) 2005/026374 A2 0 0 0

e
=

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum
24, Miirz 2005 (24.03.2005)

A ) D
)} ‘

AT OO0

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

WO 2005/026374 A2

(51) Internationale Patentklassifikation:

C12Q

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2004/010268

(22) Internationales Anmeldedatum:
14. September 2004 (14.09.2004)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch

(30) Angaben zur Prioritét:

10342 373.7 14. September 2003 (14.09.2003) DE

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von
US): NOXXON PHARMA AG [DE/DE]; Max-Dohrn-Str.
8-10, 10589 Berlin (DE).

(71) Anmelder und
(72) Erfinder: VATER, Axel [DE/DE]; Tegeler Strasse 38,
13353 Berlin (DE).

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): KLUSSMANN, Sven
[DE/DE]; Paulsborner Strasse 83, 10709 Berlin (DE).
JAROSCH, Florian [DE/DE]; Kiautschoustrasse 1,
13353 Berlin (DE).

(74) Anwalt: BOHMANN, Armin, K.; Bohmann & Loosen,
Sonnenstr. 8, 80331 Miinchen (DE).

(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,
CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES,

[Fortsetzung auf der niichsten Seite]

(54) Title: METHOD FOR SYNTHESIZING NUCLEIC ACIDS, AND APPLICATION THEREOF

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR SYNTHESE VON NUKLEINSAUREN UND DEREN ANWENDUNG

AA
FNA-Selektion 1

A
B
Transkription

Aufremlgung der

E
Synthese der
FNA

Primer, dNTPs,NTPs ) ‘

AA... SELECTION FNA

... SELECTION

... REVERSE TRANSCRIPTASE
... PRECIPITATION

.. TRANSCRIPTION

.. SYNTHESIZE THE FNA

.. PURIFY THE FNA

TmMmoO®m®

reverse

)

PCR

C

D
Transkription

(57) Abstract: The invention relates to a method for synthesizing a nucleic acid comprising modified nucleotides. Said method
encompasses the following steps: - a matrix strand is provided; - a primer which at least partly hybridizes on the matrix strand is
provided; - nucleoside triphosphates, at least some of which are modified nucleoside triphosphates, are provided; - a polymerase
activity is supplied; and - the matrix strand, the primer, and the nucleoside triphosphates are incubated so as to synthesize a nucleic
acid that is substantially complementary to the matrix strand. The inventive method is characterized in that the polymerase activity

represents a reverse transcriptase activity.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese einer Nukleinsiure, wobei die Nukleinsédure

modifizierte Nukleotide umfasst, umfassend die Schritte:

- Bereitstellen eines Matrizenstranges, - Bereitstellen eines zumindest

teilweise an dem Matrizenstrang hybridisierenden Primers; - Bereitstellen von Nukleosidtriphosphaten, wobei ein Teil
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der Nukleosidtriphosphate modifizierte Nukleosidtriphosphate sind; - Bereitstellen einer Polymerase-Aktivitit; und - Inkubation des
Matrizenstranges, des Primers, der Nukleosidtriphosphate zur Synthese einer zum Matrizenstrang im wesentlichen komplementiren
Nukleinséure, dadurch gekennzeichnet, dass die Polymerase-Aktivitit eine reverse Transkriptaseaktivitit ist.
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Verfahren zur Synthese von Nukleinsduren und deren Anwendung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Nukleinsduren und dessen

Anwendung in Verfahren zur Selektion von an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsduren.

Funktionen von Oligonukleotiden

Seit den Entdeckungen von Cech und Altman, die erstmals beschrieben, dass RNA in C. elegans
nicht nur als Botenmolekiil zwischen Erbgut, d. h. DNA, und Proteinsynthesemaschine, d. h.
Ribosomen, dient, sondern katalytische Eigenschaften besitzt, wurden zahlreiche Arbeiten auf
dem Gebiet der Ribozyme, d. h. der katalytischen RNA-Oligonukleotide, und Aptamere, d. h.
Zielmolekiil-bindende (Desoxy-)Oligonukleotide, publiziert. Beide Ansétze eignen sich allein
oder in Kombination zum Einsatz als Therapeutika, Diagnostika, zur Target-Validierung oder als

Affinititschromatographiemedien oder als spezifische Adsorber.
Weitere Ansitze zur industriellen Verwendung von Oligonukleotiden stellen Antisense-
Molekiile und auch siRNAs dar, die zu einer posttranskriptionellen Unterdriickung einer

spezifischen Genexpression fithren kénnen.

Stabilisierung von funktionellen Oligonukleotiden

Eine entscheidende Beschrinkung fiir die Verwendung von Oligonukleotiden stellt deren
schneller Abbau durch ubiquitire RNasen und DNasen dar. Gerade in biologischen Systemen
sind RNasen und DNasen in groBen Mengen anzutreffen und filhren zu Halbwertzeiten der
RNA- und DNA-Oligonukleotide von wenigen Sekunden bis Minuten (Griffin et al., 1993;
Jellinek et al., 1995; Lin et al., 1994).

Verfahren, Oligonukleotide gegen den Angriff von Exonukleasen zu stabilisieren, beruhen meist
auf der Modifikation der Enden durch Anhingen von Schutzgruppen, wie z.B. ein terrminales,
invertiertes Nukleotid, d. h. 3’-3’- oder 5’-5’-Verkniipfung, oder anderer grofier Gruppen, wie
beispielsweise Polyethylenglycol (Bell et al, 1999). Vor Exo- und Endonukleasen
gleichermafen schiitzt auch der Austausch der natiirlichen Substituenten, vor allem am 2’-

Kohlenstoff der Ribose und am Phosphor. Unnatiirliche, nukleaseresistentere Alternativen zu
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Ribose (2°-OH) oder Desoxyribose (2°-H) sind: 2°-Amino-, 2’-Fluoro-, 2’-Azido-, 2’-O-Methyl-,
2°-Alkyl-, 2’-Allyl und Arabino-Nukleotide (Eaton and Pieken, 1995). Die héufigste Phosphor-
Modifikation ist der Austausch von Sauerstoff durch Schwefel, was zu sogenannten

Phosphorothioaten fiihrt.

Durch MaRnahmen dieser Art konnen signifikant héhere Halbwertzeiten in biologischen
Fliissigkeiten, bis hin zu vielen Stunden, erzielt werden (Eaton and Pieken, 1995; Green et al.,
1995; Jellinek et al., 1995; Lin et al., 1994).

Jede der hier genannten Modifikationen bringt jedoch gewisse Einschrinkungen mit sich.
Insbesondere ist die Herstellung der modifizierten Oligonukleotide mit DNA- oder RNA-
Polymerasen meist nicht moglich. Dies ist jedoch hiufig eine Bedingung zur Identifizierung
funktionaler Oligonukleotide. Denn gerade durch die Oligonukleotiden eigene direkte
Verkniipfung des Phinotyps (die Struktur und somit die Funktion) mit dem Genotyp (die
Nukleotidsequenz) und ihre Bigenschaft kopierbar zu sein, ist es moglich, durch Selektion und
Amplifikation geeignete Nukleinsiuresequenzen aus natiirlichen Bibliotheken, wie sie das
Genom oder das Transkriptom darstellen, oder synthetischen Bibliotheken, bspw.
kombinatorischen Bibliotheken, so stark anzureichern, dass einzelne Sequenzen mit den

gewiinschten Eigenschaften isoliert werden kdnnen.

Solche Modifikationen, die nicht mit den enzymatischen Prozessen vereinbar sind, kénnen erst
im Anschluss an die eigentliche Identifizierung der funktionellen Oligonukleotide durch
chemische Synthese der identifizierten Sequenzen eingefiigt werden. Fiir diese ist zunéchst die
chemische Synthetisierbarkeit der identifizierten Sequenzen vonnéten. Daher miissen die RNA-
Hybrid-Kandidaten, die zumeist eine Linge von etwa 60 — 90 Nukleotiden haben, zunéchst auf
50 Nukleotide oder weniger verkiirzt werden, um eine effiziente chemische Synthese zu
gewihrleisten. AnschlieBend werden die unmodifizierten Purine durch 2’-modifizierten
Nukleotide ausgetauscht. Haufig wird dadurch die Funktion der Oligonukleotide beeintréchtigt
(Kujau et al, 1997). Daher konnen in den seltensten Fillen alle Nukleotide nachtriglich
modifiziert werden. Dadurch weisen die meisten stabilisierten Oligonukleotide einige durch
Nukleasen angreifbare Schwachstellen im Molekiil auf, wodurch ihre Lebensdauer verringert

wird.
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Bisherige enzymatische Verfahren zur Stabilisierung von Oligonukleotiden

Phosphorothioate kénnen enzymatisch mittels RNA-Polymerasen eingebaut werden (Jhaveri et
al., 1998) oder iiber Tag-DNA-Polymerase, wobei es jedoch nur mdglich ist, bis zu drei
Phosphorothioat-dNTPs einzubauen (King et al., 2002). Phosphorothioate weisen dartiber hinaus
den Nachteil auf, dass die zytotoxisch sind (Henry et al., 2001).

