#hlals auch das
dedimethoxytritylierte DerivaR4 als Edukt eingesetzt werden. Beide Verbindungen lassen
sich innerhalb von 15 min mittels Trifluoressigsaure vollstandig entschitzen. Die Abspaltung
der tert-Butyloxycarbonylgruppe verlauft unter Austritt zweier  gasférmiger
Reaktionsprodukte, Isobuten und Kohlendioxid. @ Nebenprodukte konnten im
Dunnschichtchromatogramm nicht detektiert werden. Jedoch war es wichtig, das beim
Neutralisieren entstandene Trifluoracetat vollstandig abzutrennen, da es die weitere
Umsetzung zw26 verhinderte. Aufgrund der hohen Wasserloslichkeit der Verbinding
gelang dies nur Uber eine gelpermeationschromatographische Aufreinigung an Sephadex LH
20. Das Produkt 5-(3-aminopropyl)-2’,3’-didesoxyurid@® konnte in 92%-iger Ausbeute
erhalten werden. Die Abwesenheit beider Schutzgruppen wurde durch das Fehlen des
Singulett-Signals der C(Gh3-Gruppe beid= 1.42 ppm bzw. des Multiplett-Signals der
aromatischen Protonen des DMT-SubstituentetHINMR-Spektrum bestatigt.
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Abb. 33: Derivatisierung des Linkers

Fur die zugrunde liegende Problemstellung erscheint die Einfihrung einer Acetylgruppe als
weitere Massenmodifikation sinnvoll. Im Hinblick auf den spateren Einsatz der Verbindungen
fur die Multiplex-Sequenzierung sollten die Massen der Markierungen so gewéhlt werden, daf3
die Massenunterschiede zwischen den einzelnen Substanzen relativ klein und von einer
Verbindung zur nachst schwereren mdoglichst gleich sind. Wie die Untersuchungen zum
Auflosungsvermogen bei der MALDI-TOF-Analyse von Oligonucleotiden gezeigt haben, sind
fur eine zufriedenstellende Signalauftrennung im Massenbereich des Primers vermutlich
Mindestmassendifferenzen von 30-40 Da erforderlich. Die Masse des Acetylde2iviiees

direkt zwischen denen der Verbindundg&hund 25. Ausgehend von unmarkierten ddT Uber
25und26 zu 24 betragt die Massendifferenz zwischen den einzelnen Komponenten ca. 50 Da
(vgl. Tab. 3). Die Massendifferenzen der hier dargestellten Verbindungen liegen damit im
Bereich von 42 und 143 Da.
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Tab. 3: Massen und Massendifferenzen der markierten
2',3'-Didesoxynucleosid@4-26 und ddT im Hinblick
auf die MALDI-Analyse der Sequenzierungsprodukte

ddT ddTnwz ddTac ddTeoc
25 26 24
m [Da] 226 269 311 369
Am [Da] L 43 | 42 58 |
Am [Da] | 85 |
Am [Da] | 100
Am [Da] 143 |

Die Umsetzung zum Acetylderivat erfolgte mit Essigsaureanhydrid. Um auszuschliel3en, daf3
bei der Acetylierung der Aminofunktion des Linkers eine zusétzliche Derivatisierung der 5'-
Hydroxylfunktion auftritt, wurde die Reaktion nach der "transient-protection” Metfibtfé
durchgefuhrt. Hierbei erfolgte zunachst eine Silylierung der 5-OH-Gruppe mit
Trimethylsilylchlorid (TMSCI). Durch Zugabe von Essigsaureanhydrid wurde dann die freie
Aminogruppe acyliert und anschliel3end die 5'-Hydroxylfunktion mit Ammoniak entschuitzt. 5-
(3-acetylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridi@6 konnte nach der Aufreinigung an Kieselgel in
55%-iger Ausbeute erhalten werden. D#$-NMR-Spektrum zeichnet sich durch das
Auftreten eines zusatzlichen Singulett-Signals der Methylgruppe des Acetylrestes1b88

ppm aus.

2.3 C-5 substituierte 2',3’-Didesoxycytidinderivate

Im folgenden sollte untersucht werden, inwieweit massenmarkierte 2',3'-
Didesoxycytidinderivate  Uber eine  Uridin-Cytidin-Umwandlung der modifizierten
Uridinverbindung23 zuganglich sind.

Die Umwandlung von Thymidin (T) in Cytidin (C) ist Uber die Einfihrung eines Schwefel-
Substituenten in Position 4 des Thymidins und anschlieRender Amini&todgr aber iiber
Chlorierung™ oder Silylierung™ der Position 4 mit anschlieBender Aminierung méglich.
Reaktionen dieser Art erfordern jedoch relativ drastische Bedingungen.
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Mildere Reaktionsbedingungen erlauben Umsetzungen von Uridin (oder auch Thymidin) mit
1-(Mesitylen-2-sulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazol (MSNT), 3-Nitro-1,2,4-triazol oder auch 1,2,4-
Triazol in Gegenwart von phosphorylierenden Reagenzien. Hierbei wird zunéchst das
(3-Nitro-)Triazol-Derivat des Nucleosids gebildet (in Position 4), welches sich dann
anschlieBend durch Behandlung mit Ammoniak in die jeweilige Cytidinverbindung
Uberfuhren laRt. Die Verwendung von Natriumhydroxyd, Methanol, Ethanol oder
Dimethylamin anstelle von Ammoniak fthrt unter milden Bedingungen zu den entsprechend
in Position 4 modifizierten Cytidin- oder auch 5-Methyl-Cytidin-Verbindunifeti’*® so

dal3 bei der Aufreinigung des Triazol-Derivates derartige Reagenzien vermieden werden
sollten. Reese und Mitarbeitét demonstrierten die Umsetzung von 2',3',5"-Triacetyluridin in
Gegenwart von MSNT und Diphenylphosphat. Die gleiche Umsetzung mit 3'5'-
Diacetylthymidin anstelle der Uridinverbindung verlief, laut Literatur, extrem langsam mit
sehr schlechten Ausbeuten, vermutlich infolge von sterischen Wechselwirkungen zwischen
dem Arensulfonylderivat des 3-Nitro-1,2,4-triazols und der Methylgruppe in Position 5 des
Thymidins. Tatsachlich konnten mit dem sterisch weniger anspruchsvollen 3-Nitro-1,2,4-
Triazol oder 1,2,4-Triazol in Gegenwart von teilchlorierten Phosphorsaurééstétoder
PhosphorylchloritP®*** auch fiir die Umsetzung von Thymidinderivaten bessere Ergebnisse
erzielt werdefr?

Angesichts des sterisch anspruchsvollen Linkers in Position 5 der hier dargestellten
modifizierten Uridinverbindung wurde fur die Konversion zum C-5-substituierten Cytidin die
Umsetzung mit 1,2,4-Triazol untersucht.

Die in der Literatur beschriebenen Ausbeuten fir eine U-C- bzw. T-C-Konversion sind je nach
verwendeten Reaktionsbedingungen stark unterschiedlich und erstrecken sich sowohl bei der
Bildung des Triazol-Derivates als auch bei der anschlieBenden Darstellung der
Cytidinverbindung iber einen Bereich von 48-90%. Ahnlich starke Abweichungen finden sich
in den beschriebenen Reaktionszeiten wieder. Hierbei scheinen Umsetzungen mit Thymidin-
im Vergleich zu Uridinverbindungen, speziell bei der Bildung des Triazolderivates, generell
zu schlechteren Ausbeuten bei langeren Reaktionszeiten zu fiihren. Vergleichbare Effekte
treten fUr die Reaktion von 5'-DMT-geschitzten Pyrimidinnucleosiden auf.

Im Hinblick auf kurze Reaktionszeiten und gute Ausbeuten, erscheint es daher angebracht,
zunachst die Reaktionsbedingungen zu optimier28. stellt im Vergleich zu leicht
zuganglichem Uridin oder Thymidin eine relativ arbeits- und kostenintensive Verbindung dar.
Somit ist es naheliegend, die Optimierung der Versuchsbedingungen vorerst unter
Verwendung von Thymidin als Edukt durchzufihren und diese dann auf die Umwandlung von
23 in das entsprechende Cytidinderivat zu tbertragen. Thymidin ist hierflir besser geeignet als
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Uridin, da es aufgrund der Methylgruppe in Position 5 und des Fehlens der 2'-Hydroxylgruppe
eine groRere Analogie zu Verbindu@8 aufweist. Schutz der 5-OH-Funktion mittels der
DMT-Gruppe und der 3'-Hydroxylfunktion durch eine Acetylierung lassen &hnliche
Eigenschaften in bezug auf Loslichkeit und sterischer Hinderung wie Verbing8ng
vermuten, so daB eine "gute" Ubertragbarkeit der optimierten Bedingungen gegeben sein
sollte.

2.3.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Wie Abb. 34 zeigt, wurde fiur die Darstellung des geschitzten 5-Methyl-Cytidinderivats
zunachst die 5'-Hydroxylfunktion des Thymidi@3 mit 4,4'-Dimethoxytritylchlorid zu28
umgesetzt. Die anschlieRende Acetylierung der 3'-OH-Funktion fiihrte in 91%-iger Ausbeute
zum vollstandig geschitztem Nucleo2@ Aus sterischen Grinden wurde fir die Darstellung
von 30 eine Umsetzung mit 1,2,4-Triazol der Reaktion mit MSNT oder 3-Nitro-1,2,4-Triazol
vorgezogen. Die Anwendbarkeit der Reaktionsbedingungen nach*>3ul{§ sowie nach
Kim*°® bzw. Rees&' wurde im Hinblick auf eine optimale Reaktionszeit und maximale
Ausbeute untersucht. Die Umsetzung nach Sung erfolgte in Pyridin mit 1,2,4-Triazol (3
Aquivalente) und 4-Chlorphenyldichlorphosphat (1.5 Aquivalente) innerhalb von 72 Stunden
und fihrte zu einem Produktgemisch. Das Dunnschichtchromatogramm zeigte deutlich, daf3
die Ausbeute der einzelnen gebildeten Produkte unterhalb von 40% lag, weshalb auf eine
weitere Aufreinigung und genauere Quantifizierung verzichtet wurde. Dieses Ergebnis steht in
guter  Ubereinstimmung mit der Beobachtung, daR  5-O-DMT-geschiitzte
Thymidinverbindungen bei der Triazolylierung im allgemeinen zu schlechteren Ausbeuten
fuhren als die entsprechenden 5'-O-Acetylverbindungen oder Uridinderivate.

Gute Ergebnisse hinsichtlich Ausbeute und Reaktionszeit lieferten Umsetzungen in
Gegenwart von Phosphorylchlorid unter Reaktionsbedingungen analog zu Kim bzw. Reese.
Der Einsatz eines hohen Uberschusses an P@CWIquivalente) und 1,2,4-Triazol (28
Aquivalente) fiihrte zu stark verkiirzten Reaktionszeiten. Wahrend Kim und Mitarbeiter fir
die Reaktion von 2',3'-Didesoxy-5'-O-tritylthymidin mit Triazol bei einer Reaktionsdauer von
90 Minuten eine Ausbeute von 54% erzielten, konnte durch die Verwendung milderer
Bedingungen und langerer Reaktionszeiten (90 min. Rithref®elR0 min. bei RT) bei der
Umsetzung von 3'-O-Acetyl-5-O-DMT-2'desoxythymidi®, das TriazolderivaB0 in 91%-

iger Ausbeute isoliert werden. Dies entspricht einer nahezu quantitativen Umsetzung
innerhalb von 3.5 Stunden.
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Abb. 34: Thymidin-Cytidin-Konversion

Die anschlie3ende Aminolyse v80 erfolgte unter den von Sung beschriebenen Bedingungen

in NHs/Dioxan (1:3 v/v) innerhalb von 45 min. Das Cytidinderi@atliel3 sich in 87%-iger
Ausbeute isolieren. Eine Abspaltung der Acetylschutzgruppe trat unter diesen Bedingungen
nicht auf.

2.3.2 C-5 substituierte 2',3'-Didesoxycytidinderivate

Im folgenden wurde die Anwendbarkeit der oben geschilderten, optimierten
Reaktionsbedingungen auf die Umsetzung @&hbzw. 22 (siehe S. 69, Abb. 31) zum
Triazolderivat untersucht. Die Reaktion der nicht hydrierten Verbin@2mit 1,2,4-Triazol

bei OC lieferte hierbei ein Produktgemisch, bestehend aus sehr vielen Verbindungen, und
wurde nicht weiter verfolgt. Die Umsetzung v@8 zu 33 (vgl. Abb. 35) hingegen verlief
innerhalb von 150 min bei®C nahezu quantitativ. Um die Bildung von Nebenprodukten zu
vermeiden, war es vorteilhaft, die Reaktionszeit B&i@n 90 auf 150 min zu erhéhen. Nach
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weiteren 30 min Rihren bei Raumtemperatur war die Reaktion vollstandig abgelaufen. Das
Triazolylpyrimidinonderivat32 konnte nach chromatographischer Aufreinigung an Kieselgel

in 89%-iger Ausbeute isoliert werden. Sterische Wechselwirkungen mit dem relativ
volumindsen Linker in Position 5 flhrten unter den gewdahlten Reaktionsbedingungen zu
keinen erwéhnenswerten Auswirkungen auf die Ausbeute oder Reaktionszeit. Beide
Verbindungen, sowol80 als auct32, konnten in Ausbeuten um 90% bei einer Reaktionszeit
von ca. 3.5 h dargestellt werden.

N
L
(@) N

BOCNH—CH,;—CH,—CH, BOCNH—CHy—CH—CHy I
B N—T l i
/k /&
N
DMT— o N o ”\'T'/N DMT— N~ "o
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23 32
lNH3

N H2 NH 2
BOCNH—CH,—CH,—CH, N BOCNH—CH,—CH,—CH;,

| B
A A

HO @) DMT—
-

34 33

Abb. 35: Darstellung von C-5-substituierten 2',3'-Didesoxycytidin

Dunnschichtchromatographisch zeichnen sich die hier gewonnenen Triazolderivate verglichen
mit den Edukten durch eine geringflgig niedrigere Mobilitdt aus. Wahrend das Anfarben mit
Anisaldehyd-Sprihreagenz bei den Edukten zu einer typischen Grinfarbung fihrt, weisen
Produkte eine braunlich-griine Farbe auf. Charakterisierend fir die Struktur82 uad 30

sind die beiden neu auftretenden Singulettsignale der Triazol-Protonen. Im Gegensatz zu den
'H-NMR-Spektren der Verbindunge®3 und 29 oder auch33 und 31, welche nur das
Singulett-Signal des H6-Protons der Base &ei7.8 ppm aufweisen, zeichnet sich das
Spektrum der Triazolverbindungen durch das Auftreten dreier Singulett-Signale Bel,

8.4 und 9.3 ppm aus. Abb. 36 veranschaulicht dies an ‘#eNMR-Spektren der
Verbindunger82 und33.

78



IV. Darstellung massenmarkierter Terminatoren

N
L]
N

BOCNH—CH,—CH,—CH,
B
/L\

NH,
BOCNH—CHZ—CHZ—CHZ%
N
|
N/L\
LKM ) _Ow |
J A

Abb. 36: Ausschnitt aus defl-NMR-Spektren des Triazolderivat@® und der
daraus resultierenden Cytidinverbind88)

Die darauf folgende Aminolyse erfolgte in WBioxan und flhrte in 68%-iger Ausbeute zu
dem C-5-modifiziertem Cytidinderiva®3. Bemerkenswert bei der Betrachtung der FAB-
Massenspektren voB3 und auch31 ist das Auftreten eines zusétzlichen f#]*-Signals

neben dem des protonierten Molekulions. Im Vergleich hierzu konnte bei der Vermessung von
Uridinverbindungen mittels FAB-MS das Auftreten von Dimeren nicht festgestellt werden.
Weiterhin ist zu bemerken, daf? die chromatographische Aufreinigung des Triazolderivates fir
die weitere Umsetzung zur modifizierten Cytidinverbindung nicht erforderlich ist. Beide
Cytidinderivate 81 und33) lieRen sich in vergleichbaren Ausbeuten (bezoger2@uhd23)
erhalten, wenn das jeweilige Rohprodukt fur die Aminolyse eingesetzt wurde.

Die selektive Abspaltung der DMT-Schutzgruppe verlief in 80%-iger Essigsaure innerhalb
von 2 h. Partielle Abspaltung der t-BOC-Schutzgruppe trat unter diesen Bedingungen, wie
erwartet, nicht auf. 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxycyt@dnkonnte

in einer Ausbeute von 71% isoliert werden.
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Analog zum "Stammmolekidl" der Uridinverbindur28 repréasentiert das entsprechende
Cytidinderivat 33 ebenfalls eine Schlisselverbindung. Zum einen laRt es sich nach der
Dedimethoxytritylierung und Umsetzung zum Triphosphat in Sequenzierungsreaktionen als
massenmarkiertes 2',3'-Didesoxynucleosid einsetzen, zum anderen ermdglicht es Uber die
Derivatisierung des Linkers vor oder nach der Triphosphatsynthese die schnelle und einfache
Darstellung weiterer Didesoxycytidinverbindungen mit definierten Massenmodifikationen.

2.4 C-3'-0-modifizierte Thymidinderivate

Wegen des betrachtlich geringeren synthetischen Aufwandes, den die Einfihrung der
Massenmodifikation Uber die Derivatisierung der 3'-Hydroxylfunktion beinhaltet, wurden
alternativ zu den C-5-substituierten Pyrimidinnucleosidderivaten 3'-O-modifizierte Thymidin-
Verbindungen hergestellt. Als einfachste Variante bot sich eine Veresterung an. Da die
Anwesenheit einer Aminofunktion die denkbare, spéatere Derivatisierung ermdglicht und damit
zu mehr Flexibilitat fuhrt, wurde die Umsetzung mit einer geschitzten Aminosaure
durchgefuhrt. Als Schutzgruppe kam die 9-Fluorenylmethoxycarbonylgruppe (Fmoc) zum
Einsatz. Aufgrund ihrer Saurestabilitat ermdglicht sie die selektive Abspaltung der 5-DMT-
Schutzgruppe vor der Triphosphatsynthese. Zudem reprasentiert sie einen relativ volumindsen
Rest und erlaubt daher auch Untersuchungen zur Polymerase-Akzeptanz von sterisch
anspruchsvolleren Modifikationen (modifizierte Triphosphate mit und ohne Amino-
Schutzgruppe).

Zur Darstellung von 3'-O-modifiziertem Thymidin wurden zunachst Glycin und Alanin mit
Fluorenylmethyl-succinimidylcarbonat zu den entsprechenden Fmoc-Derigétemd 36
umgesetZt® Die Reaktionen erfolgten mit guten Ausbeuten. Die Produkte wurden rfitels

und *C-NMR charakterisiert. Fiir die anschlieBende Umsetzung dieser Verbindungen mit der
3'-Hydroxylfunktion des 5'-(4,4'-Dimethoxytrityl)-Thymidins (DMTT) stand zur Aktivierung

der Carboxylfunktion eine Uberfiihrung zum Saurechlorid oder —anhydrid zur Diskussion. Da
diese Umsetzungen einen zusétzlichen Reaktionsschritt bedeuten - hier aber auf eine
madglichst einfache und schnelle Methode Wert gelegt wurde -, wurde eine direkte Kopplung
der  Fmoc-geschitzten  Aminosdure mit DMTT  unter Verwendung von
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) vorgezogen. Dabei erfolgte die Reaktionsfihrung zunachst
unter den Bedingungen nach Leik&df N-Fmoc-Glycin und DMTT wurden in absolutem
Dioxan geldst und direkt mit DCC versetzt (molares Verhaltnis von 1:1:2). Obwohl der
entstehende Niederschlag des Harnstoffderivates und das Dinnschichtchromatogramm darauf
hinwiesen, dal3 die Aktivierung der Saurefunktion mit DCC ablief, war auch nach einer
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Reaktionszeit von 6h bei Raumtemperatur keine Umsetzung des DMTTs zum 3'-0-
modifizierten Derivat zu beobachten. Aufgrund der auftretenden Schwierigkeiten wurde in
einem weiteren Reaktionsansatz zunachst Fmoc-Glycin mit DCC zum symmetrischen
Anhydrid umgesetzt, das entstehende Harnstoffderivat abfiltriert und das aufkonzentrierte
Reaktionsgemisch (Anhydrid) zu einer Lésung von DMTT in wenig Pyridin gegeben
(indirekte DCC-Methode). Doch auch hier zeigte das Dunnschichtchromatogramm nur sehr
geringe Umsetzung zum gewunschten Produkt.

: R
To0 _ L
Fmoc,_NH—CH—C\/ R—N—@N—Rb FmocrNH—CH—C\O
OH R—N—C=N—R 37
35 (R"H) 8 =
36 (R": CH) ‘DMY F|2 5
o FmocrNH—CH—C/:
OH
NH ,
LA 28 R0
DMT—0O o N o DMTT Fmoc—NH—CH—C_
— o)
/
FmocrNH—(EH—C\
: OH
0 " %
lc:O HOAc
R—CH 0
NH
IlZmoc 39(R-H) | H
40 (R CHy) A
HO N "o
o)
(D o
Fmoc =—§—© . ([’:O
o R—CH
O |
R' = H (Glycyl-) H 41 (RUH)
= CH (Alanyl-) Fmoc 42 (R:CH)

Abb. 37: Darstellung von 3'-O-(N-Fmoc-glycyl/alanyl)-2'-desoxythymidin

Bessere Ergebnisse lieRen sich unter Bedingungen erzielen, die auf Untersuchungen von
Hudsort® zur Kopplung von geschiitzten Aminoséuren mittels der direkten und indirekten
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DCC- (oder auch DIPCD-) Methode basieren. Analog dazu erfolgte die Voraktivierung der
Fmoc-Aminosaure mit DCC in einem Lésungsmittelgemisch von Dichlormethan/DMF 1:1
(v/v). AnschlieRend wurde das DMTT in Pyridin direkt zu der L6sung gegeben.
Reaktionsmechanismen von Carbodiimid-Koppluddfehi’ zeigen, daR die Reaktion sowohl
Uber das O-Acylisoharnstoffderiv@7 als auch Uber das Anhydri@B als Zwischenstufe
ablaufen kann, so dal3 die Verbindungen in einem molaren Verhaltnis von 1:2 (DMTT/Fmoc-
Aminosaure) eingesetzt wurden. Falls erforderlich, 1af3t sich die Ausbeute durch eine weitere
DCC-Zugabe verbessern. 5'-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-3'-O-(N-Fmoc-glycyl)-2'-
desoxythymidin39 und 5'-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3'-O-(N-Fmoc-alanyl)-2'-desoxythymidin

40 waren auf diesem Weg gut zuganglich. Die Rohprodukte wurden ohne weitere
Aufreinigung durch Zusatz von 80 %-iger Essigsaure detrityliert und fihrten zu den
gewinschten 3'-O-modifizierten Thymidinderivatéh und 42. Die Charakterisierung der
Substanzen erfolgte auch hier tber NMR und MS. Tieffeldverschiebung des H3'-Protons im
'H-NMR belegt deutlich die Derivatisierung in Position 3 (5.29 ppm beim Glycyl- bzw. 5.27
ppm beim Alanylderivat gegenuber 4.55 ppm bei DMTT). Auch das Triplett-Signal fur das
NH-Proton (7.79 ppm) und das Dublett-Signal der beiden Protonen deGfidpe des
Glycins (3.84 ppm) erfahren eine leichte Verschiebung zu tieferem Feld (gegentber 7.64 und
3.68 ppm fur N-Fmoc-Glycin). Entsprechendes gilt fiir das Alaninderivat.

Als Alternative zu den zuvor synthetisierten Estern wurde zusatzlich eine Veretherung in
Betracht gezogen. Alkylierung der 3'-Hydroxylfunktion ist z.B. durch Umsetzung mit
DiazomethatP® oder auch mit primaren Alkylhalogenidéh méglich. Hier wurde die
Umsetzung mit 2-Methoxyethoxy-methychlorid (MEMCI), welches als Schutzgruppe fur
priméare, sekundare und auch tertiare Alkohole Verwendung findet, gewahlt (vgl. Abb. 38).
Die Reaktion erfolgte in Dichlormethan unter Zusatz von Diisopropylethyt&miegeniiber

den Literaturausbeuten fur die Einfihrung der MEM-Schutzgruppe (~95%) lief die
Umsetzung mit DMTT jedoch nur mit sehr geringer Ausbeute ab (43.5%). Weitere Zugabe
von Diisopropylethylamin und/oder MEMCI bei verlangerter Reaktionszeit fuhrte zwar zu
einer weiteren Umsetzung des Produktes, aber auch zur Bildung von Nebenprodukten, so daf3
die Produktausbeute auf diese Weise nicht erheblich gesteigert werden konntéCDas
DEPT-NMR der Verbindungt3 wies im Vergleich zum DMTT-Spektrum drei zusatzliche
sekundare C-Signale bei 69.9, 71.4 und 71.9 ppm und ein zusétzliches tertidres C-Signal bei
59.2 ppm auf, welche deutlich die Anwesenheit des@KCH,),)OCH,-Gruppe belegen.

Die anschlieRende Dedimethoxytritylierung erfolgte in 80%-iger Essigsaure. Das
Dunnschichtchromatogramm demonstrierte die quantitative Abspaltung der DMT-
Schutzgruppe. Aufgrund der guten Wasserloslichkeit des Produldesraten jedoch

erhebliche Schwierigkeiten bei der Aufreinigung auf. Als alternatives Aufreinigungsverfahren
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bietet sich die Extraktion des abgespaltenen 4,4'-Dimethoxytritylnydroxids mit Dichlormethan
und nachfolgende gelpermeationschromatographische Trennung der neutralisierten,
eingeengten wasserigen Phase unter ahnlichen Bedingungen, wie sie fur die Aufreinigung des
AcetylderivatesA7 (s. Abb. 33, S. 73) verwendet wurden, an. Diese Untersuchungen wurden
jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

NH
| A A\
N N\ DMT—O o)
DMT— o o)
CI-CH,O(CH,),0CHs
B 43

OH - (P
CH>O(CH,),OCH;
9] HOAc

N
HO o @)
ﬁ].
P
CH,O(CHp),0CHs

Abb. 38: Darstellung von 3'-O-(2-methoxy-ethoxy-methyl)-2'-desoxythymidin.

2.5 Massenmarkierte 2',3'-Didesoxynucleosid-5'-triphosphate

2.5.1 Nucleosid-5'-triphosphate

Nucleosid-5'-triphosphate sind sowohl durch enzymatt§th® als auch durch chemische
Umsetzungen zuganglich. Speziell fir die Darstellung modifizierter 5'-Triphosphate erscheint
jedoch die chemische Methode zweckmafiger. So ist bei enzymatischen Umsetzungen nur
schwer abzuschétzen, ob das modifizierte Nucleosid als Substrat akzeptiert wird und eine
ausreichende Umsetzung stattfindet. Zudem laf3t sich das Produkt nur in geringen Mengen
isolieren, was die Charakterisierung deutlich erschwert.
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Eine gangige Methode zur Darstellung von Triphosphaten basiert auf der Aktivierung eines
Nucleosid-5'-monophosphates und anschlieBender Kondensation mit Pyrophosphat. Als
kondensierendes Agens kann hierbei z.B. DCC/MorptdliDiphenylchlorphosph&t oder

auch 1,1'-CarbonyldiimidazP verwendet werden. Diese Zwei-Stufen-Synthesen sind jedoch
relativ zeit- und arbeitsaufwendig (allein die Kondensation mit Pyrophosphat benétigt 24 h)
und erfordern zudem die Einfihrung von Schutzgruppen fir die 2'- und 3'-Hydroxylfunktion
sowie flr die exocyclischen Aminogruppen der Base.

Schneller und effizienter ist die Reaktion mit Phosphorylchlorid zum Nucleosid-5'-
dichlorphosphat und anschlieRende direkte Umsetzung mit Pyrophosphat in DMF nach einem
Eintopfverfahren. Die Phosphorylierung mit PQ@ Trialkylphosphaten verlauft hierbei
regioselektiv an der 5'-Hydroxylfunktion des Nucleo¥isweshalb die Einfiihrung von
Schutzgruppen nicht notwendig ist. Fur die direkt anschlieende Umsetzung des Nucleosid-5'-
dichlorphosphats zum 5'-triphosphat werden dieBjsTris-**® oder auch Tetraki&™(tri-n-
butylammonium)-salze des Pyrophosphats in DMF eingesetzt.

Eine &hnlich schnelle und effektive Methode zur Darstellung von Triphosphaten beruht auf
der Phosphitylierung der 5'-Hydroxylfunktion des Nucleosids mit 2-Chloro-4H-1,3,2-
benzodioxaphosphorin-4-81i. Das gebildete Zwischenprodukt 14Rt sich mit Pyrophosphat
zum P,P-dioxo-P-5"-nucleosidylcyclotriphosphit umsetzen, welches dann durch lod-
Oxidation und Hydrolyse zum Triphosphat fuhrt. Im Vergleich zur oben beschriebenen
Methode verlauft diese Reaktion nicht regioselektiv. Dennoch kann auf die Verwendung von
Basenschutzgruppen verzichtet werden. Die Einfuhrung von Schutzgruppen fur die 2'- bzw. 3'-
Hydroxylfunktion ist unentbehrlich, aber fir die hier durchzufihrende Umsetzung von 2',3'-
Didesoxynucleosidderivaten nicht relevant. Aus diesem Grund stellt dieses Verfahren eine
gute Alternative zur oben beschriebenen regioselektiven Synthese dar.

2.5.2  Triphosphatsynthese

Die Darstellung der 2',3'-Didesoxynucleosidtriphosphate erfolgte nach einem Protokoll,
welches urspringlich fur die regioselektive Phosphorylierung von Uridintriphosphat
ausgearbeitet wurd@ (Umsetzung mit POGI und Tetrakis(tri-n-
butylammonium)pyrophosphat). Synthese- und Aufreinigungsbedingungen wurden dabei
zunachst anhand der Darstellung von UTP untersucht. Die Umsetzung zum
monophosphoryliertem Produkt konnte dunnschichtchromatographisch gut verfolgt werden
(Kieselgel-Folie, Laufmittel: CHGIMeOH: 3:1). Fur die Auftrennung von Mono-, Di- und
Triphosphat zur Reaktionskontrolle der Triphosphatsynthese wurden mit Hilfe von kauflich

84



IV. Darstellung massenmarkierter Terminatoren

erworbenen UMP, UDP und UTP unterschiedliche DC-Systeme untersucht. Die besten
Ergebnisse lieferte die Trennung an PEI-Cellulose-beschichteter Folie, welche nach dem
Auftragen der Substanzen fir 2 min. in 0.2M, 6 min. in 1.0M und 30 min. in 1.6M wasseriger
LiCl-Losung entwickelt wurde (RWerte: UMP: 0.64, UDP: 0.54, UTP: 0.44). Auch RP-18
F.4sS-Folien, die in 2M HCL entwickelt wurden, erlaubten den Nachweis von UMP, UDP und
UTP, wobei die beiden letzteren jedoch, infolge der ahnlichewdrte, lediglich unter
optimalen Bedingungen aufgetrennt werden konntetW&te: UMP: 0.65, UDP: 0.84, UTP:
0.87). Eine bessere Trennung konnte mit Standard-Kieselgel-Folie und dem Laufmittel: 2-
Propanol/Ammoniak (25%)/ Wasser: 3:1:1 erzielt werdep\WRrte: UMP: 0.2, UDP: 0.1,

UTP: 0.02). Da es sich hierbei um die kostengunstigste und einfachste Variante handelt,
wurden fur die nachfolgenden Synthesen hauptsachlich diese Bedingungen verwendet.

Die chromatographische Auftrennung des Reaktionsgemisches sollte an DEAE-Cellulose
erfolgen und wurde ebenfalls zunachst mit Hilfe einer Standardlésung von Uridin-5-mono-, -
di- und —triphosphat optimiert (1ml einer Losung von jeweils 2 mg/ml). Unter den im
Experimentellen Teibngegebenen Bedingungen konnten Grundlinien-getrennte Signale fur
Mono- Di- und Triphosphat erhalten werden. Die Verbindungen eluierten bei 0.22, 0.28 und
0.34 M Triethylammoniumhydrogencarbonat (TEBK)-Puffer.

Als Alternative zur Dunnschichtchromatographie war ebenfalls eine Reaktionsverfolgung
mittels HPLC denkbar. So konnte eine Standardlésung von UMP, UDP und UTP mittels RP-
HPLC unter Verwendung eines linearen Gradienten von 0-15% Acetonitril innerhalb von 20
min. aufgetrennt werden (Laufmittel: 0.1M Triethylammoniumacetatpuffer/Acetonitril,
Retentionszeiten: UMP: 4.9 min., UDP: 5.4 min, UTP: 6.1 min.). Um gegebenenfalls sehr
kleine Reaktionsansatze tber RP-HPLC aufreinigen zu kénnen, wurden diese Bedingungen
auf die praparative RP-HPLC ubertragen. Die Auftrennung der drei Substanzen war hier unter
gleichen Bedingungen nicht moglich, liel3 sich aber durch die Verwendung eines nicht-
linearen Gradienten (0-15% Acetonitril innerhalb von 30 min.) erzielen.

Zur Darstellung modifizierter Nucleosid-5'-triphosphate wurden die Verbindu2®ye6, 34,

41 und42 zunéachst mit POgIin Acetonitril in Gegenwart von pulverisiertem Molekularsieb

zu den Nucleosid-5'-dichlorphosphaten umgesetzt. Aufgrund der guten Loslichkeiten der 2',3'-
Didesoxynucleosid@4, 26 und 34 in Acetonitril verliefen die Monophosphorylierungen hier
innerhalb von 2 h nahezu quantitativ. Die direkt folgende Kondensation mit Tetrakis(tri-n-
butylammonium)pyrophosphat fand in DMF statt und verlief ebenfalls innerhalb von 2 h. Die
Aufreinigung erfolgte Uber lonenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose mittels
Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer als Laufmittel (lin. Gradient: 0.1-0.4M).
Lyophilisation der gesammelten Fraktionen fihrte zu den farblosen, amorphen
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Triethylammoniumsalzen der gewinschten Proddkid6 und47 (siehe Abb. 39).

0
BOCNH—CH,—CH,—CH>
| NH
0 0
3 I I N/k\
> “O—P—O—P—O0—P— o o
O~ O~ O~
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Q 0
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0 0
O I I N/k\
—> O—P—O—I|3—O—I|3— o o)
o~ 0~ O~
1. POCHCHsCN 46
24, 26, 34, 2. (BuNH)4P,0O;
41,42 NH:

Fmoc—NH—CH—C=0 48 (R"H)
‘ 49
R' a9

(R"CHy)

Abb. 39: Umsetzung zu den modifizierten Pyrimidinnucleosid-5'-triphosphaten

Demgegenuber traten bei der Umsetzung der 3'-O-modifizierten-Nucleoside
Uberraschenderweise Probleme auf. Infolge der schlechten Léslichkeit der Fmoc-Derivate in
Acetonitril verlief die Umsetzung zum Nucleosid-5'-dichlorphosphat selbst bei verlangerten
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Reaktionszeiten und/oder erhohter POZigabe nur sehr schlecht. Die nachfolgende
Kondensation mit Tetrakis(tri-n-butylammonium)pyrophosphat fuihrte daher hauptsachlich zu
Verbindungen, die bei der Aufreinigung an DEAE-Cellulose sehr viel spater eluierten (>0.4M
TEBK-Puffer, vermutlich Polyphosphate). Da die Fmoc-Derivate in DMF oder auch DMF-
Gemischen relativ gut 16slich sind, lassen sich moglicherweise durch die Verwendung von
DMF anstelle des Acetonitrils als Losungsmittel bessere Ergebnisse fur die
Monophosphorylierung und damit auch fir die anschlielende Umsetzung zum Triphosphat
erzielen. Als Alternative zur Optimierung der Reaktionsbedingungen ware ebenfalls die
vorherige Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit anschlielBender Darstellung des
Triphosphats oder aber die Triphosphatsynthese nach Ludwig und Eckstein, basierend auf der
Umsetzung mit 2-Chloro-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on in Pyridin/DMF, denkbar.
Diese Untersuchungen stehen noch aus und wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter
verfolgt.

Die Charakterisierung der Substanzén- 47 erfolgte mittels’’P-NMR, UV-Absorption und
IE-HPLC. Zwar wurde zunachst eine Charakterisierung Uber RP-HPLC nach den oben
beschriebenen Bedingungen fur die Auftrennung von UMP/UDP/UTP in Betracht gezogen,
die Analyse der Produkte tber IE-HPLC unter denERrperimentellen Teiangegebenen
Bedingungen erwies sich jedoch als deutlich Uberlegen. So zeigte das
Dunnschichtchromatogramm der an DEAE-Cellulose aufgereinigten Triphosphat-Fraktion der
Verbindung 45 (und auch47) im Gegensatz zu Verbindung6 eine sehr geringe
Verunreinigung mit niedrigerem#RVert an. Die Untersuchung dieser Fraktion (Verbindung

45) mittels RP-HPLC fuhrte zu einem einzigen Signal. Die chromatographische Auftrennung
war hier, vermutlich aufgrund der geringen Polaritatsunterschiede der Substanzen, nicht
maoglich. Wéahrend die Verunreinigung der bei der Aufreinigung an DEAE-Cellulose
gewonnenen Triphosphat-Fraktion laut DC sehr gering war, bestanden die beiden Fraktionen,
die direkt davor und danach eluiert wurden (vermutlich Di- und Polyphosphat), gemald dem
Dunnschichtchromatogramm eindeutig aus zwei Verbindungen. Auch hier war eine
Auftrennung tUber RP-HPLC nicht méglich. Demgegentber konnten diese Substanzen Uber
IE-HPLC mit den gewahlten Bedingungen sehr gut aufgetrennt werden.

Die IE-HPLC-Chromatogramme der VerbindungEn47 sind in Abb. 40 dargestellt. Tab. 4
gibt die Retentionszeiten der hier dargestellten modifizierten Verbindungen im Vergleich zu
kauflich erworbenen Didesoxythymidin- und —cytidin-5'-triphosphaten wieder.
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Abb. 40: IE-HPLC-Chromatogramme der modifizierten 2',3'-Didesoxynucleosid-5'-triphos-
phate45-47. HPLC-Bedingungen: Laufmittel: Puffer A: 25 mM TrisHCI, 1mM EDTA, 0.3 M
NacCl, pH 8; Puffer B: wie A nur 1 M NaCl; Lauf: 5 min isokratisch 10% B, anschlielend 10-
30%B in 20 min mit einer FluBrate von 100ul/min (siehe auch S. 157: IE-HPLC)
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Tab. 4: Retentionszeiten (IE-HPLC) der VerbindundBa7 im Vergleich mit ddTTP und

ddCTP
Verbindung: 45(ddTgocTP) ddTTP 46 (ddTacTP) ddCTP 47 (ddGsocTP)
Retentionszeit [min]: 17.13 11.21 8.81 11.09 12.85

Wie Tab. 4 zu entnehmen ist, liegen die Retentionszeiten der Verbindd6dedTACTP)

und47 (ddGBOCTP) durchaus im Bereich der Retentionszeiten von ddTTP und ddCTP. 5-(3-
tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin-5'-triphosphd6 hingegen wurde

erst sehr viel spater bei 17.13 min eluiert. Dies ist um so erstaunlicher, da ddTTP und ddCTP
unter den gewahlten Bedingungen recht &hnliches Laufverhalten zeigen (11.21 und 11.09
min). Daher wurde zunéchst angenommen, dal3 der Einflud des Linkers mit t-BOC-
Schutzgruppe bei beiden Verbindungdd und 47- zu den gleichen Verschiebungen in der
Retentionszeit fihrt. Diese Vermutung konnte nicht bestétigt werden. Im Gegensatz zum
Cytidinderivat, welches bei 12.85 min, also nur wenig spater als ddCTP, eluiert wurde, weist
die entsprechende Uridinverbindung eine sehr viel hGhere Retentionszeit auf.

Bei der Betrachtung der abgebildeten Chromatogramme (s. Abb. 40) ist auffallend, dal3 die
Signale det-Butyloxycarbonylderivate 45 und47 - sich im Gegensatz zu denen anderer 5'-
Triphosphate durch ein sehr starkes Tailing auszeichnen. Dies ist bei der Uridinverbindung
noch sehr viel starker ausgepragt als bei dem Cytidinderivat. Zudem tritt neben dem
Hauptsignal bei 12.85 mii{) bzw. 17.13 min45) bei beiden Verbindungen ein weiteres
Signal bei 9.19 min auf, dessen Peakflache beiB@ICITP 2.9 bei ddTBOCTP 3.5% der
Gesamtflache betragt.

Um zu Uberprifen, ob dieses Signal auf Verunreinigungen der 2',3-
Didesoxynucleosidtriphosphate oder aber auf eine partielle Zersetzung unter den gegebenen
HPLC-Bedingungen zurtickzufuhren ist, wurden beide Verbindungen (Verb. 1= 9.19 min;
Verb. 2=12.85 min beim Cytidinderivat bzw. 9.19 und 17.13 min beim Uridinderivat) getrennt
aufgefangen, lyophilisiert, mittels Gelfiltration entsalzt und erneut der IE-HPLC-Analyse
unterzogen. Wahrend die Verbindungen mit den Retentionszeiten von 9.19 min nur ein Signal
mit exakt dieser Retentionszeit zeigten, wurde fur die aufgetrennten, entsalzten Proben, die bei
12.85 min (C-Derivat) bzw. 17.13 min (U-Derivat) eluierten, dieselben Chromatogramme wie
in Abb. 40 erhalten. Auch hier trat zuséatzlich das Signal bei 9.19 min in vergleichbarer Grol3e
auf. Es handelt sich hierbei also nicht um eine Verunreinigung der Verbinddbge 47,

sondern vielmehr um ein Zersetzungsprodukt, welches unter den gegebenen Bedingungen
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IV. Darstellung massenmarkierter Terminatoren

direkt aus dem Hauptsignal bei 12.85 bzw. 17.13 min gebildet wird. Dieser Effekt tritt
lediglich bei dernt-Butyloxycarbonyl-derivaterd und47) auf. Da diet-BOC-Gruppe bei pH

8 durchaus stabil ist und zudem die Retentionszeiten der entschitzten Verbindingen

49 bei 2.12 min liegen (s. Abb. 42, S. 91), laRt sich eine partielle Abspaltung der
Schutzgruppe als Zersetzungsprodukt mit einer Retentionszeit von 9.19 min definitiv
ausschlieRen.

2.5.3 Abspaltung der t-Butyloxycarbonylgruppe

Wie zuvor unter Derivatisierung des Linkers auf S. 72 demonstriert, ist der in der
Syntheseplanung vorgestellte Syntheseweg b), der die Abspaltung der beiden Schutzgruppen
(BOC- und 5-DMT-Schutzgruppe) mit nachfolgender Derivatisierung der freien
Aminofunktion des Linkers und Umsetzung zum Triphosphat umfal3t, gut durchfiihrbar. Fir
den Syntheseweg c) konnte gezeigt werden, dal3 die selektive Abspaltung der 5-DMT-
Schutzgruppe mit anschlieRender Triphosphatsynthese ebenfalls realisierbar ist. Aufgrund der
relativ geringen Stabilitat von 5'-Nucleosidtriphosphaten war jedoch nicht sicher, ob oder
inwieweit diese unter den Abspaltungsbedingungen der t-BOC-Schutzgruppe stabil sind. Dies
sollte im folgenden Uberprtft werden:

O

BOCNH_CHZ_CHZ_CHZ H2N_CH2_CH2_CH2
| NH
_ A _
4 0gP50 o N o 4" 0gP;0

45

NH NH;
BOCN H_CHZ_C HZ_CHZ H2N_C HZ_CHZ_C H2
N

N
A

4-0gP50 o o) 4" 0gP50 o N
L, = L,
a7

Abb. 41: Abspaltung ddrButyloxycarbonyl-Schutzgruppe

>N
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IV. Darstellung massenmarkierter Terminatoren

Zur Abspaltung det-Butyloxycarbonylgruppe wurden 10 pl einer 5mM LAsung ¢6rbzw.

47 lyophilisiert und der Ruckstand mit Trifluoressigsédure behandelt. Kurze Reaktionszeiten
von 2-3 min und anschlie3ende Lyophilisation fiihrten zu den entschitzten 5'-Triphosphaten
48 und49 (siehe Abb. 41).

Wie die in Abb. 42 dargestellten IE-HPLC-Chromatogramme demonstrieren, verlief die
Abspaltung quantitativ. Schon nach 3 min Reaktionszeit waren die Signale- der
Butyloxycarbonylderivate mit einer Retentionszeit von 17.13 bzw. 12.85 min nicht mehr
detektierbar. Statt dessen tritt bei beiden Verbindud§amd49 ein scharfes Signal bei 2.12
min auf (vgl. Abb. 40 Verb.4547 und Abb. 42). Daraus laR3t sich folgern, dal’3 das starke
Tailing der Signale vord5 und 47 sowie die auffallend unterschiedlichen Retentionszeiten
dieser beiden Verbindungen tatséchlich auf die Anwesenheit-Bigiyloxycarbonylgruppe
zurlickzufiihren ist.
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Abb. 42: IE-HPLC-Chromatogramme der modifizierten 2',3'-Didesoxynucleosid-5'-
triphosphatet8 und49. (HPLC-Bedingungen: siehe Abb. 40 oder S. 157, IE-HPLC)
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Aufgrund der kurzen Reaktionszeit wurde die Bildung von Nebenprodukten vermieden. Da es
sich bei den Abspaltungsprodukten um gasférmige Komponenten handelt (Isobuten und
Kohlendioxid) und die Trifluoressigsdure durch Lyophilisation entfernt werden konnte,
wurden die Produktd8 und 49 ohne weitere Aufreinigung fur die Sanger-Sequenzierung
eingesetzt.

2.5.4 Stabilitdt der modifizierten 5'-Triphosphate unter MALDI-Bedingungen

Fur den Einsatz als massenmarkierte Terminatoren bei der MALDI-TOF-Analyse von
Sequenzierungsprodukten ist die Stabilitat der Verbindungen, speziell der Massenmarkierung,
unter MALDI-Bedingungen ein wichtiges Kriterium. Um diese schon mdoglichst vor der
Verwendung der Substanzen in Sequenzierungsreaktionen zu tberprifen, wurden 10, 100 und
500 pM Losungen der C-5-modifizierten Didesoxynucleosidtriphosphate mittels MALDI-
TOF-MS untersucht. Die Verbindungen lagen in Form ihrer Triethylammoniumsalze vor. Als
Matrices kamen 3-Hydroxypicolinsaure (3-HPA), 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) und 4-
Hydroxy-a-cyanozimtsaure zum Einsatz. Die Spektrenaufnahme erfolgte im positiven
lonenmodus mit reflektierender Geometrie, analog zu den spater gewahlten Bedingungen fur
die Analyse von Sequenzierungsprodukten. Da bei der MALDI-TOF-MS-Analyse von
Oligonucleotiden, die in Form ihrer Ammonium- oder auch Triethylammoniumsalze
vorliegen, stets das einfach geladene Molekulion der freien Saure detektiert wird, wurde auch
hier das [M+H]-Signal der freien Saure (JFkOs,-OR +H]) oder aber Signale der
entsprechenden Na/K-Addukte dieser Verbindung erwartet (Triethylamin verdampft wahrend
des MALDI-Prozesses). Aufgrund der relativ geringen Stabilitat von Nucleosidtriphosphaten
war es zudem wahrscheinlich, da das Molekilion der Triphosphatverbindung unter Verlust
einer oder mehrerer Phosphatgruppen fragmentiert. Weder mit 3-HPA noch mit 4-Hyeroxy-
cyanozimtsaure als Matrix konnten Signale nachgewiesen werden, die mit den Massen der
Molekul- oder Fragmentionen der zu analysierenden Probe korrelierten. Lediglich intensive
Matrixsignale traten hier auf. Gute Ergebnisse hingegen lieferte die MALDI-MS-Analyse
unter Einsatz von DHB als Matrix. Abb. 43 zeigt das Massenspektrum der Verbi#8ung
(ddTeocTP). Das Molekiilionensignal der freien Saure (MHid]: 610.4 Da) konnte nicht
nachgewiesen werden. Bei der Analyse der 500uM Losung wurde das [M-2R-Siyizdl
detektiert, allerdings lediglich in sehr geringer Intensitat. Statt dessen traten Signale von
Fragmentionen auf, die eindeutig die vollstandige Abspaltung der t-Butyloxycarbonyl-
Schutzgruppe dokumentieren. So konnten Signale der Masse des Tri- Di- und
Monophosphates der Verbindud§ ohnet-BOC-Gruppe detektiert werden und zwar sowohl

mit H" als auch mit allen denkbaren Variationen vori tlad K als Gegenionen.
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Abb. 43: Ausschnitt aus einem MALDI-RTOF-Spektrum der Verbindung 5-(3-tert-
Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin-5'-triphosphéb (ddTgoc TP)).
Signale bei 510.5, 532.5 und 548.4 Da demonstrieren die Abspaltung der t-
Butyloxycarbonylgruppe unter MALDI-Bedingungen (berechnete Werte: s: Tab. 5).
Die Signale mit einer Masse von 372.5 und 430.4 Da reprasentieren die einfach
geladenen Molekulionen des Mono- und Diphosphatderivates dieser "entschiitzten”
Verbindung. Als Matrix diente DHB.

Tab. 5: Experimentell bestimmte und berechnete Massen der Molektlionen-
bzw. Fragmentionensignale von Verbindygy(ddTgocTP).

Molekul-/Fragmentionen Berechnet [Da] Experimentell [Da]

[M-2H+3NaJ" 676.3 676.4
[M+H] * 6104 | .

[M-BOC+K]* 548.3 548.4
[M-BOC+NaJ" 532.3 532.5
[M-BOC+H]* 510.3 510.5
[M-(BOC+HPOy)+H]" 430.3 430.4
[M-(BOC+H,P,0g)+Na]" 372.3 3725
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Die Reproduzierbarkeit von Einzelmessungen - und zwar sowohl innerhalb einer Probe als
auch von Probe zu Probe - war relativ schlecht, so dalR die Signalintensitaten der
verschiedenen Fragmentionen und deren Na/K-Addukte in unterschiedlichen Spektren stark
voneinander abwichen. Dieser Effekt verstarkte sich noch bei der Analyse unterschiedlicher
Konzentrationen. Zusatzliche Signale, die auf eine Abspaltung des vollstandigen Linkers
schlieBen lassen, wurden, wie erwartet, nicht nachgewiesen. Der Linker selbst ist Uber eine
stabile C-C-Bindung in Position 5 verankert und ist somit unter MALDI-Bedingungen auf3erst
stabil.

Analoge Ergebnisse wurden fiur die MALDI-TOF-MS-Analyse der entsprechenden
Cytidinverbindung 47 (ddGsocTP)) erhalten. Auch hier erwies sich die t-BOC-Gruppe unter
MALDI-Bedingungen mit DHB als Matrix als nicht stabil. Weder Molekul- noch
Fragmentionensignale, die die Masse des Nucleosids mit vollstandigem t-BOC-
Amidopropyllinker reprasentieren, konnten nachgewiesen werden. Lediglich Fragmente mit
intaktem Aminopropyllinker waren eindeutig zuzuordnen.

Im Vergleich zur t-Butyloxycarbonylgruppe, die wahrend des MALDI-Prozesses vollstandig
abgespalten wird, erwies sich die Acetylgruppe als weitaus stabiler. Bei der MALDI-Analyse
des 5-(3-acetylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin-5'-triphosphatd® (ddTacTP)) wurde
hauptsachlich das einfach geladene Molekilion bzw. dessen Na/K-Addukte oder auch
Fragmentionen dieser Verbindung, die auf der Abspaltung von ein oder zwei Phosphatgruppen
zuruickzufiihren sind, nachgewiesen. Uberraschenderweise trat hier daSighgl des
Molekillions anstelle des lblichen [M+Hpignals auf. Der zu beobachtende "Doppelpeak”

mit einer Masse von 509.0 bzw. 510.3 Da laR3t vermuten, dal’ auch die Acetylgruppe wahrend
des MALDI-Prozesses zu einem geringen Teil abgespalten wird (berechnete Massen: [M-
Ac]™: 509.2 Da, [M-Ac+H]: 510.3 Da). Obwohl! die Intensitaten der einzelnen Signale in
Einzelmessungen stark variieren, tritt dieser Peak in Relation zu den anderen in der Regel nur
in sehr geringen Intensitaten auf. Eine eindeutige Zuordnung ist nicht mdglich, da das [(M-
HP(:)+K']- Fragmentionensignal mit einer berechneten Masse von 510.4 Da ebenfalls auftritt
und die Signale aufgrund der ahnlichen Massen nicht ausreichend aufgelost werden kdnnen.
Zusétzliche Natrium- oder Kalium-Adduktsignale dieses Fragmentions lassen sich nicht
detektieren, so dal3 davon ausgegangen werden kann, daf} die Acetylgruppe wahrend des
MALDI-Prozesses relativ stabil ist.
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Abb. 44: Ausschnitt aus einem MALDI-RTOF-Massenspektrum der Verbindung
46 (ddTacTP) (5-(3-acetylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin-5'-triphosphat)) mit
DHB als Matrix. Berechnete Massen der einzelnen zugewiesenen Signale sind:
509.3, 510.4, 552.3, 574.3, 590.4, 596.3 und 612.4 und 628.5 Da (von links nach
rechts).

Tab. 6: Experimentell bestimmte und berechnete Massen (relative Isotopenmasse)
der Molekilionen- bzw. Fragmentionensignale von Verbindu#g

(ddTacTP).
Molekul-/Fragmentionen Berechnet [Da] Experimentell [Da]
[M-H+2K] * 628.5 628.4
[M-H+Na+K]* 612.4 612.5
[M-H+2Na]* 596.3 596.4
[M+K] * 590.4 590.5
[M+Na]* 574.3 574.5
M]* 551.3 551.5
[M-HPOs+K]*/[M-Ac+H]* | 510.4/510.3 510.3
[M-Ac] 509.2 509.0
[M-HPOz+Na]" 494.3 494.6
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Fur die entschutzten Verbindungé® (ddTyu2 TP) und49 (ddGyn2TP) wurden, wie erwartet,

die einfach geladenen Molekulionen der Triphosphate, die entsprechenden Na- und K-
Addukte sowie Fragmentionen, die aus der Abspaltung vonsHidé HP,Os resultieren,
nachgewiesen (Spektren hier nicht aufgefuhrt). Wie schon die oben dargestellten Spektren der
ddTacTP- undddTgocTP-Verbindung demonstrieren, ist das Nucleosid mit dem Linker in 5-
Position unter MALDI-Bedingungen sehr stabil.

Bei den hier durchgeflhrten Untersuchungen ist zu beriicksichtigen, dal} die Matrix einen
entscheidenden Einflu auf die schonende Desorption/lonisation der Probe hat. Ko-
Kristallisation des Proben-Matrix-Gemisches, Energieeinkopplung, Festkodrperdesintegration
sowie der lonenbildungsprozel3 werden malgeblich von ihr beeinfluRt. Speziell fur die
Analyse von Oligonucleotiden fuhrt der Einsatz von 3-HPA als Matrix zu deutlich geringerer
Fragmentionenbildung. Es ware somit durchaus denkbar, daR auch t-die
Butyloxycarbonylverbindung wahrend des MALDI-Prozesses stabil ist, wenn eine andere
Matrix verwendet wird. Zudem liegen hier lediglich die Triphosphate der Verbindungen vor.
Oligonucleotide die diese modifizierten Verbindungen enthalten, konnen andere
Fragmentierungsmuster aufweisen oder auch andere MeRbedingungen (z.B. hdhere
Laserenergie) erfordern. Den eindeutigen Nachweis (Uber die Stabilitat der
Massenmodifizierung unter MALDI-Bedingungen erlaubt daher nur die Analyse der
entsprechend terminierten Sequenzierungsprodukte. Aus diesem Grund wurden auch die
beident-ButyloxycarbonylderivatgddTgocTP), (ddGsocTP) fur die Sanger-Sequenzierung
eingesetzt und die resultierenden Oligonucleotidfragmente mittels MALDI-TOF-MS
hinsichtlich ihrer Stabilitat untersucht.
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V__Sequenzierungen _mit __massenmarkierten _2' 3'-Didesoxy-
nucleosid-5'-triphosphaten

Im folgenden wurden Untersuchungen zur Polymerase-Akzeptanz der hier dargestellten
massenmarkierten Terminatoren, zur Stabilitdt der modifizierten terminierten Produkte unter
MALDI-TOF-Bedingungen sowie den Einsatzmoglichkeiten dieser Verbindungen fur die
Multiplex-Sequenzierung diagnostischer Assays durchgefuhrt.

Zur Uberprifung, ob die modifizierten Didesoxynucleosidtriphosphate von der Polymerase
akzeptiert und eingebaut werden und inwieweit die resultierenden Terminationsprodukte
wahrend des MALDI-Prozesses stabil sind, stand zunéchst stigge base extension
Reaktion oder aber der in der Einleitung beschriebene PROBE-Assay zur Auswahl. Da beim
PROBE-Assay 3dNTPs und das jeweilig fehlende Nucleosid als ddNTP eingesetzt werden,
weist dieser den Vorteil auf, dal3 der Primer auf jeden Fall bis zum ersten einzubauenden
ddNTP verlangert wird. Anhand der Massen der Reaktionsprodukte/Edukte &Rt sich daher
eindeutig unterscheiden, ob die enzymatische Reaktion nicht abgelaufen ist (Enzymaktivitat,
zu niedrige Produktausbeuten, Pipettierfehler etc.) oder ob die modifizierten Verbindungen
von der Polymerase tatsachlich nicht akzeptiert werden. Zudem &3t sich hier auch eine
unspezifische Verlangerung durch die Polymerase ausschlieBen, so dald dieses Verfahren fur
die gegebene Problemstellung zweckmaRiger erschien.

Fur Untersuchungen hinsichtlich der Eignung der Verbindungen als potentielle Terminatoren
bei der Sanger-Sequenzierung (Konkurrenzreaktion dNTP/ddNTP, Einbaurate) bot sich die
radioaktive = Sequenzierung einzelstrangiger M13mpl18-DNA mit anschlieRender

gelelektrophoretischer Auftrennung an. Weiterhin kénnte durch die Sanger-Sequenzierung
eines kurzen, synthetischen Templates mit anschlieRender MALDI-TOF-Analyse der
Terminationsprodukte Uberprift werden, ob ein solches Verfahren &ahnliche Aussagen
hinsichtlich der terminierenden Eigenschaften der modifizierten Triphosphate erlaubt.

Fur Untersuchungen zum Einsatz der Verbindungen fur die Multiplex-Sequenzierung
diagnostischer Assays wurde ebenfalls der PROBE-Assay gewahlt. Gegenlber den anderen in
der Einleitung beschriebenen diagnostischen Verfahren zeichnet sich dieser durch hohe
Flexibilitdt und Anpassungsfahigkeit an die jeweilige Problemstellung aus. Da beim PinPoint-
und COSBE-Assay der Primer lediglich mit dem nachst folgenden ddNTP terminiert wird,
schliel3t die Eignung der Substanzen fir die Multiplex-PROBE-Sequenzierung die mdgliche
Anwendung der Verbindungen fur die beiden anderen Verfahren mit ein.
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Aufgrund der Ergebnisse beziglich des Auflosungsvermdgens wurde fir die folgenden
Untersuchungen in Abstimmung mit den hier gewahlten Massenmarkierungen ein kurzes,
synthetisches Primer-Template-System (17-mer Primer, 50-mer Template) gewahlt, welches
sowohl fur den PROBE-Assay als auch fiur die Sanger-Sequenzierung als geeignet erschien.
Da dieses System zuvor in unserer Arbeitsgruppe fir Membran-gebufildneReaktionen
verwendet wurde, hybridisiert der Primer versetzt an das Template. Fiur die vorliegende
Aufgabenstellung ist diese Besonderheit jedoch nicht relevant.

Wie die MALDI-TOF-Analyse komplexer Gemische gezeigt hat, ist die Empfindlichkeit des
hier verwendeten Gerates nicht ausreichend, um die bei Standard-Sanger-Sequenzierungen
entstehenden geringen Substanzmengen an Terminationsprodukten nachzuweisen (ca. 0.5-
1 fmol pro Terminationsprodukt bei radioaktiver oder auch Fluoreszenz-Marki8tung
Zudem sind Standard-Sequenzierungsprotokolle auf die Sequenzierung langer Templates
ausgelegt und optimiert. Aus diesem Grunde sollten zundchst PROBE-Assay und Sanger-
Sequenzierung anhand des gewahlten Templates fur die T-Reaktion hinsichtlich der
Reaktionsausbeute optimiert werden. Die optimierten Reaktionsbedingungen sollten dann
zunachst auf die C-Reaktion und nachfolgend auf die T- und C-Reaktionen mit markierten
Didesoxynucleosidtriphosphaten tbertragen werden. Fur die Optimierung der T-Reaktionen
sind folgende Uberlegungen zu berticksichtigen:

Das hier verwendete Gerat erlaubt fur komplexe, synthetische Gemische den Nachweis von
Verbindungen mit Substanzmengen von ~100-200 fmol (je Verbindung). Die MALDI-TOF-
Analyse derartig niedriger Substanzmengen ist jedoch relativ zeitaufwendig (langes Suchen
nach geeigneten Proben-Matrix-Kristallen, Aufaddieren von 50-100 geeigneter Einzelspektren
zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaltnisses etc.). Bei stark unterschiedlichen
Substanzmengen der im Gemisch enthaltenen Komponenten liegen die in geringeren Mengen
vorkommenden Verbindungen oftmals unterhalb der Nachweisgrenze. Zudem nimmt die
Nachweiseffizienz von Verbindungen, deren Substanzmenge im unteren Bereich der
Nachweisgrenze liegen, ab, wenn andere Verbindungen in hohen Uberschiissen vorliegen
(z.B. Primer). Generell sind Massenauflosung und Genauigkeit bei wenig hdheren
Substanzmengen (> 200 fmol) deutlich besser, was fir die eindeutige Identifizierung von
Fragmentierungen eine wichtige Rolle spielt.

Weiterhin ist zu bertcksichtigen, dal3 im Rahmen dieser Arbeit weniger der Nachweis von
Sequenzierungsprodukten an sich im Vordergrund stand als vielmehr die Untersuchung der
hier dargestellten Verbindungen hinsichtlich ihrer terminierenden Eigenschaften und der
Stabilitat der resultierenden Terminationsprodukte (Stabilitat der Massenmarkierung) unter
MALDI-TOF-Bedingungen. Wahrend eine vollstandige Abspaltung der Massenmarkierung
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oder auch eines Teils der Massenmarkierung wie z.B. die Abspaltung t-der
Butyloxycarbonylgruppe auch bei Signalen mit relativ schlechten Signal/Rausch-
Verhdltnissen durch die Massenverschiebung des erwarteten Peaks sofort nachgewiesen
werden kann, ist das bei einer nicht quantitativen Abspaltung, wie sie z.B. Depurinierungen
darstellen, nicht der Fall. Treten neben dem markierten Terminationsprodukt in geringen
Anteilen Fragmentionen auf, die auf der Abspaltung (eines Teils) der Massenmarkierung
basieren, so liegen diese bei geringen Intensitdten des eigentlichen Molekulions
maoglicherweise unterhalb der Nachweisgrenze und sind daher nicht mehr detektierbar. Zudem
verringert das Auftreten von Fragmentionen die Signalintensitat des eigentlichen Molekiilions.
Es ist daher nicht auszuschlie3en, dal3 bei Substanzmengen der Terminationsprodukte, die im
Bereich der unteren Nachweisgrenze liegen, und einer moglicherweise hohen
Fragmentierungsrate der modifizierten Verbindung das Produktsignal nicht mehr
nachgewiesen werden kann. Fur die Untersuchungen der modifizierten Terminationsprodukte
bezuglich ihrer Stabilitat unter MALDI-TOF-Bedingungen sind folglich Produktausbeuten,
die eine schnelle, reproduzierbare MALDI-TOF-Analyse mit guten Signalintensitaten
ermoglichen, essentiell.

Speziell fir die Sanger-Sequenzierung ist zusatzlich zu bedenken, dal3 die modifizierten
Triphosphate von der Polymerase moglicherweise schlechter eingebaut werden als
unmodifizierte, so dal3 die resultierenden Terminationsprodukte im Vergleich zur T-Reaktion
unter gleichen Reaktionsbedingungen in niedrigeren Ausbeuten vorliegen. Lassen sich die
Terminationsprodukte der T-Reaktion aufgrund niedriger Substanzmengen nur mit schlechten
Signal/Rausch-Verhaltnissen nachweisen, besteht die Méglichkeit, da3 die modifizierten,
terminierten Fragmente unterhalb der Nachweisgrenze liegen.

Ziel der hier durchgefiihrten Optimierung war es daher, die Produktausbeute soweit zu
erhohen, dal? die Substanzmengen einer enzymatischen Reaktion ausreichend sind, um a) eine
schnelle, verla3liche und reproduzierbare MALDI-TOF-Analyse mit guten Signalintensitaten
der Terminationsprodukte zu gewahrleisten (Untersuchungen der Substanzen hinsichtlich
ihres Einbaus und ihrer Stabilitdt) und b) Vergleichsmessungen des gleichen
Sequenzierungsansatzes zu ermoglichen. Diese erlauben unter gleichen Mel3bedingungen eine
Uberprifung der Reproduzierbarkeit der MALDI-Messungen beziiglich der Kristallisation,
Spektrenqualitat und der Signalintensitaten in Relation zueinander. Zudem lassen sich fur die
gleiche Probe unterschiedliche Probenpraparationen durchfilhren, so dalR bei Bedarf das
Proben/Matrix-Verhaltnis oder auch andere Parameter der Probenpraparation optimiert
werden konnen. Weiterhin ermdglichen sie die MALDI-TOF-Analyse des gleichen,
aufgereinigten Reaktionsansatzes unter gleichen Melbedingungen an unterschiedlichen
Geraten.
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Fur Untersuchungen zu den terminierenden Eigenschaften der Substanzen erscheint es dartber
hinaus als sinnvoll, die T-Reaktion so zu optimieren, dal3 Primer, Terminationsprodukte und
Durchlauf in dhnlichen Signalintensitaten auftreten. Zwar ist MALDI-TOF-MS mit 3-HPA als
Matrix far Quantifizierungen nicht geeignet; die Relation der Signalintensitaten eines
Summenspektrums, das aus Einzelmessungen resultiert, die Uber die gesamte
Probenoberflache aufgenommen wurden, ermdglicht jedoch meist eine grobe Abschatzung der
Mengenverhéaltnisse der im Gemisch enthaltenen Substanzen (bei Verbindungen gleicher
Substanzklassen). Bei dhnlichen Signalintensitaten von Primer, Terminationsfragmenten und
Durchlauf bei der T-Reaktion ware es daher denkbar, durch einen Vergleich der Relationen
der Signalintensitaten von T- und massenmodifizierten T-Reaktionen Aussagen Uber die
Einbaurate der modifizierten Verbindungen zu treffen.

Fur eine erfolgreiche MALDI-Analyse von Sequenzierungsprodukten ist neben der Erhéhung
der Reaktionsausbeute eine schnelle und effiziente Aufreinigung der Reaktionsprodukte mit
hoher Wiederfindungsrate von grol3er Bedeutung. Allgemein wurden unterschiedliche
Aufreinigungsverfahren entwickelt, wie z.B. der Einsatz von Ultrafiltrationsmembranen
(Zentrifugation§’, lonenaustauschersauf®roder auch der Einsatz von Glasbeads, die die
Abtrennung von Salzen durch Waschen mit 70%-iger Ethanol-Lésung effauben

Wie bei der Analyse von PCR-Produkten deutlich wurde, ist die Aufreinigung uber
Ultrafiltrationsmembranen  aufgrund der  Waschschritte und  der  jeweiligen
Zentrifugationszeiten relativ zeitaufwendig. Zudem kénnen Komponenten mit &hnlichem oder
héherem Molekulargewicht (z.B. DNA-Polymerase) als das der zu analysierenden Probe nicht
abgetrennt werden, da nur die kleineren Verbindungen die Membran passieren. Selbst diese
sind, wie die MALDI-Analyse des Hydrolyseproduktes des 100-mers mit 7-Desaza-Purin-
/Ribo-Modifikation zeigte, unter Standard-Waschbedingungen nicht immer quantitativ
abtrennbar (vermutlich infolge von unspezifischer Adsorption an der Membran- oder
Probenoberflache). So konnten die beiden abgespaltenen Primer (5.4 und 5.9 kDa) trotz
Aufreinigung Uber eine Ultrafiltrationsmembran mit einem molekularen Ausschluf3gewicht
von 10 kDa noch nachgewiesen werden.

Demgegenuber weisen Aufreinigungsverfahren, die auf der Immobilisierung der Probe an
einer festen Phase basieren, die flir Festphasengebundene Reaktionen allgemein bekannten
Vorteile auf (schnelle, effiziente Aufreinigung der Produkte, gute Automatisierbarkeit etc.).
Speziell die festphasengestiitzte Aufreinigung (ber das Streptavidin-Biotin Syséetet
vielfaltige und flexible Anwendungsmoglichkeiten und konnte in unserer Arbeitsgruppe fur

die MALDI-Analyse von LCR?® PCR®® ">1"2ynd Sequenzierungsproduktéhoptimiert

werden.
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Durch Biotinylierung der DNA (Primer oder Template) am 5'- oder 3'-Ende a3t sich diese
infolge der starken Streptavidin-Biotin Wechselwirkung an Streptavidin-beschichteten
Magnetpartikeln (Beads) immobilisieren. Mittels eines Magneten kénnen die Beads an der
GefalRwand zurlckgehalten werden und ermdglichen somit die schnelle und effektive
Entfernung aller Verunreinigungen. Waschen mit Ammoniumcitratlésung erlaubt zugleich
Kationenaustausch und stellt das Produkt ohne gréf3eren Arbeits- und Zeitaufwand in der
NH;-Form zur Verfigung. Zudem ist aufgrund der starken Streptavidin-Biotin-
Wechselwirkung unter milden Bedingungen eine Strangtrennung (Denaturierung) maoglich, so
dal3 beide DNA-Strange getrennt voneinander einer MALDI-Analyse unterzogen werden
kénnert”®. Gegeniiber anderen Aufreinigungsverfahren laRt sich hier zusétzlich das Template
abtrennen, so dal} das Auftreten doppelstrangiger, einfach geladener Molekilionen oder auch
mehrfach geladener Molektlionen der Template DNA vermieden werden kann.

Je nach Problemstellung, konnen fir den Einsatz dieses Aufreinigungsverfahrens
unterschiedliche Ansétze verfolgt werden:

e Aufreinigung des immobilisierten Doppelstranges und anschliel3ende direkte MALDI-
Analyse der an Streptavidin-Beads gebundenen Biotin-Duplex-Verbindung
Uberschissige Laserenergie wahrend des MALDI-Prozesses oder auch Bedingungen der
MALDI-Probenpraparation fuhren zur Denaturierung des Doppelstranges, aber nicht zur
Spaltung der Streptavidin-Biotin-Bindung. Aus diesem Grund wurde bei der direkten
MALDI-Analyse der Dynabeads lediglich der nicht biotinylierte DNA-Strang desorbiert,
ionisiert und detektiert. Der biotinylierte Strang dagegen blieb an die Beads gebunden
auf dem Probentrager zurick und war daher nicht nachweisbar (Analoge Ergebnisse
lieBen sich mit Duplexen erhalten, bei denen ein Strang kovalent an CPG gebunden

war ).

¢ Aufreinigung des immobilisierten Doppelstranges und anschlielRende Denaturierung mit
Ammoniumhydroxid (25%) bei RaumtemperatNfALDI-Analyse des Uberstandes
erlaubt den Nachweis des nicht-biotinylierten Stranges.

e Aufreinigung des  immobilisierten Doppelstranges, Denaturierung mit
Ammoniumhydroxid (25%) bei Raumtemperatur, Abtrennen des nicht-biotinylierten
Stranges und anschlieRende Spaltung der Biotin-Streptavidin-Bindung mittels
Ammoniumhydroxid (25%) bei 8D fur 10 min (~96%-ige Riickgewinndfiy des
biotinylierten Stranges). MALDI-Analyse des Uberstandes erlaubt den Nachweis des
biotinylierten Stranges.

Alle drei Varianten erlauben eine schnelle und effektive Aufreinigung von Produkten

101



V. Sequenzierungen mit massenmarkierten 2',3'-Didesoxy-nucleosid-5'-triphosphaten

enzymatischer Reaktionen. Obwohl sich das erste Verfahren zunachst als eleganteste und
schnellste Variante darstellte, traten hier jedoch bei der MALDI-Analyse einige Nachteile auf.
Bei der Detektion von LCR-Produkt&rezeigte sich, daR die direkte Desorption/lonisation der
Einzelstrange vom immobilisierten Duplex speziell bei langeren Verbindungen wenig héhere
Laserenergien erfordert. Analog zur Probenpraparation mit Kationenaustauscherbeads
sammeln sich die Dynabeads beim Kristallisationsvorgang in der Mitte des Probenspots. Die
schlechte Ko-Kristallisation des Matrix/Beads-Gemisches hat zumeist schlechte Proben-
Matrix-Verhaltnisse zur Folge, was sich auf die Qualitat der Spektren auswirkt. Zudem sind
der MALDI-Analyse nur Probenmoleklle zugénglich, die sich an der Oberflache der Beads
befinden, Molekile zwischen Bead und Probentrager hingegen nicht. All diese Einflisse
fuhren zusatzlich zu relativ langem Suchen nach geeigneten kristallinen Matrix-Proben-
Bereichen. Unter der Annahme, dal} die Watson-Crick'schen Wasserstoffbriickenbindungen
hauptsachlich durch Uberschussige Laserenergie zerstort werden, muf3 vor allem bei langeren
Verbindungen eine erhdhte Laserenergie fur die Messung verwendet werden (zunehmende
Stabilitdt des Duplexes), was erhdohte Fragmentierung und damit geringere Auflésung und
Signalintensitaten zur Folge hat. Bei der Analyse von Verbindungen ~50 nt nimmt daher die
Detektionseffizienz gegeniber einzelstrangig vorliegenden, nicht festphasengebundenen
Proben stark ab.

Im Vergleich dazu ermoglichte das zweite und dritte Verfahren eine schnellere und effektivere
MALDI-TOF-Analyse der einzelstrangigen Produkte. Fir die nachfolgenden Sequenzierungen
mittels MALDI-TOF-MS wurde daher das fiur den Nachweis von einzelstrdngigen PCR- und
Sequenzierungsprodukten optimierte dritte Verfahren eing&$etzt

1 Optimierung von PROBE-Assay und Sanger-Sequenzierung

Zunéchst sollten die Reaktionsausbeuten fir Sanger-Sequenzierung und PROBE-Assay
anhand der T-Reaktion optimiert werden. Die Aufreinigung erfolgte wie oben erlautert tber
das Streptavidin-Biotin-System. Fur beide Ansatze wurde das in Abb. 45 wiedergegebene
Primer-Template-System verwendet (Berechnete Massen der Fragmente: s. Tab. 7, S.113).

Fur die Erhdhung der Reaktionsausbeute der Sequenzierungsprodukte sind mehrere Wege
denkbar:

e Erh6hung der Eduktkonzentrationen ([Primer], [Template], [ANTPs/ddNTP])
e Erhdhung der Enzymmenge
e Erhdhung der Reaktionsdauer
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Zusatzlich laRt sich eine Verschiebung der Produktausbeute zu kleineren Fragmenten durch
den Einsatz von Mil und durch Verminderung des dNTP/ddNTP Verhaltnisses erzielen.
Durch Erhéhung der ddNTP-Konzentration (gegenuber [dNTP]) vergroert sich die
Wabhrscheinlichkeit, mit der der Kettenabbruch stattfindet, so dafl} bevorzugt kleinere
Fragmente gebildet werden. Die Anwesenheit vori'Ningegen hat eine bessere Akzeptanz

der Polymerase fur Didesoxynucleosidtriphosphate zur Folge, so dal3 dNTP und ddNTP
nahezu gleich gut eingebaut werf8nDer Effekt von MA" auf die Produktausbeute ist in

Abb. 52, S.119 fiur die Sequenzierung von M13mpl8 ss (radioaktive Markierung,
gelelektrophoretische Auftrennung) demonstriert.