Durch Transkription konnen 2’-Fluoro- und 2’-Aminomodifikationen in RNA eingebracht
werden. Eine Ubersicht tiber modifizierte Aptamere wurde von Kusser zusammengestellt
(Kusser, 2000). Auch der enzymatische FEinbau von 2’-OMethyl- wund 2°-
Azidonukleosidtriphosphaten mit T7 RNA-Polymerase ist beschrieben (Lin et al., 1994; Padilla
and Sousa, 1999; Padilla and Sousa, 2002). Der Einbau dermafien modifizierter Nukleotide ist
allerdings gegenwirtig auf modifizierte Cytidine und Uridine beschrénkt (Aurup et al., 1992).
Insbesondere 2’-modifizierte Guanosine werden nicht von bekannten RNA-Polymerasen
toleriert. Die Ursache dafiir liegt vermutlich in der Instabilitat des Polymerase-DNA-Komplexes
wihrend der Initiationsphase der RNA-Polymerisation. Diese die Polymerisation der ersten 8-12
Nukleotide umfassende Phase muss méglichst ziigig verlaufen, da die RNA-Polymerase sonst

den Komplex schnell wieder verldsst (Lin et al., 1994; Milligan and Uhlenbeck, 1989).

Bedingung fiir eine erfolgreiche Initiation der RNA-Synthese ist jedoch mindestens ein Guanosin
an den ersten beiden zu transkribierenden Positionen. Eine optimale Initiationssequenz sieht
sogar drei konsekutive Guanosine an den Positionen 1-3 der RNA fiir T7 und T3-RNA-
Polymerase vor (Milligan and Uhlenbeck, 1989) und GAAGNG fiir die SP6 RNA-Polymerase,

wie beispielsweise dargestellt in Meador et al., 1995.

Daher ist es bisher praktisch nicht méglich, 2’-modifizierte Guanosinnukleotide enzymatisch in
RNA-Molekiile einzubauen bzw. vollstindig 2’-modifizierte Nukleinsduren mittels RNA-

Polymerasen herzustellen.

Der vorliegenden Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, ein enzymatisches Verfahren
bereitzustellen, welches den Einbau von modifizierten Nukleotiden und insbesondere von 2’-
Fluoro-modifizierten Nukleotiden in eine Nukleinsdure erlaubt. Dabei war es insbesondere eine
Aufgabe, ein Verfahren bereitzustellen, welches erlaubt, fiir alle fiinf natiirlicherweise

vorkommenden Basen (A, C, G, T, U) Basenmodifikationen derselben und mogliche Universal-
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Basen, wie beispielsweise Inosin (), als in Nukleinséuren vorkommende Nukleosidphosphate in

ihrer zuckermodifizierten Form in eine Nukleinsdure einzubauen.

Eine weitere der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe war die Bereitstellung eines
enzymatischen Syntheseverfahrens fiir Nukleinsduren, wobei die Nukleinsduren vollsténdig aus
modifizierten Nukleosidphosphaten, insbesondere 2-Fluoro-modifizierten Nukleosidphosphaten

bestehen.

Schlieflich lag der vorliegenden Erfindung noch die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur
Selektion von an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiuren bereitzustellen, wobei die
Nukleinsduren teilweise oder vollstandig aus modifizierten Nukleosidphosphaten und

insbesondere 2’- Fluoro-modifizierten Nukleosidphosphaten bestehen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemdB durch die Verfahren gemiB den unabhéngigen

Anspriichen gel6st. Bevorzugte Ausfiihrungsformen ergeben sich aus den Unteranspriichen.

In einem ersten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemiB gelost durch ein Verfahren zur
Synthese einer Nukleinsdure, wobei die Nukleinsiure modifizierte Nukleotide umfasst,
umfassend die Schritte:

- Bereitstellen eines Matrizenstranges;

- Bereitstellen eines zumindest teilweise an dem Matrizenstrang hybridisierenden

Primers;

- Bereitstellen ~ von  Nukleosidtriphosphaten, ~ wobei  ein  Teil  der

Nukleosidtriphosphate modifizierte Nukleosidtriphosphate sind;
- Bereitstellen einer Polymerase-Aktivitdt; und
- Inkubation des Matrizenstranges, des Primers, der Nukleosidiriphosphate zur

Synthese einer zum Matrizenstrang im wesentlichen komplementéren

Nukleinsédure,
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dadurch  gekennzeichnet, dass die  Polymerase-Aktivitit eine  reverse

Transkriptaseaktivitat ist.

In einer Ausfithrungsform ist die reverse Transkriptase ausgewahlt aus der Gruppe, die Reverse
Transkriptasen von Murine Moloney Leukemia Virus (MMLYV), Avian Myeloblastosis Virus
(AMYV), thermostabile Reverse Transkriptasen, DNA-Polymerase von Carboxydothermus

hydrogenoformans jeweilige Mutanten davon und Gemische davon umfasst.

In einer Ausfilhrungsform sind die modifizierten Nukleosidtriphosphate ausgewihlt aus der
Gruppe, die  2’-Fluoro-modifizierte = Nukleosidtriphosphate, = 2’-Amino-modifizierte
Nukleosidtriphosphate, 2’-Azido-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-O-Methyl-modifizierte
Nukleosidtriphosphate, 2’-Alkyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-Allyl-modifizierte
Nukleosidtriphosphate, Arabino-Nukleosidtriphosphate und Nukleotidphosphorothioate umfasst.

In einer Ausfilhrungsform sind die modifizierten Nukleosidtriphosphate 2’-Fluoro-
Nukleosidtriphosphate.

In einer Ausfiihrungsform sind die bereitgestellten Nukleosidtriphosphate ausschlieflich
modifizierte Nukleosidtriphosphate und die synthetisierte Nukleinsiure besteht bevorzugterweise

im wesentlichen ausschlieBlich aus modifizierten Nukleotiden.

In einer Ausfithrungsform besteht der Matrizenstrang aus RNA.

In einer alternativen Ausfiihrungsform besteht der Matrizenstrang aus DNA.

In einer weiteren alternativen Ausfiihrungsform besteht der Matrizenstrang aus einer

modifizierten Nukleinsiure, bevorzugterweise einer 2’-Fluoro-Nukleinsdure.

In einer alternativen Ausfiihrungsform ist die Sequenz des Primers Teil der zu synthetisierenden

Nukleinsiure.

In einer Ausfiihrungsform ist die Sequenz des Primers von der zu synthetisierenden

Nukleinséure verschieden.
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In einer Ausfiihrungsform besteht der Primer aus modifizierten Nukleosidphosphaten, wobei die
Modifikation der Nukleosidphosphate des Primers die gleiche Modifikation wie die der
bereitgestellten Nukleosidtriphosphate ist.

In einer Ausfithrungsform besteht der Primer aus RNA.

In einer Ausfiihrungsform besteht der Primer aus DNA, wobei mindestens das 3’-terminale

Nukleotid des Primers ein Desoxyribonukleotid ist.

In einer Ausfiihrungsform synthetisiert die Polymerase-Aktivitit einen zum Matrizenstrang im
wesentlichen komplementiren Strang, wobei dieser bevorzugterweise mit dem Matrizenstrang

basengepaart vorliegt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die synthetisierte Nukleinsdure von dem

Matrizenstrang getrennt.

In einer Ausfithrungsform wird der Primer oder ein Teil davon von der durch die Polymerase-

Aktivitit synthetisierten Nukleinséure entfernt.

In einer Ausfithrungsform wird der Matrizenstrang und/oder der Primer verdaut oder gespalten,
bevorzugterweise nach der Synthese der zum Matrizenstrang im wesentlichen komplementéren

Nukleinsdure.

In einer bevorzugten erfolgt Ausfithrungsform das Trennen und/oder das Spalten durch
alkalische Spaltung oder enzymatische Aktivitt.

In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemil gelost durch die Verwendung einer
reversen Transkriptase zur Synthese einer Nukleinsiure, wobei die Nukleinséure mindestens ein

modifiziertes Nukleosidphosphat enthélt.

In einer Ausfiihrungsform des zweiten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist die reverse
Transkriptase ausgewshlt aus der Gruppe, die Reverse Transkriptasen von Murine Moloney

Leukemia Virus (MMLV), Avian Myeloblastosis Virus (AMYV), thermostabile Reverse
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Transkriptasen, DNA-Polymerase von Carboxydothermus hydrogenoformans, Mutanten davon

und Gemische davon umfasst.

In einer Ausfiihrungsform ist das modifizierte Nukleosidtriphosphat ausgew#hlt aus der Gruppe,
die 2’-fluoro-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-Amino-modifizierte Nukleosidtriphosphate,
2’-Azido-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2°-O-Methyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate,
2’-Alkyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-Allyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate,
Arabino-Nukleosidtriphosphate und Nukleosidphosphorothioate umfasst.

In einer Ausfilhrungsform besteht die Nukleinsdure im wesentlichen vollsténdig aus

modifizierten Nukleosidphosphaten.