5-TTGCGTACACACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCT-3
TGACCGGCAGCAAAATG-Biotin
-

TGTGACCGGCAGCAAAATG-Biotin T, (19-mer)
TGTGTGACCGGCAGCAAAATG-Biotin T, (21-mer)

CATGTGTGACCGGCAGCAAAATG-Biotin  C; (23-mer)
CGCATGTGTGACCGGCAGCAAAATG-Biotin  C, (25-mer)

AACGCATGTGTGACCGGCAGCAAAATG-Biotin  27-mer (run-through )

Abb. 45: Gewahltes Primer-Template-System (synthetisches 50-mer mit 5'-
biotinyliertem Primer) fir den PROBE Assay und die Sanger-Sequenzierung
zur Untersuchung der hier dargestellten Verbindungen mit den jeweilig zu
erwartenden Produkten fir die T- und C-Reaktion.

Ausgehend von den publizierten Arbeiten von SKalend Koéste® zum Nachweis von
Sequenzierungsprodukten mittels MALDI-TOF-MS wurde zunachst die Sanger-
Sequenzierung nach dem Standardprotokoll fir Sequenase 2.0 unter Verwendung von 3 pmol
Primer und 10 pmol Template mit einer Reaktionszeit von 2 min. B8&i @drchgefiihrt. Als
Terminationsgemisch fir die Sanger-Sequenzierung wurde eine Losung eingesetzt, deren
Endkonzentration 80uM an den vier dNTPs und 20uM an ddTTP war (gegentber 80uM/8uM
bei der normalen Sanger-Sequenzierung). Der PROBE-Assay erfolgte unter gleichen
Bedingungen mit einem Terminationsgemisch, dessen Endkonzentration jeweils 80 uM an
dATP, dCTP und dGTP und 80uM an ddTTP war. Alle Umsetzungen wurden unter Zusatz
von 1ul MnC} durchgefiihrt. Nach erfolgter Reaktion wurden die Produkte/Edukte durch
Zugabe von Streptavidin-beschichteten Dynabeads {ber den biotinylierten Primer
immobilisiert.  Uberschiissiges Template wurde zusammen mit den anderen
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Reaktionskomponenten durch Waschen der immobilisierten Probe entfernt. Die Abtrennung
des hybridisierten Templates hingegen erfolgte durch anschlieende Denaturierung mit
Ammoniumhydroxid bei Raumtemperatur. Eine weitere Behandlung der Dynabeads mit
Ammoniumhydroxid bei 6 filhrte zur Spaltung der Streptavidin-Biotin-Bindung und
lieferte den (verlangerten) einzelstrangigen, aufgereinigten Primer im Uberstand. Das
Ammoniumhydroxid wurde durch Lyophilisation entfernt und der Riickstand in Reinstwasser
aufgenommen. Ethanol-Prazipitation als Alternative zur Lyophilisation fuhrte zu
vergleichbaren Spektren.

Abb. 46a) und Abb. 47a) zeigen die MALDI-TOF-Spektren der beiden Reaktionen. Das
Template mit einer berechneten Masse von 15338 Da konnte mit dem hier gewahlten
Aufreinigungsverfahren vollstdndig abgetrennt werden. Wie Abb. 46a) demonstriert, waren
unter den verwendeten Reaktionsbedingungen fir die Sanger-Sequenzierung weder die
Terminationsprodukte Tund T, noch das bei nicht erfolgter Termination erwartete,
vollstdndig synthetisierte 27-mer (Durchlauf rdn-througl) detektierbar. Lediglich der
aufgereinigte, unverlangerte, biotinylierte Primer konnte nachgewiesen werden. Im Vergleich
dazu wies das Massenspektrum des PROBE-Assays (Abb. 47a)) neben dem intensiven Signal
des nicht umgesetzten, biotinylierten Primers zwei weitere Signale geringerer Intensitat mit
einer Masse von 6052 und 6340 Da auf. Letzteres entspricht dem erwarteten
Terminationsprodukt T([M+H] "ber: 6339.3 Da). Das nicht erwartete, zusétzliche Signal bei
6052 Da korreliert mit der Masse des um ein G verlangerten Primers ([M#Hj051.1 Da).

Die Moglichkeit einer nicht-Template-spezifischen Verlangerung durch den Einbau von
dATP, dCTP oder auch ddTTP laft sich tGber die Masse eindeutig ausschliel3en (berechnete
Massen der [M+H}Signale: P-dA: 6035.1Da ; P-dC: 6011.1 Da; P-ddT: 6010.1 Da). Folglich
kann davon ausgegangen werden, dal3 die enzymatische Reaktion hier nach dem Basen-
spezifischen Einbau von dGTP stoppt, vermutlich aufgrund der Bildung von
Sekundarstrukturen des Templatetull{stop der Primer Extension). Aufgrund der
Reaktionsverzogerung ist sowohl das P-dG- als auch das Terminationsprodukt T
nachweisbar. Das Auftreten von nicht spezifisch terminierten Fragmenten (full stops und
mismatches) ist auch in der Literatur beschrieben und laR3t sich sowohl in MALDI-TOF-
Spektren als auch in Fluoreszenzspektren von Sequenzierungsreaktionen beSbdchten

Obwohl unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen fir den PROBE-Assay das erwartete
Produkt durchaus nachgewiesen werden konnte, ist das Signal/Rausch-Verhdltnis und die
Massenauflosung des;-Bignals relativ schlecht. Das Spektrum stellt ein Summenspektrum
Uber 24 Einzelmessungen dar, aufgenommen Uber die gesamte Probenoberfliche. Das
Intensitatsverhaltnis von Primer und Terminationsprodukt ist innerhalb der fur MALDI-
Analysen typischen Schwankungsbreite gut reproduzierbar und verdeutlicht, dal? lediglich ein
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geringer Anteil des Primers in der enzymatischen Reaktion umgesetzt wurde.

Um den Einflul der Primer und Template Konzentration auf die Produktausbeute zu
Uberprufen, wurden im folgenden beide drastisch erhéht. Sanger-Sequenzierung und PROBE-
Assay wurden unter sonst gleichen Bedingungen mit 15 pmol biotinyliertem Primer und 15
pmol Template mit Reaktionszeiten von 2, 25, 50 und 100 min. durchgefiihrt. Reaktionen mit
einer Reaktionszeit von 25 min. erfolgten mit und ohne Zugabe von Pyrophosphatase.
Reaktionen mit Reaktionszeiten von 25 und 50 min. wurden zusatzlich mit der doppelten
Enzymmenge durchgefuhrt. Die Erhéhung der Primer/Template-Konzentration bei einer
Reaktionszeit von 2 min. bestatigte die Vermutung, dal3 die enzymatische Umsetzung
innerhalb von 2 min. nur unzureichend ablauft. Auch hier konnte fur die Sequenzierung
lediglich das Primersignal detektiert werden, wobei mdglicherweise aufgrund der hohen
Primerkonzentration die Signale fiur die Terminationsfragmente bei der MALDI-Analyse
unterdrickt wurden. Eine deutliche Erh6hung der Produktausbeute liel3 sich bei erhdhter
Primer/Template-Konzentration sowohl durch die Verlangerung der Reaktionszeit bis zu 50
min. als auch durch die Verdoppelung der Enzymmenge erzielen. Reaktionszeiten von mehr
als 60 min. fuhrten zu keiner wesentlichen Verbesserung der Signalintensitaten der Produkte.
MALDI-Spektren der Reaktionen mit und ohne Pyrophosphatase demonstrierten, daf’ auch bei
Reaktionszeiten von 25 min. die Anwesenheit von Pyrophosphatase nicht unbedingt
erforderlich ist. Fur die MALDI-Analyse von Sanger-Sequenzierung und PROBE-Assay
konnten in beiden Fallen die gleichen Signale nachgewiesen werden. Dennoch war die
Intensitat der Produktsignale der Reaktionen mit Pyrophosphatase in Relation zum Primer-
Signal geringfugig besser, so dal3 alle weiteren Reaktionen mit Reaktionsz&femin.

unter Zusatz von Pyrophosphatase durchgefihrt wurden.

Abb. 46h) und Abb. 47b) zeigen die MALDI-Spektren der Sanger-Sequenzierung und des
PROBE-Assays bei einer Reaktionszeit von 25 min. unter Verwendung der normalen
Enzymmenge und unter Zusatz von Pyrophosphatase. Im Vergleich zu Abb. 47a) (PROBE-
Assay: 3 pmol Primer, 2 min. Reaktionszeit) demonstriert Abb. 47b) deutlich bessere
Signal/Rausch-Verhaltnisse fir beide Fragmente, das P-dG-Fragment und das erwartete
Terminationsfragment ;Tdes PROBE-Assays. Dennoch wurde auch hier ein relativ grol3er
Anteil des Primers nicht umgesetzt. Zusatzlich treten zwei weitere Signale bei 6486 und
12973 Da auf, deren Massen mit dem einfach- und dem doppelt geladenen Molekilion des
Streptavidins korrelieren ((M+H]e;: 12972.1 Da und [M+HJye.: 6486.1 Da). Aufgrund der
hoheren Primer-Konzentration wurde fur die Aufreinigung eine entsprechend hdhere Menge
an Streptavidin-beschichteten Dynabeads verwendet (15ul statt 5ul). Wie das Spektrum zeigt,
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Abb. 46: MALDI-TOF-Spektren der T-Reaktion: a) 3pmol Primer (P) 10pmol Template (T) 2
min. Reaktionszeit (RZ).4pje 15pmol P u.T, 25 min. RZ;bje 15pmol P u. T, 50 min. RZ,
doppelte Enzymmenge. c) je 8pmol P u. T, 50 min. RZ, doppelte Enzymmenge.

106



V. Sequenzierungen mit massenmarkierten 2',3'-Didesoxy-nucleosid-5'-triphosphaten

a) 100
9.5
30 P
8.5
a0
75
70
85 G T]_
E.DWV/J"J
55
6000 8000 10000 12000
b) 2
2
20
19 P
18
12 Streptavidin
15 g
14 N~
13 g
12 2+ —
1 [M+H] Streptavidin
10 * 6485.5 [M,+H]*-Signale
]
a
7 *
[
5
4
6000 8000 10000 12000
C) 1.0
105
100
a5
Tl
an
85
2.0
75
P
7o
65
B0
55
6000 8000 10000 12000
Masse(m/2)

Abb. 47: MALDI-TOF-Spektren der T-Reaktion des PROBE-Assays: a) 3 pmol Primer
(P) 10 pmol Template (T) 2 min. Reaktionszeit (RZ). b) je 15 pmol P u.T, 25 min. RZ.
c) je 8 pmol P u. T, 50 min. RZ, doppelte Enzymmenge.
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geht bei der Abspaltung des biotinylierten Stranges (Behandlung mit Ammoniumhydroxid bei
60°C) ebenfalls ein geringer Anteil an Streptavidin in Losung. Die Intensitat des Streptavidin-
Signals bei der MALDI-TOF-Analyse variiert von Probe zu Probe unter gleichen
Aufarbeitungsbedingungen sehr stark (vgl. Abb. 47b, Abb; 46d Abb. 46b). Das einfach
geladene Molekulion liegt in einem Massenbereich, der sich in keinster Weise mit den Massen
der zu erwartenden Produkte Uberschneidet, und hat daher auf die MALDI-Analyse des
Reaktionsansatzes keine negativen Auswirkungen. Vielmehr kann dieses Signal zusatzlich
zum Primer-Signal fir die interne Kalibrierung verwendet werden. Das doppelt geladene
Molekulionensignal des Streptavidins hingegen liegt im Massenbereich der Produkte, weist
jedoch eine genigend grof3e Massendifferenz zu den Terminationsprodukten der T-Reaktion
auf, um eindeutig aufgelost und identifiziert zu werden. Schwierigkeiten sind jedoch bei dem
Einsatz der modifizierten Triphosphate zu erwarten. So weist das Terminationsprodekt T
ddT(BOC)TP-Verbindung eine berechnete Masse des [M-$i#}nals von 6482.5 Da auf. Die
Massendifferenz von 3.6 Da zum doppelt geladenen Streptavidin-Molekulionensignal kann in
diesem Massenbereich nicht mehr aufgeltst werden, so dal3 hier keine eindeutige Zuordnung
der Signale moglich ware. Um erstens Schwierigkeiten bei der Identifizierung der Signale und
zweitens zusatzliche Signale bei der spateren Multiplex-Sequenzierung zu vermeiden, sollte
das Auftreten von Streptavidin-Signalen durch eine entsprechende Reaktionsfiihrung
unterbunden werden. Blindversuche fir die Aufreinigung mit unterschiedlichen Mengen an
Dynabeads zeigten, dal? beim Einsatz von bis zu max. 10 ul Beadslosung pro Ansatz das
Streptavidin-Signal bei der anschlieRenden MALDI-TOF-Analyse nicht oder aber nur in sehr
geringen Intensitaten (kein doppelt geladenes Molekilion) nachgewiesen werden konnte.
Dabei ist nicht auszuschlie3en, dal3 dieser Wert von der jeweiligen Charge der Streptavidin-
beschichteten Dynabeads abhangig ist.

Abb. 46h) =zeigt die Sanger-Sequenzierung unter den gleichen, oben aufgeflhrten
Reaktionsbedingungen. Beide Terminationsprodukte sind gut detektierbar. Zusatzlich tritt wie
schon beim PROBE-Assay beobachtet das Signal bei 6051 Da fir das P-dG-Fragment auf.
Auch das vollstdndig synthetisierte, nicht terminierte 27-mer (Durchlauf/run-through) mit
einer Masse von 8836 Da ([M+H}: 8835.9 Da) ist nachweisbar, allerdings in relativ
geringer Intensitat. Dartber hinaus sind zwei weitere Signale mit einer Masse von 8522 und
9141 Da zu beobachten. Die Masse von 8522 Da entspricht dabei dem unvollstandig
synthetisierten, auf dA endenden 26-mer ([Mi}] 8522.7 Da). Nicht-Basen-spezifischer
Einbau von dCTP, dGTP, dTTP oder auch ddTTP la3t sich eindeutig Uber die Massen der
resultierenden, moglichen Fragmente ausschlie3en, so dal’ hier analog zum P-dG-Fragment
eine Verzogerung der enzymatischen Reaktion auftritt (Full-stop der Primer-Extension). Das
Signal bei 9141 Da hingegen ist vermutlich auf die nicht-Template-spezifische Addition eines
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weiteren Nucleotids zum vollstandig synthetisierten 27-mer zurtckzufiihren. Die
unspezifische Addition eines weiteren dNTPs oder auch ddNTPs zum vollstandig
verlangerten, nicht terminierten Produkt (hier 27-mer) ist in der Literatur fur mehrere
Polymerasen beschrieben wortféri’® und wurde ebenfalls in MALDI-TOF-Spektren von
Sequenzierungsprodukten beobadhtét >*

Abb. 46b) zeigt die gleiche Reaktion mit doppelter Reaktionszeit und doppelter
Enzymmenge. Die Relation der Signalintensitdten untereinander ist auch hier innerhalb der
typischen Schwankungsbreite relativ gut reproduzierbar. Zwar stellt der nicht umgesetzte
biotinylierte Primer noch immer das Signal hochster Intensitat dar, im Vergleich zu Abb.
46hy) lassen sich die beiden Terminationsprodukieuidd T, jedoch mit deutlich héheren
Intensitaten (in Relation zur Primersignalintensitdt) und zudem mit einer besseren
Massenauflosung nachweisen. Wahrend im Spektrynddis nicht terminierte, vollstandig
verlangerte 27-mer lediglich in vergleichsweise geringer Intensitdt zu beobachten war, treten
hier die Signale des 26-mers, 27-mers und des durch unspezifische Addition eines weiteren
Nucleotids verlangerten 27-mers in d&hnlich hohen Intensitaten wie die beiden
Terminationsprodukte auf, was vermuten lai3t, dal3 die enzymatische Umsetzung weitaus
besser abgelaufen ist. Signale, die mit einem Sternchen markiert sind, sind dabei auf den
Verlust von ein oder zwei Basen zurlckzufiihren. Da die Abspaltung von A,G oder C mit
Massenverlusten von 111-151 Da bzw. bei zusétzlicher Abspaltung x@rbid zu 169 Da
verbunden ist, korreliert ein zweifacher Basenverlust mit einer Massendifferenz von ~1
Nucleotideinheit. Das Signal des nicht terminierten, verlangerten 26-mers mit einer Masse von
8522.9 Da (berechnet: 8522.7 Da) konnte daher ebenfalls auf zweifachen Basenverlust
zurtckzufuhren sein. Da Depurinierungssignale mit zunehmender Anzahl an abgespaltenen
Basen abnehmende Intensitaten zeigen, dieses Signal jedoch eine deutlich héhere Intensitat als
das des auf einfachem Basenverlust basierenden Fragmentions aufweist, muf3 es sich hier um
das nicht vollstandig verlangerte 26-mer handeln. Zweifacher Basenverlust tritt hier
vermutlich in geringerem Anteil zusatzlich auf, kann jedoch nicht vom Hauptsignal aufgeltst
und identifiziert werden.

Zur Vermeidung von Depurinierungen (Erhdhung der lonenstabilitat) wiirde sich der Einsatz
von C-dATP und C-dGTP bei der enzymatischen Reaktion anbieten. Aufgrund des
unmodifizierten Primers (enthalt 11 A/G) und der kurzen Fragmentlangen der Produkte ist
jedoch das Verhaltnis von modifizierten 7-Desazapurinbasen zu unmodifizierten A und G sehr
klein. Tatsachlich zeigten Spektren von Reaktionen nfidATP und C-dGTP keinen
signifikanten Unterschied zu den hier dargestellten Spektren.

In Anbetracht der Tatsache, dafl} die Erhéhung der Primer/Template-Konzentration bei
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gleicher Reaktionszeit (2 min.) wenig effektiv war und erst die zusatzliche Verlangerung der
Reaktionszeit und/oder die Erhéhung der Enzymmenge den Nachweis der
Sequenzierungsprodukte ermdglichte, wurde davon ausgegangen, dal3 ab einer
Mindestkonzentration an Primer und Template hauptsachlich die Geschwindigkeit der
enzymatischen Umsetzung ausschlaggebend fur die Produktausbeute ist. Wie Abb. 46b
zeigt, ist unter Verwendung von 15 pmol Primer und Template trotz verlangerter
Reaktionszeit und erhohter Enzymmenge noch ein relativ hoher Anteil an Primer nicht
umgesetzt. Im folgenden wurde daher die Primer und Template Konzentration auf die Halfte
reduziert. Abb. 46¢) zeigt das Spektrum der Reaktion mit 8 pmol Primer und Template unter
sonst gleichen Bedingungen. Auch hier laf3t sich der nicht umgesetzte biotinylierte Primer gut
nachweisen, allerdings in ahnlichen Intensitdten wie die beiden Terminationsfragmente und
das nicht terminierte 27-mer mit einem weiteren Nucleotid (27-mer+1). Letzteres ist in diesem
Spektrum im Vergleich zum vollstandig verlangerten 27-mer dominierend. Das 26-mer ist hier
nicht mehr nachweisbar. Auch das P-dG-Fragment tritt nur in vergleichsweise geringen
Intensitdten auf, was vermuten |a3t, dall mdglicherweise das Auftreten unspezifischer
Fragmente durch optimierte Reaktionsbedingungen vermieden werden kann. Aufgrund der
geringeren Primer-Konzentration lag die fur die Aufreinigung verwendete Menge an
Dynabeadslosung unterhalb von 10 pul, so dal3 das Streptavidin-Signal hier nicht nachweisbar
war. Die Relation der Intensitdten der auftretenden Signale war Uber die gesamte
Probenoberflache innerhalb geringer Schwankungen relativ gut reproduzierbar. Die
beobachteten, abnehmenden Signalintensitaten der Terminationsprodukte mit zunehmender
Fragmentlange kénnen daher sowohl auf den Ablauf der enzymatischen Reaktion als auch auf
die mit zunehmender Fragmentlange abnehmende Nachweiseffizienz bei MALDI-Analysen
von Oligonucleotiden zurickzufuhren sein. Zusatzliche Untersuchungen, die eine
Quantifizierung der einzelnen Produkte erlauben, sind notwendig, um derartige
Fragestellungen zu klaren.

Wie ein Vergleich von Abb. 46bund c) verdeutlicht, fuhrt unter den gewéhlten Bedingungen

die Verringerung der Primer/Template-Konzentration bei gleicher Reaktionszeit und
Enzymmenge zu einer effektiveren enzymatischen Umsetzung. Theoretisch lieRe sich die
Primer/Template-Konzentration noch weiter verringern. Bei ansonsten gleichen
Reaktionsbedingungen wirde wahrscheinlich die Intensitat des 27+1-mers zunehmen, so daf3
fur die Beibehaltung der hier erzielten Relation der Signalintensitdten Reaktionsdauer und
Enzymmenge ebenfalls verkleinert werden mufdten. Das Verhaltnis der Signalintensitaten von
Durchlauf bzw. Durchlauf+1 und Terminationsfragmenten wird neben der enzymatischen
Umsatzgeschwindigkeit vermutlich Uber das dNTP/ddNTP-Verhéltnis beeinfluRt. Weiterhin
ware es interessant zu Uberprifen, inwieweit sich eine Erhéhung der dNTP-Konzentration auf
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die Produktausbeuten auswirkt. Aus zeitlichen Grinden wurden im Rahmen dieser Arbeit
jedoch keine weiteren Untersuchungen zur Optimierung der enzymatischen Reaktion
durchgefuhrt. Die hier gefundenen Reaktionsbedingungen erfillten die gestellten, zuvor
erlauterten Anforderungen und wurden daher beibehalten und fur die Untersuchungen der
modifizierten Verbindungen eingesetzt. Aufgrund der relativ hohen Konzentrationen stand
genugend Material fir Vergleichsmessungen zur Verfligung. Summenspektren von ~10
Einzelmessungen lieferten gute Signalintensitaten der Produkte und ermdglichten eine
schnelle und verla3liche MALDI-TOF-Analyse.

Abb. 47c) zeigt den PROBE-Assay unter den gleichen Reaktionsbedingungen. Das
Terminationsprodukt war mit gutem Signal/Rausch-Verhaltnis und guter Massenaufldsung
detektierbar, so dal3 mdgliche Fragmentionen gut nachweisbar sein sollten. Einzelmessungen
bei erhohter Laserenergie demonstrierten verstarkte Fragmentierung, basierend auf dem
Verlust einer oder zweier Basen. Im Vergleich zur Sequenzierungsreaktion traten hier bei
Einzelmessungen Uber die gesamte Probenoberflache grélRere Schwankungen im Verhéltnis
der Signalintensitaten auf. Dennoch lag das Signal des nicht umgesetzten, biotinylierten
Primers stets in niedrigerer Intensitat vor als das Signal des Terminationsproduktes. Das hier
dargestellte Spektrum stellt ein Summenspektrum von 10 Einzelmessungen dar, aufgenommen
an unterschiedlichen Stellen des Proben-Matrix-Kristallisats.

Fur die Probenpraparation bei der MALDI-TOF-Analyse der enzymatischen Reaktionen mit
Primer/Template-Konzentrationen > 3 pmol erwies sich ein Verhaltnis von Proben- und
Matrixlésung von 1:2 haufig als vorteilhaft ( gegenuber 1:1 bei der Standardpréparation).
Mischungen von 0.5 ul Probenlésung und 1 pl Matrixlosung oder auch 0.3/0.6 pl fuhrten
reproduzierbar zu einer guten Kristallisation. Haufig waren niedrigere Laserenergien fur die
Messung und ein geringerer Untergrund die Folge.

Abb. 48A) und B) zeigen die MALDI-TOF Spektren der C-Reaktionen unter den gleichen
Reaktionsbedingungen wie Abb. 46¢) und Abb. 47c). Auch hier sind Terminationsfragmente,
biotinylierter Primer und das 27-mer, das mit einem weiteren Nucleotid unspezifisch
verlangert wurde, mit guten Signalintensitdten und guter Auflésung detektierbar. Wahrend
beim PROBE-Assay der T-Reaktion das Terminationsfragment stets in hoherer Intensitat als
der Primer nachzuweisen war, treten hier die Molekulionensignale des nicht umgesetzten
Primers und des {&Fragmentes in &hnlichen Intensitaten auf. Die experimentell bestimmten
Massen der DNA-Fragmente der Spektren der T- und C-Reaktionen unter optimierten
Bedingungen sind zusammen mit den berechneten Massen der jeweiligen {Meghfle in

Tab. 7 aufgefuhrt.
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27-mer+1

B) = 6000 8000 10000 12000

8000 10000 12000
Masse(m/2)

Abb. 48: MALDI-TOF-Spektren der C-Reaktion flr Sanger-Sequenzierung und
PROBE-Assay unter optimierten Bedingungen.
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Tab. 7: Berechnete und experimentell bestimmte Massen der zu erwartenden DNA-Fragmente
fur die T- und C-Reaktion der Sanger-Sequenzierung bzw. des PROBE-Assays:

[M+H] "exp [Da] [M+H] "pe
[Da] DNA-Fragmente
Abb. 460 Abb. 47c| Abb. 48A] Abb. 48B
5722 5722 5722 5722 5721.9 Biotinylierter Primer
6051 6051.1 Biotinylierter Primer +G
6339 6339 6339.3 T,
6975 6972.7 T2
7576 7575 7575.1 C
8192 8193.5 C,
8835 8835.9 27-mer (run-through)
27-mer+1 (mit 1= C (289.2), T
9148 9149 (304.2), A (313.2), G (329.2) oder
ddT (288.2) bzw. ddC (273.2 Da)
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2 PROBE-Assay mit massenmodifizierten Terminatoren

Im folgenden sollte mit Hilfe des PROBE-Assays untersucht werden, ob die modifizierten
2',3'-Didesoxynucleosid-5'-triphosphate (s. Abb. 49) von der Polymerase akzeptiert und

eingebaut werden und inwieweit die resultierenden Terminationsprodukte wahrend des
MALDI-Prozesses stabil sind.

@)

BOCNH—CH;—CH,—CH,
| NH
N\
4- N/L
ngsow o) BOCNH—CHy—CHy— CHzf\
45 (ddTBOC) A\

4" 0gP50
: b,
ch—c—NH—CHZ—CHz—CHsz 47(ddCBOQ)

4" 0gP50
HoN—CH;—CH—CHa,
46 (ddTAQ) 7N

4" 0gP;0 o N o
HZN—CHZ—CHZ—CHZYU\ _O
49 (ddONH,)

)

48 (ddTNH,)
Abb. 49: Strukturen der massenmarkierten 2',3'-Didesoxynucleosid-5'-triphosphate

Abb. 50 zeigt die MALDI-TOF-Spektren der PROBE-Assays der modifizierten ddTTP-
Verbindungen, Abb. 51 die der modifizierten ddCTP-Verbindungen. Tab. 8, S.117 gibt die
berechneten und die experimentell bestimmten Massen der [Msigtjale der modifizierten
Terminationsprodukte wieder. Zum besseren Vergleich der Massen und der jeweiligen
Massendifferenzen wurden die Massen der nicht modifizierten T- und C-
Terminationsfragmente zusatzlich aufgefuhrt.
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15
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Abb. 50: MALDI-TOF-Spektren der PROBE-Assays unter
2',3'-Didesoxyuridin-5'-

Einsatz der modifizierten

triphosphate: ddBOCTP, ddTACTP und ddNH,TP.
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. dd CBOC
" 77335
BOC

Basenverlust)
-G,A,C

w AN

o

5000 6000 7000 8000 9000
Masse(m/z)

Abb. 51: MALDI-TOF-Spektren der PROBE-Assays unter Einsatz der
modifizierten 2',3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphate: &QCTP und ddGIH,TP.

Wie die MALDI-TOF-Spektren der enzymatischen Reaktionen demonstrieren, werden alle
Verbindungen von der Polymerase akzeptiert und fuhren zur Termination der Primer
Extension. Nicht-Basen-spezifische Termination durch die modifizierten Verbindungen wurde
nicht beobachtet. Die Signale der erwarteten Terminationsprodukte konnten mit guten
Intensitdten und guter Massenauflosung nachgewiesen werden. Die Spektrenqualitat war
vergleichbar mit der von PROBE-Assays, welche mit nicht modifizierten
Didesoxynucleosidtriphosphaten unter gleichen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt wurden.
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Tab. 8: Experimentell bestimmte und berechnete Massen der
modifizierten und nicht modifizierten Terminationsprodukte.

[M+H] "exp [Da] | [M+H] "per. [Da] | Terminationsprodukt
6482.9 6482.5 ddTBOC
6424.1 6424.4 ddTAc
6381.7 6382.4 ddTNH,
6339.5 6339.3 ddT (=T)
7733.5 7732.3 ddCBOC
7631.7 7632.2 ddCNH;
7575.2 7575.1 ddC (= Q)

Wahrend die t-Butyloxycarbonylschutzgruppe bei der MALDI-Analyse der
Triphosphatverbindungen mit DHB als Matrix vollstdndig abgespalten wurde, erwies sich das
entsprechend modifizierte Terminationsprodukt unter MALDI-Bedingungen (mit 3-HPA als
Matrix) als relativ stabil (vgl. Abb. 50, d&BIOC). So konnte das einfach geladene Molekilion

der ddBOGterminierten Verbindung mit einer Masse von 6483 Da (berechnet 6482.5 Da)
einwandfrei nachgewiesen werden. Das Signal des Fragmentions, basierend auf der
Abspaltung det-Butyloxycarbonylgruppe, wurde ebenfalls detektiert, allerdings lediglich in
ahnlich geringen Intensitaten wie die Fragmentionensignale, die aus der Eliminierung einer
Base hervorgehen. Aufgrund der mangelnden Massenauflésung in diesem Massenbereich ist
es nicht mdglich, die einzelnen Fragmentionen vollstandig aufzuldsen. Dennoch l&R3t sich bei
Messungen mit sehr niedrigen Laserenergien zwischen der Abspaltung vam QuMm
Hauptsignal =111 Da) und der Abspaltung eBOC (Am zum Hauptsignal = 100.12 Da)
differenzieren. Bei hoheren Laserenergien treten auch die Fragmentionensignale, die aus der
Eliminierung einer Base resultieren (Uberwiegend G), in hdheren Intensitaten auf, so dal3 der
Verlust dert-BOC-Gruppe lediglich als geringe Verbreiterung dieser nicht aufgelésten Signale

in relativ niedriger Intensitat beobachtet werden kann (vgl. kleines Spektrum). Im hdheren
Massenbereich tritt Fragmentionenbildung durch Basenverlust verstarkt auf. Fir das
ddCBOG-terminierte Produkt, dessen Molekullionensignal hier ebenfalls mit guter Intensitat
nachgewiesen werden konnte, weist daher das Fragmentionensignal, welches aus der
Abspaltung der t-BOC-Gruppe resultiert, eine eindeutig geringere Intensitat auf als die
Signale, die auf Basenverlust beruhen (vgl. Abb. 51 B{0iC).
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Wie das Spektrum der dATTP-Reaktion zeigt, ist auch diese Massenmarkierung unter
MALDI-Bedingungen stabil. Abspaltung der Acetylgruppem= 42.04) konnte selbst bei
Messungen mit erhdhter Laserenergie nicht nachgewiesen werden. Terminierte Produkte, die
als Massenmarkierung den Aminopropyllinker tragen, sind, wie erwartet, ebenfalls stabil.

3 Sanger-Sequenzierung mit massenmodifizierten Terminatoren

Die folgenden Untersuchungen demonstrieren die Eigenschaften der hier dargestellten
modifizierten Didesoxynucleosidtriphosphate als potentielle Terminatoren bei der Sanger-
Sequenzierung am Beispiel der d&TP und ddBOCTP-Verbindungen.

Dabei wurden zwei Ansatze verfolgt: Erstens wurden die modifizierten
Didesoxynucleosidtriphosphate im Vergleich zur Standard-T-Reaktion fur die Sequenzierung
von einzelstrangiger M13mpl8 DNA eingesetzt. Die resultierenden Fragmente wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und tber die radioaktive Markierung mittEISdATP
nachgewiesen. Aufgrund der naheliegenden Annahme, dal3 die modifizierten Verbindungen
von der Polymerase schlechter eingebaut werden als das entsprechende ddTTP, wurden pro
Verbindung sechs Sequenzierungen mit steigender Endkonzentration (EK) an modifizierten
ddTTP durchgefihrt (Verkleinerung des dNTP/ddNTP-Verhaltnisses). Zweitens sollten die
modifizierten Verbindungen fir die Sequenzierung des synthetischen Templates eingesetzt
werden, wobei der Nachweis der Reaktionsprodukte mittels MALDI-TOF-MS erfolgte.

3.1 Sequenzierung von M13mp18

In Abb. 52 ist das Autoradiogramm des Sequenzgels der radioaktiven Sequenzierung von
M13mp1l8 dargestellt. Abb. 52A) demonstriert, als Kontrolle, die Standard-A-,C-,G- und T-
Reaktion, und zwar mit und ohne Zugabe von 1ul Manganpuffer zum Reaktionsansatz. Die
Verschiebung der Produktausbeute zu kleineren Fragmenten in Anwesenheit $oistMn
deutlich erkennbar. Abb. 52B) hingegen zeigt die Sequenzierungsreaktionen mit
unterschiedlichen  Endkonzentrationen der AdMP und ddBOCTP-Verbindung
(Endkonzentrationen von 5, 10, 15, 20, 50 und 100 pM) im Vergleich zur Standard-T-
Reaktion (8uM Endkonzentration an ddTTP). Auch diese Reaktionen erfolgten mit und ohne
Zusatz von Manganpuffer.
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Abb. 52: Autoradiogramm eines Sequenz Gels. Sequenzierung von M13mpl8ss. A):
Standard-A,C,G und T-Reaktionen mit und ohne *Mgusatz (Kontrolle). B)
Sequenzreaktionen der modifizierten T-Terminatorenagdind ddEoc unter Verwendung
unterschiedlicher Konzentrationen ( a): 5uM, b): 10uM, c): 15uM, d): 20uM, e): 50uM und
f): 200uM Endkonzentration ddTTEy). Dazwischen, zum besseren Vergleich, nochmals die
Standard-T-Reaktion (8uM Endkonzentration), mit und ohn& usatz.
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Beide modifizierten Verbindungen wurden von der Polymerase eingebaut und fihrten zu
Terminationsprodukten, welche die T-Sequenzleiter wiedergeben. Nicht Basen-spezifische
Termination wurde nicht beobachtet. Treten innerhalb der Sequenz mehrere,
aufeinanderfolgende Thymidinbasen auf, weisen die entsprechenden Banden der modifizierten
Terminationsprodukte zum Teil leicht unterschiedliche Intensitdten auf, wobei diese
Intensitatsunterschiede bei verschiedenen Endkonzentrationen variieren. Bei “idealer"
Endkonzentration sind alle aufeinanderfolgenden Fragmente detektierbar. Mit abnehmender
Konzentration nimmt oftmals die Bandenintensitat der oberen Bande ab, bis diese nicht mehr
(bzw. nur noch bei verlangerter Filmexpositionsdauer) nachweisbar ist. Speziell die
Sequenzierungen ohne Zusatz von®Mweranschaulichen, daR die Einbaurate von ddTTP
Uber ddACTP zu ddBOCTP stark abnimmt. So konnte fir die dtfterminierten Produkte

unter Verwendung von 100uM Endkonzentration (Spur f) auch das kleinste Fragment noch
nachgewiesen werden, wenn auch mit geringerer Bandenintensitat als die entsprechende ddT-
Verbindung (Abb. 52B, ohne Mf ddTAc, unterster Spot). ddBOGterminierte Produkte

sind dagegen erst ab dem vierten T-Fragment mit sehr schwachen Bandenintensitaten
nachweisbar (100uM EK, Spur f; infolge des Qualitatsverlustes beim Scannen des Gels hier
jedoch nicht sichtbar). Weiterhin ist auffallend, daf3 langere Terminationsprodukte (gegenuber
kirzeren) auch schon mit zunehmend niedrigeren Endkonzentrationen der modifizierten
Verbindungen (100uM-5uM) nachgewiesen werden kbnnen. Das bedeutet, langere Fragmente
lassen sich selbst mit abnehmenden Endkonzentrationen zunehmend besser detektieren. Dieser
Effekt ist fur die Umsetzungen beider modifizierter Verbindungen zu beobachten, bei den
ddTBOGCterminierten Produkten jedoch zu héheren Fragmenten verschoben. Vermutlich wird
infolge der schlechteren Einbaurate die Produktausbeute zu langeren Fragmenten verschoben,
so dafd im hoéheren Massenbereich auch mit niedrigeren Endkonzentrationen (5uM EK) gute
Produktausbeuten erzielt werden.

In  Anbetracht der, gegenuber der Acetylgruppe, sterisch anspruchsvolleren t-
Butyloxycarbonylverbindung, erscheint es sinnvoll, dal3 die Verbindungen in der Reihe
ddTTP>ddAcTP>ddTBOCTP mit abnehmender Effizienz eingebaut werden. Aufgrund der
zunehmend schlechteren Struktur-Komplementaritdt (Watson-Crick-Geometrie) in dieser
Reihe war anzunehmen, dal3 Verbindungen mit voluminéseren Gruppen in Position 5 durch
die Polymerase starker diskriminiert werden. Die Folge ist, ahnlich wie bei einer Erh6hung
des dNTP/dANTP-Verhaltnisses, eine Verschiebung der Produktausbeuten zu langeren
Fragmenten.

Wie schon erwahnt, fiihrt die Anwesenheit von’Mzu einer geringeren Diskriminierung der
ddNTPs im Vergleich zu den dNTPs durch die Polymerase. Dieser Effekt ist bei den
modifizierten Verbindungen ebenfalls zu beobachten. So konnten fir Sequenzierungen, die
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unter Zusatz von Manganpuffer durchgefthrt wurden, fir beide modifizierten Verbindungen
mit allen hier verwendeten Endkonzentrationen kleine Fragmente sehr gut nachgewiesen
werden. Angesichts der hdheren Massen nahm die Laufgeschwindigkeit im Gel von ddT- tber
ddTAc- zu ddBOGterminierten Fragmenten ab, so dafl3 die Banden der modifizierten
Verbindungen im Gel geringflgig oberhalb der Banden der ddT-Reaktionsprodukte lagen. Bei
langeren Fragmenten spielt das Verhéltnis der Masse der Markierung zur Gesamtmasse kaum
eine Rolle, und die jeweiligen Produktbanden liegen im Gel auf gleicher Hohe.