In einem dritten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemiB gelost durch ein Verfahren zur
Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere Aptamere, umfassend
die Schritte:

(a) Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsduren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und .
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,
(b) Inkontaktbringen der Population von Nukleinsiuren mit dem Zielmolekiil,

(c) Abtrennen der Nukleinséuren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

(d)  Abtrennen der Nukleinsidure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

(e) optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,
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reverse Transkription der Nukleinsiure(n), die mit dem Zielmolekiil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,

Durchfiihren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementér ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese ~ bevorzugterweise eine  Amplifikationsreaktion und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription, des Produktes aus (g), wobei der synthetisierte Zweitstrang als

Matrizenstrang dient, um Transkriptionsprodukte zu erhalten,

Synthese von Nukleinsduren, die im wesentlichen komplementir zu den

Transkriptionsprodukten sind,

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinsiure(n) aus

Schritt (i) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind, und

optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (g) erhaltenen Nukleinsiure(n),

dadurch gekennzeichnét, dass die Synthese gemif Schritt (i) gemiB einem Verfahren

nach dem ersten oder zweiten Aspekt durchgefiihrt wird.

In einem vierten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemiB gelost durch ein Verfahren zur

Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinséure, insbesondere Aptamere, umfassend

die Schritte:

(@)

(b

Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinséuren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5°-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

Inkontaktbringen der Population von Nukleinséduren mit dem Zielmolekiil,
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(d)

(©)

®

(®

(h)

®

@

(k)

Abtrennen der Nukleinsdure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

Optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

reverse Transkription der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,

Durchfithren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementir ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese  bevorzugterweise eine  Amplifikationsreaktion und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription, des Produktes aus Schritt (g), wobei der synthetisierte Zweitstrang

als Matrizenstrang dient, um Transkriptionsprodukte zu erhalten

Synthese von Nukleinséiuren, die im wesentlichen komplementdr zu den

Transkriptionsprodukten sind,

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (i) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind, und

optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (g) erhaltenen Nukleinséure(n)

dadurch gekennzeichnet, dass zumindest der randomisierte Bereich der Nukleinséure

und/oder in Schritt (i) synthetisierte Nukleinséure im wesentlichen vollsténdig aus

modifizierten =~ Nukleosidphosphaten besteht, bevorzugterweise aus 2’-Fluoro-

Nukleosidphosphaten.
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In einem fiinften Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemiB gelost durch ein Verfahren zur

Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere von Aptameren,

insbesondere ein Verfahren gemi dem dritten und vierten Aspekt der vorliegenden Erfindung,

umfassend die Schritte:

(2)

(b)

(©)

(d)

(©)

®

(8)

(h)

Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinséuren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsiure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5°-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsdure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsiure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

reverse Transkription der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,

Durchfiihren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementér ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese  bevorzugterweise eine  Amplifikationsreaktion und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription des Produktes aus Schritt (g), wobei der synthetisierte Zweitstrang

als Matrizenstrang dient, um Transkriptionsprodukte zu erhalten
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6] Synthese von Nukleinsduren, die im wesentlichen komplementér sind zu den

Transkriptionsprodukten,

)] optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinséure(n) aus

Schritt (i) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind, und

(k) optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (g) erhaltenen Nukleinséure(n),

dadurch gekennzeichnet, dass

- die erste konstante Sequenz der Nukleinsdure in Schritt (a) eine Forward-Primer-
Sequenz und die zweite konstante Sequenz eine Reverse-Primer-Bindungsstelle

umfasst, und

- ein Reverse-Primer in der reversen Transkription gem#B Schritt (f) verwendet
wird, der im wesentlichen komplementir zur Reverse-Primer-Bindungsstelle ist
und an seinem 5’-Ende einen weiteren Teilbereich umfasst und das reverse
Transkriptionsprodukt in 5° - 3’-Richtung eine Reverse-Primer-Sequenz, eine
zur randomisierten Sequenz im Wesentlichen komplementdre Sequenz und eine

Forward-Primer-Bindungsstelle umfasst.

In einer Ausfiihrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung wird in der
Zweitstrangsynthese der Reverse-Primer und ein Forward-Primer verwendet, wobei der
Forward-Primer zumindest mit einem Teil der Forward-Primer-Bindungsstelle des reversen
Transkriptionsproduktes im wesentlichen komplementdr ist, wobei die Sequenz des
synthetisierten Zweitstrangs mit der Sequenz der zu Nukleinsiure von Schritt (d) im
wesentlichen identisch ist und am 3’-Ende zusitzlich eine weiteren Teilbereich des Reverse-

Primers im Wesentlichen komplementére Sequenz umfasst.

In einer Ausfilhrungsform des fiinfien Aspektes der vorliegenden Erfindung ist der weitere
Teilbereich des Reverse-Primers eine Promotor-Sequenz, wobei bevorzugterweise die Promotor-
Sequenz ausgewihlt ist aus der Gruppe, die Promotor-Sequenzen von T7-RNA-Polymerase, T3-
RNA-Polymerase und SP6-Polymerase umfasst.
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In einer Ausfiihrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung wird der in der
Zweitstrangsynthese synthetisierte Strang als Matrizenstrang einer Transkription unterzogen,
wobei das Transkriptionsprodukt in 3° = 5’-Richtung die Forward-Primer-Bindungsstelle den

komplementdren randomisierten Bereich und die Reverse-Primer-Sequenz umfasst.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung wird
das Transkriptions-Produkt mit einer reversen Transkriptase zusammen mit einem Forward-
Synthese-Primer und modifizierten = Nukleosidtriphosphaten, bevorzugterweise  2’-
Fluoronukleosidphosphaten, umgesetzt, wobei der Forward-Synthese-Primer an der Forward-
Primer-Bindungsstelle hybridisiert, um ein Syntheseprodukt zu erhalten, wobei das
Syntheseprodukt modifizierte Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-Fluoro-
Nukleosidphosphate umfasst.

In einer bevorzugten Ausfiilhrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung besteht
der Forward-Synthese-Primer aus modifizierten Nukleosidtriphosphaten.

In einer Ausfiihrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung wird der
Matrizenstrang einer alkalischen Behandlung unterzogen, um eine einzelstringige Nukleinsidure
zu erhalten, wobei die Nukleinsdure in 5° - 3’-Richtung die Forward-Primer-Sequenz, den

randomisierten Bereich und die Reverse-Primer-Bindungsstelle umfasst.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung umfasst
der Forward-Primer an seinem 5’-Ende einen weiteren Teilbereich und der synthetisierte

Zweitstrang umfasst an seinem 5’-Ende eine dem weiteren Teilbereich entsprechende Sequenz.

In einer noch bevorzugteren Ausfiihrungsform des flinften Aspektes der vorliegenden Erfindung
wird der in der Zweitstrangsynthese synthetisierte Strang als Matrizenstrang einer Transkription
unterzogen, wobei das Transkriptionsprodukt in 3’ —> 5’-Richtung die Forward-Primer-
Bindungsstelle einschlieflich der zu dem weiteren Teilbereich des Forward-Primers
komplementiren Sequenz, den komplementiren randomisierten Bereich und die Reverse-Primer-
Sequenz an seinem 5’-Ende umfasst, wobei der Reverse-Primer-Sequenz bevorzugterweise eine

zu dem weiteren Teilbereich des Reverse-Primers korrespondierende Sequenz fehlt.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden
Erfindung wird das Transkriptions-Produkt mit einer reversen Transkriptase zusammen mit
einem Forward-Synthese-Primer und modifizierten Nukleosidtriphosphaten, bevorzugterweise
2°-Fluoronukleosidphosphaten, umgesetzt, wobei der Forward-Synthese-Primer an der Forward-
Primer-Bindungsstelle hybridisiert, um ein Syntheseprodukt zu erhalten, wobei das
Syntheseprodukt modifizierte Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-Fluoro-
Nukleosidphosphate umfasst.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden Erfindung besteht
der Forward-Synthese-Primer aus Ribonukleotiden oder aus Desoxyribonukleotiden mit

mindestens einem Ribonukleotid an seinem 3’-Ende.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des fiinften Aspektes der vorliegenden
Erfindung wird der Matrizenstrang einer alkalischen Spaltung unterzogen und der Forward-
Synthese-Primer abgespalten, um eine einzelstringige Nukleinsdure zu erhalten, wobei die
Nukleinssure in 5° = 3’-Richtung die Forward-Primer-Sequenz, den randomisierten Bereich und

die Reverse-Primer-Bindungsstelle umfasst.

In einer Ausfiihrungsform des fiinfien Aspektes der vorliegenden Erfindung besteht der Forward-

Primer und der Reverse-Primer aus DNA.

In einem sechsten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemil gelost durch ein Verfahren zur
Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere von Aptameren,

umfassend die Schritte

(a) Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsiuren, insbesondere D-
Nukleinssuren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinséuren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

(b) Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,
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Abtrennen der Nukleinséure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsiure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

reverse Transkription der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,

Durchfiihren einer Amplifikationsreaktion mit dem reversen
Transkriptionsprodukt wobei die Amplifikationsreaktion bevorzugterweise eine
Polymerasekettenreaktion ist, um ein amplifiziertes reverses

Transkriptionsprodukt zu erhalten,
Synthese von Nukleinsiuren, die im Wesentlichen komplementér sind zu den in
(g) amplifizierten reversen Transkriptionsprodukten, um ein Syntheseprodukt zu

erhalten,

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (h), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (h) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (g) erhaltenen Nukleinséure,

dadurch gekennzeichnet, dass

- die erste konstante Sequenz der Nukleinsdure in Schritt (a) eine Forward-
Primer-Sequenz und die zweite konstante Sequenz eine Reverse-Primer-

Bindungsstelle umfasst, und

- ein Reverse-Primer in der reversen Transkription gemiB Schritt (f)

verwendet wird, der im Wesentlichen komplementér zu Reverse-Primer-
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Bindungsstelle ist und das reverse Transkriptionsprodukt in 5° - 3°-
Richtung eine Reverse-Primer-Sequenz, eine zur randomisierten Sequenz
im Wesentlichen komplementére Sequenz und eine zur Forward-Primer-
Sequenz im Wesentlichen komplementére Forward-Primer-Bindungsstelle

umfasst.