Wahrend fir die kleineren ddt-terminierten Fragmente die Produktausbeuten fir
Umsetzungen mit 5-100uM Endkonzentrationen in einem Bereich lagen, wo kaum
Unterschiede in den Bandenintensitdten feststellbar waren, konnten fir die kleineren
ddTBOGCterminierten Fragmente zunehmende Bandenintensitat mit steigend@©Gar-
Endkonzentration beobachtet werden. Im Vergleich zu Sequenzierungen ohne Zusatz von
Manganpuffer, bei denen eine hohe Endkonzentration erforderlich war (100uM), um Kleine
Fragmente nachzuweisen, lange Fragmente dagegen sowohl mit hohen als auch mit niedrigen
Endkonzentrationen detektiert werden konnten, ist hier, bei Umsetzungen fiit dids
umgekehrte Phanomen zu beobachten. Anscheinend wurden die Produktausbeuten so
drastisch zu kleineren Fragmenten verschoben, daf} sie in einem Bereich liegen, wo eine
Erhéhung der Endkonzentration der modifizierten Verbindung (Verminderung des
dNTP/ddNTP-Verhaltnisses) zu einem frihzeitigen Kettenabbruch fuhrt. Das bedeutet, eine
Erh6éhung der Endkonzentration hat hier eine weitere Verschiebung der Produktausbeuten zu
kleineren Fragmenten zur Folge. Terminationsprodukte mit zunehmender Fragmentlange sind
daher nur noch mit abnehmenden Endkonzentrationen nachweisbar. Wie das Autoradiogramm
demonstriert, kdnnen Fragmentlangen die beiAdP-Sequenzierungen lediglich mit einer
Endkonzentration von 5 oder 10uM detektierbar sind, bei Umsetzungen nBOAdP
durchaus noch mit hoheren Endkonzentrationen nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu ist
die Lange der nachzuweisenden Fragmente fir die Standard-T-Reaktion (8uM EK) deutlich
geringer (vgl. Abb. 52B: Die beiden rechten T-Spuren entsprechen der Kontroll-T-Reaktion
mit Mn** , 3a/b und 4a/b den Umsetzungen der mod. Verbindungen unter gleichen
Bedingungen). Dieser Sachverhalt stimmt mit der Beobachtung tberein, dal3 die Akzeptanz
der Polymerase in der Reihe ddTTP >AdOP >> ddBOCTP abnimmt. Aufgrund der
schlechteren Akzeptanz der Polymerase fir die modifizierten Triphosphate verschiebt sich die
Produktausbeute zu entsprechend héheren Fragmenten und zwar furRi@GCMddrbindung

starker als fur die dddc-Verbindung. Dieser Effekt Gberlagert sich hier mit der Wirkung des
Mn?*-Zusatzes, der fiir die Verschiebung der Produktausbeuten zu kleineren Fragmenten
verantwortlich ist.

Um vergleichbare Produktausbeuten zur Standard-ddT-Reaktion zu erzielen (ahnliche
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Intensitaten und Fragmentlangenverteilung), bieten sich daher zwei Moglichkeiten an: Die
Verminderung des dNTP/ddNTP-Verhéaltnisses (Erhdhung der Endkonzentration an ddNTP)
oder/und der Zusatz von Manganpuffer. Wie das Sequenzgel zeigt, sind fir Sequenzierungen
ohne Mrf*-Zusatz ddAcTP-Konzentrationen vox100uM erforderlich, um eine &hnliche
Fragmentlangenverteilung zur T-Reaktion zu erhalten. Fit-Bigyloxycarbonylverbindung
hingegen sind noch deutlich hohere Konzentrationen notwendig. Zwar sind fir die Umsetzung
mit 100uM dd'BOCTP bis auf die untersten vier T-Fragmente alle Produkte nachweisbar, im
Vergleich zu den ddT-Produkten jedoch mit sehr geringen Intensitaten im unteren
Fragmentlangenbereich. Sequenzierungsreaktionen unter Zusatz $oningegen liefern fiir

beide modifizierten Verbindungen bei der Verwendung von 5 oder 10uM Endkonzentration
vergleichbare Produktausbeuten zur T-Reaktion ohne Zusatz von Manganpuffer.

3.2 Sequenzierungen mittels MALDI-TOF-MS

Abb. 53A) zeigt die MALDI-TOF-Spektren der Sanger-Sequenzierung mit ddTTRACHET

und ddBOCTP als Terminatoren unter den gewahlten, optimierten Bedingungen
(dNTP/ddNTP-Verhaltnis: 80uM/20uM). Wie schon zuvor demonstriert, sind fir die
enzymatische Umsetzung mit ddTTP die Signale des Primers, der Terminationsprodukte und
des um ein weiteres Nucleotid unspezifisch verlangerten 27-mers (27-mer+1) in relativ
ahnlichen Intensitaten gut nachweisbar. Demgegenuber weisen die Spektren der
Sequenzierungsreaktionen mitAddP und ddBOCTP ein ganzlich anderes Verhéltnis der
Signalintensitaten auf. Zwar sind die dktfterminierten Produkte gut nachweisbar, die
vergleichsweise hohe Intensitat des 27-mer+1-Signals legt jedoch nahe, dafl} bei der
enzymatischen Reaktion hauptsachlich das nicht-terminierte, vollstandig verlangerte und um
ein Nucleotid erweiterte Produkt entstanden ist. Im Vergleich dazu ermdglicht das Spektrum
der ddBOCTP-Sequenzierung unter gleichen Reaktions- und Mel3bedingungen lediglich den
Nachweis des Primers und des ersten Terminationsproduktes, allerdings nur mit sehr geringen
Signalintensitaten. Im Vergleich dazu tritt ein sehr intensives 27-mer+1-Signal auf. Das 27-
mer selbst ist nicht mehr eindeutig nachweisbar. Statt dessen tritt ein weiteres Signal auf,
welches auf die zusétzliche unspezifische Addition eines weiteren Nucleotids zum 27+1-mers
schlieBen laRt (im Spektrum: 27-mer+2). Wie klar erkennbar ist, lauft die enzymatische
Reaktion gut ab. Schwache Signale fur die Terminationsfragmente missen daher auf einen
geringeren Einbau der Verbindungen durch die Polymerase zurtickzufihren sein.
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Abb. 53: MALDI-TOF-Spektren der Sanger-Sequenzierung mit ddTTFAcId und
ddTBOCTP als Terminatoren unter Verwendung von steigenden Endkonzentrationen an der
jeweilig terminierenden Verbindung. Das dNTP/ddXTP-Verhaltnis betrug flir Spektren der
A)-Reihe: 80uM/20uM, fur die der B)-Reihe: 80uM/60uM und fur die der C)-Reihe:
80uM/80uM (mit X=T, TAcoder BOO).
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Ein Vergleich der drei Spektren (ddTFHRIJTACTP—ddTBOCTP) demonstriert deutlich
abnehmende Signalintensitdten der beiden Terminationsprodukte in Relation zur
Signalintensitat des nicht terminierten Produktes (27-mer+1). Analog zu den Ergebnissen bei
der Sequenzierung von M13mpl8 zeigt sich auch hier eine abnehmende Akzeptanz der
Polymerase in der Reihe ddTTP >AddiP >> ddBOCTP, was zu einem schlechteren Einbau

der modifizierten Verbindungen und damit zu geringeren Ausbeuten der markierten
Terminationsprodukte im Vergleich zum nicht terminierten Produkt (Durchlauf) fahrt.

Um zu Uberprifen, inwieweit eine Erh6hung der Produktausbeute tber eine Verkleinerung des
dNTP/ddNTP-Verhéltnisses erzielt werden kann, wurden nachfolgend unter sonst gleichen
Bedingungen Sequenzierungen mit 40, 60 und 80 uM Endkonzentrationen an ddXTP
durchgefuhrt (mit X= T, Ac und TBOC). Abb. 53B) und C) zeigen die Spektren der
Umsetzungen mit 60 und 80uM Endkonzentrationen. Ein Vergleich der Spektren A), B) und
C) veranschaulicht den Einflul3 steigender ddXTP-Konzentrationen auf die Ausbeute an
Sequenzierungsprodukten. Alle Spektren demonstrieren eine Erhéhung der Signalintensitaten
der Terminationsprodukte in Relation zum nicht terminierten 27-mer+1-Signals mit steigender
Endkonzentration an ddXTP. Da die optimierten Reaktionsbedingungen (ddNTP/ddNTP:
80uM/20uM) fur die ddT-Reaktion so gewahlt waren, dal3 eine relativ gleichmaRige
Verteilung von Primer, Terminationsprodukten und nicht terminiertem Produkt vorlag
(vergleichbare Signalintensitaten) fuhrte die Erhdhung der ddTTP-Konzentration hier zu einer
vollstdndigen Verschiebung der Produktausbeuten zu den Terminationsfragmenten bzw. zu
T1. Schon bei einer ddTTP-Konzentration von 40uM (hier aus Platzgriinden nicht dargestellt)
sind die Signale des 27-mers und des 27-mers +1 im Vergleich zu denen des Primers und der
Terminationsprodukte nur noch in sehr geringen Intensitaten nachweisbar. Bei einer weiteren
Erhéhung der ddTTP-Konzentration (60 und 80uM) konnten diese Signale nicht mehr
detektiert werden. Zudem traten Primer, P-dG-Fragment yma Vergleich zum 3-Produkt

mit zunehmenden Signalintensitaten auf. Das la3t vermuten, dal3 bei der enzymatischen
Reaktion aufgrund der hohen ddTTP-Konzentration sofortiger Kettenabbruch eintritt
(Verschiebung der Produktausbeuten zu kleineren Fragmenten). Erstaunlicherweise ist
ebenfalls ein Anstieg der Signalintensitat des Primers zu beobachten.

Demgegeniuber demonstrieren die Spektren der Sequenzierungen nAcTBdTund
ddTBOCTP mit steigender ddNTP-Konzentration einen deutlichen Anstieg der
Signalintensitaten der Terminationsprodukte im Vergleich zum nicht terminierten Produkt,
wobei auch hier ein ahnlicher Anstieg des Primersignals beobachtet werden kann. Fur die
Umsetzung mit ddTACTP konnten bei einer Endkonzentration von 60uM &hnliche Spektren
erzielt werden, wie die der ddT-Reaktion mit 20uM Endkonzentration. Eine weitere Erh6hung
an [ddTACTP] fuhrte zu abnehmender Intensitat des 27-mer+1-Signals. Zudem trat hier, im
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Vergleich zu den anderen Spektren, das nicht terminierte 27-mer verstarkt auf.

Die MALDI-TOF-Spektren der Sequenzierungen mit BEOICTP zeichneten sich trotz
erhohter Konzentration durch vergleichsweise schlechte Signalintensitaten o T in
Relation zum 27-mer+1-Signal auf. Sequenzierungen mit 80uMBAETP-Konzentration
fuhrten dabei zu geringflgig schlechteren Intensitdten der Terminationsprodukte als die der
20uM ddTAc-Reaktion. Fir eine zur optimierten T-Reaktion vergleichbaren enzymatischen
Umsetzung sind hier schatzungsweise Konzentrationen arBQIMIMP von >120uM
erforderlich.

4 Multiplex-PROBE-Assay

Im folgenden sollte untersucht werden, ob die Massendifferenzen der hier dargestellten
Verbindungen hinreichend grof3 sind, um bei der Multiplex-PROBE-Sequenzierung eine
eindeutige Zuordnung und Identifizierung der Terminationsprodukte zu gewé&hrleisten
(Massendifferenzen der jeweiligen Verbindungen sind in Tab. 3, S.74 wiedergegeben).
Hierfir wurden zunachst die aufgereinigten Reaktionsansatze der zuvor beschriebenen,
durchgefuhrten PROBE-Assays (mit modifizierten und nicht modifizierten ddTTP und
ddCTP) einer gemeinsamen massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Folgende PROBE-
Assays wurden gemeinsam analysiert: (ddT, RDT), (ddT, ddTAc, ddTBOC), (ddT,

ddTNH,, ddTAc, ddTBOC) sowie (ddC, dd80OC) und (ddC, dd@H,, dd@BOC), wobei

jeweils 250 nl der entsprechenden, aufgereinigten Reaktionsansatze auf dem Probentrager gut
durchmischt und anschlie3end mit der Matrix versetzt wurden.

Da eine gemeinsame Probenaufreinigung der Reaktionsansatze eine Reduzierung des Arbeits-
und Kostenaufwandes beinhaltet, erfolgte zuséatzlich die Durchfiihrung der entsprechenden
PROBE-Assays mit gemeinsamer Probenaufreinigung. Hierbei war es wichtig, die Menge an
Streptavidin-beschichteten Dynabeads auf 5ul pro Reaktionsansatz zu reduzieren, da
anderenfalls das doppelt geladene Molekilion des Streptavidins die Zuordnung BECAdT
terminierten Produktes verhinderte. Fur beide Verfahren (gemeinsame Analyse der getrennt
aufgereinigten Proben und Analyse der gemeinsam aufgereinigten Proben) wurden Spektren
vergleichbarer Qualitat erhalten.

Abb. 54 zeigt die MALDI-TOF-Spektren der Multiplex-PROBE-Reaktionen der ddT-
Verbindungen (die berechneten Massen der [M+$iginale der Terminationprodukte sind in
Tab. 8, S. 117 angegeben).
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Abb. 54: MALDI-TOF-Spektren der Multiplex-PROBE-Reaktionen der ddT-
Verbindungen

Alle Terminationsprodukte konnten eindeutig zugeordnet und identifiziert werden. Wéahrend
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Produkte mit Massendifferenzen von 143 Da in diesem Massenbereich sehr gut aufgetrennt
werden kénnen, lassen sich jedoch Verbindungen mit Massenunterschieden von ~40 Da hier
nur noch unter optimalen Mel3bedingungen getrennt voneinander darstellen. Daher ist
anzunehmen, dal3 diese Verbindungen im héheren Massenbereich mit dem hier verwendeten
Gerat nicht mehr aufgelost werden kénnen. Tatsachlich konnte fur die Multiplex-PROBE-
Reaktionen der C-terminierten Fragmente, deren Masse ca. 1 kDa hoher liegt, lediglich das
ddC- und ddBOCterminierte Produkt aufgeldst und eindeutig identifiziert werden (vgl. Abb.
55). Bei der gemeinsamen MALDI-TOF-Analyse der (ddC, MHg; ddTBOC)-Reaktion trat

fur das ddC- und das d#iE,-terminierte Produkt ein einheitliches, nicht aufgeltstes Signal
auf (Spektrum hier nicht dargestellt). Moéglicherweise ware die entsprechende acetylierte
Verbindung mit einer Massendifferenz von 58 Da zur B@C- und 85 Da zur ddC-
Verbindung gerade noch aufzulésen (Vergleich zur Multiplex-T-Reaktion), eine
Differenzierung zwischen ddC- und dd8,-terminierten Produkt war jedoch nicht mdglich
(Am= 43 Da).

45
40
P
35
a0
" ddC ddBOC
AN
20 G /
15 *
10
g
5000 6000 7000 8000 9000
Masse(m/2)

Abb. 55: MALDI-TOF-Spektrum der Multiplex-PROBE-Reaktion
unter Verwendung von ddCTP und dd&JCTP als Terminatoren.

Da das Auflosungsvermdgen im jeweiligen Massenbereich entscheidend von den
Gerateparametern und damit ebenfalls vom verwendeten Gerat abhangig ist, wurden anhand
der Multiplex-T-Reaktionen MALDI-TOF-Analysen unter gleichen Bedingungen der
Probenpréparation an unterschiedlichen Geraten durchgefthrt.
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Vergleichsmessungen erfolgten an:

¢ einem baugleichem Vision 2000, aufgeriistet mit verzogerter lonenextraktion
im Linear-Modus (DE-LTOF). Spektren wurden a) im Reflektor-Modus mit
kontinuierlicher lonenextraktion (CE) analog zum hier verwendeten Gerat oder
aber b) im DE-Linear-Modus aufgenommen.

e dem DYNAMO (Nachfolger des Vision 2000). Spektrenaufnahme erfolgte
a) im Reflektor-Modus (CE) und b) im DE-Linear-Modus.

¢ dem De-Voyager. Die Messungen erfolgten im DE-Linear-Modus.

Ein Vergleich der erhaltenen Spektren mit den in Abb. 54 dargestellten Spektren der
Multiplex-PROBE-Reaktionen zeigte folgendes:

Messungen im Reflektor-Modus bei kontinuierlicher lonenextraktion, wie sie im Rahmen
dieser Arbeit mit dem hier verwendeten Geréat durchgefuhrt wurden, lieferten mit dem
aufgertsteten Vision 2000 und dem Nachfolge-Modell (Dynamo) wenig schlechtere
Ergebnisse. Wahrend die drei T-Terminationsprodukte durchaus noch aufgelést werden
konnten, war dies fur das Gemisch, bestehend aus vier T-terminierten Produkten, gerade eben
nicht mehr mdglich. Demgegeniber erlaubte die Spektrenaufnahme im DE-Linear-Modus bei
beiden Geraten die eindeutige Zuordnung und Identifizierung des vierer-Gemisches, und zwar
mit einer geringfligig besseren Signalauftrennung als die der in Abb. 54 dargestellten
Spektren. Dennoch war auch hier keine Grundlinien-Trennung der einzelnen Signale zu
erzielen.

Die besten Ergebnisse wurden fir MALDI-DE-LTOF-Analysen mit dem De-Voyager der
Firma PerSeptive Biosystems erhalten. Die Spektren sind in Abb. 56 dargestellt und
demonstrieren ein deutlich besseres Auflésungsvermdgen des Gerates.

Neben den einfach geladenen Molekiilionensignalen sind hier ebenfalls die [M-tiNd]

[M+K] *-Signale der Verbindungen gut aufgetrennt und eindeutig zuzuordnen (vgl. Spektrum
der ddT/ddBOGC-Reaktion: Die beiden nicht beschrifteten, den Molekulionen nachfolgenden
Signale geringerer Intensitat entsprechen dem jeweiligen Na- und K-Addukt). Bei der Analyse
der vier T-terminierten Verbindungen kann das [M*K]gnal des ddT- und des ds,-
terminierten Produktes aufgrund der geringen Massendifferenz zum néachst hdheren
Terminationsprodukt nicht aufgelost werdeym( (+K)= 38 Da, Am (Peakl/2)= 43 Da,Am

(Peak 2/3)= 42 Da). Die Molekilionensignale der vier Terminationsprodukte sind im
Vergleich zu den in Abb. 54 dargestellten Spektren sehr gut aufgelost und lassen vermuten,
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dal3 in diesem Massenbereich auch noch kleinere Massendifferetmen 30-40 Da)
aufgetrennt werden konnen.

v
H
N

1:ddT
4:ddTBOC

4 1. ddT
3 3: ddTAc
4. ddTBOC

1: ddT
23 2: ddTAc
3: ddTNH,
4 4: ddTBOC

s [M+K] " g4rB0C

5500 6000 6500 7000
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Abb. 56: DE-MALDI-LTOF-Spektren der Multiplex-PROBE-Reaktionen
der ddT-Verbindungen
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5 Untersuchungen zur Triphosphatsynthese

Wie in Abb. 40, S.88 unter "Triphosphatsynthese" dargestellt, weisen die IE-HPLC-
Chromatogramme der d&8DCTP- 45 und dd@OCTP-Verbindung 47) zusatzlich zum
Hauptsignal mit einer Retentionszeit von 17.13 bzw. 12.85 min. ein weiteres Signal sehr
geringer Intensitat bei 9.19 min. auf. Fur die eindeutige Zuordnung und Absicherung der
Retentionszeiten der Verbindungen wurden beide Triphosphatderivate nochmals mittels IE-
HPLC aufgetrennt. Die beiden Verbindungen mit Retentionszeiten von 9.19 und 17.13 min.
(ddTBOCTP) bzw. 9.19 und 12.85 min. (dBOCTP) wurden getrennt aufgefangen,
lyophilisiert und tber Gelfiltration entsalzt. Anschliel3end wurden alle vier Proben mit Hilfe
des PROBE-Assays untersucht. Hierbei zeigte sich, da’ keine der beiden Verbindungen mit
der Retentionszeit von 9.19 min zur Termination fuhrte. Hier konnte lediglich der biotinylierte
Primer oder auch zusatzlich das P-dG-Fragment nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
lieferten die Komponenten, die bei 12.85 bzw. 17.13 min eluierten, terminierte
Oligonucleotidfragmente mit den jeweils erwarteten Massenverschiebungen fur @&R@dT

und das ddB8OG-terminierte Produkt.

Auf die gleiche Weise konnte gezeigt werden, dafld bei der Triphosphatsynthese der
Butyloxycarbonylderivate die Schutzgruppe zum Teil abgespalten wurde. Bei der
Aufreinigung der modifizierten Triphosphate an DEAE-Cellulose wurden Grundlinien-
getrennte-Signale fur Mono-, Di-,Tri- und Polyphosphate erhalten. Die IE-HPLC-Analyse der
"Diphosphat-Fraktion" des ddBODC-Derivates wies jedoch Uberraschenderweise zwei Signale
mit Retentionszeiten von 2.52 bzw. 6.03 min. auf (vgl. Abb. 57). Das Signal bei 6.03 min
zeichnet sich durch ein sehr starkes Tailing aus und laRt daher das Diphospltat der
Butyloxycarbonylverbindung vermuten. Das zweite, relativ scharfe Signal hingegen wies
reproduzierbar eine um 0.41 min. hohere Retentionszeit auf, als die dé&HgOE
Verbindung (2.12 min.). Um eindeutig festzustellen, ob es sich hier um ddsHgtle-

Derivat handelt, wurde diese Verbindung Uber IE-HPLC aufgetrennt, entsalzt und
anschlieRend fir den PROBE-Assay eingesetzt. Das MALDI-TOF-Spektrum dieser Reaktion
weist unmil3verstandlich das Molekilion des HdG-terminierten Produktes auf. Da die
Nucleoside in entsprechend aufgereinigter Form fir die Triphosphat-Synthese eingesetzt
wurden, mufd davon ausgegangen werden, dafd die t-Butyloxycarbonylschutzgruppe wéahrend
der Synthese zum Teil abgespalten wird. Bei der Aufreinigung an DEAE-Cellulose wird das
entschitzte Triphosphat vermutlich aufgrund der freien-SHippe zusammen mit dem
Diphosphat eluiert.
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Abb. 57: IE-HPLC-Chromatogramm der "Diphosphat-Fraktion” welche bei der
Aufreinigung des Triphosphatansatzes der B@CTP-Verbindung an DEAE-
Cellulose gewonnenen wurde (eluierte bei 0.23M TEBK-Puffer). IE-HPLC-
Bedingungen sind in Abb. 40, S. 88 aufgefihrt. Das MALDI-TOF-Spektrum des
PROBE-Assays der Verbindung mit einer Retentionszeit von 2.52 min.
demonstriert deutlich, dalR hier die entschitzte Triphosphat-Verbindung
(ddONH,TP) vorliegt.

Anhand dieser Untersuchungen werden die schlechteren Ausbeuten der Triphosphatsynthesen
der Verbindungerd5 (23%) und47 (15.3%) verglichen mit dem Acetylderivdb (32%)
verstandlich. Dennoch liegen die hier erzielten Ausbeuten durchaus im Bereich der

Literaturwerte fur die Darstellung von Triphosphaten ahnlich modifizierter Nucleoside (8-
40%)-°%12°
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VI Diskussion

Aufgrund der standig wachsenden Anforderungen der diagnostischen DNA-Sequenzierung
und des verstarkten Interesses an groReren Sequenzierungsprojekten kommt der Entwicklung
neuer und effizienter Sequenzierungsverfahren eine zentrale Bedeutung zu. AuRerst
vielversprechend ist hier der Ersatz der zeit- und durchsatzlimitierenden
gelelektrophoretischen Auftrennung durch die MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Die
massenspektrometrische Analyse von DNA ist jedoch mit einigen Schwierigkeiten verbunden.
Mangelndes Auflosungsvermégen im hdheren Massenbereich (>50 nt) und die niedrige
Empfindlichkeit gegentber den bei Sequenzierungsreaktionen anfallenden geringen Mengen
stellen erhebliche Schwierigkeiten fur die MALDI-Analyse von Sequenzierungsprodukten dar.
Weitere Verbesserungen auf den Gebieten der Gerateentwicklung, der Probenaufreinigung
und Préaparation, der Einfihrung von Modifikationen, die einen stabilisierenden Effekt auf die
resultierenden Oligonucleotide wéahrend des MALDI-Prozesses haben, und auch der
Optimierung der Sanger-Sequenzierungsreaktion hinsichtlich der Produktausbeuten sind daher
erforderlich, damit die MALDI-TOF-MS-Analyse eine echte Alternative zur
Gelelektrophorese darstellt. Zudem ist es denkbar, Uber die Multiplex-Sequenzierung eine
weitere Erh6éhung des Probendurchsatzes zu erzielen, so dal3 der Zeitvorteil der
massenspektrometrischen Analyse noch verstarkt wird.

Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit der
Einsatz massenmarkierter Terminatoren fir die Multiplex-Sequenzierung mittels MALDI-
TOF-MS realisierbar ist. Da der zugangliche Massenbereich und die Wahl der
Massenmodifikation entscheidend vom Auflésungsvermégen des Gerates und der
Probenpréparation abhangig ist, die erfolgreiche MALDI-Analyse von
Sequenzierungsprodukten hingegen vom jeweiligen Aufreinigungsverfahren und von der
Nachweisgrenze des Gerates bei der Analyse komplexer Gemische, wurden zunachst
MelRbedingungen und Probenpraparation fir die MALDI-TOF-MS-Analyse von
Oligonucleotiden optimiert und anschlieRend Auflésungsvermodgen, Empfindlichkeit und
Massengenauigkeit ~ fur die  Analyse  von  synthetischen  Oligonucleotiden,
Oligonucleotidgemischen und PCR-Produkten mit dem hier zur Verfiigung stehenden Gerat
untersucht.

Dabei konnte der in der Literatur beschriebene Sachv¥hatilaR reflektierende
lonengeometrie bei kleineren Oligonucleotiden (bis ~25nt) hohere Auflésung zeigt, wahrend
die lineare im htheren Massenbereich (> 25 nt) bezlglich Auflésung und Empfindlichkeit
deutlich Uberlegen ist, hier nicht bestatigt werden. Das hier verwendete Gerét lieferte generell
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im Reflektor-Modus fur kleinere Oligonucleotide hoéhere Auflosungen und flr
Oligonucleotide >30 nt bessere Auflosungen und bessere Empfindlichkeiten.

Wie auch schon in Kapitellll4, S. 48 erlautert, nehmen Auflésungsvermdogen,
Massengenauigkeit und Empfindlichkeit mit zunehmendem Molekulargewicht ab. Hierfir
sind sowohl instrumentelle Faktoren als auch nicht aufgeloste Signale der natirlichen
Isotopenverteilung, Heterogenitat im Gegenkation und Fragmentierungen verantwortlich.

Dabei wird die Richtigkeit der Massenbestimmung letztendlich durch mehrere Faktoren
beeinflul3t. Erstens durch die absolute Richtigkeit der Massenskala, was durch eine exakte
Kalibrierung mit Standardverbindungen bekannter Masse gewahrleistet wird. Zweitens durch
die Genauigkeit, mit der die Flachenmitte (Zentroid) des Signals bestimmt werden kann. Und
drittens durch Faktoren, die die Flachenmitte des (breiten) Molekilionensignals systematisch
zu hoéheren oder tieferen Werten verschieben und deshalb zu systematischen Fehlern bei der
Molekulargewichtsbestimmung fuhren.

Mit steigendem Molekulargewicht wird es zunehmend schwieriger, fur die Kalibrierung
einheitliche, reine Standardverbindungen mit genau bekannter Masse zu beziehen. Zudem
erschweren breite, unsymmetrische Signale die genaue Bestimmung der Flachenmitte, und
zwar sowohl bei den Signalen des Kalibrierungsstandards als auch bei denen des Analyten. Im
hoéheren Massenbereich (~15kDa) treten aulBerdem Kationenaddukte und Fragmentionen in
hoheren Intensitaten auf. Erscheinen Molekulion und Adduktionen als einheitliches breites
Signal, so reprasentiert die am haufigsten auftretende Masse ein Molekulargewicht, das im
Vergleich zur Masse des Molekilions systematisch zu hdéheren Massen verschoben ist.
Kodnnen, bei der Analyse von Oligonucleotiden >50 nt, Fragmentionen ebenfalls nicht mehr
aufgelost werden, so ist dementsprechend eine systematische Verschiebung zum niedrigeren
Massenbereich die Folge. Die detektierte Masse des Signals ist somit im hoheren
Massenbereich stark abhangig von der Peakform und dem Ausmal? der Fragmentierungen und
Adduktbildung.

Dieser systematische Fehler lat sich zum Teil kompensieren, indem fur die
Massenkalibrierung Oligonucleotide mit ahnlicher Masse und Zusammensetzung wie die zu
analysierende Probe verwendet werden. Auf diese Weise wird die systematische
Massenverschiebung in die Kalibrierung mit einbezogen und auf die Massenskala tbertragen.
Da das Ausmall von Fragmentierung und Adduktbildung fir Oligonucleotide
unterschiedlicher Lange und Zusammensetzung stark variiert (z.By): d@eniger
Fragmentionen, starkere Adduktbildung, G-reiche Oligonucleotide: starkere Fragmentierung),
ist die Richtigkeit bei der Massenbestimmung gréRer, wenn die Kalibrierungsstandards im
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Massenbereich des Analytions liegen bzw. diesen Massenbereich eingrenzen und eine
ahnliche Zusammensetzung aufweisen. Da selbst innerhalb der gleichen Probe Ausmal,
Anteil und Auflésung der Fragment- und Adduktionen sowie die Peakform leicht variieren,
lassen sich zunehmende Ungenauigkeiten bei der Molekulargewichtsbestimmung im hdheren
Massenbereich jedoch nicht vermeiden.

Wahrend im unteren Massenbereich standardmaRig Auflésungen von ~3000 und
Massengenauigkeiten von 0.1 bis zu 0.01% erzielt werden konnten, liel3en sich bei der
Analyse des 50-mers (~15kDa) lediglich Genauigkeiten bis zu 0.1% bei Auflésungen um die
200 erreichen. Zwar sind in Einzelmessungen bessere Ergebnisse moglich, stellen aber nicht
die Regel dar.

Wie auch in der Literatur beschrieben, lassen sich die beobachteten Fragmentierungen
hauptsachlich auf den Verlust einer oder mehrerer Basen zurickfuhren, wobei die
Abspaltungstendenz in der Reihe G>A>C>>T, analog zur Saurestabilitat der N-glycosidischen
Bindung, abnimmit.

Aufgrund der hoheren Saurestabilitat von 7-Desaza-Purinen gegentber Purinen, war
anzunehmen, daf} 7-Desaza-Purin-modifizierte Oligonucleotide ebenfalls eine erhohte
lonenstabilitat und damit verringerte Fragmentierungen wahrend des MALDI-Prozesses
aufweisen. Speziell Verbindungen, die vor der MALDI-Analyse enzymatisch hergestellt
werden, wie PCR- oder auch Sequenzierungsprodukte, ermoglichen hierbei die schnelle,
einfache und kostengunstige Einfiihrung von 7-Desaza-Purinen durch den Einsatz der
entsprechend modifizierten Nucleosidtriphosphate (dNTPs), vorausgesetzt, dal3 diese von der
Polymerase als Substrat akzeptiert werden. Da 7-Desaza-Purin dNTPs bereits bei der Sanger-
Sequenzierung eingesetzt werden, um Bandenkompressionen wahrend der Gelelektrophorese
zu vermeiden, sind sie kommerziell zu moderaten Preisen erhdltlich und ermdglichen eine
schnelle und universelle Anwendung. Zudem existieren flr Sequenzreaktionen
Standardprotokolfé®, die zeigen, daR diese Verbindungen von der jeweiligen Polymerase
durchaus akzeptiert und eingebaut werden.

In Zusammenarbeit mit C. Siegert konnte gezeigt werden, daf3 fir die MALDI-Analyse von
PCR-Produkten deutlich bessere Ergebnisse bezuglich Massenauflosung, Empfindlichkeit und
Massengenauigkeit erzielt werden kdénnen, wenn bei der enzymatischen Synthese dATP und
dGTP vollstandig durch die entsprechenden 7-Desaza-Verbindungen ersetzt werden. Peak-
Tailing zu niedrigeren Massen infolge von Fragmentierungen war deutlich reduziert.
Geringere Laserenergien waren erforderlich, um die modifizierten Verbindungen zu
desorbieren/ionisieren. Infolge der geringeren Fragmentionenbildung wird das eigentliche
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Molekulion weniger stark aufgespalten, so dafd insgesamt eine hohere Empfindlichkeit bei der
MALDI-TOF-Analyse resultiert. Aus diesem Grund ist es denkbar, dafld durch den Ersatz von
A und G durch die entsprechender-\@rbindungen der fiir Nucleinsauren zugangliche
Massenbereich erheblich erweitert werden kann. Dabei wurden fur alle PCR-Produkte
unmodifizierte Primer eingesetzt. Allein durch die enzymatische Reaktion liel3en sich bei
PCR-Produkten mit einer Lange von 100-200 nt 80-90 % der Purinbasen durch die
entsprechenden 7-Desaza-Verbindungen ersetzen. Dies ist durchaus ausreichend, um eine
signifikante Verbesserung bei der MALDI-Analyse zu erzielen. Die Kombination von
unmodifizierten Primern und den kommerziell erhéltlichen 7-Desaza-Purin dNTPs bietet
somit eine allgemein anwendbare Methode zur Verbesserung der MALDI-Analyse von PCR-
Produkten. Eine weitere Verbesserung lafit sich durch den Einsatz von Primern mit Ribo-
Modifikation am vorletzten Nucleotid erzielen. Wie gezeigt wurde, kdnnen diese nach der
PCR mittels NaOH abgespalten werden. Das resultierende, hydrolysierte Produkt enthalt
ausschlief3lich 7-Desaza-Purinbasen und weist zudem eine geringere Masse auf. Da bei der
MALDI-TOF-Analyse von PCR-Produkten hauptsachlich die einzelstrangigen Verbindungen
nachgewiesen werden, diese jedoch infolge ihrer geringen Massendifferenz meist nicht mehr
aufgetrennt werden konnen, hangt die AuflosungA(m)/ des Signals ebenfalls von der
Massendifferenz der beiden Einzelstrange ab. Bei &ahnlichen Massendifferenzen der
Einzelstrange von PCR- und Hydrolyseprodukt a3t sich allein durch die Verschiebung des
Produktes in den kleineren Massenbereich eine Verbesserung der Auflosung erzielen. Weitere
Untersuchungen, bei denen die hier erzielten Ergebnisse auf die Sanger-Sequenzierung
Ubertragen werden, stehen noch aus. Zwar wurden aufgrund der nachgewiesenen, hdheren
lonenstabilitat von 7-Desaza-Purin-modifizierten Oligonucleotiden in unserer Arbeitsgruppe
C’-dATP und C-dGTP als Substrate fiir die Sanger-Sequenzierung mittels MALDI-TOF-MS
eingesetzt, die mogliche, zusatzliche Abspaltung des Primers bietet jedoch weitere Vorteile:
Zum einen werden die Sequenzierungsprodukte in den niedrigeren Massenbereich verschoben,
zum anderen kann durch die Abspaltung des Primers die fur MALDI-Analysen von
Sequenzierungsprodukten dbliche, geringe Leselange um die Lange des Primers erweitert
werden.

In guter Ubereinstimmung mit dem hier demonstrierten EinfluR vbPu@inen auf die
lonenstabilitat bei der MALDI-Analyse von PCR-Produkten stehen die parallel zu unseren
Untersuchungen veréffentlichten Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die fur 7-Desaza-Purin-
modifizierte Oligonucleotide bis zu einer Lange von 30 nt ebenfalls eine erhohte
lonenstabilitat und damit erhhte Empfindlichkeit und Auflésung nachweisen kéhiten

Die MALDI-Analyse des nicht modifizierten 200-mers zeigte, dal3 der Nachweis von DNA-
Doppelstrangen mit dem hier verwendeten Geréat ebenfalls moglich ist. Wie auch in der
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Literatur beschriebéi®® wurden bei der Analyse von doppelstrangiger DNA (PCR-
Produkten) hauptsachlich die einfach geladenen Molekilionen der Einzelstrdnge beobachtet.
Signale von Dimeren und Trimeren traten ebenfalls auf, allerdings immer in geringerer
Intensitat. Deshalb wurde allgemein angenommen, dal’ nicht-kovalente Wechselwirkungen
wie die Watson-Crick-Basenpaarung entweder infolge der physikalischen und chemischen
Bedingungen wahrend der Probenpréparation oder aber durch Uberschiissige Laserenergie
wahrend des Desorptions/lonisationsprozesses zerstort werden. Das Auftreten des intensiven
Signals in der [M+H]*-Region bei der Analyse des 200-mer PCR-Produktes hingegen lieR
sich nur durch die Desorption/lonisation des DNA-Duplexes erklaren und legte die
Vermutung nahe, dal3 mit zunehmender Stabilitat des Doppelstranges dieser, in Relation zu
den Molekulionensignalen der Einzelstrange, mit zunehmender Intensitat nachgewiesen
werden kann. Allein Lecchi und Pantféllieferten einen deutlichen Beweis fiir den Nachweis

von DNA-Duplexen, basierend auf Watson-Crick-Basenpaarung, unter Verwendung von 6-
Aza-2-thiothymin als Matrix. Mit 2',4',6'-Trihydroxyacetophenon oder 3-HPA als Matrix
konnten jedoch auch sie keine intakten Doppelstrange beobachten.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen mit einem komplementéren und nicht
komplementaren, synthetischen Oligonucleotidgemisch (50- und 27-mer) erlaubten die
eindeutige Differenzierung zwischen den Signalen von unspezifisch ko-desorbierten Homo-
(AA, BB) und Heterodimeren (AB) und intakten DNA-Doppelstrdngen 44HB
Doppelstrangige DNA konnte in Abhangigkeit zur Konzentration der eingesetzten
Verbindungen mit dem hier verwendeten Gerdt unter Standardbedingungen der
Probenpraparation bei nicht optimalen Hybridisierungsbedingungen eindeutig nachgewiesen
werden. Da bei Sequenzierungsreaktionen lediglich sehr geringe Substanzmengen anfallen, ist
hier unter gleichen MelRbedingungen das Auftreten der (nicht erwiinschten) doppelstrangigen
lonen nicht zu erwarten. Durch den Einsatz von Aufreinigungsverfahren, die eine
Strangtrennung erlauben, lielRe sich das Auftreten von Duplex-lonen definitiv ausschlie3en.
Fur andere Anwendungen, wie sie z.B. Hybridisierungstudien auf dem Gebiet der Antisense
Oligonucleotide darstellen, ist es von grof3er Wichtigkeit doppelstrangige DNA zu detektieren
und zu charakterisieren. Die Verwendung konzentrierterer Losungen (10-20 pmol/ul) oder
auch starkerer Hybridisierungsbedingungen erlaubt mit dem hier eingesetztem Geréat den
Nachweis dieser Verbindungen und erweitert somit mdglicherweise den Einsatzbereich der
MALDI-TOF-MS in der Nucleinsaureanalytik. Parallele Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe zeigten, dal3 tiefe Temperaturen wahrend der Kristallisation ebenfalls den
Nachweis des Doppelstranges beginstigen. Die Tatsache, daf} andere Arbeitsgruppen lediglich
einzelstrangige DNA nachweisen konnten, |&3t vermuten, dal3 Gerateparameter wie z.B. die
Beschleunigungsspannung ebenfalls einen Einflul? auf den Nachweis doppelstréangiger DNA
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ausuben. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die gezielte Analyse der Einzelstrange
oder aber des Doppelstranges zu erméglichen. Die von uns erzielten Ergebnisse auf diesem
Gebiet wurden veroffentlich? und sind dort ausfiihrlicher diskutiert.

Wie schon im Kapitellll4, S. 48 ausgiebig erlautert, ist eine effektive Erhdhung des
Probendurchsatzes durch Multiplex-Sequenzierung von DNA-Fragmenten mit einer Lange
von ~50 nt aufgrund des limitierten Aufldésungsvermégens zur Zeit nicht realisierbar. Fur
Fragmente bis zu einer Lange von 30 nt ware sie mittels DE-MALDI-TOF-MS denkbar. Das

ist durchaus ausreichend fur viele Anwendungen im diagnostischen Bereich, die darauf
beruhen nur kurze, charakteristische Bereiche eines Gens anzusequenzieren um dieses dann
mit Hilfe von existierenden Datenbanken zu identifizieren oder auch als neues Produkt zu
klassifizieren.

Eine deutlich flexiblere Massenwahl und damit héheren Probendurchsatz erlaubt der Einsatz
markierter Terminatoren fur den Multiplex-PROBE-Assay oder ahnlichen Methoden bei
denen nur ein terminiertes Produkt entsteht. Die optimale Massendifferenz der Terminatoren
richtet sich hier nach dem zu erreichenden Auflosungsvermogen in dem Massenbereich des zu
erwartenden, terminierten Produktes und nimmt somit mit steigender Masse des Produktes zu.
Im Massenbereich zwischen 6 und 15 kDa erscheinen Mindestmassendifferenzen von 40-150
Da zweckmalig. Oberhalb von 15 kDa sinkt das Auflésungsvermdégen relativ schnell ab. Im
Massenbereich von 30 kDa konnten Massendifferenzen von 526 Da lediglich unter Einsatz
von 7-Desaza-Purinen aufgetrennt und zugeordnet werden.

Da die optimale GréfRe der Massendifferenzen der hier darzustellenden Terminatoren
entscheidend von der Lange der zu erwartenden terminierten Produkte sowie des
Auflosungsvermégens des verwendeten Gerates abhangig ist, wurde im Hinblick auf eine
maoglichst hohe Anpassungsfahigkeit an die jeweilige Problemstellung ein Syntheseverfahren
entwickelt, das die Einfihrung unterschiedlicher Massenmodifikationen direkt vor der
Triphosphatsynthese auf schnelle und einfache Art erlaubt. Fur die Einfuhrung der
Massenmodifikation kam eine Derivatisierung der C-5 oder aber der C-3'-Position in Frage.
Da die Akzeptanz der resultierenden Verbindungen durch die Polymerase ein wichtiges
Kriterium darstellt, fir 3'-O-modifizierte Verbindungen jedoch bekannt war, daf’ diese bei der
enzymatischen Reaktion selbst unter Verwendung unterschiedlicher Polymerasen in einigen
Fallen nicht eingebaut werden oder nicht zum Kettenabbruch flhren, lag der Schwerpunkt im
Rahmen dieser Arbeit auf der Synthese C-5-substituierter 2',3'-Didesoxy-pyrimidinnucleosid-
5'-triphosphate.

Das hier entwickelte Syntheseverfahren basiert auf der zuvorigen Einfihrung eines
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Alkinylaminolinkers, der die spatere Umsetzung mit einer Vielzahl von weiteren definierten

Massenmodifikationen direkt vor der Triphosphatsynthese sowie die denkbare Derivatisierung
der modifizierten Triphosphate oder auch der entsprechenden terminierten
Sequenzierungsprodukte ermdglicht. Diese Synthesestrategie bietet im Vergleich zu der
direkten Einfihrung einer definierten Massenmodifikation ohne funktionelle Gruppe und

anschlieBender Triphosphatsynthese viele Vorteile. Dazu gehéren vor allem die hohere
Flexibilitdt in der spéateren Anwendung der Verbindungen durch die Mdglichkeit, auch

nachtraglich noch Derivatisierungen vorzunehmen, und der geringere Arbeits-, Zeit- und
Kostenaufwand fur die Darstellung unterschiedlich massenmodifizierter Verbindungen durch
die vorherige, einheitliche Synthese eines "Stammmolekuils".

Die Synthese des 5-¢3Butyloxycarbonylamidopropyl)-5-O-DMT-2',3'-didesoxyuridir3

konnte soweit optimiert werden, dall diese "Schllsselverbindung” mit wenigen
Reaktionsschritten in guten Ausbeuten sowohl in kleinen als auch in gré3eren Ansatzen gut
zuganglich ist. Da 2',3'-Didesoxynucleoside relativ teuer sind, erwies es sich als wesentlich
kostengtinstiger, von der entsprechenden 2'-Desoxyverbindung auszugehen. Zwar war eine
Reduktion mit Tributylzinnhydrid fur die Abspaltung der 3'-Hydroxylfunktion nicht
erfolgreich, die Eliminierung mittels KaliutaButanolat fuhrte jedoch in guten Ausbeuten zu

der 2',3-ungesattigten Verbindung, die dann mittelsubter Verwendung von Pd/C als
Katalysator hydriert werden konnte.

Die Einfuhrung ded-Butyloxycarbonyl-geschitztem Alkinylaminolinkers ist sowohl unter
den Reaktionsbedingungen nach Haralambidis und Mitarbeitern mittels
Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)chlorid in Ethylaceta) (als auch nach Hobbs unter
Verwendung von Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in DNB) (in guten Ausbeuten
maoglich. Obwohl hier im Ergebnisteil nicht weiter ausgefihrt, kann die Kopplung mit dem
Alkinylaminolinker sowohl vor als auch nach der Eliminierung der 3'-Hydroxylfunktion
mittels Kaliumt-Butanolat erfolgen. Die Anwesenheit des lods oder auch des Linkers in
Position 5 fuhrt zu keinerlei Nebenreaktionen bei der Eliminierung. Fur die Einfuhrung des
Linkers war der Schutz der 3'-Hydroxylfunktion wie erwartet nicht erforderlich. Kopplungen
mit Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in DMF zeichneten sich durch erheblich kirzere
Reaktionszeiten aus (0.5-6h gegentber von 40-90h). Auch das von Robins und Barr
beschriebene, zyklische Nebenprodukt, welches die chromatographische Aufreinigung des
Produktes bei der Umsetzung mit §PRPdCL erschwerte, konnte hier nicht beobachtet
werden. Dennoch lagen die Ausbeuten mit 75-80% knapp unter denen der Kopplungen mit
Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)chlorid  (87%), wobei dieser Katalysator zudem
kostengunstiger ist. Fur die Kopplung der 2',3'-ungesattigten Verbindung ist aufgrund der
geringen Loslichkeit der Verbindung in Ethylacetat auf jeden Fall die Umsetzung in DMF mit
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(PhsP),Pd als Katalysator zu bevorzugen.

Einen weiteren Vorteil der hier verfolgten Synthesestrategie stellt die Mdglichkeit dar, die
modifizierte 2',3'-Didesoxyuridinverbindung direkt tber eine Thymidin (bzw. Uridin)-Cytidin-
Konversion in das zur Verbindur2 analoge CytidinderivaB3 zu Uberfihren. Auf diese
Weise lal3t sich der synthetische Arbeits- und Zeitaufwand fur die parallele Darstellung von 5-
(3-t-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5-O-DMT-2',3'-didesoxycytid88 erheblich reduzieren.
Dabei entfallt sowohl die Umsetzung mit einer Schutzgruppe fir die exocyclische
Aminofunktion der Base , welche fir die Eliminierung der 3'-Hydroxylfunktion durchaus
erforderlich ware, sowie deren spatere Abspaltung als auch die Umsetzung mit der DMT-
Schutzgruppe fir die 5'-Hydroxylfunktion, die Kopplung mit dem geschitztem
Alkinylaminolinker und die Abspaltung der 3'-Hydroxylfunktion mit anschliel3ender
Hydrierung (insgesamt 7 Reaktionsschritte). Die Vermutung, dafd der sterisch anspruchsvolle
t-Butyloxycarbonylaminopropyllinker in Position 5 die Umsetzung zum Triazol-Derivat
negativ beeinflul3t, wurde widerlegt. Ausgehend von den Reaktionsbedingungen nach Kim
und Sung war es mdglich, die Umsetzung zum Triazol-Derivat soweit zu optimieren, daf3 hier
Ausbeuten von ca. 90 % erzielt werden konnten. Lediglich fur die nachfolgende Umsetzung
mit Ammoniak zum modifizierten Cytidinderivat war die Ausbeute im Vergleich zur
unmodifizierten T-C-Konversion etwas geringer (68% gegenuber 88%). Die
chromatographische Aufreinigung des Triazolderivates erwies sich fur die weitere Umsetzung
mit Ammoniak als nicht unbedingt erforderlich, so dal3 das modifizierte Cytidinderivat mit
wenig synthetischem Aufwand in guten Ausbeuten zugénglich ist.

Wie gezeigt werden konnte, ermdglicht der Einsatz te@©C-Schutzgruppe die selektive
Abspaltung der 5-O-DMT-Schutzgruppe mittels 80%-iger Essigsdure vor der
Triphosphatsynthese. Alternativ dazu kdnnen ebenfalls beide Schutzgruppen simultan mit
Trifluoressigsaure abgespalten werden. Die schnelle und einfache Einfihrung von weiteren
Massenmodifikationen vor der Triphosphatsynthese wurde anhand der Umsetzung mit
Essigsadureanhydrid unter Verwendung der "transient-protection” Methode demonstriert.
Zudem konnte gezeigt werden, dal3 die Abspaltung td@®©C-Schutzgruppe nach der
Triphosphatsynthese mit Trifluoressigséaure ebenfalls problemlos méglich ist.

Die Einfuhrung weiterer Massenmodifikationen Uber die Aminogruppe des Triphosphates
wurde eine zusatzliche Verringerung des synthetischen Aufwandes bedeuten und ware daher
ebenfalls von groRBem Interesse. Auch die Derivatisierung der terminierten
Sequenzierungsprodukte Uber die freie Aminogruppe wirde vielfaltige
Anwendungsmaoglichkeiten eréffnen. Werden z.B. Verbindungen mit sehr volumindsen
Modifikationen in Position 5 von der Polymerase nicht mehr oder aber nur sehr schlecht
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eingebaut, ware es denkbar, zundchst das Didesoxynucleosidtriphosphat mit dem freien
Aminolinker als  Massenterminator zu verwenden und anschlieBend das
Sequenzierungsprodukt mit der entsprechenden Markierung umzusetzen. Zur genauen
Untersuchung der Einbauraten von modifizierten Verbindungen, die eine freie Aminofunktion
tragen, konnten die resultierenden Produkte mit einem Fluoreszenzfarbstoff wie Fluorescein
oder Rhodamin umgesetzt werden, der eine Quantifizierung erlaubt. Auch eine Umsetzung des
Triphosphates oder des Terminationsproduktes mit Biotin wére sinnvoll, da hier auf einfache
und schnelle Weise Sequenzierungsprodukte zuganglich sind, die eine Biotin-Markierung an
der Kettenabbruchstelle tragen. Basierend auf der Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung lie3e
sich somit ein Aufreinigungsverfahren fir die MALDI-TOF-Analyse von
Sequenzierungsprodukten entwickeln, das es erlaubt, lediglich die terminierten Produkte zu
isolieren. Auf diese Weise kdnnte die MALDI-TOF-Analyse von Sequenzierungsprodukten
erheblich verbessert werden. Nicht umgesetzter Primer oder auch Produkte, die durch
unspezifische Kettenabbriiche entstehen, lieBen sich hier zusatzlich zu anderen
Verunreinigungen abtrennen. Auch die Entwicklung alternativer Aufreinigungsverfahren
durch die Derivatisierung der freien Aminofunktion wie z.B. die kurzzeitige Anbindung an
einer festen Phase oder die Umsetzung mit hydrophoben Resten zur Verdnderung der
Laufeigenschaften bei chromatographischen Abtrennungsmethoden, wére denkbar.

Weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet sind daher von groRem Interesse. Die selektive
Acylierung®* oder auch Biotinylierung der N+HGruppe®? eines modifizierten Triphosphates

ist in der Literatur beschrieben worden. Auch Uber selektive Umsetzungen der freien primaren
Aminofunktion derivatisierter Oligonucleotide mit Biotin, Digoxigenin, Rhodamin und
Fluorescin wurde berichtet, wobei die entsprechenden NHS'ESféroder auch die
Isothiocyanaté® fir die Kopplungen eingesetzt wurden. Die Ubertragung dieser
Reaktionsbedingungen auf die hier dargestellten modifizierten 2',3-
Didesoxypyrimidinnucleosidtriphosphate ist daher auferst vielversprechend und stellt eine
Weiterentwicklung des hier vorgestellten Syntheseverfahrens dar.

Im Vergleich zur Darstellung C-5-substituierter Verbindungen ist die Einfihrung der
Massenmodifikation in Position 3' durch Derivatisierung der 3'-Hydroxylfunktion mit einem
betrachtlich geringeren Arbeits- Zeit- und Kostenaufwand verbunden. Da die 3'-
Hydroxylfunktion derivatisiert wird, kann ohne zusatzliche Reaktionsschritte von der
kostengiinstigen 2'-Desoxyverbindung ausgegangen werden. Die hier dargestellten Fmoc-Ester
wurden in Ausbeuten von 50-60% erhalten, wobei zu bedenken ist, dal? es sich im Prinzip um
eine 3-Stufen-Eintopfreaktion handelt. Weitere Erh6hung der Produktausbeute ist durch eine
Optimierung der Aufarbeitung des detritylierten Produktes denkbar. Aufgrund der schlechten
Loslichkeit von Fmoc-Derivaten in den gangigen Lésungsmitteln traten Schwierigkeiten bei
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der Wiederaufnahme des in Eiswasser geféllten Produktes auf. Besser geeignet ware das
Abdestillieren der Essigsdure (Koevaporation mit Toluol) mit nachfolgender
chromatographischer Aufreinigung. Diese Methode ist auch vom Arbeitsaufwand her
vorzuziehen. Selbst bei schlechteren Gesamtausbeuten stellt die Modifizierung der 3'-
Hydroxylfunktion aufgrund der kostengiinstigen Edukte und des geringen synthetischen
Aufwandes die glnstigere Variante zur Einfihrung von Massenmodifikationen dar. Aufgrund
der schlechten Ldslichkeitseigenschaften der Fmoc-Derivate traten jedoch Schwierigkeiten bei
der Triphosphatsynthese auf. Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen, z.B. durch den
Einsatz von DMF oder auch Anteilen an DMF als Ldsungsmittel fur die
Monophosphorylierung oder auch die Umsetzung nach Eckstein, ist sicherlich mdglich, wurde
aber im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr verfolgt. Weitere Untersuchungen werden zeigen,
ob diese Verbindungen unter MALDI-Bedingungen stabil sind und von der Polymerase als
Substrat akzeptiert werden.

Zur Untersuchung der hier dargestellten, modifizierten 2',3'-Didesoxypyrimidinnucleosid-5'-
triphosphate hinsichtlich ihrer Eigenschaften als potentielle Kettenabbruchreagenzien und
ihrer Stabilitat wahrend des MALDI-Prozesses erwies sich ein kurzes Primer-Template-
System als geeignet. Die resultierenden Terminationsprodukte lagen hier in einem
Massenbereich, in dem Fragmentierungen, die auf die Abspaltung der Massenmodifikation
zuruckzufihren sind, noch aufgeldst und identifiziert werden konnten. Wie in dieser Arbeit
gezeigt wurde, stellt die Kombination von PROBE-Assay und Sanger-Sequenzierung des
kurzen synthetischen Templates ein einfaches und effizientes Verfahren zur Untersuchung
neuer, modifizierter Nucleosidtriphosphate dar. Vor allem der PROBE-Assay lieferte eine
schnelle Aussage zur Polymerase Akzeptanz und erlaubte die schnelle Identifizierung und
Charakterisierung der hier dargestellten Verbindungen. Da hier neben den drei dNTPs
lediglich das terminierende, modifizierte Triphosphat vorliegt, konnten auch fir
Verbindungen, die von der Polymerase weniger gut eingebaut wurden oder aber in geringeren
Konzentrationen vorlagen, intensive Signale erhalten werden. Wahrend bei der
gelelektrophoretischen Auftrennung kleinere Modifikationen lediglich eine geringe
Verschiebung der Laufeigenschaften zur Folge haben, die sich zudem bei langeren
Fragmenten im Gel nicht weiter auswirken, konnen hier Uber die Masse des terminierten
Produktes eindeutige Aussagen zur Derivatisierung von Oligonucleotiden getroffen werden.
Aus diesem Grund ist diese Methode auch fur die Analyse von Nebenprodukten, wie sie z.B.
bei der Synthese derivatisierter Triphosphate auftreten, geeignet. So konnte gezeigt werden,
daf3 bei der Umsetzung deButyloxycarbonyl-geschutzten Derivate zum 5'-Triphosphat-die
BOC-Schutzgruppe zum Teil abgespalten wurde. Das aufgereinigte Nebenprodukt fihrte zur
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Termination, wobei Uber die Bestimmung der Masse des terminierten Produktes eindeutig
nachgewiesen werden konnte, dal’ hier das Aminopropylderivat als terminierendes Reagenz
eingebaut wurde. Bei derartigen Untersuchungen ist allerdings zu berlcksichtigen, dafl3
modifizierte Triphosphate, die von der Polymerase nicht akzeptiert werden, nicht zur
Termination fuhren und damit Uber dieses Verfahren nicht nachweisbar sind. Sind die
Modifikationen wéahrend des MALDI-Prozesses nicht stabil, kann es ebenfalls zu
Fehlinterpretationen kommen. Dennoch liefert dieses Verfahren tber die Massenbestimmung
des Produktes sehr viel genauere Informationen als die Ubliche gelelektrophoretische
Auftrennung.

Wie sich  zeigte, wurden alle hier dargestellten  modifizierten  2',3'-
Didesoxypyrimidinnucleosidtriphosphate von dem hier verwendeten Enzym (Sequenase 2.0)
eingebaut und fihrten zur Termination der enzymatischen Reaktion. Zudem waren alle
Verbindungen wahrend des MALDI-Prozesses stabil und erfullten somit die gestellten
Anforderungen. Zwar demonstrierten die MALDI-Spektren der Terminationsprodukte der
Butyloxycarbonylamidopropylverbindungen eine partielle Abspaltung der t-BOC-
Schutzgruppe, die Signalintensitaten der resultierenden Fragmentionen waren jedoch sehr
gering. Im Massenbereich von ~6 kDa waren sie vergleichbar mit den Fragmentierungen, die
auf dem Verlust einer Base basieren. Im hoheren Massenbereich hingegen tberwiegen
eindeutig Fragmentierungen infolge von Basenverlust. Die Tatsache, dal3 bei der MALDI-
Analyse der entsprechenden Triphosphatverbindungen unter Einsatz von DHB als Matrix, die
t-BOC-Schutzgruppe vollstandig abgespalten wurde, zeigt deutlich, dal3 die Analyse der
Triphosphate, zudem mit anderen Matrices, keine definitiven Aussagen Uber die Stabilitat der
terminierten Produkte erlaubt. Fur die terminierten Produkte des freien und auch des
acetylierten Aminopropylderivates konnten keine Fragmentierungen beobachtet werden.

Um Aussagen Uber die Einbaurate der Verbindungen treffen zu kénnen, wurde die Sanger-
Sequenzierung soweit optimiert, da3 Primer, Terminationsprodukte und nicht-terminierte,
vollstandig verlangerte Produkte fur die Standard-T-Reaktion in vergleichbaren
Signalintensitaten auftraten. Dabei zeigte sich, daf3 der Optimierung der enzymatischen
Reaktion speziell fur kleine Templates eine wichtige Rolle zukommt. Reaktionsdauer,
Enzymmenge, und Edukt-Konzentrationen haben entscheidenden Einflul3 auf den Ablauf der
enzymatischen Reaktion und sollten optimal aufeinander abgestimmt werden. Vermutlich
spielen Templatelange und natirlich die Enzymaktivitat ebenfalls eine wichtige Rolle. Sowohl
durch Verlangerung der Reaktionszeit als auch durch Erh6hung der Enzymmenge konnte eine
Erh6éhung der Ausbeute an Sequenzierungsprodukten und damit eine bessere Qualitat der
MALDI-Spektren erzielt werden. Durch den Einsatz von Mn@id Erhdhung der ddNTP-
Konzentration gegeniber den dNTP-Konzentrationen konnte die Ausbeute zu kleineren
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Fragmenten verschoben werden. Wie die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, ist es
durchaus mdglich, durch geeignete Bedingungen eine nahezu vollstandige Umsetzung des
Primers zu erzielen (PROBE-Assay). Vermutlich lassen sich auch unspezifisch-terminierte
Produkte durch eine geeignete Reaktionsfihrung reduzieren.

Im Vergleich zu den hier verwendeten optimierten Reaktionsbedingungen lassen sich flr
normale Sequenzierungen deutlich geringere Primer-Template-Konzentrationen und
Reaktionszeiten verwenden. Im Rahmen dieser Arbeit lag der Schwerpunkt jedoch auf der
Untersuchung neuer  Verbindungen. Hohe Reaktionsausbeuten ermoglichen
Parallelbestimmungen und gewahrleisten eine schnelle, reproduzierbare, zuverlassige
MALDI-TOF-Analyse, selbst wenn die Verbindungen mdoglicherweise eine erhdhte
Fragmentierung oder schlechte Einbaurate aufweisen. Dennoch ware auch hier, vor allem fir
den PROBE-Assay, eine deutliche Verringerung der Primer/Template Konzentration maglich,
was vermutlich mit einer Verringerung der Reaktionszeit/Enzymmenge einhergeht. Weitere
Untersuchungen sind ebenfalls erforderlich, um eindeutig festzustellen, inwieweit das
Auftreten von nicht spezifisch terminierten Produkten durch Optimieren der
Reaktionsbedingungen vermieden werden kann.

Untersuchungen zur Polymerase-Akzeptanz am Beispiel der modifizierten 2',3'-
Didesoxyuridinderivate zeigten, daid gelelektrophoretische  Auftrennung der
Sequenzierungsprodukte von M13mpl8 und MALDI-TOF-Analyse der
Sequenzierungsprodukte des synthetischen Templates zu vergleichbaren Aussagen Uber die
Einbaurate der modifizierten Verbindungen fuhrten. Beide Verfahren demonstrierten deutlich
zunehmende Diskriminierung durch die Polymerase in der Reihe ddTTPA&TRId<<
ddTBOCTP. Diese Beobachtung steht in guter Ubereinstimmung mit der in dieser Reihe
auftretenden, abnehmenden Struktur-Komplementaritat der Verbindungen.

Dennoch ist hier zu bedenken, dal3 beide Verfahren keine Quantifizierung der
Sequenzierungsprodukte erlauben und daher nur eine Abschatzung mdglich ist. Wesentliche
Voraussetzung fur eine solche Abschatzung bei der MALDI-Analyse ist eine reproduzierbar
gute Probenkristallisation und die Aufnahme von Einzelmessungen Uuber die gesamte
Probenoberflache, um auszuschlie3en, daf3 an unterschiedlichen Stellen des Proben-Matrix-
Gemisches unterschiedliche Signal-Intensitaten auftreten. AuRerdem wies das IE-HPLC-
Chromatogramm der acetylierten Verbindung ein scharfes Signal mit einer Peakflache von
100 % auf, wahrend bei der dADCTP-Verbindung stets ein zusatzliches Signal bei 9.19 min
auftrat, dessen Peakflache ca. 3-4% betrug. Obwohl sicher gestellt wurde, dal3 es sich bei der
Verbindung mit der Retentionszeit von 9.19 min um kein Triphosphat handelte, war es nicht
maoglich, diese Verbindung genau zu identifizieren oder auch eindeutig zu klaren, ob es sich
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hierbei um ein Zersetzungsprodukt handelt, das lediglich bei der IE-HPLC gebildet wird.
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um diese Fragestellungen zu klaren.

Der Einflu@ von MnC] auf die Produktausbeute konnte auch fir die modifizierten
Verbindungen nachgewiesen werden, Uberlagert sich jedoch hier mit der Verschiebung zu
hoheren Fragmentlangen aufgrund der schlechteren Einbaurate. Wie gezeigt werden konnte,
lant sich daher fur modifizierte Verbindungen, die von der Polymerase schlecht eingebaut
werden, durch den Einsatz von findie Endkonzentration an ddNTPs reduzieren. Da
modifizierte Verbindungen in der Regel recht kostenintensiv sind und normalerweise
schlechte Einbauraten durch niedrige dNTP/ddNTP-Verhéltnisse kompensiert werden, ist
durch den Einsatz von MnLCkine Reduzierung der Kosten moglich (vermutlich auch fur
fluoreszenzmarkierte Terminatoren anwendbar).

Der erfolgreiche Einsatz der hier dargestellten massenmarkierten Terminatoren fur die
Multiplex-PROBE-Sequenzierung bestatigte die Vermutung, dal3 mit dem hier verwendeten

Gerat im Massenbereich zwischen 6 und 15 kDa Mindestmassendifferenzen von 40-150 Da
zweckmalig sind. Im Massenbereich von ~6 kDa konnten die vier T-Terminationsprodukte

mit Massendifferenzen von 42-58 Da gerade eben noch aufgeldst und eindeutig identifiziert
werden.

Ein Geratevergleich zeigte, dall mit dem Folgemodell oder auch dem nachgeristeten Modell
des hier verwendeten Gerates im Reflektor-Modus d&hnliche bzw. etwas schlechtere
Ergebnisse, im DE-Linear-Modus hingegen geringfligig bessere Ergebnisse erzielt werden
konnten. Die besten Resultate hinsichtlich des instrumentellen Auflésungsvermdgens lieferte
das DE-Voyager der Fa. Perseptive. Hier konnten alle vier Verbindungen Grundlinien-
getrennt werden. Die Auflésung von Natrium und Kalium-lonen ist in diesem Massenbereich
ebenfalls mdglich, so daf hier vermutlich auch kleinere Massendifferenzen der terminierten
Produkte von 25-30 Da noch eindeutig zugewiesen werden kdnnten. Obwohl der Einsatz der
verzogerten lonenextraktion im unteren Massenbereich zu deutlich hoherem
Auflosungsvermégen fuhrt, nimmt auch hier fur Oligonucleotide > 50 nt das
Auflésungsvermoégen drastisch ab, so dal3 selbst mit DE-MALDI-TOF-MS der fir die Sanger-
Sequenzierung zugangliche Massenbereich nicht erheblich erweitert werden konnte.

Nach dem jetzigen Stand der Forschung waren fir die hier dargestellten massenmarkierten
Terminatoren folgende Einsatzgebiete zur Verbesserung der DNA-Analyse im diagnostischen
Bereich mittels MALDI-TOF-MS denkbar:

e "Multiplex-Sequenzierungflr diagnostische Assays (PinPoint, PROBE und COSBE)
sowie fur die Sanger-Sequenzierung kleiner, bekannter Sequenzen im diagnostischen
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Bereich.Speziell fir die Sanger-Sequenzierung laft sich die Anwendbarkeit erhéhen,
wenn C-dATP und C-dGTP eingesetzt werden und nach Méglichkeit eine Abspaltung
des Primers erfolgt.

Optimierung der Massendifferenzen zwischen den einzelnen terminierenden Basen bzw.
den einzelnen  Terminationsprodukten: Die MALDI-MS-Analyse  von
Sequenzierungsprodukten ist in einigen besonderen Féllen durch die Notwendigkeit,
kleine Massendifferenzen zu bestimmen, auf den unteren Massenbereich lidaiert (
ddATP/ddTTP: 9 Da;Am: ddCTP/ddGTP: 40 Da). Der Nachweis von A/T-
Polymorphismen mit Hilfe des PinPoint Assays oder aber die Durchfiihrung der vier
basenspezifischen Sanger-Sequenzierungsreaktionen in einem Ansatz stellen hierfir
Beispiele dar. Durch den gezielten Einsatz unterschiedlicher Massenmodifikationen fur
die vier basenspezifischen ddNTP's (beim PinPoint Assay z.B. ddATP und
modifiziertes ddTTP) lassen sich die Massendifferenzen der terminierten Produkte so
gestalten, dal3 sie auch im hoéheren Massenbereich bzw. mit niedrig auflésenden
MALDI-MS-Geraten aufgetrennt und eindeutig identifiziert werden kénnen. (Durch die
Wahl der Modifikation fur ddTTP laRt sich die Massendifferenz zu ddATP beliebig
vergroRern.) Fur den PinPoint-Assay wurde die Multiplex-Genotypisierung von PCR-
Produkten unter Einsatz von 5'-oligo(dT)Sequenzen als Primer-Massenmarkierung
beschriebelf®. Da hier generell Massendifferenzen zwischen 9 und 40 Da bestimmt
werden mussen, kann eine Kombination mit markierten Terminatoren den fir diese
Anwendung zuganglichen Massenbereich erweitern.

Verschieben des Massenfenstaerminierter Produkte gegeniber unspezifisch
verlangerter/terminierter ProdukteWie in dieser Arbeit gezeigt und auch in der
Literatur beschrieben, kénnen bei Sequenzierungsreaktionen auch nicht-spezifisch
terminierte Produkte auftreten. Obwohl es im Gegensatz zur Gelelektrophorese mittels
MALDI-MS-Analyse durchausndglichist, im unteren Massenbereich zwischen dem
Einbau eines dNTP's und eines ddNTP's zu unterschedlenl@ Da), ist eine solche
Differenzierung im "hdéheren” Massenbereich infolge der mangelnden Auflosung nicht
mehr mdglich. Die Unterscheidung zwischen ddTTP (288.2 Da) und dCTP (289.2 Da)
ist ebenfalls nicht moglich, so dal’ bei unbekannten Sequenzen "Full stops" der Primer
Extension, die mit dem Einbau eines dCTP enden, nicht eindeutig identifiziert werden
kénnen. Der Einsatz eines modifizierten ddNTP's fuhrt zu einer Massenverschiebung
des "richtig" terminierten Produktes und damit zu separaten, eindeutig zuzuordnenden
Signalen.
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e Entwicklung neuer Aufreinigungsverfahren fur Sequenzierungsprodukte z.B. an festen
Phasen:Wird die Massenmodifikatiordes ddNTP derart gewahlt, dal3 sie eine freie
funktionelle Gruppe enthélt, so lassen sich die terminierten Fragmente tUber Anbindung
an eine feste Phase isolieren und nach anschliel3ender Abspaltung einer MALDI-MS-
Analyse unterziehen. Kombination mit der Multiplex-Sequenzierung durch Einsatz
unterschiedlich massenmodifizierter ddNTP's mit gleicher funktioneller Gruppe oder
auch durch Einsatz massenmarkierter Primer, die bei diesem Aufreinigungsverfahren
abgetrennt werden und daher nicht zu separaten Signalen bei der MALDI-MS-Analyse
fuhren wirden, ware ebenfalls denkbar.

Theoretisch ware jede Kombination dieser Einsatzmdglichkeiten sowie die zusatzliche
Verwendung massenmarkierter Primer vorstellbar. Speziell fir diagnostische Assays, wie
PinPoint, PROBE oder COSBE, ergibt sich daraus hoher Probendurchsatz und
Anpassungsfahigkeit an die jeweilige Problemstellung bzw. zu analysierende Sequenz. Aber
auch fir die Sanger-Sequenzierung im diagnostischen Bereich lassen sich z.B. durch
effizientere Aufreinigungsverfahren oder multiplexen beim vergleichenden Sequenzieren
kleiner Verbindungen Verbesserungen erzielen.
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VIl Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit massenmodifizierte Terminatoren fur die
DNA-Analyse mittels MALDI-TOF-MS eingesetzt werden kénnen. Zu diesem Zweck wurden
Untersuchungen hinsichtlich Auflésungsvermogen, Empfindlichkeit und Massengenauigkeit
fur die Analyse von Oligonucleotiden, Oligonucleotidgemischen und PCR-Produkten
durchgefuhrt. In Zusammenarbeit mit C. Siegert wurde der EinfluR von 7-Desazapurinbasen
auf die lonenstabilitdt von Nucleinsduren wahrend des MALDI-Prozesses untersucht. Deutlich
verminderte Fragmentierung und damit hohere Massenauflésung und Empfindlichkeit konnte
fur 7-Desaza-Purin-modifizierte PCR-Produkte nachgewiesen werden. Weiterhin wurde in
dieser Arbeit erstmals demonstriert, daf? auch doppelstrangige DNA mittels MALDI-TOF-MS
unter Verwendung von 3-HPA als Matrix nachgewiesen werden kann. Die hier durchgefiihrten
Untersuchungen zum Auflésungsvermdgen zeigten, dafl fir den Einsatz markierter
Terminatoren fur Multiplex-Assays mit dem hier zur Verfligung stehenden Gerat (Vision
2000, Fa Finnigan) im Massenbereich von 6-15 kDa Mindestmassendifferenzen zwischen den
Terminatoren von 40-150 Da erforderlich sind (steigend mit zunehmendem Molekulargewicht
der Terminationsprodukte). Oberhalb von 15 kDa nimmt das Auflésungsvermdgen stark ab,
so dal3 der Einsatz markierter Terminatoren fur die Multiplex-Sequenzierung zur Zeit auf
kleine Verbindungen bis zu ~30 nt beschrankt ist (ausreichend fir das vergleichende
Sequenzieren kleiner Sequenzen im diagnostischen Bereich).

Parallel zu diesen Untersuchungen wurde ein schnelles und kostenginstiges
Syntheseverfahren zur Darstellung von C-5-substituierten 2',3'-Didesoxpyrimidinnucleosid-5'-
triphosphaten entwickelt. Ausgehend von 5-lod-2'-Desoxyuridin wurde zunachst Uber eine
Palladium-katalysierte Umsetzung ein t-Butyloxycarbonyl-geschiitzter Alkinylaminolinker in
Position 5 eingefuhrt. Die Abspaltung der 3'-Hydroxylfunktion war tber eine Eliminierung
mittels Kalium-t-Butanolat méglich. Die resultierende 2',3'-Doppelbindung konnte in einer
anschlieenden Hydrierung zusammen mit der Alkinbindung des Linkers vollstandig hydriert
werden. Das SO erhaltene 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4'-
dimethoxytrityl)-2’,3'-didesoxyuridin23 stellt eine "Schliisselverbindung” dar. Uber eine
Thymidin-Cytidin-Konversion konnte diese Verbindung in guten Ausbeuten und geringen
Reaktionszeiten in das entsprechende CytidindeBi¥@berfihrt werden, was eine erhebliche
Reduzierung des synthetischen Aufwandes fur die Darstellung C-5 substituierter 2',3'-
Didesoxycytidinderivate bedeutet. Beide Verbindung8rund 33 wurden mittels 80%-iger
Essigsaure selektiv entschitzt und zum Triphosphat umgesetzt. Die Einflhrung weiterer
Massenmodifikationen direkt vor der Triphosphatsynthese liel3 sich durch die vollstandige
Entschitzung mit Trifluoressigsaure und nachfolgender Derivatisierung erzielen. Die
Abspaltung der t-BOC-Schutzgruppe der Triphosphatverbindungen konnte ebenfalls
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demonstriert werden. Daher bietet diese Synthesestrategie auch die Mdglichkeit, nachtraglich
Uber die freie Aminofunktion des Triphosphates oder auch des terminierten Produktes weitere
Massenmodifikationen einzufihren bzw. Derivatisierungen vorzunehmen.

Als Alternative zu den C-5-substituierten Verbindungen wurden 3'-O-modifizierte
Thymidinderivate dargestellt. 3'-O-(N-Fmoc-glycyl bzw. alanyl)-2'-desoxythymiddirbzw.

42 konnten in einer 3-Stufen-Eintopfreaktion in Ausbeuten von 50-60% erhalten werden.
Aufgrund der schlechten Loslichkeitseigenschaften der Fmoc-Derivate traten jedoch
erhebliche Schwierigkeiten bei der Triphosphatsynthese auf.

Die dargestellten C-5-substituierten 2',3'-Didesoxypyrimidinnucleosidtriphosphate wurden
hinsichtlich ihrer Eignung als potentielle Terminatoren fir Multiplex-Assays im
diagnostischen Bereich untersucht. Zu diesem Zweck wurden der PROBE (Pligoer-O
Base-Ktension)-Assay und die Sanger-Sequenzierung via MALDI-TOF-MS unter
Verwendung eines kurzen synthetischen Templates (50-mer) bezlglich der Produktausbeuten
optimiert. Wie der Einsatz der modifizierten Triphosphate beim PROBE-Assay zeigte, wurden
alle Verbindungen von der Polymerase (Sequenase 2.0) als Substrat akzeptiert und fuhrten
zum Kettenabbruch. Zudem waren die Massenmodifikationen wéhrend des MALDI-Prozesses
stabil, so dal3 alle Verbindungen den gestellten Anforderungen genigten. Die modifizierten
Thymidintriphosphate wurden mit variierenden dNTP/ddNTP-Verhéltnissen sowohl fir die
Sanger-Sequenzierung des kurzen Templates mittels MALDI-TOF-MS als auch fur die
Sequenzierung von M13mp18 (radioaktive Markierung, gelelektrophoretische Auftrennung)
eingesetzt. Beide Verfahren demonstrierten, dald die Verbindungen mit zunehmender Grol3e
des Restes in Position 5 von der Sequenase 2.0 mit abnehmender Effizienz eingebaut werden.