In einer Ausfiihrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung werden in der
Zweitstrangsynthese der Reverse-Primer und ein Forward-Primer verwendet, wobei der
Forward-Primer mit der Forward-Primer-Bindungsstelle im Wesentlichen komplementar ist,
wobei die Sequenz des synthetisierten Zweitstranges mit der zu amplifizierenden Nukleinséure

im Wesentlichen identisch 1ist.

In einer Ausfilhrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung wird in der
Synthese nach Schritt (g) das amplifizierte reverse Transkriptionsprodukt mit einem Forward-
Synthese-Primer, modifzierten = Nukleosidtriphosphaten,  bevorzugterweise  2’-Fluoro-
Nukleosidtriphosphaten, und einer reversen Transkriptase umgesetzt, wobei der Forward-
Synthese-Primer an der Forward-Primer-Bindungsstelle hybridisiert, um ein Syntheseprodukt zu
erhalten, wobei das Syntheseprodukt modifizierte Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-
Fluoro-Nukleosidphosphate umfasst.

In einer Ausfiihrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung besteht der
Forward-Synthese-Primer aus modifizierten Nukleosidtriphosphaten.

In einer Ausfiihrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung wird der
Matrizenstrang einem Verdau, bevorzugterweise einem enzymatischen Verdau, unterzogen, um
eine einzelstringige Nukleinsiure zu erhalten, wobei die Nukleinsiure in 5° = 3’-Richtung die
Forward-Primer-Sequenz, den randomisierten Bereich und die Reverse-Primer-Bindungsstelle

umfasst.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung
werden in der Zweitstrangsynthese der Reverse-Primer und ein Forward-Primer verwendet,
wobei der Forward-Primer mit der Forward-Primer-Bindungsstelle im Wesentlichen
komplementir ist und an seinem 5’-Ende einen weiteren Teilbereich umfasst, wobei der

Teilbereich bevorzugterweise eine Linge etwa von 10 bis 25 und bevorzugtererweise etwa von
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10 bis 15 Nukleotide aufweist, wobei der Teilbereich bevorzugterweise eine Bindungsstelle oder
einen Teil davon fiir einen Forward-Synthese-Primer ist und ein verldngertes reverses
Transkriptionsprodukt erhalten wird, wobei das verléngerte reverse Transkriptionsprodukt dem
reversen Transkriptionsprodukt entspricht, wobei das reverse Transkriptionsprodukt an seinem
3’-Ende um eine Sequenz erginzt wird, wobei die Sequenz komplementér zur Sequenz des

weiteren Teilbereichs des Forward-Primers ist.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden
Erfindung wird in der Synthese nach Schritt (g) das amplifizierte reverse Transkriptionsprodukt
umgesetzt mit einem Forward-Synthese-Primer, modifizierten Nukleosidiriphosphaten,
bevorzugterweise 2’-Fluoro-Nukleosidtriphosphate, und einer reversen Transkriptase, wobei der
Forward-Synthese-Primer an der Bindungsstelle fiir den Forward-Synthese-Primer hybridisiert,
um ein Syntheseprodukt zu erhalten, wobei das Syntheseprodukt modifizierte
Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-Fluoro-Nukleosidphosphate umfasst.

In einer noch bevorzugteren Ausfilhrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden
Erfindung besteht der Forward-Synthese-Primer aus Ribonukleotiden oder aus

Desoxyribonukleotiden mit mindestens einem Ribonukleotid an seinem 3’-Ende.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung wird
der Matrizenstrang einem Verdau unterzogen, bevorzugterweise einem enzymatischen Verdau,
um eine einzelstringige Nukleinsiure zu erhalten, wobei die Nukleinsdure in. 5° = 3’-Richtung
die Forward-Primer-Sequenz, den randomisierten Bereich und die Reverse-Primer-

Bindungsstelle umfasst.

In einer Ausfiihrungsform des sechsten Aspektes der vorliegenden Erfindung besteht der

Forward-Primer und der Reverse-Primer aus DNA.

In einem siebten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgeméB gelost durch ein Verfahren zur
Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsdure, insbesondere von Aptameren,

umfassend die Schritte:

(a)  Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinséuren, insbesondere D-

Nukleinsguren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
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randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5°-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

Inkontaktbringen der Population von Nukleinsiuren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsiure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

Amplifikation der Nukleinsdure von Schritt (a) umfassend den Schritt:

Umsetzen der Nukleinsiure von Schritt (a) mit einer reversen Transkriptase,
einem Reverse-Primer, einem Forward-Primer und Nukleosidphosphaten,
bevorzugterweise modifizierten Nukleosidphosphaten und bevorzugtererweise 2’-

F-Nukleosidphosphaten,

wobei der Reverse-Primer im Wesentlichen komplementdr zu der Reverse-
Primer-Bindungsstelle ist und mit dieser hybridisiert und eine Markierung trégt,
wobei die Markierung eine Wechselwirkung zwischen dem Primer und dem

"Wechselwirkungspartner vermittelt und

wobei der Forward-Primer im Wesentlichen identisch ist mit der Forward-Primer-

Sequenz der Nukleinsdure von Schritt (a),

um ein doppelstringiges Amplifikationsprodukt zu erhalten, wobei ein Strang im
‘Wesentlichen der Nukleinsdure von Schritt (a) entspricht und ein Strang dazu

komplementir ist, wobei der komplementére Strang die Markierung trégt,
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(® Entfernen des komplementiren Stranges vom Amplifikationsprodukt, um eine
Nukleinsiure zu erhalten, die im Wesentlichen der Nukleinséure von Schritt (a)

entspricht,

(h) optional Wiederholen der Schritte (a) bis (g), wobei die Nukleinsdure aus Schritt

(g) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

(i) optional Sequenzieren der aus Schritt (d), (f) oder (g) erhaltenen Nukleinséure(n),
wobei im Falle der Sequenzierung bevorzugterweise noch die folgenden Schritte
durchgefiihrt werden:

(i) reverse Transkription unter Verwendung des Reverse-Primer, wobei der
Reverse-Primer aus DNA besteht und-keine Markierung tréigt,

(ib)  Amplifizieren des reversen Transkriptionsproduktes aus Schritt (ia) unter
Durchfiihrung einer Zweitstrangsynthese zur Amplifikation, wobei der
Reverse-Primer und der Forward-Primer verwendet werden, wobei der
Reverse-Primer keineMarkierung aufweist und der Forward-Primer aus

DNA besteht.

In einer Ausfiihrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung wird der
komplementire Strang in Schritt (g) durch Wechselwirkung zwischen der Markierung und dem

Wechselwirkungspartner entfernt.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist der

Wechselwirkungspartner an einer Oberfliche immobilisiert.

In einer noch bevorzugteren Ausfiihrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung
ist das Amplifikationsprodukt durch die Wechselwirkung zwischen Markierung und

Wechselwirkungspartnern an der Oberfléiche immobilisiert.

In einer Ausfiihrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung werden die beiden
Stringe des Amplifikationsproduktes voneinander getrennt, wobei bevorzugterweise der

komplementire Strang immobilisiert bleibt.
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In einer Ausfiihrungsforma des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist die Markierung
ausgewihlt aus der Gruppe, die Biotin, Digoxigenin und Linker mit reaktiven funktionellen
Gruppen umfasst, und die reaktiven funktionellen Gruppen bevorzugterweise ausgewdhlt sind

aus der Gruppe, die Amino-, Carboxy, Epoxy und Thiol umfasst.

In einer Ausfilhrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist der
Wechselwirkungspartner ausgewihlt aus der Gruppe, die Streptavidin, Avidin, Neutravidin und
Anti-Digoxigenin-Antikérper und komplementire funktionelle Gruppen umfasst, und die
reaktiven funktionellen Gruppen bevorzugterweise ausgewahlt sind aus der Gruppe, die Amino-,

Carboxy, Epoxy und Thiol umfasst. .

In einer Ausfithrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist die Markierung

am 5’-Ende des reversen Primers angeordnet.

In einer Ausfithrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung umfasst der
Forward-Primer modifizierte Nukleosidphosphate, insbesondere 3’-Fluoro-Nukleosidphosphate.

In einer Ausfilhrungsform des siebten Aspektes der vorliegenden Erfindung umfasst der Reverse

Primer Desoxynukleosidphosphate.

In einem achten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemiB geldst durch ein Verfahren zur
Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsidure, insbesondere von Aptameren,

umfassend

(a)  Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsiuren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsiure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz
unterscheiden, wobei die Nukleinsdure modifizierte Nukleosidphosphate umfasst,
bevorzugterweise 2’-Fluoro-modifizierte Nukleosidphosphate und die konstanten

Sequenzen jeweils 4-6 Nukleotide umfassen,

(b)  Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,
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Abtrennen der Nukleinsduren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinséure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

Optional Wiederholen der Schritte von (&) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

Modifizieren der Nukleinsdure aus Schritt (a) oder (d) durch folgende Schritte:

(f0)

(fa)

(fb)

5°-Phosphorylieren des 5’-terminalen Nukleotids der Nukleinséure von
Schritt (a), bevorzugterweise durch eine Kinasierung, unter der
Voraussetzung, dass das 5’-terminale Nukleotid nicht schon eine
Phosphatgruppe am 5’-Ende aufw eist,

Bereitstellen eines ersten Adaptermolekiils, wobei das erste
Adaptermolekiil aus einer doppelstringigen Nukleinsiure aus einem ersten
und einem zweiten Nukleinséurestrang besteht und wobei der erste
Nukleinsdurestrang und der zweite Nukleinsiurestrang unabhéngig
voneinander eine Desoxyribonukleinsdure, eine Ribonukleinséure oder
einevFNA ist und das 5’-Ende des zweiten Nukleinsdurestranges einen
Uberhang liefert, wobei der Uberhang zumindest teilweise zu der ersten
konstanten Teilsequenz der Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d) oder

einem Teil davon komplementér ist,

Bereitstellen eines zweiten Adaptermolekiils, wobei das zweite
Adaptermolekiil aus einer doppelstringigen Nukleinséure aus einem ersten
und einem zweiten Nukleins#urestrang besteht, wobei der erste
Nukleinsdurestrang ein 5’-Phosphat trigt und der erste und der zweite
Nukleinsdurestrang unabhingig voneinander eine Desoxyribonukleinséure,
eine Ribonukleinsére oder eine FNA ist und das 3’-Ende des zweiten

Nukleinsdurestranges einen Uberhang liefert, der zumindest teilweise
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komplementir ist zu der zweiten konstanten Teilsequenz der Nukleinsdure

aus Schritt (a) und/oder (d) oder einem Teil davon,

(fc) Ligieren der ersten Nukleinsdurestringe des ersten und des zweiten
Adaptermolekiils an die Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d), um ein

Ligationsprodukt als Reaktionsprodukt zu erhalten,

Reverse Transkription des Ligationsproduktes unter Verwendung des im
Ligationsansatz vorliegenden zweiten Stranges des zweiten Adaptermolekiils als

Primer, um  ein  reverses Transkriptionsprodukt  zu  erhalten,

Durchfithren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementdr ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese bevorzugtererweise eine Amplifikationsreaktion und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription, des Produktes aus (h), wobei der synthetisierte Zweitstrang als
Matrizenstrang dient um Transkriptionsprodukte zu erhalten, wobei ein

Transkriptionsprodukt erhalten wird, das komplementér ist zu

der Sequenz des ersten Nukleinsdurestranges des ersten Adaptermolekiils,

der ersten konstanten Teilsequenz,

dem randomisierten Bereich, und

der zweiten konstanten Teilsequenz; und
Durchfithren einer Nukleinsiuresynthese, wobei das Transkriptionsprodukt aus
Schritt 1) mit einem Forward-Synthese-Primer, modifizierten
Nukleosidtriphosphaten, bevorzugterweise 2’-Fluoronukleosidtriphosphaten, und
einer reversen Transkriptase umgesetzt wird, wobei der Primer mit der

Komplementér-Sequenz  des ersten  Nukleinsdurestranges des  ersten

Adaptermolekiils hybridisiert und der Primer aus RNA besteht oder einer



WO 2005/026374 PCT/EP2004/010268

(k)

Q)

(m)

22
Kombination von RINA und DNA besteht, unter der Voraussetzung, dass bei der
Kombination von RNA und DNA zumindest das 3’-Ende durch ein Ribonukleotid
gebildet wird,

Abspalten des Transkriptionsproduktes nach Schritt (j) und der Forward-Primer-
Sequenz des in Schritt (j) synthetisierten Nukleinsduremolekiil, um eine

Nukleinsiure zu erhalten, die im Wesentlichen identisch ist mit der Nukleinsiure

von Schritt (a) oder (d),

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (k), wobei die Nukleinsdure aus Schritt

(k) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten ist, und

optional Sequenzieren der aus Schritt (h) erhaltenen Nukleinsiure.

In einer Ausfithrungsform des achten Aspektes der vorliegenden Erfindung erfolgt die Spaltung
in Schritt (k) durch alkalische Spaltung und/oder RNase-Verdau.

In einem neunten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemiB gelost durch ein Verfahren zur

Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsdure, insbesondere von Aptameren,

umfassend

(®)

(b)

Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinséuren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz
unterscheiden, wobei die Nukleinsdure modifizierte Nukleosidphosphate umfasst,
bevorzugterweise 27-Fluoro-modifizierte Nukleosidphosphate, die konstanten
Sequenzen jeweils 4-6 Nukleotide umfassen und die Nukleinsdure am 3’-Ende

eine OH-Gruppe trigt.

Inkontaktbringen der Population von Nukleinséuren mit dem Zielmolekiil,
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Abtrennen der Nukleinséuren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

Modifizieren der Nukleinsdure(n) aus Schritt (a) oder (d) durch folgende Schritte:

(fa)

(fb)

(fo)

Phosphorylieren des 5’-Endes der Nukleinsiure, sofern die Nukleinsdure

kein Phosphat am 5°-Ende aufweist,

Bereitstellen eines ersten Adaptermolekiils, wobei das erste
Adaptermolekiil aus einer doppelstringigen Nukleinsdure aus einem ersten
und einem zweiten Nukleinsiurestrang besteht und wobei der erste
Nukleinsdurestrang und der zweite Nukleinsdurestrang unabhingig
voneinander eine Desoxyribonukleinsdure, eine Ribonukleinsdure oder
eine FNA ist und das 5’-Ende des zweiten Nukleinsdurestranges einen
Uberhang liefert, wobei der Uberhang zumindest teilweise zu der ersten
konstanten Teilsequenz der Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d) oder

einem Teil davon komplementér ist,

Bereitstellen eines zweiten Adaptermolekiils, wobei das zweite
Adaptermolekiil aus einer doppelstringigen Nukleinsdure aus einem ersten
und einem zweiten Nukleinsdurestrang besteht, wobei der erste
Nukleinsdurestrang ein 5°-Phosphat tréigt, der erste und der zweite
Nukleinsiurestrang eine unabhéngig voneinander Desoxyribonukleinsiure,
eine Ribonukleinséure oder eine FNA ist und das 3’-Ende des zweiten
Nukleinsiurestranges einen Uberhang liefert, der zumindest teilweise
komplementér ist zu der zweiten konstanten Teilsequenz der Nukleinsiure
aus Schritt (a) und/oder (d) oder einem Teil davon und wobei der zweite

Nukleinsdurestrang eine Spaltstelle aufweist, die bei Spaltung des
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Nukleinsdurestranges ein erstes Spaltprodukt und ein zweites Spaltprodukt
liefert, wobei das erste Spaltprodukt das 3’-Ende des zweiten
Nukleinsdurestranges des zweiten Adaptermolekiils ist, das zumindestens
teilweise komplementér ist zu der zweiten konstanten Teilsequenz der

Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d),

Ligieren der ersten Nukleinsdurestringe des ersten und des zweiten
Adaptermolekiils an die Nukleinsdure aus Schritt (2) und/oder (d), um ein
Ligationsprodukt als Reaktionsprodukt zu erhalten,

(2) Reverse Transkription des Ligationsproduktes unter Verwendung des im

Ligationsansatz vorliegenden zweiten Stranges des zweiten Adaptermolekiils als

Primer, um ein reverses Transkriptionsprodukt zu erhalten,

(h) Durchfiihren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen

komplementér ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die

Zweitstrangsynthese ~ bevorzugterweise  eine  Amplifikationsreaktion  und

bevorzugtererweise eine Polymerasekettenreaktion ist, und ein amplifiziertes reverses

Transkriptionsprodukt liefert,

(i) Abbau des reversen Transkriptionsproduktes, insbesondere des amplifizierten

reversen Transkriptionsproduktes, wobei eine Nukleinsdure bereitgestellt ist, die in

3’— 5’-Richtung umfasst:

- die dem Forward Primer komplementire Sequenz oder die Forward Primer

Bindungstelle,

- den zum randomisierten Bereich komplementdren Bereich, sowie

- den Bereich des zweiten Stranges des zweiten Adaptermolekiils, der teilweise

komplementdr ist zu der zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende der

Nukleinsdure von Schritt (a) und/oder (d),

(k) Durchfiihren einer Nukleinsiuresynthese, wobei die in (j) bereitgestellte Nukleinséure

mit einem Forward-Synthese-Primer, modifizierten Nukleosidtriphosphaten,

bevorzugterweise  2’-Fluoro-Nukleosidtriphosphaten, und  einer  reversen
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Transkriptase umgesetzt wird, wobei der Primer mit der Komplementirsequenz des
ersten Nukleinsdurestranges des ersten Adaptermolekiils hybridisiert und der Primer
aus RNA besteht oder aus einer Kombination aus DNA und RNA, wobei der Primer
aus einer Kombination.aus DNA und RNA zumindest ein Ribonukleotid an seinem

3’-Ende aufweist, um ein Syntheseprodukt zu erhalten,

(I) Abspalten des reversen Transkriptionsproduktes von dem Syntheseprodukt nach
Schritt (k) und der Forward-Synthese-Primer-Sequenz des Syntheseproduktes nach
Schritt (k), um eine Nukleinsidure zu erhalten, die im wesentlichen identisch ist mit

der Nukleinsdure von Schritt (a) oder (d),

(m)Optional Wiederholen der Schritte (a) bis (1), wobei die Nukleinsidure aus Schritt (a)

die heterogene Population ausbildet oder in dieser enthalten ist, und
(n) Optional Sequenzieren der in Schritt (h) erhaltenen Nukleinsiure.