Weiterhin wurden die massenmarkierten Terminatoren fir den Multiplex-PROBE-Assay
eingesetzt. Mit dem hier zur Verfigung stehenden Gerat konnten die vier
Terminationsprodukte der T-Reaktionen mit Massendifferenzen von ~42 Da im
Massenbereich von 6.4 kDa aufgel6st und zugeordnet werden. Vergleichende Messungen mit
unterschiedlichen Geraten wurden durchgefihrt.

Die hier dargestellten Verbindungen bieten vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten (vgl. S.
144) fur die DNA-Analyse mittels MALDI-TOF-MS im diagnostischen Bereich (Mutations-
Screening, Nucleotid-Repeatlangenbestimmung etc.). Mit steigender Massenauflosung und
Sensitivitat, wie sie Entwicklungen im Bereich von Chip-Systemen und Nanoliter-
Praparationen sowie der Geratetechnik (verzogerte lonenextraktion, FT-MS etc.) erwarten
lassen, wird der hier erstmals erfolgreich demonstrierte Einsatz massenmarkierter
Terminatoren fir Multiplex-Assays bei der DNA-Analyse mittels moderner
massenspektrometrischer Methoden zunehmend an Bedeutung gewinnen.
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VIll _Summary

MALDI-TOF MS has been proposed as substitute for the gel electrophoretic separation and
detection for sanger sequencing products. Due to the high accuracy for the analysis of smaller
fragments and the speed of the method there is a high potential for diagnostic applications, e.g.
analysis of gene products, genetic mapping and genetic defects. Further improvements in this
field could be expected of the use of mass tagged terminators, which may allow multiplex-
sequencing via MALDI-TOF-MS. Therefore the main object of this study was to investigate to
which extent mass tagged terminators can be employed for the DNA-analysis via MALDI-
TOF-MS. For this purpose mass resolution and sensitivity of MALDI-TOF-MS analysis of
synthetic oligonucleotides, complex mixtures of oligonucleotides and PCR products were
examined. In cooperation with C. Siegert the influence of 7-deazapurine moieties on ion
stability of nucleic acids during the MALDI process was studied. Clearly increased sensitivity
and higher mass resolution for 7-deazapurine-modified PCR products could be demonstrated.
Additionally, the formation of homo/heterodimeric and double stranded ions was examined
and it could be shown for the first time that the detection of intact double stranded DNA with
MALDI-TOF-MS is also possible (matrix: 3-hydroxy picolinic acid). Analysis of complex
mixtures of oligonucleotides indicated that for multiplex assays with the given instrument
(Vision 2000, Finnigan) mass differences between the terminators of 40 — 150 Da in the mass
region from 6-15 kDa should be useful (increasing with increasing mass). Above 15 kDa mass
resolution decreases dramatically. Therefore the use of mass tagged terminators for multiplex
sequencing is at present limited to small fragments up to ~30 nt, which is absolutely sufficient
for diagnostic applications.

Furthermore, a fast and cost-effective concept for the synthesis of C-5-substituted 2',3'-
dideoxypyrimidinenucleoside 5'-triphosphates was developdebutyloxycarbonyl-protected
alkynylaminolinker was introduced via a palladium catalysed reaction in the 5 position of 5-
iodo-2'-deoxyuridine. Elimination of the 3'-hydroxy group was possible by treatment of the 3'-
O-mesylderivative with potassiurtibutoxide. Hydrogenation of both the resulting 2',3'-
double-bond and the alkynyl bond led to the "key compound" tBrtdutyloxy-
carbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3’-dideoxyuridin@€3. This compound
could directly be converted into the corresponding cytidinederivative. t&tButyloxy-
carbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3’-dideoxycytidin83 was obtained in

good yields and with minimal synthetic expenditure (two step synthesis). After treatment with
acetic acid, which allowed selectiv deprotection of the 5'-hydroxy group, both com@®iinds
and 33 were transferred into the 5'-triphosphates. Deprotection of the aminofunction of the
triphosphates was possible, too. Therefore this strategy also gives a chance to modify the

149



VIIl. Summary

masses of the triphosphates or the resulting terminated products via the free aminofunction of
the linker. Introduction of additional mass modifications right before triphosphate synthesis
was demonstrated by complete deprotection of comp@aith trifluoroacetic acid and
following reaction of the free amino group with acetic acid anhydride.

In addition to the C-5-substituted 2',3'-dideoxypyrimidinenucleosides, 3'-O-modified
thymidinederivatives were synthesized. 3'-O-(N-Fmoc-glycyl/alanyl)-2'-deoxythynddid@

were obtained in a three step synthesis in yields of 50-60%. However, because of the small
solubility of the Fmoc-esters in common solvents, triphosphate synthesis of these compounds
was not successful.

The synthesized C-5-substituted 2',3'-dideoxypyrimidinenucleosidetriphosphates were
investigated as to their qualification as potential chain terminating reagents for multiplex-
assays via MALDI-TOF-MS. Therefore PROBE (primdégo-base-&tension) assay and
sanger sequencing reaction were optimized with regard to high yields of termination products
with a short synthetic 50-mer template being used. PROBE assays with mass tagged
compounds showed that all triphosphates were accepted by the polymerase (sequenase 2.0)
and resulted in chain termination. Furthermore, the introduced mass modifications proved to
be stable during the MALDI process. Hence the synthesized compounds meet all requirements
for mass tagged terminators.

Mass modified thymidinetriphosphates were employed in sanger sequencing reactions with
varying dNTP/ddNTP relations. Sequencing reactions of both the short synthetic template
(MALDI-TOF-MS) and single stranded M13mpl8 DNA (gelelectrophoretic separation)
demonstrated decreasing efficiency of insertion by sequenase 2.0 with increasing size of the
residue in position 5 of the modified triphosphates.

The mass tagged terminators were also used for multiplex PROBE assays. In the mass region
of 6.4 kDa termination products with mass differences of ~42 Da could be resolved and
assigned. Comparative measurements with different instruments were carried out.

The compounds synthesized here offer varied possibilities for the DNA analysis via MALDI-
TOF-MS in the field of diagnostic applications (s. S. 144). They have proved to be successful
for multiplex assays - as demonstrated here for the first time. However, mass tagged
terminators will gain even further significance with increasing mass resolution and sensitivity,
which can be expected by the rapid developements in the fields of nanoliter sample
preparation and chip-systems as well as MS-technology (DE-MALDI, FT-MS).
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|X___Experimenteller Teil

1 Allgemeine Hinweise

Chemische Umsetzungen wurden unter Feuchtigkeitsausschlul3 und gegebenenfalls in
geschlossenen Apparaturen mit Hg-Uberdruckventilen unter Argon durchgefiihrt.

Grundsatzlich wurden alle Reaktionen dinnschichtchromatographisch verfolgt. Das Einengen
von Desoxynucleosid- bzw. Desoxynucleotidldsungen erfolgte bei TemperatdfEiC. Die
Trocknung der Substanzen erfolgte im Olpumpenvakuum bei Temperaturen bf€zu 40

1.1 Chemikalien
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den folgenden Firmen bezogen:

Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Aldrich (Steinheim), Fluka
(Deisenhofen), Lancaster (Muhlheim am Main)

Fur Triphosphatsynthesen eingesetzte Reagenzien (Pyridiniumhydrochlorid, pulverisiertes
Molekularsieb und das umzusetzende modifizierte Nucleosid) wurden vor der Umsetzung
mindestens 12 Stunden im Exsikkator Uber Phosphorpentoxid unter Olpumpenvakuum
getrocknet. Diethylether (Trocknung siehe S. 152) und Tri-n-butylamin (abs., Fa. Merck)
wurden unmittelbar vor Gebrauch tber eine kurze S&ule von Aluminiumoxid “Wolm*®, stark

basisch, gegeben.

0.5 M Ldsung von Tetrakis(tri-n-butylammonium)pyrophosphat in N,N-Dimethylformamid
(DMF) wurde wie folgt hergestellt:

Eine Losung von 445 mg (2.5 mmol) Pyrophosphorsaure in 35 ml Diethylether
(abs.) wurde unter Argon mit 2.37 ml (10 mmol) Tri-n-butylamin (abs.) versetzt, 5
min bei Raumtemperatur gerihrt und das LoOsungsmittel abdestilliert. Nicht
umgesetztes Tri-n-butylamin wurde im Argongegenstrom abpipettiert, der
Ruckstand in DMF (abs.) gelost und auf ein Volumen von 5 ml verdinnt. Die
Lésung wurde bei% unter Argon gelagert (nicht langer als 4 Wochen).

Folgende Verbindungen wurden nach Literaturvorschriften synthetisiert und anschliel3end
weiter umgesetzt:
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3-Aminopicolinsauré®

3',5'-Di-O-p-toluoyl-5-iod-2'-desoxyuridii’
5-(3+-Butyloxycarbonylamidoprop-1-ynyl)-3',5'-Di-O-p-toluoyl-2'-desoxyuridth
4,4'-Dimethoxytritylthymidirt?” (28)

Losungsmittel

Losungsmittel wurden, sofern nicht anders erwahnt, grundsatzlich in absolutierter Form
verwendet und Uber Molekularsieb (0.3 bzw. 0.4 nm) gelagert. Die Trocknung der
Losungsmittel wurde wie folgt durchgefuhrt:

Acetonitril: Erst Uber Phosphor(V)oxid, dann Uber Calciumhydrid unter
Ruckfluf3 zum Sieden erhitzen und anschliel3end destillieren

Dichlormethan: 2 h Uber Phosphor(V)oxid unter Ruckfluf3 erhitzen und destillieren

Diethylether, THF, Dioxan: mit Natrium versetzen und solange unter Ruckflul3 erhitzen, bis
die charakteristische blaue Farbe bei der Zugabe von
Benzophenon auftritt. Anschliel3end unter Argon destillieren

Ethylacetat portionsweise mit Phosphor(V)oxid versetzen, filtrieren und
anschlie3end tber eine 40 cm Vigreux-Kolonne destillieren

Pyridin 2 h unter Ruckflu3 tber Tosylchlorid (15 g/l) erhitzen und
destillieren, dieser Vorgang wird mit Kaliumhydroxid (20 g/l)
wiederholt und anschliel3end 6 h tber Calciumhydrid (15 g/l) zum
Sieden erhitzt und tber eine 40 cm Vigreux-Kolonne destilliert

Toluol Uber Calciumhydrid destillieren

Triethylamin zundchst Uber Tosylchlorid (20g/l) und anschlieBend Uber
Kaliumhydroxid (20 g/l) erhitzen und Uber eine 40 cm Vigreux-
Kolonne destillieren

Bei langeren Lagerzeiten wurde das absolutierte Triethylamin unmittelbar vor Gebrauch tber
eine kurze Saule von Aluminiumoxid "Walm", stark basisch, gegeben.

DMF und DMSO wurden in absolutierter Form von der Firma Fluka bezogen.
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Fur die Saulenchromatographie verwendete Losungsmittel wurden vorher am
Rotationsverdampfer destilliert. Tetrahydrofuran und Methanol (beides HPLC-Grade) fur die
Gelpermeationschromatographie sowie Acetonitril (DNA Grade) fur den DNS-Synthesizer
wurden von der Firma Labscan bezogen.

Losungsmittel, die fur die Proben- und Matrixpraparation bei MALDI-TOF-MS-Messungen
zum Einsatz kamen, wurden von der Firma Merck in "Uvasol-Qualitat‘ bezogen.

Die Aufreinigung von Wasser fur Chromatographie, Sequenzierungen und MALDI-MS-
Praparationen erfolgte mit Hilfe der Reinstwasseranlage Milli-Q UF Plus (Fa. Millipore,
Eschborn).

Puffer

Fur die Herstellung von Puffern diente, wenn nicht anders erwahnt, Reinstwasser als
Losungsmittel. Puffer fur die lonenaustauschchromatographie wurden frisch hergestellt und
vor Gebrauch uber Nitrocellulose-Membranen (Porengrof3e: 0.45um, Durchmesser: 50 mm)
der Firma Schleicher und Schuell filtriert. Das Entgasen erfolgte mittels Helium oder aber
durch Wasserstrahlpumpenvakuum. Speziell bei dem 1M TEBK-Puffer fur die IEC wurde der
pH-Wert und die UV-Absorption vor jeder Chromatographie tberprift.

1M Triethylammoniumhydrogencarbonat Puffer fir die praparative IEE8 ml (1 mol)
Triethylamin (p.a., Fa. Fluka) wurden mit 800 ml reinst Wasser versetzt. Unter Rihren
erfolgte die Zugabe von GGn Form von Trockeneis, bis die Loésung einen pH-Wert von 8.4
erreicht hatte. AnschlieRend wurde das Volumen der Losung durch Zugabe von reinst Wasser
auf 1000 ml aufgefullt.

Die Zusammensetzung aller anderen hier verwendeten Puffer wird an gegebener Stelle direkt
angegeben. Die Herstellung erfolgte standardmalig.

Oligodesoxynucleotide

Oligodesoxynucleotide wurden entweder in aufgereinigter Form von den Firmen Pharmacia
(Freiburg, Deutschland), Biometra (Gottingen, Deutschland), MWG-Biotech (Ebersberg,
Deutschland) und Eurogentec bezogen oder am DNA-Synthesizer Typ 7500 der Firma
Millipore (Bedford, MA) dargestellt. Die anschliel3ende Aufreinigung uber RP-HPLC (Delta
Prep 4000 der Firma Waters, Trennsdule RP18 Partisil ODS2 der Firma Whatman) und
Abspaltung der Schutzgruppen erfolgte nach Standardprotokollen. Die Oligodesoxynucleotide
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wurden dann in Reinstwasser aufgenommen und 100 oder 200 puM Stammldsungen
hergestellt. Kozentrationsbestimmungen erfolgten tber UV-Absorption bei 260 nm. Die
Lésungen wurden bis zum Gebrauch bei®c2@elagert. Bei Gebrauch wurde darauf geachtet,
dal3 die Verbindungen vollstéandig in Lésung gehen (gute Durchmischung, falls nétig: 5 min
im Ultraschallbad). Alle Verbindungen wurden (in verdiinnter Losung: ~10pmol/ul) zuséatzlich
mittels MALDI-MS-Analyse auf ihre Reinheit Gberprift.

1.2 Meligerate und Methoden

pH-Messungen, Schmelzpunktbestimmung und Lyophilisation

Die Messung der pH-Werte erfolgte mit dem pH-Meter: pH537 von WTW GmbH, Weinheim,
mit der pH-Elektrode InLab 410 von Mettler-Toledo.

Die angegebenen Schmelzpunkte wurden mit einem Reichert Heiztischmikroskop ermittelt.

Die Lyophilisation der Proben erfolgte mit einem “Speed Vac Concentrator* der Firma Savant
wahlweise unter Wasserstrahl- oder Olpumpenvakuum.

UV/VIS-Spektrometrie

UV/VIS-Spektren wurden an einem Biochrom LKB 4060 Photometer der Firma Pharmacia
aufgenommen. Bestimmung der UV-Absorption bei 260 nm zur Erstellung der
Elutionsdiagramme bei der GPC oder IEC erfolgte an einem GeneQuant-Photometer der
Firma Pharmacia.

IR-Spektroskopie

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte an einem Gerat der Firma Perkin-Elmer, Typ 399

NMR-Spektroskopie

Die Messungen de- und **NMR-Spektren erfolgten an den Geraten WM 248: (250

MHz, °C: 62.89 MHz) und WM 400*d: 400 MHz, **C: 100.62 MHz) der Firma Bruker.
Deuterierte Losungsmittel und Tetramethylsilan, welches als interner Standard diente, wurden
von der Firma Merck bezogen. Zur eindeutigen Zuordnung der Signale wurden nebf: dem
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und '°C-NMR-Spektrum fiir fast alle Verbindungen eit’C-DEPT-NMR-Spektrum
aufgenommen und eftd-*H- und ein'H- **C- COSY-Experiment durchgefiihrt.

3p_NMR-Spektren wurden mit dem Gerat Varian Gemini 200BB aufgenommen. Deuteriertes
Wasser der Firma Merck diente als Loésungsmittel und eine Losung von 85%HR@x i
D0 als externer Standard.

Massenspektrometrie

Die Massenspektren im DirekteinlaRverfahren wurden unter EI-Bedingungen mit dem
Massenspektrometer 311A der Firma Varian MAT gemessen. Die Aufnahme der FAB-
Massenspektren erfolgte unter Verwendung von m-Nitrobenzylalkohol als Matrix mit dem
Gerat VG 70-250S der Firma VG-Analytical.

Fur die Aufnahme von MALDI-TOF Spektren standen folgende Massenspektrometer zur
Verflgung:

e Vision 2000, Firma Finnigan MAT GmbH, Bremen
e Dynamo, Firma Thermo Bioanalysis, Hemstead, England
e DE-Voyager, Firma PerSeptive Biosystems, Framingham, MA

HPLC

Folgende HPLC-Systeme wurden verwendet:

e Delta Prep 4000 der Firma Waters mit Tunable Absorbance Detector 486 bei 254 nm
e Waters 625 LC-System (Fa. Waters) mit 996 PDA Photodiodearray Detector
¢ SMART-System (Fa. Pharmacia)

Dunnschichtchromatographie

Fur dunnschichtchromatographische Untersuchungen wurde das Kieselgel 60 F254 auf
Aluminiumfolie (Schichtdicke 0.2 mm) der Firma Merck verwendet. Die Detektion erfolgte
durch:

1) UV-Licht

2) Ansprihen mit Anisaldehyd-Zuckerreagenz (4 ml Anisaldehyd, 2 ml konz. H2SO4,
0.5 ml Eisessig, 80 ml Ethanol) und anschlieBender Erwarmung mit einem
HeiBluftfon.  (Orangefarbung  DMT-haltiger = Komponenten,  Blaufarbung
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nucleosidischer und nucleotidischer Verbindungen bzw. Grin-Schwarzfarbung bei
DMT-Nucleosid- und DMT-Nucleotidderivaten durch Uberlagerung beider
Farbkomponenten)

3) Anspruhen mit Ninhydrin und anschlieRender Erwarmung mit einem Heil3luftfon

Praparative Dunnschichtchromatographie wurde mit Kieselgel 60 F254-beschichteten
Glasplatten ( GroRRe: 20X20 cm, Schichtdicke 2mm) der Firma Merck durchgefihrt.

Fur die dinnschichtchromatographische Trennung von Mono-, Di- und Triphosphaten wurden
zusatzlich RP-18 k,S-Platten (5X10 cm, Schichtdicke 0.25 mm) und PEI-Cellulose-F-Folien
der Firma Merck eingesetzt.

Saulenchromatographie (Normal-Phase)

Saulenchromatographische Trennungen wurden an Kieselgel 60 (0.04 - 0.063 mm) der Firma
Merck durchgefiihrt. Die Elution erfolgte bei leichtem Uberdruck (0.05 - 0.35 bar). In
Abhangigkeit von der Komplexitat des Trennproblems wurden 1-5 g Kieselgel pro Gramm der
zu trennenden Mischung verwendet. Fir die Chromatographie 5’-dimethoxytritylierter
Verbindungen wurde dem Laufmittel ein geringer Anteil an Pyridin zugesetzt (0.5-1%).

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Gelpermeationschromatographische Trennungen wurden mittels einer HPLC-Anlage der
Firma Waters (Delta Prep 4000) unter Verwendung von Saulen der Firma Kronwald
Separationstechnik GmbH an Sephadex LH-20 (Fa. Pharmacia) durchgefuhrt. Die
Vorbehandlung des Saulenmaterials erfolgte, wie vom Hersteller empfShigior jeder
Trennung wurde die Saule (46 cm x 3 cm ID) 2 h mit dem jeweiligen Laufmittel equilibriert.
Die Trennung selbst erfolgte bei einer Flu3rate von 1 ml /min, wobei das Eluat in 5 ml
Fraktionen gesammelt wurde. Zur Erstellung der Elutionsdiagramme wurde nach dem
Verdinnen der einzelnen Fraktionen mit dem jeweiligen Laufmittel im Verhaltnis 1:200 (5ul
auf 1ml) mittels eines GeneQuant-Photometers (Fa. Pharmacia) die UV-Absorption bei 260
nm bestimmt.

lonenaustauschchromatographie (IEC) (praparativ)

Fur die praparative lonenaustauschchromatographie zur Trennung modifizierter
Nucleosidtriphosphate wurde eine Anlage verwendet, die sich aus folgenden Geraten
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zusammensetzte: Gradient Master Model 1601, constametric HPLC pumps, Pumpenmodel llI
und ein UV-Monitorlll, Model 1203 der Firma Milton Roy (Florida), ein X,Y-Schreiber
REC-2 der Firma Pharmacia sowie Omnifit-Schlauche und -Fittings der Firma Macherey und
Nagel.

Die Trennung erfolgte an DEAE-Cellulose 52 (Fa. Whatman) @i Bie Saule wurde so
konzipiert, daR Reaktionsansatze von 0.1-0.4 mmol Nucleosid ohne Uberladungseffekte
aufgetrennt werden konnten. Die Vorbehandlung des Anionenaustauschers und Beschickung
der Saule erfolgte nach Standardvorschriftévor jeder Trennung wurde die Saule (20cm x

25 cm ID) mit 0.1M Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer equilibriert. Die
Auftrennung erfolgte mittels eines linearen Gradienten bei einer Flu3rate von 1 ml/min
(Laufmittel A: Wasser , Laufmittel B: 1M Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer
(pH:8.4-8.6), lin. Gradient: 10-40% B in 16 h (bzw. 10 h bei kleinen Reaktionsansatzen von
0.1 mmol Nucleosid)). Elutionsdiagramme wurden Uber die UV-Absorption bei 280 nm
erstellt. Anschlie3end wurde die Saule regeneriert (lin Gradient: 40-70% B in 1 h, 3 h mit
70% B eluieren, dann mit 10% B equilibrieren). Lagerung der Saule Uber 0.1M
Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer unter Zusatz von 0.02% Natriumazitthei 4

IE-HPLC

Die dargestellten modifizierten Nucleosidtriphosphate wurden Uber IE-HPLC unter
Verwendung eines SMART-Systems (Fa. Pharmacia, Freiburg) charakterisiert. Sdule: MonoQ,
PC 1.6/5 (Fa. Pharmacia); Laufmittel: Puffer A: 25 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, 0.3M NacCl,
pH 8; Puffer B: wie Puffer A, nur 1M NacCl. Die Auftrennung erfolgte mit Substanzmengen
von 2.5-5 nmol Nucleosidtriphosphat, gel6st in 50-100ul Startpuffer (10% B). Nach der
Probeninjektion wurde die Saule 5 min mit 10% B eluiert. Anschlieend wurde die
Konzentration von B linear erhéht (10-30% B in 20 min). Regenerieren der Saule: 30-100% B
in 2 min (linearer Gradient), weitere 2min mit 100% B eluieren und dann mit 10% B
equilibrieren.. Die Flul3rate betrug 1aBmin. Detektion erfolgte Uber UV-Absorption bei 260

und 280 nm. Aufgetrennte Triphosphate konnten zur Rickgewinnung in 100 pl-Fraktionen
gesammelt werden. Nach der Lyophilisation der Proben erfolgte eine Entsalzung mittels
Gelfiltration.

Gelfiltration: Fur die Gelfiltration wurde das SMART-System mit einer Fast Desalting 3.2/10

Saule der Firma Pharmacia verwendet. Die lyophilisierten Proben der IE-HPLC wurden in 20
pl Wasser geldst, injiziert und mit einer FluRR3rate von 100 pl/min mit Reinstwasser als Eluent
entsalzt. Die Gesamtdauer der Chromatographie lag bei 15 min. Die Detektion erfolgte bei
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260 und 280 nm. Die Triphosphate wurden in 100 pl- Fraktionen gesammelt und lyophilisiert.

RP-HPLC

Analytisch: Standardlésungen von UMP, UDP und UTP (150 pmol/ul in 0.1M
Triethylammoniumacetatpuffer (TEAA) bzw. UMP/UDP/UTP-Gemisch mit jeweils 50
pmol/ul in 0.1M TEEA-Puffer) wurden Gber RP-HPLC unter Verwendung eines Waters 625
Chromatographie-Systems (Fa. Waters) mit 996 PDA (photodiodearray) Detektor und einer
reversed phas8aule (Waters, Nova Pak C-18; 3.9 x 300 mm, Partikelgrof3e: 4um) analysiert.
Als Eluenten dienten 0.1M TEAA-Puffer und Acetonitril. Nach der Injektion von 50ul der
jeweiligen Standardlésung wurde bei einem Durchfluf3 von 1 ml/min. die Konzentration des
Acetonitrils innerhalb von 20 min. von 0 auf 15 % linear erhdht. Die Auswertung der
Chromatogramme erfolgte mit der zugehdorigen Software Millenium 2.0.

Praparativ: 100 pl einer Standardlésung (UMP/UDP/UTP jeweils 3.3 nmol/ul in 0.1M
TEAA-Puffer) wurden mit Hilfe des Chromatographie-Systems Delta Prep 4000 (Fa. Waters)
mit Tunable Absorbance Detector 486 bei 254 nm unter Verwendungreuesed phase
Séaule (Fa. Whatman; 9.4 x 500 mm; Packungsmaterial: Partisil 100DS2 M9, Korngrolie:
10uM) chromatographiert. Als Eluenten dienten 0.1M TEAA-Puffer und Acetonitril. Bei einer
FluRBrate von 5 ml/min. wurde die Konzentration des Acetonitrils unter Verwendung eines
nicht-linearen Gradienten (Kurve 9) innerhalb von 30 min. von 0 auf 15% erhoht.

(Linearer Gradient: Nicht-linearer Gradient(Kurve )

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

6%-ige denaturierende Polyacrylamid-Sequenzgele wurden mit Hilfe eines Fertig-Losungs-
Systems der Fa. Roth (Rotiphorese DNA-Sequenziersystem) hergestellt (18 ml Konzentrat, 50
ml Verdunner, 7.5 ml Puffer-Konzentrat, 25T EMED und 600ul APS (10%-ige Ldsung)).

Die Vorbehandlung der verwendeten Glasplatten und das GelgieRen erfolgte nach ¥faniatis
Nach dem Einspannen in die Elektrophoreseapparatur (Fa. Keutz GmbH, Giel3en) wurden die
Puffer-Reservoirs mit TBE-Puffer (1x) beschickt. Das Gel wurde durch einen 30-minutigen
Vorlauf bei konst. 60W temperiert. Die Proben wurden vor dem Auftragen denaturiert (5 min
auf 95C, dann auf Eis) und anschlieRend der Gellauf bei konst. 60W gestartet.

Das Fixieren der aufgetrennten DNA im Gel erfolgte durch Einlegen in 10%-ige (v/v)

158



IX. Experimenteller Tell

Essigsaure/15%-ige (v/v) Methanol-Losung (30 min). Nach dem Trocknen des Gels fir 1.5 h
bei 80C im Trockenschrank wurde zur Detektion der Sequenzierfragmente ein Rontgenfilm

aufgelegt. Die Dauer der Filmexposition wurde fur jedes Sequenziergel optimal angepal3t und
lag zwischen 1-4 Tagen.

Autoradiographie

Fur die Entwicklung von Autoradiographien kam die Filmentwicklungsmaschine FPM-100A
von Fuji Photo Filme GmbH, Disseldorf zum Einsatz. Es wurden Rontgenfilme des Typs X-
omat XR der Firma Kodak verwendet.

2 Synthesen

2.1 Synthese von C-5 substituiertem 2’,3’-Didesoxyuridin

2.1.1 5-0-(4,4-Dimethoxytrityl)-5-iod-2’-desoxyuridin_2

7.41 g (20.9 mmol) 5-lod-2’-desoxyuridin in 23 ml Pyridin wurden mit 8.50 g (25.1 mmol)
4,4’-Dimethoxytritylchlorid versetzt und bei Raumtemperatur unter Feuchtigkeitsausschlul3 4
h geruhrt. Abbruch der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 10 ml Methanol. Das
Losungsmittel wurde abdestilliert, der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen, mit
Wasser gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abdestillieren des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das Produkt aus Toluol umkristallisiert.

M= 656.1 g/mol; GOH2907N2|
Ausbeutel11.2 g (17.1 mmol) 81.8%

R-Wert(CH,CIl,/MeOH 9:1): 0.49
Schmelzpunkil16'C
'H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 2.3 und 2.55 (m, 2H, H2"), 3.38 (M, 2H, H5’), 3.77 (s, 6H, @CH 11 (m, 1H,
H4’), 4.55 (m, 1H, H3"), 6.32 (t, 1H, H1"), 6.82-7.4 (m,13H, H-arom.), 8.15 (s,
1H, H6), 9.2 (s, 1H, NH)
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13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

d [ppm] = 41.4 (C2"), 55.3 (OC¥), 63.6 (C5’), 68.9 (C5), 72.5 (C3), 85.7 (C4), 86.7 (C1),
87.0 (C-zentrgJyr) 113.4-130.1 (CH-aromyr), 135.3, 137.8 u. 139.4 (C-
arompwmr), 144.41 (C6); 147.3 u. 150.3 (O-C-argp), 158.58 (C2), 160.37
(C4)

FAB-MS: m/z [Da] = 656 ([M]), 303 ([DMTT)

2.1.2 3-t-Butyloxycarbonylamidopropin 10

2.75 g (50 mmol) 3-Aminopropin und 10.92 g (50 mmol)tdistylpyrocarbonat wurden in

200 ml Dichlormethan geldst und bei Raumtemperatur 3 Stunden gerthrt. Nach dem Einengen
des Reaktionsgemisches zu einem Sirup erfolgte das Auskristallisieren Bél. 2285
Produkt wurde abfiltriert, mit Hexan gewaschen und anschlieBend im Hochvakuum
getrocknet.

Ausbeute5.7 g (36.8 mmol) 73.6%

Schmelzpunkt2C

'"H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 1.46 (s, 9H, C(Chk), 2.21 (t, 1H, CH), 3.91 (dd, 2H, GH4.68 (br s, 1H, NH),

13C-NMR (100.6 MHz, CDG):
8 [ppm] = 28.4 (C(CH)s), 30.6 (CH), 71.2 (C1), 80.1 ((THa)s), 80.2 (C2), 155.3 (C=0)

2.1.3 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’-
desoxyuridin_3

Eine Losung von 656 mg (1 mmol) 5’-O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-2’-desoxyuri@lii313

mg (2 mmol) 3tert-Butyloxycarbonylamidopropid0 und 0.67 ml (5 mmol) Triethylamin in

50 ml entgastem Ethylacetat wurde unter Argon mit 15 mg Kupfer-(l)-iodid und 15 mg Bis-
(triphenylphosphin)-palladium-(Il)-chlorid versetzt. Die Umsetzung fand unter Rihren bei
Raumtemperatur statt und war nach 40 h abgeschlossen. Es folgte der Zusatz von weiteren 20
ml Ethylacetat und das Waschen mit 5%-iger wasseriggle DNBA-LOsung, Wasser und ges.
NaCl-Losung. Nach dem Trocknen Uber,8i@, wurde das Losungsmittel abdestilliert und

160



IX. Experimenteller Tell

der zurtickbleibende Sirup chromatographisch aufgereinigt (LaufmittelClg/MieOH: 98:2,
0.1% Pyridin).

M= 683.28 g/mol; GgH4109N3
Ausbeute594 mg (0.87 mmol) 87%

'H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(Chk), 2.3 und 2.55 (m, 2H, H2"), 3.38 (m, 2H, H5’), 3.78 (s, 8H,
OCHs, CHy), 4.11 (m, 1H, H4), 4.6 (m, 2H, H3’, BOC-NH), 6.3 (t, 1H, H1),
6.83-7.45 (m, 13 H, H-arom.), 8.1 (s, 1H, H6)

13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 28.35 (C(Ch)s), 31.0 (CH), 41.68 (C2)), 55.28 (OCH), 63.74 (C5), 72.13
(C3'), 73.13 (C5), 74.08 (€C), 85.74 (C4’), 86.61 (C1’), 87.02 (C-zentiat),
89.67 (G=C), 113.38-135.54 (CH- u. C-arasy), 142.96 (C6); 144.64 u. 149.62
(O-C-arompwr),158.63, 158.66 (C=kdc, C2), 161.5 (C4)

FAB-MS:m/z [Da] = 685 ([M+H]), 303 ([DMTT)

2.1.4 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3'-O-
phenoxythiocarbonyl-2’-desoxyuridin 12

200 mg (0.29 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4'-
dimethoxytrityl)-2’-desoxyuridirB und 72 mg (0.59 mmol) 4-Dimethylaminopyridin wurden
unter Argonatmosphare in 3 ml Pyridin gelost, mit 78 pul (0.58 mmol)
Phenoxythiocarbonylchlorid versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion war nach
48 Stunden abgeschlossen. Es folgte das Abdestillieren des Losungsmittels und die
chromatographische Aufreinigung an Kieselgel (Laufmittel:;CliMeOH 98:2, 1%-ig an

Et:N).

M= 819.28 g/mol; @sH45019N3S

Ausbeute115 mg (0.14 mmol) 48%

161



IX. Experimenteller Tell

'H-NMR (400MHz, CDG):

5 [ppm] = 1.38 (s, 9H, C(Ch)), 2.6 und 2.85 (m, 2H, H2"), 3.4 und 3.55 (m, 2H, H5), 3.8
(8H, OCH;, CHp), 4.09 (bs, 1H, BOC-NH), 4.32 (m, 1H, H4’), 5.99 (m, 1H, H3"),
6.5 (t, 1H, H1’), 6.8-7.52 (m, 18 H, H-arom.), 8.3 (s, 1H, H6)

FAB-MS:m/z [Da]= 820 ([M+H]), 303 ([DMTT)

2.1.5 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3'-
didesoxyuridin_13

Eine Losung von 80 mg (0.1 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4'-
dimethoxytrityl)-3'-O-phenoxythiocarbonyl-2’-desoxyuridii? in 3 ml Toluol wurde unter
Argonatmosphére mit 5 mg (0.03 mmol) AIBN und 6 pl (0.20mmol) Tributylzinnhydrid
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde aufC8Cerwarmt und 2 Stunden geriihrt.
Dunnschichtchromatographie (Laufmittel: &H,/MeOH 9:1) zeigte das gleichzeitige
Entstehen mehrerer Produkte mit unterschiedlichen Laufeigenschaften an. Isolierung der
beiden Hauptprodukte der Reaktion erfolgte mittels chromatographischer Aufreinigung
(Laufmittel: CHCIl,/MeOH 98:2, 1%-ig an BEN). Eine massenspektrometrische
Untersuchung durch FAB-MS ergab, dal3 beide Verbindungen grol3ere Massen als Verbindung
13 hatten (FAB-MS: m/z= 898 und 95%;.,= 667). 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-
inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3'-didesoxyuridin 13 konnte auf diesem Wege nicht
gewonnen werden.

2.1.6 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3'-O-
mesyl-2’-desoxyuridin 14

Zu 200 mg (0.29 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4'-
dimethoxytrityl)-2’-desoxyuridin3 in 7ml Dichlormethan wurden 2 ml Pyridin und 27 pl
(0.34 mmol) Mesylchlorid (Methansulfonylchlorid) gegeben. Nach 8-stiindigem Ruhren bei
Raumtemperatur war die Reaktion laut Dunnschichtchromatogramm quantitativ abgelaufen.
(Unter Verwendung eines hoheren Mesylchlorid-Anteils —Nucleosid/Mesylchlorid im
Verhdltnis 1:2 statt 1:1.2 - lal3t sich die Reaktionsgeschwindigkeit steigern, ohne dafl} weitere
Nebenprodukte auftreten.) Abbruch der Reaktion erfolgte durch Zugabe von Methanol. Das
Reaktionsgemisch wurde unter Vakuum eingeengt, in Dichlormethan aufgenommen, mit
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und nach dem Abdestillieren des
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Losungsmittels chromatographisch aufgereinigt (Laufmittel: ,@#MeOH 98:2, 0.1%
Pyridin).

M= 761.26 g/mol; @9H43011N3S
Ausbeutel37 mg (0.18 mmol) 62.1%

'H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(CHs), 2.5 und 2.79 (m, 2H, H2’), 3.41 und 3.49 (m, 2H, H5),
3.78 (s, 6H, OCH), 3.82 (m, 2H, Ch), 4.05 (bs, 1H, BOC-NH), 4.44 (m, 1H,
H4’), 5.39 (m, 1H, H3"), 6.39 (t, 1H, H1’), 6.83-7.45 (m, 13 H, H-arom.), 8.14 (s,
1H, H6)

13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 28.36 (C(CH)s), 30.9 (CGH,), 38.67 (SGCH3), 39.27 (C2)), 55.28 (OCH), 63.11
(C5’), 74.26 (&C), 80.15 (C3’), 84.29 (C4’), 85.16 (C1’), 87.87 (C-zemia),
89.39 (G=C), 100.35 (C5), 125.01-135.54 (CH- u. C-argw), 143.86 (C6);
144.64 u. 150.1 (O-C-aropyr),150.33, 150.41 (C=6c, C2), 162.6 (C4)

2.1.7 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3'-
didesoxyuridin-2'-en 15

50 mg (0.07 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-
3'-O-mesyl-2’-desoxyuridinl4 wurden unter Argonatmosphare in 2 ml Tetrahydrofuran
gelodst, mit 770 pl BINF-Losung (1M in THF) versetzt und unter Rihren alC86rwarmt.

Mittels Dunnschichtchromatographie (Laufmittel: &HY/MeOH: 9:1) konnte festgestellt
werden, dafd sich das Edukt schon in den ersten 10 min quantitativ zu einer Reihe von DMT-
geschitzten nucleosidischen Produkten umsetzte (Granfarbung mit Anisaldehyd-
Spruhreagenz). Das Produktgemisch wurde nicht weiter aufgearbeitet.

Versuche zur Optimierung der Reaktionsbedingungen:

Jeweils 20 mg (0.028 mmol4 (im Eppendorf-tube) wurden unter folgenden Bedingungen
wie oben beschrieben umgesetzt:

a) Zugabe von 33.6pl BMF (Verhaltnis Nucleosid/ BINF: 1:1.2), 68C, 3 h

b) Zugabe von 112 pl BNF (Verhéltnis Nucleosid/ BINF: 1:4), 66C, 3 h
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c) Zugabe von 140ul BNF (Verhaltnis Nucleosid/ BINF: 1:5), RT, 24 h

Unter den Bedingungen von a) bildet sich aus Verbindihein einziges Reaktionsprodukt.