In emer Ausfiihrungsform des neunten Aspektes der vorliegenden Erfindung erfolgt das

Phosphorylieren in Schritt (fa) durch eine Kinasierung.

In einer Ausfiihrungsform des neunten Aspektes der vorliegenden Erfindung wird die Spaltstelle
durch eine Restriktionsenzymschnittstelle bereit gestellt und erfolgt das Spalten durch ein
Restriktionsenzym.

In einer Ausfiihrungsform des neunten Aspektes der vorliegenden Erfindung wird die Spaltstelle
durch ein Ribonukleotid bereit gestellt und erfolgt das Spalten duxch alkalische Spaltung oder
durch RNasen.

In einer Ausfithrungsform des neunten Aspektes der vorliegeniden Erfindung erfolgt das
Abspalten gemdfl Schritt (I) enzymatisch, insbesondere durch DNase, und/oder die Forward-

Synthese-Primer-Sequenz wird durch eine RNase entfernt.

In einer Ausfilhrungsform des neunten Aspektes der vorliegenden Exfindung ist die Nukleinsiure
von Schritt (a) eine einzelstringige Nukleinsiure, die aus modifizierten Nuleosidphosphaten,

insbesondere 2’-Fluoro-modifizierten Nukleosidphosphaten besteht.
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In einem zehnten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemifl gel6st durch ein Verfahren zur

Selektion einer an ein Zielmolekiil bindende Nukleinsdure, insbesondere von Aptameren,

umfassend die Schritte,-

(2)

(b)

(©

(d)

©

®

Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinséuren, insbesondere D-
Nukleinsiuren, wobei eine jede Nukleinsiure einen Bereich mit einer

randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und

‘einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die

Population ausbildenden Nukleinsiuren in der randomisierten Sequenz
unterscheiden, wobei die erste konstante Sequenz eine Forward-Primer-Sequenz

und die zweite konstante Sequenz eine Reverse-Primer-Bindungsstelle umfasst,

Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsduren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

Zweitstrangsynthese eines zur Nukleinsdure wvon Schritt (a) und/oder (d)
komplementiren zweiten Stranges und Amplifizieren des zweiten Stranges sowie
des zu der Nukleinsdure von Schritt (a) und/oder (d) korrespondierenden
Nukleinsiduren durch Zugabe eines Reverse-Primers und eines Forward-Primers,
wobei der Reverse-Primer einen ersten und einen zweiten Teilbereich umfasst,
wobei der erste Teilbereich an die Reverse-Primer-Bindungsstelle bindet und der
zweite Teilbereich am 5’-Ende des Reverse-Primers angeordnet ist und eine
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase umfasst, wobei die durch die

Zweitstrangsynthese erhaltene Syntheseprodukt der Nukleinsdure von Schritt (a)
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und/oder (d) entspricht und an ihrem 3’-Ende zusitzlich eine Sequenz aufweist,

die komplementér ist zum zweiten Teilbereich des Reverse-Primers,

Transkription des Syntheseproduktes von Schritt (f), wobei die Transkription
unter Zugabe von Nukeosidphosphaten und RNA-Polymerase erfolgt und das
Transkriptionsprodukt einem DNase-Verdau unterzogen wird, um ein
Transkriptionsprodukt zu erhalten, welches in 3’— 5’-Richtung die Forward-
Primer-Bindungsstelle, einen zum randomisierten Bereich der Nukleinsiure von
Schritt (a) komplementéren Bereich sowie den ersten Teilbereich des Reverse-

Primers umfasst

Synthese  einer  Nukleinsdure  ausgehend von  dem verkiirzten
Transkriptionsprodukt von Schritt (g), wobei das verkiirzte Transkriptionsprodukt
mit einem Forward-Synthese-Primer, dNTPs und reverser Transkriptase
umgesetzt wird, wobei der Forward-Synthese-Primer aus Desoxyri bonukleotiden

besteht,
alkalischer Verdau des Reaktionsansatzes von Schritt (h) zuma Verdau des
Transkriptionsproduktes, um eine Nukleinsdure zu erhalten, die ima wesentlichen

identisch ist zur Nukleinsdure von Schritt (a) und (d).

Optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (i) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind und

optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (d) erhaltenen Nukleinséure(n).

In einer Ausfithrungsform des zehnten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist die Nukleinsdure

von Schritt (a) eine Desoxyribonukleinsiure.

In einer Ausfiihrungsform des zehnten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist die Promotor-

Sequenz ausgewahlt aus der Gruppe, die Promotor-Sequenzen von T7-RNA-Polymerase, T3-

RNA-Polymerase und SP6-Polymerase umfasst.
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In einer Ausfithrungsform des dritten, vierten, fiinften, sechsten, siebten, achten, neunten
und/oder zehnten Aspektes der vorliegenden Erfindung ist die selektierte Nukleinsdure(n)
ausgewahlt aus der Gruppe, die Aptamer, Ribozyme, Aptazyme, Antisense-Molekiile und siRNA

umfasst.

Die vorliegenden Erfinder haben iiberraschenderweise festgestellt, dass mittels einer reversen
Transkriptase-Aktivitdt, hierin im folgenden auch als reverse Transkriptase bezeichnet,
vollstindig modifizierte Oligonukleotide und insbesondere vollstindig 2’-F-modifizierte
Oligonukleotide hergestellt werden kénnen. Dazu wird lediglich ein Revers-komplementirer
Gegenstrang der zu synthetisierenden Sequenz aus RNA oder DNA oder 2’-Amimno-modifizierter
Nukleinsgure oder FNA, d. h. 2’-Fluoro-modifizierte Nukleinsiure, oder aus einem Gemisch aus
diesen und ein geeigneter Primer fiir die FNA-Synthese benétigt, der an den Gegenstrang
hybridisieren kann und hierin auch als Forward-Synthese-Primer oder FS-Primer bezeichnet
wird. Bevorzugterweise ist dieser Primer ebenfalls aus FNA. Sollte ein solcher Primer nicht
verfiigbar sein, kann auch ein Primer aus RNA verwendet werden, der nach dexr FNA-Synthese
durch RNasen oder alkalische Hydrolyse zerstrt wird. In diesem Falle muss der Primer
upstream, d.h. am 5’-Ende von der zu synthetisierenden Sequenz an den Gegenstrang, der ggf.
zusitzliche Nukleotide am 3°-Ende aufweisen muss, hybridisieren. Alternativ zum FS-Primer
aus RNA kann auch ein in seiner Sequenz identischer Primer aus DNA benutzt werden, dessen
3’-terminales Nukleotid ein Ribonukleotid ist, das nach der FNA-Synthese durch RNasen oder
alkalische Hydrolyse zerstort wird. Optional kann der Primer weitere Ribonukleotidbausteine

beinhalten.

Unter Anwendung des erfindungsgeméfien Verfahrens zur Synthese einer Nukleinsdure kénnen
grundsitzlich Nukleinsduren unabhéngig von ihrer Sequenz und Funktion hergestellt werden.
Funktionale Nukleinsdure, die unter Anwendung des erfindungsgeméfien Verfahrens zur
Synthese von Nukleinsduren hergestellt werden kénnen, umfassen insbesondere auch Aptamere,
Ribozyme, Antisense-Molekiile und RNAi-Molekiillee Den unter Anwendung des
erfindungsgeméBen Verfahrens hergestellten Nukleinsduren ist dabei eigen, dass es sich infolge
der Modifikation um nukleaseresistente Nukleinséuren handelt, was fiir deren Anwendung in
biologischen Systemen oder Prozessen besonders vorteilhaft ist. Unter biologischen Systemen
werden hierin in besonderen Ausfliihrungsformen unter anderem verstanden: Reaktionsansitze

mit biologischem Material, Zell-, Gewebe- und Organaufschliisse, Zellen, Gewebe, Organe und
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Organismen, einschlieBlich aber nicht darauf beschrinkt einzellige und mehrzellige Organismen,

Menschen, Tieren und Pflanzen und Proben davon.