Die Umsetzung verlauft nicht quantitativ, es treten jedoch auch keine weiteren
Reaktionsprodukte auf. Eliminierungen unter den Bedingungen b) und c) fuhrten beide zu
einem Produktgemisch, wobei die Verbindung, die unter a) gebildet wurde, zusammen mit
zwei weiteren den Hauptanteil bildete. Alle anderen Nebenprodukte lagen nur in sehr geringen
Konzentrationen vor. Aufreinigung dieser 3 "Hauptprodukte" an Kieselgel (Laufmittel:
CH,Cl,/MeOH 98:2, 0.5% Pyridin) und Analyse mittels-NMR zeigte, daR es sich bei
keiner der gebildeten Verbindungen um das gewlnschte Prbslbkindelte.

2.1.8 5-0-(4,4-Dimethoxytrityl)-3'-O-phenoxythiocarbonyl-5 iod-2’-desoxyuridin 17

200 mg (0.31 mmol) 5'-0O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-2’-desoxyuridid wurden unter
Argon in 3 ml Pyridin geldst und mit 77 mg (0.63 mmol) 4-Dimethylaminopyridin und 83 pl
(0.62 mmol) Phenoxythiocarbonylchlorid versetzt. Nach 48 h Rihren bei Raumtemperatur
wurde das Lésungsmittel abdestilliert und der Rickstand chromatographisch aufgereinigt
(Laufmittel: CH.CIl,/MeOH 98:2, 0.5% Pyridin).

Ausbeute166 mg (0.21 mmol) 68%

'"H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 2.6 und 2.95 (m, 2H, H2’), 3.5 und 3.62 (M, 2H, H5), 3.8 (s, 6H, £CH 44
(m, 1H, H4’), 5.93 (m, 1H, H3"), 6.45 (t, 1H, H1"), 6.82-7.5 (m, 18 H, H-arom.),
8.3 (s, 1H, H6)

13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

d [ppm] = 38.36 (C2"), 54.70 (OCH 63.13 (C5’), 68.31 (C5), 83.56 (C3’), 84.11 (C4),
85.48 (C1’), 87.02 (C-zentm@hr) 112.92-147.53 (CH- u. C-arom), 144.24 (C6);
156.77 (C2), 158.22 (C4)

2.1.9 5-0-(4,4-Dimethoxytrityl)-5-iod-3’-O-mesyl-2’-desoxyuridin_19

8.60 g (13.4 mmol) 5-0O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-2’-desoxyurid&ywurden in 330 ml
Dichlormethan gel6ést und mit 200 ml Pyridin und 2.65 ml (27.7 mmol) Mesylchlorid versetzt.
Nach 6-stiindigem Rihren bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch tber Nacht im
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Kihlschrank gelagert. Abbruch der Reaktion erfolgte durch Zugabe von Methanol. Das
Reaktionsgemisch wurde unter Vakuum eingeengt, in Dichlormethan aufgenommen, mit
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und nach dem Abdestillieren des
Losungsmittels chromatographisch aufgereinigt (Laufmittel: \@#MeOH 98:2, 0.1%
Pyridin).

M= 734.08 g/mol; GiH3109N,SI
Ausbeute9.03 g (12.2 mmol) 91.3%
R-Wert (CH,Cl,/MeOH 9:1): 0.66
Schmelzpunki12C

'H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 2.6 (M, 2H, H2Y), 3.22 (s, 3H, OGH3.31 (m, 2H, H5"), 3.76 (S, 6H, OGH 4.2
(m, 1H, H4), 5.28 (m, 1H, H3"), 6.13 (t, 1H, H1), 6.9-7.45 (m,13H, H-arom.),
8.05 (s, 1H, H6)

3C-NMR (100.6 MHz, CDG):

d [ppm] = 36.95 (C2'), 37.63 (SLCHs), 54.95 (OCH), 62.65 (C5’), 70.17 (C5), 79.89
(C3), 82.79 (C4"), 84.52 (C1'), 86.04 (C-zenyat) 113.19-135.1 (CH- u. C-
arompwr), 144.24 (C6); 144.47 u. 149.9 (O-C-arom.) 158.03 (C2), 160.38 (C4)

FAB-MS: m/z [Da]= 638 ([M - (CHSOQ,OH)]"), 303 ([DMTT)

2.1.10 5-0O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-2’,3’-didesoxyuridin-2’-en 20

Eine Losung von 9.00 g (12.26 mmol) 5-0O-(4,4-Dimethoxytrityl)-5-iod-3’-O-mesyl-2'-
desoxyuridinl9 in 106 ml DMSO wurde mit 2.75 g (24.58 mmol) KalidertButanolat
versetzt, worauf sich das Reaktionsgemisch dunkelrot bis braun farbte. Nach einer halben
Stunde Riuhren bei Raumtemperatur unter Feuchtigkeitsausschlul3 wurde der gesamte Ansatz
in 1 | Eiswasser gegeben, woraufhin das Produkt ausfiel. Die Losung wurde mit verdinnter
Essigsdure neutralisiert, der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und in
Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges. NaCl-Losung gewaschen,
Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rickstand wurde
chromatographisch aufgereinigt. (Laufmittel: £LH/MeOH 99:1, 0.1% Pyridin)
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M= 638.09 g/mol; GoH>706Nl
Ausbeute5.76 g (9.01 mmol) 73.5%

R-Wert (CH,CIl,/MeOH 9:1): 0.68
Schmelzpunk03C
'H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 3.38 (m, 2H, H5"), 3.8 (s, 6H, OGH 5.0 (m, 1H, H4), 5.95 (dd, 1H, H3"), 6.41
(dd, 1H, H2'), 6.98 (d, 1H, H1), 6.8-7.45 (m,13H, H-arom.), 7.89 (s, 1H, H6)
8.65 (s, 1H, NH)

13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 54.82 (OCH), 64.37 (C5’), 68.32 (C5), 85.79 (C-zentiat) 86.14 (C4'), 89.96
(C1'), 112.87-127.72 (CH-arogr), 125.36 (C3’), 134.77 (C2'), 127.76,134.86
u 135.03 (C-arompwr), 143.8 u. 149.76 (O-C-arogr), 144.13 (C6); 158.25
(C2), 159.35 (C4)

FAB-MS: m/z [Da]= 638 ([MT), 303 ([DMTY)

2.1.11 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3’-
didesoxyuridin-2’-en_ 22

5.00 g (7.8 mmol) 5-O-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-iod-2’,3’-didesoxyuridin-2’-e20, 3.65 ¢

(23.5 mmol) 3tert-ButyloxycarbonylamidopropilO und 2.1 ml (15.7 mmol) Triethylamin
wurden unter Argon in 40 ml entgastem DMF geldst und mit 297 mg (1.56 mmol) Kupfer-(l)-
iodid und 905 mg (0.775 mmol) Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium-(0) versetzt. Die
Umsetzung fand unter Ruhren bei Raumtemperatur statt und war nach 90 min abgeschlossen.
Abbruch der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 500 mg lonenaustauscher (DOWEX 1X8;
HCGO;), 15 ml Dichlormethan und 15 ml Methanol. Nach 30 min Rihren bei Raumtemperatur
wurde der lonenaustauscher abfiltriert, das Lésungsmittel abdestilliert und der Rickstand
chromatographisch aufgereinigt (Laufmittel: ££H,/MeOH: 98:2, 0.1% Pyridin).

Anmerkung: Die Reaktionszeit war stark abhangig von der Qualitat der eingesetzten
Reagenzien, speziell des Triethylamins und des Katalysators und bewegte sich zwischen 20
min und 6 Stunden. Da das Produkt sich nach vollstdndiger Umsetzung des Edukts wieder
zersetzte, wurden Umsetzungen, die innerhalb von 20 min quantitativ abliefen, sofort durch
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Verdinnen mit wenig Dichlormethan und anschlieRender Prézipitation in n-Hexan
abgebrochen. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit n-Hexan gewaschen und das Produkt
chromatographisch gereinigt (siehe oben)

M= 665.27 g/mol; GeH390sN3
Ausbeute3.88 g (5.83 mmol) 74.7%
R-Wert (CH,Cl/MeOH 9:1): 0.73

'"H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(Chk), 3.39 (m, 2H, H5'), 3.69 (m, 2H, GH 3.8 (s, 6H, OCH),
4.32 (t, 1H, BOC-NH), 4.99 (m, 1H, H4’), 5.97 (dd, 1H, H3"), 6.38 (dd, 1H, H2),
6.98 (d, 1H, H1), 6.82-7.46 (m, 13 H, H-arom.), 7.99 (s, 1H, H6), 9.15 (s, 1H,
NH)

3C-NMR (100.6 MHz, CDG):

8 [ppm] = 28.36 (C(CH)s), 31.0 (CH), 55.26 (OCH), 64.49 (C5’), 73.6 (EC) 86.41 (C4"),
86.48 (C-zentrahr), 89.96 (GC), 90.52 (C1’), 99.97 (C5), 113.32-135.47 (CH-
u. C-arompwr), 126.5 (C3’), 134.66 (C2’), 143.2 (C6); 144.5 u. 149.5 (O-C-arom
om7),158.55, 158.6 (C=dc, C2), 161.5 (C4)

FAB-MS:m/z [DaF 665.8 ([M]), 666.8 ([M+H]), 303 ([DMTT])

2.1.12 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2’,3’-
didesoxyuridin_23

3.7 g (5.58 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidoprop-1-inyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-
2',3'-didesoxyuridin-2’-en22 wurden in 640 ml Ethanol gelost und mittels Argon entgast.
Nach der Zugabe von 1.9 g Pd/C (5%) wurde bei Raumtemperatur unfgmbsphare
hydriert, bis der Wasserstoffverbrauch einen Sattigungswert erreichte (4 h). AnschlieRend
wurde der Katalysator abfiltriert, das Loésungsmittel abdestilliert und das Rohprodukt
chromatographisch gereinigt.

M=671.32 g/mol; GeH4505N3
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Ausbeute: 1.87 g (2.79 mmol) 50% 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4'-
dimethoxytrityl)-2’,3’-didesoxyuridir23

und

535 mg (1.45 mmol) 26% 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-
didesoxyuridin24 (Darstellung und Charakterisierung siehe S.168)

Ri-Wert (CH.Cl,/MeOH 9:1): 0.67

'H-NMR (400MHz, CDCI3):

5 [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(Chk),1.43 (m, 2H, C5-CHCH,) 1.84 (m, 1H, C5-Chly), 2-2.2
(M, 4H, H3', H2}, C5-CHy), 2.44 (M, 1H, H2), 2.9 (M, 2H, CHNH), 3.3 u.
3.49 (m, 2H, H5"), 3.8 (s, 6H, OGH 4.25 (m, H4’), 4,62 (m, 1H, BOC-NH),
6.13 (t, 1H, H1’), 6.82-7.38 (m, 13 H, H-arom.), 7.6 (s, 1H, H6), 8.93 (s, 1H, NH)

3C-NMR (100.6 MHz, CDCI3):

8 [ppm] = 23.8 (C5-Ch)), 26.0 (C3'),28.4 (C(Ch)s), 29.5 (C5-CHCH,), 32.55 (C2), 39.49
(CH,-NH), 55.25 (OCH), 64.67 (C5’), 78.84 (C(Ck) 80.21 (C4'), 86.03 (C1),
86.43 (C-zentrahr), 113.88 (C5), 136.4 (C6) 113.22-135.6 (CH- u. C-asom),
144.5 u. 150.3 (O-C-aropir),155.89, 158.64 (C=£3c, C2), 163.63 (C4)

FAB-MS:m/z [Daf 694.2 ((M+Na]), 303 ([DMTT)

2.1.13 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin 24

Je 160 mg (0.24 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-
2',3’-didesoxyuridin23 wurden in 5 ml 80%-iger (v/v) Essigséaure geldst und 4 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt.

Aufarbeitung 1): Das Reaktionsgemisch wurde auf 150 ml Eiswasser gegeben, das Produkt
mit Ethylacetat extrahiert und tGber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abdestillieren des
Losungsmittels folgte die chromatographische Aufreinigung (LaufmittelSGHeOH:

95:5).

M= 369.19 g/mol; GH>706N3

Ausbeute48 mg (0.13 mmol) 54.2%
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Aufarbeitung 2): Die Essigsaure wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert, der Rickstand
zweimal mit Toluol koevaporiert und anschlielend chromatographisch aufgereinigt (siehe
oben).

Ausbeute63 mg (0.17 mmol) 70.8%
R-Wert (CH,CIl,/MeOH 9:1): 0.39

'H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 1.45 (s, 9H, C(Ch)s), 1.7 (m, 2H, C5-CHCH,) 1.97 (m, 1H, H3), 2.11 (m, 2H,
H3'y, H2's), 2.4 (M, 3H, HZ, C5-CH), 3.09 (m, 2H, ChNH), 3.75 u. 4.06 (m,
2H, H5'), 4.19 (m, H4"), 4.9 (b, 1H, BOC-NH), 4.9 (bt, 1H, OH), 6.11 (t, 1H,
H1’), 7.95 (s, 1H, H6), 9.22 (s, 1H, NH)

13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 23.28 (C5-Ch), 24.68 (C3'), 28.39 (C5-CICH,), 28.43 (C(Gls)3), 32.75 (C2)),
39.0 (CH-NH), 62.8 (C5), 78.63 (C(Ck)s), 81.66 (C4’), 86.22 (C1’), 112.87
(C5), 137.23 (C6), 150.44, 156.76 (Csed, C2), 163.90 (C4)

FAB-MS:m/z [Da]= 370.1 ((M+H])

2.1.14 5-(3-Aminopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin_ 25

565 mg (1.53 mmol) 5-(3-t-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyurRirwurden in

2 ml Trifluoressigsaure geldst und 15 min bei Raumtemperatur gerthrt. Die Losung wurde im
Vakuum eingeengt, der sirupartige Ruckstand unter Eiskihlung hydrolisiert und mit
Ammoniak (25%) neutralisiert. Nach dem Abdestillieren des Losungsmittels unter Vakuum
wurde der Rickstand in 2 ml THR@ 7:3 aufgenommen und zur vollstdndigen Abtrennung
der Salze an Sephadex LH 20 (siehe Gelpermeationschromatographie S.:156) mitOrHF/H
7:3 als Laufmittel aufgereinigt (THF/MeOH 8:2 ist als Laufmittel ebenfalls geeignet).
Umkristallisieren des Produktes aus EtOH/Diethylether ergab einen weil3en Feststoff, der
unter Olpumpenvakuum bei 4D tiber Phosphorpentoxid getrocknet wurde.

Ausbeute375 mg (1.39 mmol) 92%

Ri-Wert (CH.Cl,/MeOH 9:1): 0.04
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'"H-NMR (400MHz, BO):

8 [ppm] = 1.79 (m, 3H, C5-CHCH,, H3'5), 2.0 (m, 2H, H3;, H2'), 2.32 (m, 3H, H2, C5-
CH,,), 2.89 (m, 2H, CRNH), 3.65 u. 3.79 (m, 2H, H5'), 4.13 (m, H4’), 5.98 (t,
1H, H1"), 7.73 (s, 1H, H6)

13C-NMR (100.6 MHz, ED):

5 [ppm] = 25.63 (C5-Ch), 26.99 (C3'), 28.46 (C5-C4H,), 33.78 (C2)), 41.19 (CHNH),
64.62 (C5'), 84.56 (C4’), 88.79 (C1), 115.32 (C5), 141.1 (C6), 154.07 (C2),
168.49 (C4)

2.1.15 5-(3-Acetylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin 26

300 mg (1.11 mmol) 5-(3-Aminopropyl)-2’,3’-didesoxyurid®d wurden zweimal mit Pyridin
koevaporiert, anschlieBend in 10 ml Pyridin gelést und unter Eisbadkihlung mit 0.35 ml (2.78
mmol) Trimethylchlorsilan versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h @i ubter
Feuchtigkeitsausschluld gerihrt und anschlieRend 0.16 ml (1.67 mmol) Essigsdureanhydrid
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde 30 min i&iudd 1.5 h bei Raumtemperatur
geriihrt, erneut auf’@ gekihlt und mit 2.5 ml Wasser und 2.5 ml Ammoniak (32%) versetzt.
Nach weiteren 15 min Ruhren wurde die LOosung am Rotationsverdampfer unter Vakuum
eingeengt und das erhaltene Rohprodukt in Ethanol aufgenommen, worauf ein weil3er
Niederschlag (Ammoniumacetat) ausfiel. Das Filtrat wurde eingeengt und der Ruckstand
chromatographisch an Kieselgel aufgereinigt (Laufmittel;QHMEtOH 95:5).

M= 310.95 g/mol; G@H>105N3
Ausbeute190 mg (0.61 mmol) 55%
R-Wert (CH,Cl,/MeOH 9:1): 0.22

'H-NMR (400MHz, CDG):

d [ppm] = 1.71 (m, 2H, C5-CHCH,), 1.98 (s, 3H, Ch), 1.92 - 2.5 (m, 6H, H3’, H2', C5-
CHy), 3.13 u. 3.32 (m, 2H, GNH), 3.7 u. 3.05 (dd, 2H, H5’), 4.19 (m, H4"),
4.78 (bs, 1H, OH), 6.09 (t, 1H, H1"), 6.26 (t, 1H, NK), 7.99 (s, 1H, H6); 9.41
(s, 1H, NH-Base)
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13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 23.39 (CH), 23.66 (C5-CH), 24.68 (C3’), 28.08 (C5-CiCH,), 33.03 (C2),
37.98 (CH-NH), 62.96 (C5’), 82.0 (C4’), 86.35 (C1’), 112.41 (C5), 138.16 (C6),
150.63 (C2), 164.36 (C4), 171.65 (Ca&D

MS (El, 70 eV)m/z = 311 [M*, 211 [M - (CH)sNHAC)]*, 101 ([(CH)sNHAC)+H])

FAB-MS:m/z [Da]= 312 ((M+H])

2.2 Synthese von C-5 substituiertem 2’,3’-Didesoxycytidin

2.21 3-0O-Acetyl-5'-0O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2'-desoxythymidin 29

3.00 g (5.03 mmol) 5-0-(4,4’-Dimethoxytrityl)-2'-desoxythymid28 wurden in 20 ml

Pyridin gelost und mit 3 ml Essigsdureanhydrid versetzt. Die Acetylierung verlief unter
Ruhren bei Raumtemperatur und war nach 4 h abgeschlossen. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer abdestilliert, der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen und mit
Natriumhydrogencarbonatlésung (5%), Wasser und gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen. Nach dem Trocknen uber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel erneut
abdestilliert. Es folgte eine chromatographische Aufreinigung an Kieselgel rtl{MeOH

99:1, 0.1% Pyridin als Laufmittel.

Ausbeute2.95 g (5.03 mmol) 91.5%
R-Wert (CH,CIl,/MeOH 9:1): 0.6

'H-NMR (400MHz, CDG):

o [ppm] = 1.41 (s, 3H, CkBase); 2.1 (s, 3H, OG}H 2.46 (m, 2H, H2"); 3.49 (m, 2H, H5");
3.8 (s, 6H, OCH); 4.14 (m, 1H, H4"; 5.45 (m, 1H, H3"); 6.45 (t, 1H, H1); 6.87-
7.42 (m, 13H, H-arom.); 7.61 (s, 1H, H6); 8.80 (s, 1H, NH)

3C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 11.66 (CH-Base), 21.01 (OCHAC), 37.99 (C2'), 55.27 (OCH, 63.72 (C5),
75.37 (C3'), 84.04 (C4’), 84.34 (C1’), 87.21 (C-zemita) 111.69 (C5), 113.34-
135.1 (CH- u. C-arorgur), 144.24 (C6); 150.50 (O-C-arom.) 158.81 , 163.62 (C2
u. C4), 170.45 (CR)
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2.2.2 1-[3-O-Acetyl-2'-desoxy-5'-O-(4,4’-dimethoxytrity-D-ribofuranosyl]-5-methyl-
4-(1,2,4-triazol-1-yl)-pyrimidin-2-on_30

1) nach Sung:

100 mg (0.17 mmol) 3'-O-Acetyl-5'-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2'-desoxythymi2@und 38 mg

(0.51 mmol) 1,2,4-Triazol wurden in 5 ml Pyridin gelést und mit 50ul (0.26 mmol) p-
Chlorphenyldichlorphosphat versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur
geruhrt. Mittels Dunnschichtchromatographie (Laufmittel:,Clk#MeOH 95:5 oder auch 9:1)
konnte beobachtet werden, dal3 sich das Edukt sehr langsam zu einem Produktgemisch
umsetzte. Die Reaktion wurde nach 72 h abgebrochen. Da anhand des
Dunnschichtchromatogramms abgeschatzt werden konnte, dal3 die Ausbeute aller
entstandenen Produkte weit unterhalb von 50% lag, wurde auf eine weitere Aufreinigung und
Charakterisierung verzichtet. Umsetzungen mit 5.5 Aquivalenten 1,2,4-Triazol und 3
Aquivalenten p-Chlorphenyldichlorphosphat fiihrten zu ahnlichen Ergebnissen.

2) nach Kim:

Optimale Ergebnisse hinsichtlich Ausbeute und Reaktionszeit lieBen sich unter leicht
modifizierten Reaktionsbedingungen nach Kim erzielen:

1.652 g (23.91 mmol) 1,2,4-Triazol wurden in 7 ml Acetonitril gelést und mit 0.5 ml (5.48
mmol) Phosphorylchlorid versetzt. Nach dem Temperieren des Gemisch8€ aufdgte die
Zugabe von 3.2 ml (23.1 mmol) Triethylamin und einer Losung von 500 mg (0.85 2#nol)

in 3.5 ml Acetonitril. Die milchig-weilRe Lésung wurde 90 min. b¥ @ind weitere 120 min

bei Raumtemperatur gerihrt. Dunnschichtchromatographie (LaufmitteligMeOH 9:1

bzw. 95:5) zeigte, dafd Edukt und Produkt nahezu identisches Laufverhalten aufweisen. So
liegt der R-Wert des Produktes in beiden Laufmitteln nur geringfiigig niedriger als der des
Eduktes. Beim Anfarben mit Anisaldehyd-Sprihreagenz hingegen zeichnet sich das Edukt
durch eine charakteristische Griunfarbung, das Produkt durch eine braunlich-griine Farbung
aus. Das Losungsmittel wurde abdestilliert, der Rickstand in Dichlormethan aufgenommen,
zweimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat- und einmal mit Natriumchloridlésung
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem erneuten Abdestillieren des
Losungsmittels  folgte  eine  chromatographische  Aufreinigung an  Kieselgel
(Laufmittel:CH,CI,/MeOH 99:1; 0.1% Pyridin).

M= 637.25 g/mol; GsH3507N5

Ausbeute497 mg (0.78 mmol) 91.8%
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R-Wert (CH,CIl,/MeOH 9:1): 0.58

'H-NMR (400MHz, CDG):

d [ppm] = 2.00 (s, 3H, CkBase); 2.1 (s, 3H, OGH 2.41 u. 2.89 (m, 2H, H2"); 3.45 u. 3.52
(m, 2H, H5"); 3.8 (s, 6H, OC#it 4.39 (m, 1H, H4"); 5.42 (m, 1H, H3"); 6.40 (t, 1H,
H1); 6.83-7.40 (m, 13H, H-arom.); 8.08, 8.3 u. 9.28 (je 1s, 3H, HG;iLd
CHriazol)

13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 16.55 (CH-Base), 20.97 (OCHAC), 39.61 (C2)), 55.27 (OCH), 63.43 (C5),
74.94 (C3), 895 (C4'), 87.27 (C1’), 87.42 (C-zentealr) 106.09 (C5), 113.38-
135.2 (CH- u. C-aromyr), 145.10, 146.49 u. 153.46 (C6, Glor CHrriazo);
153.96 (O-C-arom.) 158.31, 158.84 (C2 u. C4), 170.45{CO

FAB-MS:m/z [Da]= 638.5 ([M+H]), 303 ([DMTY")

2.2.3 3-0O-Acetyl-5'-0O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2'-desoxycytidin_31

100 mg (0.16 mmol30 wurden in 3 ml Dioxan geldst, langsam mit 1 ml 25%-iger wasseriger
Ammoniaklésung versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Nach 45 min. war
das Edukt quantitativ umgesetzt. Eine Deacetylierung trat unter diesen Bedingungen nicht auf.
Die Reaktionslosung wurde eingeengt, der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen,
zweimal mit ges. Natriumchloridlosung gewaschen und Gber Natriumsulfat getrocknet. Nach
dem Abdestillieren des Losungsmittels wurde das Rohprodukt chromatographisch aufgereinigt
(Laufmittel: CHCI/EtOH 95:5, 0.1% Pyridin; im Verlauf der Chromatographie wurde der
EtOH-Anteil stufenweise auf GIEI,/EtOH 9:1 erhdht).

M= 585.25 g/mol; GsH3507N3
Ausbeute81 mg (0.14 mmol) 87.5%
R-Wert (CH,Cl,/MeOH 9:1): 0.31

'H-NMR (400MHz, CDG):

o [ppm] = 1.49 (s3H, CHs-Base); 2.05 (s, 3H, OGH 2.31 u. 2.60 (m, 2H, H2"); 3.40 u.
3.50 (m, 2H, H5'); 3.8 (s, 6H, OGH 4.17 (m, 1H, H4"); 5.40 (m, 1H, H3'); 6.46
(t, 1H, H1"); 6.82-7.40 (m, 13H, H-arom.); 7.71 (s, 1H, H6)
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13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 12.54 (CH-Base), 21.03 (OCHAC), 38.96 (C2'), 55.27 (OCH), 63.68 (C5),
75.38 (C3'), 83.89 (C4'), 85.59 (C1'), 87.01 (C-zenira) 102.07 (C5), 113.29-
138.31 (CH- u. C-aromywr), 144.36 (C6); 155.70 (O-C-arom.) 158.73 (C2),
165.29 (C4), 170.48 (GQ)

FAB-MS:m/z = 1171.8 ([M+H)", 586.4 (IM+H]), 303.2 ([DMT])

2.2.4  5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-1-[2’,3’-didesoxy-5’-O-(4,4’-
dimethoxytrityl)- g-D-ribofuranosyl]-4-(1,2,4-triazol-1-yl)-pyrimidin-2-on_32

1.39 g (20.18 mmol) 1,2,4-Triazol wurden in 6 ml Acetonitril gelost, 4Gf teruntergekiihlt

und mit 2.7 ml (19.35 mmol) Triethylamin und 0.405 ml (4.49 mmol) Phosphorylchlorid
versetzt. Nach der Zugabe von 0.5 g (0.74 mmol) 5-(3-t-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-
(4,4'-dimethoxytrityl)- 2',3’-didesoxyuridin 23 in 3 ml Acetonitrii wurde das
Reaktionsgemisch 150 min bel@und anschlieBend weitere 30 min bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde abdestilliert, der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen, zweimal
mit Natriumhydrogencarbonat- und einmal mit Natriumchloridlosung gewaschen und Uber
Natriumsulfat getrocknet. Nach erneutem Abdestillieren des Losungsmittels folgte eine
chromatographische Aufreinigung an Kieselgel (LaufmittekCbIMeOH 99:1; 0.1%
Pyridin).

M= 721.98 g/mol; GoH4607N6
Ausbeute475 mg (0.66 mmol) 89.2%
R-Wert (CH,Cl/MeOH 9:1): 0.48

'H-NMR (400MHz, CDG):

d [ppm] = 1.35 (m, 2H, C5-CHCH,) 1.42 (s, 9H, C(CH)3), 2.04 (m, 3H, C5-Ch{,, H3Y),
2.32 (m, 1H, H2), 2.65 (m, 2H, H3 C5-ChHy), 2.83 (m, 2H, CENH), 3.33 u.
3.59 (d, 2H, H5"), 3.8 (s, 6H, OGN 4.36 (m, 1H, H4’), 4,58 (m, 1H, BOC-NH),
6.13 (t, 1H, H1’), 6.82-7.38 (m, 13 H, H-arom.), 8.09, 8.38 u. 9.29 (s, 3H, H6,
CHrriazoh CHhrriazol)
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13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 25.01 (C3'), 26.58 (C5-Giji 28.45 (C(Gs)s), 30.48 (C5-CHCH;), 33.49 (C2)),
39.89 (CH-NH), 55.28 (OGls), 63.91 (C5’), 78.7C(CH,)3), 82.11 (C4'), 86.61
(C-zentrapwr), 88.73 (C1’), 109.02 (C5), 113.34-135.45 (CH- u. C-asp),
145.3, 147.26, 153.69 (C6, Gho, CHrriazo), 144.36 u. 153.88 (O-C-arosir),
155.82, 157.66 (C=£c, C2), 158.78 (C4)

FAB-MS:m/z [Da]= 723 ([M+HT), 303 ([DMTY)

2.2.5 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-2",3’-
didesoxycytidin 33

450 mg (0.62 mmolB2 wurden in 10 ml Dioxan geldst, langsam unter Rihren mit 4.1 mi
25%-iger Ammoniaklésung versetzt und 2.5 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Losungsmittel wurde abdestilliert, der Ruckstand in,ClkH aufgenommen, zweimal mit
gesattigter NaCl-Losung gewaschen und (beiSRa getrocknet. Nach dem Abdestillieren
des Losungsmittels wurde das Produkt chromatographisch gereinigt (Laufmittel:
CH.CI,/EtOH 95:5, 0.1% Pyridin; im Verlauf der Chromatographie wurde der EtOH-Anteil
stufenweise auf C¥CIl,/EtOH 9:1 erh6ht).

M= 670.34 g/mol; GgH4607N4
Ausbeute279 mg (0.42 mmol) 67.6%
R-Wert (CH,Cl,/MeOH 9:1): 0.21
Schmelzpunktl15°C

'H-NMR (400MHz, CDG):

8 [ppm] = 1.39 (M, 2H, C5-CHCH,) 1.42 (s, 9H C(Ch)s,), 1.8 (m, 1H, C5-Chis), 1.96
(M, 3H, H3", C5-CHyy), 2.15 u. 2.46 (m, 2H, H2"), 2.87 (M, 2H, GNH), 3.29
u. 3.48 (m, 2H, H5"), 3.8 (s, 6H, OGH 4.25 (m, 1H, H4’), 4,68 (m, 1H, BOC-
NH), 6.13 (t, 1H, H1"), 6.82-7.48 (m, 13 H, H-arom.), 7.69 (s, 1H, H6)
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13C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 24.26 (C3'), 25.25 (C5-Gij} 27.97 (C(Gs)s), 28.35 (C5-CHCH,), 32.83 (C2)),
39.56 (CH-NH), 54.81 (O®ls), 64.15 (C5'), 78.75 ((CHs)s), 80.2 (C4'), 85.86
(C-zentrapwr), 86.64 (C1’), 104.45 (C5), 112.78-135.33 (CH- u. C-asp),
138.02 (C6), 144.36 u. 153.88 (O-C-argm), 155.70 (C=Qoc), 158.17 (C2),
164.40 (C4)

FAB-MS m/z [Da]= 1340 ([M]*), 671 ((M+HT), 303 ([DMTT)

2.2.6 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxycytidin 34

200 mg (0.3 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-
2',3’-didesoxycytidin33 wurden in 5 ml 80%-iger Essigsaure geldst und bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Abspaltung der DMT-Schutzgruppe erfolgte quantitativ innerhalb von 2 h.
Anschlieend wurde die Losung unter Eiskihlung hydrolisiert und mit Ammoniak (25%)
versetzt, bis ein pH-Wert von 8 erreicht war. Das Losungsmittel wurde abdestilliert, der
Ruckstand mit Dioxan koevaporiert und anschlieend chromatographisch aufgereinigt
(Laufmittel: CHCI,/EtOH 95:5; im Verlauf der Chromatographie wurde der EtOH-Antell
stufenweise auf CHCI,/EtOH 9:1 erhoht).

M= 368.21 g/mol; @7H2805N4
Ausbeute79 mg (0.214 mmol) 71.4%
R-Wert (CH,Cl,/MeOH 9:1): 0.08

'H-NMR (400mHz, DMSO):

8 [ppm] = 1.39 (s, 9H, C(CH), 1.52 (M, 2H, C5-CHCH,) 1.85 (m, 3H, H3', H2),2.24
(m, C5-CH, H2'), 2.92 (m, 2H, CBNH), 3.55 u. 3.69 (m, 2H, H5), 4.0 (m, 1H,
H4’), 5.95 (t, 1H, H1’), 6.8 (t, 1H, BOC-NH), 7.66 (s, 1H, H6)

13C-NMR (100.6 MHz, DMSO):

5 [ppm] = 25.08 (C5-CH), 25.73 (C3'), 29.07 (C5-CIH,), 29.15 (C(Gis)s), 33.09 (C2)),
40.28 (CH-NH), 63.09 (C5’), 78.34 ((CHs)s), 82.17 (C4’), 86.41 (C1"), 105.14
(C5), 139.37 (C6), 155.80 u. 156.49 (Gsgd, C2), 165.53 ( (C4)

MS (EI, 70 eV)m/z [Da]= 368 ([M])
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2.3 Synthese von C-3'-0-modifizierten Thymidinderivaten

2.3.1 N-Fmoc-Glycin 35 und N-Fmoc-Alanin 36

Je Ansatz wurden 0.9 mmol der Aminoséaure (67 mg Glycin oder aber 79 mg Alanin) und 0.9
mmol (75 mg) Natriumhydrogencarbonat in einem Gemisch aus 1.2 ml Wasser und 1.2 ml
Aceton geldst und mit 0.9 mmol (300 mg) Fluorenylmethyl-succinimidylcarbonat versetzt.
Nach dem Ruhren bei RT tUber Nacht wurde der pH-Wert der Losung durch Zugabe von
Salzsaure auf ~2 eingestellt und das Aceton am Rotationsverdampfer abdestilliert. Der
Ruckstand wurde in Chloroform aufgenommen, die organische Phase mit 0.1N Salzsaure und
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel abdestilliert. Das
verbleibende Rohprodukt wurde aus Chloroform/Petrolether umkristallisiert.

N-Fmoc-Glycin35:

Ausbeute156 mg (0.74 mmol) 83 %

'H-NMR (400mHz, DMSO):

8 [ppm] = 3.68 (d, 2H, Chgiycin), 4.25 (t, 1H, CHimod, 4.30 (d, 2H, Chlgmoed, 7.33, 7.41,
7.71u.7.9 (1, t, d, d, jeweils 2H, CH-aremy), 7.64 (t, 1H, Nhkiycin)

3C-NMR (100.6 MHz, DMSO):

5 [ppm] = 41.99 (CH aiyein), 46.54 (B Fmod, 65.61 (FHa- Fmod, 120.01, 125.12, 126.9 u.
127.54 (CH-arommkmed, 140.64, 143.7, 156.31 {Gnod, 174.3 (GO Fmod

N-Fmoc-Alanin36:

Ausbeute180 mg (0.75 mmol) 83 %

'H-NMR (400mHz, DMSO):

6 [ppm] = 13 (d, 3H, Cb"A|an|r|), 403 (t, lH, Q|_k|anin), 422 (t, lH, Cl_':mo(‘), 43 (m, 2H,
CHz Fmog, 5.21 (t, 1H, OHcs), 5.27 (m, 1H, H3Y), 6.21 (t, 1H, H1"), 7.33, 7.42,
7.72u.7.9(t, t, m, d, jeweils 2H, CH-aremy, 7.66 (d, 1H, NHanin)

3C-NMR (100.6 MHz, DMSO):

S [ppm] = 16.99 (CH anin), 46.55 (G4 Fmod, 49.11 (GH tanin), 65.48 (G- Fmod, 120.02,
125.02, 125.17, 126.99 u. 127.54 (CH-arem,), 140.64, 143.73, 155.76 {C
Fmoc), 143.77 (Q Alanin), 174.3 _(_C:(lmoc)
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2.3.2 3-0O-(N-Fmoc-glycyl)-2'-desoxythymidin _41 und 3'-O-(N-Fmoc-alanyl)-2'-
desoxythymidin 42 (2-Stufen-Reaktion)

1.43 g (6.9 mmol) DCC wurden unter Feuchtigkeitsausschluf3 und Argonatmosphéare schnell
in 12.5 ml Dichlormethan gelést und anschlieBend mit einer Losung von 5 mmol der
jeweiligen N-Fmoc-Aminosaure (1.45 g N-Fmoc-Glycin oder aber 1.55 g N-Fmoc-Alanin) in
12.5 ml DMF versetzt. Nach 30-mindtigem Ruhren bei RT erfolgte die Zugabe von 2.5 mmol
DMTT (1.36 g in 12.5 ml Pyridin) tber ein Septum. Das Reaktionsgemisch wurde zwei
Stunden bei RT gertihrt, bis das Dunnschichtchromatogramm keine weitere Umsetzung zum
Produkt mehr anzeigte. Da immer noch Edukt vorhanden war, wurden zusatzliche 419 mg
(2.03 mmol) DCC zugesetzt und die Losung Uber Nacht bei RT gertihrt. Das bei der Reaktion
gebildete Harnstoffderivat fiel als Niederschlag an und wurde abfiltriert. Nach dreimaligem
Waschen des Filterriickstandes mit Dichlormethan wurde das Filtrat am Rotationsverdampfer
unter Vakuum eingeengt.

Der resultierende Sirup (Rohprodukt von 5'-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3'-O-(N-Fmoc-glycyl)-
2'-desoxythymidin 39 bzw. 5'-0O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3'-O-(N-Fmoc-alanyl)-2'-
desoxythymidindQ) wurde ohne weitere Aufreinigung zur Dedimethoxytritylierung direkt in

20 ml 80%-iger Essigsaure aufgenommen und bei RT gerihrt. Die Abspaltung der
Schutzgruppe war innerhalb von 4 h abgeschlossen. Der Reaktionsansatz wurde in Eiswasser
gegeben und die wasserige Phase zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Da mittels
Dunnschichtchromatographie noch Produkt in der wasserigen Phase nachweisbar war, wurde
zusatzlich mit Dichlormethan extrahiert. Nach dem Waschen der vereinigten organischen
Lésungen mit 5%-iger Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser erfolgte das Trocknen
Uber CaCl. Das Losungsmittel wurde abdestilliert und der Ruckstand chromatographisch an
Kieselgel aufgereinigt (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol: 98:2). Auf diese Weise konnten
beide Produkte in reiner Form erhalten werden. Falls erforderlich, lassen sich beide Produkte
in der Warme aus Chloroform/Petrolether umkristallisieren.

3'-O-(N-Fmoc-glycyl)-2'-desoxythymidiél:

M= 521.17 g/mol, @7H2708N3

Ausbeute641 mg (1.23 mmol) 49.2 %
R-Wert (CH,Cl,/MeOH 9:1): 0.36
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'H-NMR (400mHz, DMSO):

8 [ppm] = 1.8 (s, 3H, Chitnymiain, 2.21 u. 2.31 (M, m, 2H, H2°) 3.65 (m, 2H, H5*), 3.84 (d,
2H, CH giyein), 3.99 (M, 1H, H4Y), 4.27 (t, 1H, Chhod, 4.37 (d, 2H, Chlrmo),
5.21 (t, 1H, OHs), 5.29 (m, 1H, H3'), 6.2 (t, 1H, H1"), 7.35, 7.41, 7.71 u. 7.9 (t,
t, d, d, jeweils 2H, CH-arommeg, 7.72 (s, 1H, H&nymidin), 7.79 (t, 1H, Nh&iycin)

3C-NMR (100.6 MHz, DMSO):

5 [ppm] = 12.2 (CH Thymian), 36.33 (C2), 42.25 (B> ayeir), 46.48 (G £mod, 61.2 (C5),
65.7 (CH- rmod, 75.33 (C3), 83.54 (C1’), 84.34 (C4’), 109.66 (C5), 120.04,
124.8, 125.08, 127.0 u. 127.54 (CH-arame), 135.71 (C6), 140.64, 143.7,
156.44 (G rmod, 150.39 (C2), 163.56 (C4), 172.3 (CaRJ

FAB-MS:m/z [Da]= 522.4 ([M+H]), 1042.8 ([M+H]")

3'-O-(N-Fmoc-alanyl)-2'-desoxythymid#®:

M= 535.19 g/mol, GeH2905N3

Ausbeute795 mg (1.49 mmol) 59.6 %
R-Wert(CH,Cl,/MeOH 9:1): 0.21
'H-NMR (400mHz, DMSO):

8 [ppm] = 1.31 (d, 3H, Chlaanin), 1.79 (s, 3H, Chlthymidgin), 2.21 u. 2.31 (m, m, 2H, H2)
3.63 (m, 2H, H5"), 3.93 (m, 1H, H4"), 4.1 (t, 1H, Gkhin), 4.23 (t, 1H, CHmod,
4.35 (m, 2H, CHemod, 5.21 (t, 1H, OHs), 5.27 (m, 1H, H3'), 6.21 (t, 1H, H1’),
7.33, 741, 7.71 u. 7.89 (t, t, d, d, jeweils 2H, CH-araBd, 7.72 (s, 1H, H6
Thymidin), 7.87 (d, 1H, NFhanin)

13C-NMR (100.6 MHz, DMSO):

8 [ppml = 12.17 (CH1nymigi), 16.6 (GH3 aann), 36.37 (C2), 46.54 (B rmod, 49.31
(CH aianin), 61.23 (C5), 65.58 (8- rmod, 75.27 (C3), 83.6 (C1), 84.36 (C4),
109.66 (C5), 120.02, 125.06, 126.99 u. 127.53 (CH-afa@d, 135.72 (C6),
140.65, 143.68, 155.81 {Gmod, 143.76 (G amni), 150.39 (C2), 163.56 (C4),
172.3 (C=Ckmod

FAB-MS:m/z [Da] = 536.5 ([M+H])
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2.3.3 5-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-3'-O-(2-methoxy-ethoxy-methyl)-2'-desoxythymidin 43

500 mg (0.92 mmol) 4,4’-Dimethoxytrityl-2'-desoxythymidi@8 wurden in 15 ml
Dichlormethan suspendiert. Nach der Zugabe von 235pul (1.38 mmol) Diisopropylethylamin
und 156 pl (1.38 mmol) 2-Methoxyethoxymethylchlorid (MEMCI) wurde das
Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur gerthrt. Da die Umsetzung nach 4 h erst zu ca. 50 %
abgelaufen war, erfolgte die Zugabe von weiteren 200ul Diisopropylethylamin und 100l
MEMCI. Nach einer Gesamtreaktionsdauer von 8 h wurde das Reaktionsgemisch mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser gewaschen, tUber Natriumsulfat getrocknet und
am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung des zurtickbleibenden Sirups erfolgte
chromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: £H/MeOH: 98:2; 0.5% Pyridin). Als
Laufmittel fur die Dunnschichtchromatographie (Reaktionskontrolle) wurdgCGMeOH:

9:1 eingesetzt.

M= 632.27 g/mol; @5,H4009N2
Ausbeute253 mg (0.4 mmol) 43.5%

'"H-NMR (400MHz, CDG):

d [ppm] = 1.49 (s3H, CHs-Base); 2.3 u. 2.42 (m, 2H, H2"); 3.34 (s, 3H, QGH\y); 3.39 u.
3.49-3.57 (m, 4H, H5' (2H), O-(GH-Owvem (2H)); 3.79 (s, 8H, OCK(6H) wu.
O-(CHp)2-Omem (2H)); 4.04 (m, 1H, H4"); 4.58 (m, 1H, H3"); 5.47 (d, 2H,
O-CH>-Oyewm), 6.41 (t, 1H, H1"); 6.81-7.41 (m, 13H, H-arom.); 7.59 (s, 1H, H6)

3C-NMR (100.6 MHz, CDG):

5 [ppm] = 12.69 (CH-Base), 41.24 (C2"), 55.43 (OGHwmr), 59.17 (OCH wev), 63.62
(C5), 69.91, 71.34 u. 71.89 (seknem:OCH,OCH,CH,0), 72.47 (C3’), 85.47 u.
86.17 (C4’/C1’), 87.1 (C-zentrght), 110.67 (C5), 113.44-135.55 (CH- u. C-arom
pmT), 144.46 (C6); 151.2 (O-C-aropyr) 158.88 (C2), 163.71 (C4)

2.3.4 3'-0O-(2-methoxy-ethoxy-methyl)-2'-desoxythymidin 44

253 mg (0.4 mmol) 5'-0-(4,4-dimethoxytrityl)-3'-O-(2-methoxy-ethoxy-methyl)-2'-
desoxythymidin43 wurden in 3 ml 80 %-iger Essigsdure gelést und bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach 2.5 h war die Schutzgruppe quantitativ abgespalten. Das Reaktionsgemisch
wurde auf 10 ml Eiswasser gegeben und die wasserige Phase mit Ethylacetat extrahiert. Wie
das Dinnschichtchromatogramm (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 9:1) der wasserigen
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und der organischen Phase zeigte, konnte mit Ethylacetat lediglich ein sehr geringer Anteil des
Produktes extrahiert werden. Auch durch Aussalzen war keine quantitative Uberfiihrung des
Produktes in die organische Phase mdglich. Deshalb wurde die wasserige Phase abgetrennt,
am Rotationsverdampfer eingeengt und der resultierende Rickstand einer praparativen
Dunnschichtchromatographie unterzogen (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 9:1). Nach der
Entwicklung in der Chromatographiekammer und kurzem Trocknen der mit Kieselgel-
beschichteten Glasplatte erfolgte die Lokalisierung des Produktes mittels UV-Absorption. Der
Produktspot wurde isoliert, die Verbindung konnte jedoch nicht quantitativ vom Kieselgel
abgetrennt werden. Eine weitere Aufreinigung fand nicht statt.

2.4 Synthese von massenmarkierten Nucleosidtriphosphaten

2.4.1 Massenmodifizierte 2',3'-Didesoxynucleosid-5'-triphosphate 45-49

106 mg pulverisiertes Molekularsieb (0.4 nm) wurden unter Argonatmosphare in 2.5 ml
Acetonitril suspendiert und mit 111 mg (0.97 mmol) Pyridiniumhydrochlorid versetzt. Es
folgte die Zugabe von 0.2 mmol des entsprechenden Didesoxynucleosids. Nach 10 min
Rihren bei RT wurde die Suspension ad€ (abgekiihlt und mit 50 pl (0.53 mmol)
Phosphorylichlorid versetzt. Unter Rihren befCO erfolgte die Umsetzung zum
entsprechenden Dichlorophosphat fir alle 2',3-Didesoxynucleosidderivate innerhalb von 2
Stunden. (Dunnschichtchromatographische Kontrolle: Laufmittel: Chloroform/Methanol 3:2).

Fur die weitere Umsetzung zum Triphosphat wurden 213 mg pulverisiertes Molekularsieb (0.4
nm) in 22 ml DMF suspendiert und mit 21 ml 05 M Tetrakis(tri-n-
butylammonium)pyrophosphat-ldsung (Darstellung siehe Seite 151) versetzt. Die Suspension
wurde 10 min bei Raumtemperatur geriihrt, &l@ @bgekiihlt, weitere 10 min geriihrt und
anschlieBend unter Argon zu der ebenfalls gekihlten Reaktionslésung des oben dargestellten
Dichlorophosphats gegeben. Nach 15 min RuUhren unter Eiskihlung wurde das
Reaktionsgemisch langsam innerhalb von 60 min auf Raumtemperatur erwarmt. Durch
Zugabe von 600 pl Wasser unter Eiskuhlung wurde die Reaktion abgebrochen und das
Molekularsieb Uber eine Glasfritte abgetrennt. Nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels
wurde der Ruckstand in 5-10 ml 0.1M Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer (pH: 8.4,
Herstellung: siehe S.153) geldst und mittels lonenaustauschchromatographie an DEAE-
Cellulose aufgetrennt (siehe S. 156). Die produkthaltigen Fraktionen wurden gepoolt,
konzentriert, in 700ul Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Um Ruckstande an
Triethylammoniumhydrogencarbonationen zu vermeiden, wurde das Produkt noch einmal in
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700 upl Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Die Triphosphate wurden als farblose,
glasartige Triethylammoniumsalze erhalten. Charakterisierung erfolgte Gber UV-
Spektroskopie®P-NMR und IE-HPLC (siehe S.157).

Fur den weiteren Einsatz der modifizierten Didesoxynucleosidtriphosphate als Terminatoren
in Sequenzierungsreaktionen wurden 5 mM Stammlosungen angesetzt (Losungsmittel:
Reinstwasser), die bei —XD gelagert wurden. Die Reinheit der 5-Triphosphate wurden vor
den Sequenzierungsreaktionen mittels IE-HPLC uberprift. Zersetzung zum Di- oder auch
Monophosphat konnte auch bei ldngeren Lagerungszeiten (~ zwei Mondl@) ##6ht
beobachtet werden.

5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin-5'-triphosphat 45

73 mg (0.2 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyurigédnwurden
wie oben beschrieben zum Triphosphat umgesetzt und Uber lonenaustauschchromatographie
an DEAE-Cellulose aufgereinigt. Das Produkt eluierte bei 0.30M TEBK-Puffer (30% B).

Ausbeute62 pmol (23%)

R-Wert (2-Propanol/Ammoniak (25%)4@ 3:1:1): 0.19

UV (H20): Amax = 269.0 nm

3P-NMR (80.97 MHz, BD): 8 = - 10.29 und -10.7 ( 2P, PP,), -21.17 (1P, p
IE-HPLC: Bedingungen: siehe S.157, Retentionszeit: 17.13 min

MALDI-TOF-MS: m/z [Da] = 548.4 [(M-BOC)+K], 532.5 [(M-BOC)+Nal], 510.5 [(M-
BOC)+H[', 430.4 [(M-(BOC+HP@)+H]*, 372.5 [(M-(BOC+ HP,0c)+Na]'

Mit M= Molekulargewicht der freien Saure des TriphosphatésHstm).

5-(3-acetylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin-5'-triphosphat 46

31 mg (0.1 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyurigédnwurden
wie oben beschrieben zum Triphosphat umgesetzt und Uber lonenaustauschchromatographie
an DEAE-Cellulose aufgereinigt. Das Produkt eluierte bei 0.29M TEBK-Puffer (29% B).

Ausbeute32umol (32%)
R-Wert (2-Propanol/Ammoniak (25%)4@ 3:1:1): 0.12
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3IP_NMR (80.97 MHz, BD): & = — 10.06 und -10.73(2P, P, Ry, -21.14 (1P, B
IE-HPLC: Bedingungen: siehe S.157, 8. 81 min

MALDI-TOF-MS: m/z [Da] = 628.4 [(M-H)+2K], 612.5 [(M-H)+Na+K], 596.4 [(M-
H)+2Na], 590.5 [M+K], 574.5 [M+Na], 551.5 [M], 510.3 [(M-HPQ)+K]" oder [(M-
Ac)+H]", 509.0 [M-Ac]

Mit M= Molekulargewicht der freien Saure des TriphosphatésHstm).

5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxycytidin-5'-triphosphat 47

26 mg (0.07 mmol) 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxycyt@Arwurden
wie oben beschrieben zum Triphosphat umgesetzt und Uber lonenaustauschchromatographie
an DEAE-Cellulose aufgereinigt. Das Produkt eluierte bei 0.275 M TEBK-Puffer (27.5% B).

Ausbeute10.8 pmol (15.3%)

R-Wert (2-Propanol/Ammoniak (25%)4® 3:1:1): 0.3

UV (H0): Amax = 289.0 nm

$P.NMR(80.97 MHz, BD): §=-10.30 (2P, Ru. R,), -21.21 (1P, P
IE-HPLC: Bedingungen: siehe S.157, 12.85 min

MALDI-TOF-MS: m/z [Da] = 547.5 [(M-BOC)+K], 531.6 [(M-BOC)+Nal], 509.6 [(M-
BOC)+HJ, 451.1 [(M-(BOC+HP@)+NaJ', 371.4 [(M-(BOC+HP,0s))+Na]*

Mit M= Molekulargewicht der freien Saure des TriphosphatésRétm).

2.4.2  Abspaltung der tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe 48, 49

10 pl einer 5 mM LOsung von 5-(3-tert-Butyloxycarbonylamidopropyl)-2’,3’-didesoxyuridin-
(bzw. —cytidin-)5'-triphosphas5 bzw. 47 wurden lyophilisiert und der Rickstand in 5 pl
Trifluoressigsaure gelést. Nach 3 min Stehen bei Raumtemperatur wurde die L6sung
lyophilisiert, der Rickstand unter Eiskihlung in 10 pl Wasser aufgenommen und mit
Ammoniak (25%) neutralisiert. AnschlieRend wurde erneut lyophilisiert, in 50 pl Wasser
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aufgenommen, relyophilisiert und das Produkt in 10 pl Wasser gelost. Die so erhaltenen
Loésungen wurden mittels IE-HPLC analysiert und anschlieBend fur Sequenzierungen
eingesetzt.

3 MALDI-TOF-Analysen

3.1 Probenpraparation und Aufnahme der MALDI-TOF-Massenspektren

Untersuchungen mit Kationenaustauscherb®adad Nitrocellulose-Membran&h *° wurden

wie in der Literatur beschrieben durchgefiihrt. Fur alle hier dargestellten Spektren von
Oligonucleotiden erfolgte die Probenpréaparation unter Zusatz von
Diammoniumhydrogencitrat zur Matrixléosung. (Matrixlosung: 0.7M 3-HPA, 0.07M
Diammoniumhydrogencitrat in Reinstwasser/Acetonitril 1:1 (v/v)). Matrixlosungen wurden
taglich frisch angesetzt oder in Portionen von 50pl beiG-26s zum Verbrauch gelagert.

StandardméaRig wurden 0.3-0.5 pul der zu analysierenden Lésung (Konzentration
typischerweise 1-10 pmol/ul) auf dem Probentrager mit 0.3-0.5ul der Matrixlosung vermischt
(Verhaltnis Proben-/Marixlosung: 1:1, (v/v)). Fur die Analyse komplexer Gemische wurde bei
schlechtem Kristallisationsverhalten oder hohem Untergrund der resultierenden Spektren das
Verhéltnis Proben-/Matrixlosung von 1:1 bis auf maximal 1:3 erhoht. Das Proben-Matrix-
Gemisch wurde an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet und anschlielend in das MALDI-
TOF-MS eingeschleust. Das im Rahmen dieser Arbeit hauptsachlich verwendete Gerat
(Vision 2000 der Firma Finnigan MAT GmbH, Bremen) arbeitete mit kontinuierlicher
lonenextraktion und war mit einemyMaser (337 nm, Pulsdauer ca. 3 ns mit maximaler
Pulsenergie von 250 pJ) ausgestattet. Wenn nicht anders erwahnt, erfolgte die
Spektrenaufnahme im positiven lonenmodus mit zugeschaltetem Reflektor, einer
Beschleunigungsspannung von 5kV und einer Nachbeschleunigungsspannung von 20 kV
(bzw. 5-6 kV bei Verbindungen bis zu 2kDa). Messungen im Linear-Modus wurden mit einer
Beschleunigungsspannung von 30 kV durchgefuhrt. Die Spektrenauswertung erfolgte mit der
Software des Vision 2000, Version 3.40 oder aber mit der PSD Software des Vision 2000,
Version 0.1.51.

MALDI-TOF-Analyse der massenmarkierten Didesoxynucleosidtriphosphate (10, 50 und
100puM Losungen der jeweiligen Verbindungen) erfolgte mittels 2,5-Dihydroxybenzoesaure
(DHB) als Matrix (10 mg/ml in Reinstwasser /Acetonitril 70/30 (v/v)). Zusatzlich wurden
Untersuchungen mit 3-Hydroxypicolinsdure (s. oben) und 4-Hydsegyanozimtsaure (10
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mg/ml in Reinstwasser/Acetonitril 70/30 (v/v)) als Matrix durchgefuhrt. Die Kalibrierung der
Massenskala erfolgte hier intern Uber die Matrixsignale. Die Spektren wurden im Reflektor-
Modus mit einer Nachbeschleunigungsspannung von 6 kV aufgenommen (positiver
lonenmodus).

Fur die Berechnung der theoretischen Molekulargewichte wurden die relativen
Durchschnittsmassen (chemische Masse) eingesetzt. Lediglich fur Verbindungen < 2 kDA, fir
die Isotopenauflosung erzielt werden konnte, wurden die relativen Isotopenmassen (phys.
Masse) verwendet. Kalibrierung der Massenskala erfolgte in der Regel extern Uber
Standardlosungen gemischter, synthetischer Oligonucleotide variierender L&ange. Bei der
Analyse enzymatischer Reaktionsprodukte erfolgte die Kalibrierung gegebenenfalls auch
intern Uber die Signale des Primers und der Matrix. In Abhangigkeit des Signal/Rausch-
Verhéltnisses wurden gegebenenfalls bis zu 50 Einzelmessungen zum Summenspektrum
aufaddiert.

Bei der direkten MALDI-Analyse "controlled pore glas" (CPG-Beads)- oder Streptavidin-
Biotin-gebundener  Oligonucleotidproben  war es  erforderlich, den  Abstand
Probentrageroberflache/Lochblende neu zu justieren. Streptavidin- beschichtete magnetische
Beads mit immobilisierten DNA-Duplex&hwurden resuspendiert und in Lésung auf den
Probentrédger aufgetragen. Probenpraparation erfolgte hier wie oben beschrieben
(Standardpréaparation).

Fur die MALDI-Analyse von massenmarkierten Terminationsprodukten kamen zusatzlich
weitere Geréte zum Einsatz. Diese waren ebenfalls mit einebader (337 nm) ausgeristet
und wurden im positiven lonenmodus betrieben:

e Baugleiches Vision 2000, Fa. Thermo Bioanalysis, England, aufgeristetes Gerat mit
verzogerter lonenextraktion im Linear-Modus. Spektrenaufnahme erfolgte a) im DE-
Linear-Modus mit einer Beschleunigungsspannung von 30 kV und b) im Reflektor-
Modus (kontinuierliche lonenextraktion) mit einer Beschleunigungsspannung von 5
kV und einer Nachbeschleunigungsspannung von 20 kV.

e Dynamo, Fa. Thermo Bioanalysis, England. Spektrenaufnahme erfolgte a) im
Reflektor-Modus mit kontinuierlicher lonenextraktion. Verwendete
Beschleunigungsspannung 10 kV; Nachbeschleunigungsspannung 20 kV und b) mit
verzogerter lonenextraktion im Linear-Modus (DE-LTOF).

e DE-Voyager, Fa. PerSeptive Biosystems, USA. Spektrenaufnahme erfolgte im DE-
Linear-Modus mit einer Beschleunigungsspannung von 25 kV.
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3.2 Analyse synthetischer Oligonucleotide und Oligonucleotidgemische

Massen und Sequenzen der eingesetzten Oligodesoxynucleotide sind in Tab. 1, S.24
wiedergegeben. Konzentrationsbestimmungen erfolgten tber UV-Absorption bei 260 nm. Fur
die Analyse von Gemischen wurden zunachst die einzelnen Oligonucleotide gut miteinander
durchmischt und anschlie3end Aliquots dieser Losungen einer MALDI-Analyse unterzogen.

Fur die Untersuchungen zur Empfindlichkeit bei der Analyse von komplexen Gemischen im
Linear/Reflektor-Modus wurde zunachst eine Stammlésung bestelusndem 7-, 10-, 11-,

19-, 20-, 24-, 26-, 33-, 37-, 38-, 42-, 46- und 50-mer mit einer Konzentration von 10 pmol/ul
je Verbindung hergestellt. Diese wurde dann auf Konzentrationen von 4, 2 und 1 pmol/ul
verdunnt. Konzentrationen von 0.4, 0.2 und 0.1 pmol/ul wurden durch weitere Verdiinnung
dieser Losungen um Faktor 10 hergestellt.

Die hier abgebildeten Spektren zeigen Probenpréaparation mit 0.5ul der zu analysierenden
Losung und 0.5ul der Matrixlosung. Es wurden zudem Probenpraparationen mit 0.1-0.5 pl je
Lésung (Probe und Matrix) analysiert.

3.3 Analyse von doppelstrangiger DNA

3.3.1 PCR-Produkté®

PCR-Produkte wurden von C. Siegert wie folgt dargestellt:

Das 99-mer und das 200-mer PCR-Produkt (modifiziert und nicht modifiziert) sowie das 100-
mer PCR-Produkt mit Ribose und 7-Desaza-Purin-Modifikation wurden amplifiziert von
pRFcl DNA (10 ng, zur Verfigung gestellt von S. Feyerabend, Universitat Hamburg).
Endkonzentrationen der in einem 100ul Reaktionsansatz enthaltenen Komponenten: 10mM
KCI, 10mM (NH,)>SO;, 20 mM Tris-HCI (pH 8.8), 2 mM MgSQ (exo(-Pfu-Puffer,
Pharmacia), 0.2 mM jedes dNTP, 1 uM der jeweiligen Primer und 1 unit derRfeD)NA-
Polymerase (Stratagene, Heidelberg, Deutschland). Sequenzen der verwendeten Primer waren
wie folgt:

Primer 1: 5-GTCACCCTCGACCTGCAG

Primer 2: 5-TTGTAAAACGACGGCCAGT

Primer 3: 5'-CTTCCACCGCGATGTTGA

Primer 4: 5-CAGGAAACAGCTATGAC

Primer 5: 5'-GTAAAACGACGGCCAGT

Primer 6: 5-GTCACCCTCGACCTGCAQC (g: RiboG)
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Primer 7: 5'-GTTGTAAAACGACGGCCA(QT (g: RiboG)

Fur die Synthese des 99-mers wurden Primer 1 und 2 verwendet, fir die des 200-mers Primer
1 und 3 und fur die des 100-mers Primer 6 und 7. Ein Sequenzausschnitt von pRFc1 DANN,
der die Sequenz der gewéhlten Templates wiedergibt, ist in der Verdffentlichung aufgefiihrt
Fur die Darstellung von 7-Desaza-Purin modifizierten Oligonucleotiden wurde dATP und
dGTP bei der PCR unter Verwendung gleicher Konzentrationen vollstandig dibhTe

und C-dGTP ersetzt. Fir alle PCRs wurden 30 Zyklen durchgefiihrt. Zyklus: 1 min%®i 95
(Denaturierung), 1 min bei 8T (Annealing) und 1 min bei 92 (Kettenverlangerung).
AbschlieRende Kettenverlangerung bei weiteren 10 min 8€i.72

Das 103-mer PCR-Produkt (modifiziert und nicht modifiziert) wurde von M13mpl8RF1
DNA (100 ng, Pharmacia) unter Verwendung von Primer 4 und 5 amplifiziert.
Reaktionsvolumen und Konzentrationen waren wie oben angegeben. Fiur die Synthese der
unmodifizierten Verbindung wurden 30 Zyklen, fur die modifizierte Verbindung 40 Zyklen
durchgefiihrt. Zyklus: 1 min bei 8 (Denaturierung), 1 min bei D (Annealing) und 1 min

bei 72C (Kettenverlangerung). AbschlieRende Kettenverlangerung bei weiteren 10 min bei
72°C.

Die Aufreinigung der Reaktionsgemische erfolgte tber Ultrafree-MC-Filtereinheiten (30000
NMWL) (Millipore, Eschborn, Deutschland) nach den vom Hersteller empfohlenen
Anweisungen. Nach der Lyophilisation wurden die PCR-Produkte in 5ul Reinstwasser (das
200-mer in 3ul) geldst. Aliquots von 0.5 pl dieser Lésungen wurden wie vorher beschrieben
fur die MALDI-Analyse eingesetzt.

Abspaltung der Ribo-modifizierten Primer:

Das amplifizierte, aufgereinigte 100-mer PCR-Produkt mit 7-Desaza-Purin- und Ribose-
Modifikation wurde in 100u1 0.2 M NaOH geldst und fiir 25 min aff®8rhitzt. Die Losung
wurde mit 1M HCI neutralisiert und tber eine Ultrafree-MC-Filtereinheit (10000 NMWL) wie
oben beschrieben fir die MALDI-Analyse aufgereinigt.

3.3.2 Untersuchungen zum Nachweis von doppelstrangiger DNA

Sequenzen und berechnete Massen der verwendeten Oligodesoxynucleotide:

e 50-mer (M = 15337 g/mol):
5-TTGCGTACACACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCT
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e 27-mek (komplementar) (M = 8343 g/mol):
5'-GTAAAACGACGGCCAGTGTGTACGCAA

e 27-mepk (nicht-komplementér) (M = 8293 g/mol):
5-TACTGGAAGGCGATCTCAGCAATCAGC

Probenvorbereitung: Die jeweiligen Oligonucleotide wurden in Reinstwasser geldst, so dal3
Stammldésungen von 100 pmol/ul resultierten. Diese wurden auf Konzentrationen von 20, 10,
5 und 2.5 pmol/ul verdiinnt. 2ul von jeweils &quimolaren Losungen des 50-mers und des 27-
mers (entweder 27-meoder 27-megjf) wurden bei Raumtemperatur gut durchmischt und 10
min stehen gelassen. 0.5 ul dieser Gemische wurden dann mit 0.5 pl der Matrixlosung auf
dem Probentrager vermischt und mittels MALDI-TOF-MS analysiert.

4 Sanger-Sequenzierungen

4.1 Sequenzierung von M13mp18

Sequenzierungen mit einzelstrangiger M13mpl18 DNA als Template erfolgten unter
Verwendung des DNA-Sequenzier-Kits Sequenase 2.0 (United States Biochemicals (USB))
nach dem vom Hersteller gelieferten Standardprotokoll. Als Primer wurde der im Kit

enthaltene (-40)Primer eingesetzt (Sequenz: 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC). Zur Herstellung

der Terminationsgemische massenmarkierter Terminatoren wurden dNTP- (100mM) und
ddNTP-Losungen (5mM) der Firma Pharmacia verwendet.

Standardsequenzierung (Kontrolle):

Fur die Hybridisierung wurden 1pg M13mpl18 DNA (5ul) mit 0.5 pmol Primer (1ul) unter
Zugabe von 2ul Sequenase-Reaktionspuffer (5X) und 2ul Reinstwasser vermischfCbei 65

fur 2 min inkubiert, langsam auf Raumtemperatur abgekihlt und anschlielend auf Eis
gelagert. Fur die radioaktive Markierung der Fragmente wurden zu der Annealing-Losung
0.5ul [@-*S]-ATP (DuPont), 1ul 0.1M DTT, 2ul Labelling Mix (@GTP, dCTP, dTTP je

7.5 uM; 1:5 verdiinnt) und 2ul Sequenase 2.0 (1:8 verdiunnt, ohne Pyrophosphatase) gegeben
und 4 min bei RT inkubiert.

Fur die Untersuchung des Einflusses von?Mwurde parallel der gleiche Ansatz unter
Zugabe von 1pl Mangan-Puffer durchgefinhrt.

Aliquots von 3.5ul des Reaktionsgemisches wurden auf jeweils 2.5ul der vorbereiteten, auf
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37°C temperierten Terminationsgemische (A, C, G und T: jeweils 80pM dATP, 80puM dCTP,
80uM C-dGTP, 80uM dTTP, 50mM NaCl und 8uM ddNTP) gegeben, 4 min b 37
inkubiert und anschlielRend mit 4pl Stopplésung versetzt.

Nach dem Denaturieren der Proben wurden jeweils 6ul der Lésungen auf das Sequenzgel
aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt (Bedingungen s. S. 158 (PAGE)).

Sequenzierungen mit massenmarkierten Terminatoren:

Fur die Sequenzierungen mit massenmarkierten Didesoxynucleosidtriphosphaten wurden
Terminationsgemische mit folgenden Endkonzentrationen hergestellt: 80uM dATP, 80uM
dCTP, 80puM G-dGTP, 80uM dTTP, 50mM NaCl und XpuM ddTER (mit X= 5, 10, 15, 20,

50 und 100). Sequenzierungen wurden genau wie oben beschrieben mit und 6hHeddiz
durchgeflhrt.

4.2 Sequenzierungen mittels MALDI-TOF-MS

Der biotinylierte Primer (Universal Sequencing Primer d(bio-GTAAAACGACGGCCAGT)

M= 5721 g/mol) wurde HPLC-gereinigt von der Fa. Pharmacia Biotech bezogen. Fir die
Sequenzierungsreaktionen kamen Reagenzien des Sanger-Sequenzierungs-Kits Sequenase 2.0
(USB) sowie dNTPs und ddNTP's der Fa. Pharmacia zum Einsatz. Die Aufreinigung der
Proben erfolgte mittels DynaBeads M-280 Streptavidin (Dynal, Hamburg, Deutschland). Als
Bindungskapazitat fur biotinylierte Oligonucleotide wurde 1-2 pmol/10pg Dynabeads
zugrunde gelegt.

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen auf die gegebene Problemstellung wurden
Sequenzierungen mit unterschiedlichen Mengen an Primer und Template, einfacher und
doppelter Enzymmenge und unterschiedlichen Reaktionszeiten (2, 25, 50 und 100 min)
durchgefuhrt. Im folgenden ist das daraus resultierende Standardprotokoll wiedergegeben.

Sanger-Sequenzierung

8 pmol Primer (0.8ul), 8 pmol Template (0.8ul) (synthetisches 50-mer, M=15337 g/mol,
d(TTGCGTACACACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCT)), =2ul
Sequenase-Reaktionspuffer (5X) und 6.4l Reinstwasser wurden zusammengegeb&@, bei 67
fur 2 min. inkubiert, langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt und anschlie3end auf Eis
gelagert. Diese Losung wurde mit 1pl 0.1M DTT, 1ul?MPBuffer und 2ul verdinnter
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Sequenase 2.0 (6 units, mit Pyrophosphatase) versetzt und anschlieBend auf 210ul
Terminationsgemisch gegeben (80uM dATP, 80uM dCTP, 80uM dGTP, 80uM dTTP, 50mM
NaCl und 20uM ddTTP). Nach einer Inkubationszeit von 50 min. b¥ #folgte die
Probenaufreinigung durch Zugabe der vorbereiteten Streptavidin Dynabeadslésung wie unten
beschrieben.

Fur Sequenzierungen mit massenmarkierten Didesoxynucleosidtriphosphaten wurden die
jeweiligen Terminationsgemische dieser Verbindungen in gleichen Endkonzentrationen wie
oben angegeben eingesetzt. Sequenzierungen mit variierendem dNTP/ddNTP-Verhaltnis
erfolgten mit folgenden Endkonzentrationen des jeweiligen Terminationsgemisches: 80uM
dATP, 80uM dCTP, 80uM dGTP, 80uM dTTP, 50mM NaCl und entweder a) 20uM, b)
40uM, c) 60uM oder d) 80uM dgTP (mit ddKTP = jeweils eingesetztes
Didesoxynucleosidtriphosphat; unterschiedlich massenmodifiziert oder nicht modifiziert).

Aufreinigung der Proben

Ein Aliquot von 8ul Streptavidin Dynabeads-L6sung (10pg/pl) wurde im Eppendorf-Tube mit
B/W Puffer (1X) (5mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1M NaCl) vorgewaschen. Hierfur
wurden die Beads mittels eines MPCs (magnetic particel collector, Dynal) an der GefalRwand
"gebunden"”, der Uberstand abgetrennt und anschlieBend die Beads in B/W-Puffer suspendiert.
Der Vorgang erfolgte zweimal. Danach wurde der Uberstand abgetrennt, die Beads in 24 pl
B/W Puffer (2X) suspendiert und zu dem Sequenzierungsansatz gegeben. Immobilisierung der
biotinylierten Fragmente erfolgte bei Raumtemperatur Gber 20 min. unter leichtem
Schwenken. Nachfolgend wurde der Uberstand abgetrennt und die Beads zweimal mit 50l
B/W-Puffer (1X) gewaschen. Denaturierung erfolgte unter Zugabe von 30ul
Ammoniumhydroxidldsung (25%, suprapur, Merck) fir 1 min. bei Raumtemperatur. Das
Template wurde mit dem Uberstand abgetrennt, der Vorgang noch einmal wiederholt. Die
Abspaltung des biotinylierten Stranges von den Beads erfolgte durch zweimalige Inkubation
mit 30pl 25%-iger Ammoniumhydroxidlésung bei®60fiir 8 min. Die Uberstande wurden
gepoolt und die Probe entweder durch Lyophilisation (zun&achst unter Wasserstrahl- dann unter
Olpumpenvakuum) oder aber durch Ethanolfallung aufkonzentriert. Das Lyophilisat (oder
auch Prazipitat) wurde in 1-3ul Reinstwasser aufgenommen. Aliquots dieser L6sung (0.3-
0.5ul) wurden mittels MALDI-TOF-MS wie oben beschrieben analysiert. Die Spektrenqualitét
von lyophilisierten und prazipitierten Proben war in der Regel vergleichbar. Speziell fir
Anséatze die lediglich in 1pl Reinstwasser aufgenommen wurden, erwies sich ein Verhaltnis
von Proben- und Matrixlosung von 1:2 als vorteilhaft ( gegenuber 1:1 bei der
Standardpraparation). Mischungen von 0.5 ul Probenlésung und 1 pl Matrixldsung oder auch
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0.3/0.6 pl fuhrten reproduzierbar zu einer guten Kristallisation. Auch bei Ansatzen die in 3ul

Reinstwasser aufgenommen wurden, konnte fur schlecht kristallisierende Proben durch
Erhbhung der Matrixlosungsmenge oftmals eine Verbesserung der MALDI-TOF-Analyse

erzielt werden (verminderter Untergrund, bessere Signalauftrennung).

4.2.1 PROBE Assay

Fur die T-Reaktionen wurden Terminationsgemische mit Endkonzentrationen von 80uM
dATP, 80uM dCTP, 80uM dGTP, 50mM NaCl und 80uM JOfF hergestellt (mit doJTP =
ddTTP, ddBOCTP (45), ddTACTP (46) oder ddNH,TP (48)). Endkonzentrationen der
Terminationsgemische fur die C-Reaktionen waren: 80uM dATP, 80uM dTTP, 80uM dGTP,
50mM NaCl und 80puM dd(ITP (mit ddGTP = ddCTP, ddBOCTP (47) oder dd@®IH,TP

(49).

Der PROBE-Assay wurde analog zur oben beschriebenen Sequenzierung mit biotinyliertem
Primer und synthetischem 50-mer Template jeweils mit einem der hergestellten
Terminationsgemische durchgefiihrt. Die Aufreinigung der Produkte fur die MALDI-TOF-
Analyse erfolgte wie oben beschrieben.

4.2.2 Multiplex-PROBE-Assay

Primer Oligo Base Extension Reaktionen wurden mit den Terminationsgemischen der nicht
modifizierten ddTTP- und ddCTP-Verbindungen und der einzelnen massenmarkierten
Verbindungen analog zum oben beschriebenen PROBE Verfahren durchgefiihrt. Die
Probenaufreinigung wurde entweder getrennt durchgefiihrt, die entsprechenden Ansatze
anschlieBend gepoolt, lyophilisiert und mittels MALDI-TOF-MS analysiert oder aber
gemeinsam aufgereinigt: Hierfir wurden pro Reaktionsansatz 5ul Dynabeads mit B/W Puffer
(AX) zweimal vorgewaschen in 24ul B/W Puffer (2X) suspendiert und direkt zur
Reaktionslésung gegeben. Nach der Immobilisierung der Proben (20 min unter leichtem
Schwenken) erfolgte die Abtrennung des Uberstandes. Die Beads der einzelnen
Reaktionsansatze wurden jeweils in 50ul B/W-Puffer (1X) suspendiert und nachfolgend die
jeweiligen Ansatze gepoolt. (Poolen der Reaktionen von: {ddTBaL¥; {ddT, ddTA0Q),
ddTBOGC}; {ddT, ddTNH,, ddTAc, ddTBOC}; {ddC, ddCBOC} und {ddC, ddQ\NH,,
ddCBOC) AnschlieRend wurde der Uberstand abgetrennt und die Beads zweimal mit 50pl
B/W-Puffer (1X) gewaschen. Denaturierung erfolgte durch Inkubation mit 40ul 25%-iger
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Ammoniumhydroxidldsung fur 1 min. bei Raumtemperatur. Das Template wurde mit dem
Uberstand abgetrennt, der Vorgang noch einmal wiederholt. Die Abspaltung der biotinylierten
Produkte von den Dynabeads erfolgte durch Inkubation mit 40ul 25%-iger
Ammoniumhydroxidlésung fir 8 min. bei 8D. Der Uberstand wurde zuriickbehalten, die
Beads mit 25%-iger Ammoniumhydroxidlésung fiir 1 min. béiGihkubiert (Nachwaschen).

Die Uberstande der Ny@H-Behandlung bei 6C wurden zusammengegeben und
lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 4ul Reinstwasser geldst und Aliquots von 0.3-0.5ul der
MALDI-TOF-Analyse zugefuhrt. Zwecks Gerétevergleich wurden MALDI-TOF-Messungen
von Aliquots der gleichen Probenlésung unter gleichen Bedingungen der Probenpraparation an
unterschiedlichen Massenspektrometern analysiert.
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