Das erfindungsgeméBe Verfahren erméglicht auch dessen Implementation in den sog. SELEX-
Prozess, wie er beispielsweise in dem européischen Patent EP 533 83 8 beschrieben ist. Somit ist
es unter Anwendung des erfindungsgemifen Verfahrens zur Synthese von Nukleinsduren
méglich, mit dem SELEX-Prozess ein Zielmolekiil bindende Oligonukleotide, nukleaseresistente
Aptamere und Ribozyme zu generieren, die vollstindig aus 2’-modifizierten Nukleotiden
bestehen. Dies verlidngert ihre Lebensdauer in Milieus, die RNasen und DNasen enthalten, wie
z.B. biologischen Fliissigkeiten, und erméglicht eine Erweiterung ihrer Einsatzmdoglichkeiten,
beispielsweise lingere Halbwertszeit im Blut und anderen biologischen Fliissigkeiten, im

Magen-Darm-Trakt, in Zellen und Geweben.

Nukleaseresistenz ist auch fiir Antisense-Molekiile, die zum Gen-silencing beitragen, von Vorteil
(Manoharan, 1999). Antisense-Molekiile werden héufig einfach chemisch synthetisiert. Es gibt
allerdings auch Verfahren, die mit Hilfe von Enzymen potenziell erfolgreiche Antisense-
Molekiile identifizieren (Xu et al., 2003; Zhang et al., 2003). Durch Modifikation eines solchen
Verfahrens lassen sich nun auch 2’-F-modifizierte Antisense-Molekiile identifizieren. Uberdies
haben 2’-F-Sequenzen einen hoheren Schmelzpunkt, was zu festeren RNA-FNA- oder FNA-
DNA-Duplexen fiihrt (Cummins et al., 1995).

Das gleiche gilt auch fiir siRNAs. Auch hier ist Nukleaseresistenz vonn Vorteil, damit die siRNAs
undegradiert ihr Ziel, d.h. den RISC-Komplex im Cytoplasma ihrer Ziel-Zellen, erreichen (Chiu
and Rana, 2003). Durch den Einsatz der hier beschriebenen Verfahren lassen sich so auf
enzymatischem Wege bei Wahl geeigneter Template oder Matrizen vollstindig 2’-modifizierte
siRNAs herstellen.

Die solchermaBen hergestellten vollstdndig 2’-modifizierten Nukleinsduren eignen sich auch
beispielsweise fiir die massenspektrometrische Analyse von Nukleinsduren. Bei der
massenspektrometrischen Analyse wurde festgestellt, dass es zu einem Verlust einzelner Basen
kommen kann, wobei dieser Verlust durch Verwendung von FNA verringert werden kann.
Infolgedessen kénnen auch lingere Sequenzen hochauflésend gemessen werden,wenn diese als

2’-modifizierte Nukleinsiuren vorliegen.
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Insgesamt erlauben die erfindungsgeméBen Verfahren eine Synthese von Nukleins#uren mit
bzw. aus  modifizierten = Nukleosidphosphaten,  insbesondere  2’-F-modifizierten
Nukleosidphosphaten, wobei der Anteil an Abbruchprodukten sehr gering ist bei einem sehr
hohen Anteil an Vollangenprodukten. Fin weiterer Vorteil der erfindungsgemiBen Verfahren ist
darin zu sehen, dass die Mutationsrate gering ist und sie den Einbau aller und nicht nur einzelner

modifizierter Nukleotide erlauben.

Obwohl die verschiedenen Ausflihrungen hierin insbesondere am Beispiel der Verwendung von
2’-Fluoro-modifizierten Nukleosidphosphate dargestellt wurden, sind die Verfahren gemil der
vorliegenden Erfindung nicht auf diese beschrénkt, sondern sind grundsitzlich auf alle hierin

beschriebenen modifizierten Nukleosidphosphate anwendbar.

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendeten reversen Transkriptasen sind dabei in
bevorzugten Ausfiihrungsformen RNA-abhéngige reverse Transkriptasen, die im Rahmen der
vorliegenden Erfindung auch in Verbindung mit DNA-Matrizen oder FNA-Matrizen verwendet

werden.

Wie hierin in bevorzugten Ausfiihrungsformen verwendet, bezeichnet der Begriff ,reverse
Transkriptase™ eine jegliche enzymatische Aktivitdt, die in der Lage ist, ausgehend von einem
(+) RNA Strang, der als Templat verwendet wird, einen komplementéren (-) DNA Strang zu
synthetisieren. Sie ist eine RNA-gerichtete DNA-Polymerasse (Stryer, 1995). Fir die
Durchfithrung der hierin offenbarten Verfahren geeignete reverse Transkriptasen sind

insbesondere auch jene, wie sie in der nachstehenden Tabelle angegeben sind.

Name Hersteller |Organismus Temp-
Optimum

GeneAmpr rTth | ABI Thermus thermophilus 70°C

Superscript 11 Invitrogen |MMLYV, RNase H 42°C

Superscript Il |Invitrogen |MMLV, RNase H 50°C

ThermoScript Invitrogen |AMYV, RNAse H 70°C

C. therm Roche Carboxydothermus hydrogenoformans |60-70°C

MMLV Epicentre |MMLV

M-MuLV RT Fermentas |MMLV

AMV RT CPG AMV
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Dabei ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auch DNA-Polymerasen, sofern sie die
in den Verfahren erforderliche enzymatische Aktivitit, d.h. insbesondere die Aktivitdt einer
reversen Transkriptase, aufweisen, im Rahmen der erfindungsgeméfien Verfahren verwendet
werden kdnnen. Derartige DNA-Polymerasen sind beispielsweise bakterielle DNA-Polymerasen
mit reverser Transkriptase-Aktivitit wie beispielsweise die in der obigen Tabells angefiihrten
Enzyme von Thermus thermophilus und Carboxyhydrothermus hydrogenoformans. Weitere
besonders bevorzugte reverse Transkriptasen sind solche, welche keine RNAseH-Aktivitit

aufweisen..

Hinsichtlich der Verwendung der verschiedenen hierin offenbarten reversen Transkriptasen ist
anzumerken, dass Mischungen der einzelnen reversen Transkriptasen verwemndet werden
konnen.Dabei ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die einzelne reverse
Transkriptase in ihrer Wildtyp-Form oder in mutierter Form oder einer Mischung davon
entweder alleine oder mit einer oder mehreren anderen reversen Transkriptasen, sei es in der

Wildtyp-Form, in einer mutierten Form oder einer Mischung davon, verwendet werden.

Wie hierin verwendet, bezeichnet die Begrifflichkeit ,,im Wesentlichen® im Zusammenhang mit
der Beschreibung einer Nukleinsdure, die im Wesentlichen aus einer bestimmten Spezies von
Nukleosidphosphaten besteht, in einer Ausfilhrungsform dass die jeweilige Nukleinsdure
vollstindig aus den jeweiligen Nukleosidphosphaten bestehen kann, aber auch in bestimmtem
Umfang andere Nukleosidphosphate, beispielsweise solche, die eine andere oder keine
Modifikation aufweisen, in der Nukleinsiure enthalten sein kénnen. Beispiele dafiir, dass eine
bestimmte Nukleinsdure aus lediglich im Wesentlichen bestimmten modifizierten
Nukleosidphosphaten besteht, kénnen dadurch begriindet werden, dass die Ausgangsmaterialien,
d. h. die einzelnen eingesetzten Nukleosidphosphate infolge Verunreinigungen nicht in einem
jeden Falle die entsprechende Modifikation aufweisen. Dariiber hinaus ist es im Rahmen der
Kenntnisse des Fachmanns auf dem Gebiet zu bestimmten, wie umfangreich der Gehalt an jenen
Nukleosidphosphaten in einer Nukleinsiure vorhanden sein diirfen, die verschieden. sind von der

Mehrzahl der in der Nukleinsiure enthaltenen modifizierten Nukleosidphosphaten.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung konnen die Nukleosidtriphosphate alle
modifiziert sein oder nur jeweils eine Spezies oder auch ein bestimmter Anteil eimer einzelnen
Spezies modifiziert sein oder mehrere Spezies anteilig modifiziert sein. Bevorzugte

Nukleosidtriphosphate sind dabei 2’-F-ATP, 2’-F-CTP, 2’-F-GTP, 2’-F-TTP umnd 2’-F-UTP
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sowie das Nukleosidtriphosphat der Universalbase Inosin 2’-F-ITP. Diese kdnnen beliebig gegen
2’-dNTPs ausgetauscht werden.

Weiterhin soll hierin in einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Begriff ,,im Wesentlichen
komplementér bezeichnen, dass die solchermafien bezeichneten Nukleinsduren in der Lage
sind, miteinander zu hybridisieren, wobei besonders bevorzugt ist, dass dies unter Bedingungen
mittlerer Stringenz und insbesondere Bedingungen hoher Stringenz miteinander hybridisieren.
Bedingungen fiir eine mittlere Stringenz bzw. hohe Stringenz sind beispielsweise beschrieben in
Current Protocols oder Maniatis et al. Die Stringenz lésst sich dabei durch die Wahl der

Inkubationstemperatur und der Kationenkonzentration eistellen.

Wie hierin verwendet bezeichnet der Begriff ,,Alkyl“ eine Methyl-, Ethyl- und eine Prop¥yl-
Gruppe. Dartiber hinaus umfasst der Begriff Alkyl bzw. ,,Allyl“ auch eine Ethenyl- und eine
Propenyl-Gruppe sowie eine Methoxy-, Ethoxy- und Propoxy-Gruppe.

Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff ,,Nukleosidphosphate® in Ausfiihrungsformen der
vorliegenden Erfindung auch Derivate davon, insbesondere Nukleosidthiophosphate, ist aber
nicht darauf beschrénkt.

Es ist im Rahmen der hierin offenbarten Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolek:iil
bindenden Nukleinsdure, dass unter anderem Aptamere selektiert werden kénnen. Des weiteren
ist es moglich, dass unter Anwendung dieser Verfahren auch Ribozyme, Antisense-Molektiile
und RNAi- Molekiile selektiert werden, wobei sich das Zielmolekiil entsprechend unterscheid et.
Im Falle von Ribozymen besteht die Figenschaft des Ribozyms darin, an ein Zielmolekiil zu
binden und dieses oder sich selbst darauf hin zu modifizieren. Die Modifizierung kann das
Kniipfen oder Spalten einer oder mehrerer chemischer Bindungen oder beides sein. Im Falle der
Anwendung der erfindungsgemiBen Selektionsverfahren fiir die Selektion von Antisense-
Molekiilen ist das Zielmolekiil eine Nukleinsidure, insbesondere eine mRNA oder

Vorlduferstufen hierzu.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur
enzymatischen Synthese von einzelstrangiger DNA und insbesondere deren Anwendung in

einem Verfahren zur Selektion einzelstringiger DNA oder DNA-Oligonukleotide.
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Einzelstringige DNA-Oligonukleotide kénnen - in Analogie zu einzelstringigen RNAs -
Zielstrukturen erkennen und an sie binden (Bock et al., 1992; Green et al., 1996; Leva et al.,
2002). Man bezeichnet sie daher auch als DNA-Aptamere. DNA-Aptamere haben im Gegensatz
zu solchen Aptameren, welche Ribonukleotide enthalten oder aus diesen aufgebaut sind, dem
Vorteil, dass sie laugenstabil und autoklavierbar sind. Dies ist von grofem Vorteil, wenn das
Aptamer beispielsweise in Chromatographiesdulen als Affinititsmatrix eingesetzt werden soll,
die durch ein ,,Cleaning in Place*-Verfahren regeneriert werden soll. Hier kommen im
allgemeinen verdiinnte Laugen zum Einsatz. Fiir Anwendungen im medizinischen Bereich, wie
z.B. extrakorporale Adsorber zur Blutwische, ist Sterilitat eine unverzichtbare Bedingung. Daher
1st hier eine Sterilisation, evtl. auch zur Wiederverwendung nétig. Die gingigste Methode ist
dabei die Autoklavierung. Diese wird erfahrungsgemd von DNA-Aptameren intakt
tiberstanden, wihrend sich RNA-Aptamere hydrolysieren.

Ein Vorteil der Verwendung eines DNA-Oligonukleotids in einem Amplifikationsschritt im
Kontext des SELEX-Verfahrens, wie in Fig. 35-38 detaillierter dargestellt, besteht beispielsweis e
darin, dass im Vergleich zum Stand der Technik (Williams et al., 1997) nicht die PCR als letzter
Amplifikationsschritt vorgesehen ist. Daher ist keine préparative Gelreinigung der DNA, also
Gelreinigung und Eluieren aus dem Gel und Féllung, wie im Stand der Technik beschrieben,
notig. Ublicherweise werden die beiden DNA-Stringe, die in der PCR geschrieben werden,
voneinander getrennt, indem ein Strang vorher durch Spaltung eines Ribo-Primers verkiirzt wird.
Die nach dem Stand der Technik erforderlichen und nicht gut automatisierbaren préparative
Gelreinigungen werden bei der Durchfiihrung des erfindungsgemédflen Verfahrens zur
Amplifikation und Selektion von DNA-Oligonukleotiden, insbesondere einzelstréngigen DNA -
Oligonukleotiden nicht erforderlich, was deren besondere Eignung zur Verwendung in
automatisierten Verfahren zur Durchfilhrung von Selektionsverfahren wie dem SELEX-
Verfahren begriindet.

Alternativ zur Trennung der in der PCR erhaltenen DNA-Stringe durch Gelreinigung ist im
Stand der Technik die Verwendung eines biotinylierten Primers beschrieben. Das PCR-Produkt
wird dann auf Streptavidin-Partikeln immobilisiert und der Strang, der den biotinylierten Primer
nicht enthilt, wird mittels Natronlauge, Erhitzen o.4. eluiert. Die Kapazitit der Partikeln ist oft
recht beschrinkt, da auch biotinylierte aber nicht-inkorporierte Primer die vorhandenem
Biotinbindungsstellen besetzen. AuBerdem leiden die Partikeln (engl. beads) héufig unter den
alkalischen Bedingungen bzw. Hitze, so dass Streptavidin oder andere Partikeln-Bestandteile
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zusammen mit dem DNA-Strang eluiert werden. Diese miissen dann erst wieder abgetrennt

werden, z.B. durch eine nicht gut automatisierbare Phenol/Chloroform-Extraktion.

Ein weiterer Vorteil dieses erfindungsgeméfBen Verfahrens besteht darin, dass die DN A fiir die
jeweils folgende Selektionsrunde nicht nur durch préparative PCR, sondern durch PCR und in
vitro Transkription hergestellt wird. Daher werden weniger PCR-Zyklen benétigt. Da die PCR
einen starken Selektionsdruck austibt und bei hoher Zyklenzahl hiufig PCR-Artefakte (Murphy
et al., 2003), sog. Amplifikationsparasiten, auftreten ist dies von groBem Nutzen.

Die vorliegende Erfindung soll im folgenden anhand der folgenden Figuren und Beispiele
veranschaulicht werden, wobei sich daraus weitere Merkmale, Ausfithrungsformen und Vorteile
ergeben. Insbesondere wird darauf hingewiesen, dass einzelne Merkmale, wie sie bei den
konkreten nachfolgend beschriebenen Figuren bzw. Beispielen im Kontext weiterer Merkmale
offenbart sind, als solche einzeln auch in anderen Ausfiihrungsformen der vorliegenden

Erfindung verwendet oder angewandt werden koénnen.

Figs. 1bis3 =zeigen schematisch  Abldufe verschiedener  Ausfilhrungsformen  des
erfindungsgemiflen Verfahrens zur Synthese von Nukleinsduren;

Figs. 4 bis 38 zeigen schematische Abldufe verschiedener Ausfilhrungsformen des
erfindungsgemifien Verfahrens zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden
Nukleinsdure unter Anwendung des erfindungsgeméfen Verfahrens zur Synthese
von Nukleinsduren;

Fig. 39 zeigt schematisch die Durchfiihrung eines Amplifikationszyklusses unter
Anwendung des erfindungsgeméBen Verfahrens zur Synthese von Nukleinséuren
und das Ergebnis einer Analyse des Verfahrens mittels PAGE;

Fig. 40 zeigt das Ergebnis einer PAGE-Analyse zur Stabilitit von enzymatisch
hergestellten kombinatorischen FNA- und DNA-Bibliotheken,
Fig. 41 zeigt das Ergebnis einer PAGE-Analyse zur Stabilitdit von enzymatisch

hergestellten kombinatorischen FNA- und 2’-F-Pyrimidin-RNA -Bibliotheken
gegeniiber RNase T1 und RNase I,
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Fig. 42 zeigt das Frgebnis einer PAGE-Analyse zur Stabilitdt von enzymatisch
hergestellten kombinatorischen FN_A- und RNA -Bibliotheken in menschlichem
Serum, und
Fig. 43 zeigt den Selektionsverlauf der in B eispiel 1 beschriebenen in vitro Selektion.

Fig. 1 zeigt den grundsitzlichen Ablauf einer Symithese von Nukleinsiuren, insbesondere FNA,
unter Anwendung einer reversen Transkriptase. Genauer gesagt wird ausgehend vom einem
Templat- oder Matrizen-Strang aus RNA ein Primer an das 3°-Ende des aus RNA bestehenden
Matrizenstranges annealt oder hybridisiert, so dass ein freies 3’~-OH-Ende zur Verfiigung steht,
das unter dem Einfluss der reversen Transkriptase und der im konkreten Beispiel eingesetzten 2°-
F-NTPs und Zugabe eines geeigneten Puffers entsprechend bis zum 5’-Ende des
Matrizenstranges verldngert wird. Bei dem Primer handelt es sich im vorliegenden Fall um eine
FNA. Das solchermaflen erhaltene doppelsiringige Nukleinsduremolekiil wird anschlieBend
weiter behandelt, um den Matrizenstrang zu enatfernen. Diese Behandlung kann dabei eine
Spaltung unter alkalischen Bedingungen und Hitze (300 mM Natronlauge, 10 min. bei 95°C )
sein, was zu einem Verdau der RNA-Bestandteile der doppelstringigen Nukleinsiure fiihrt und
lediglich den synthetisierten Nukleinsdurestrang, der im vorliegenden Falle vollstindig aus
FNTP besteht, zuriicklisst.

Fig. 2 zeigt ein gegeniiber Fig. 1 alternatives Verfahren zur Synthese einer Nukleinséiure, speziell
einer FNA. Dabei wird in dieser Ausfiihrungsform ein Primer aus RNA verwendet. Die
Matrizensequenz aus RNA muss in diesem Falle an ihrem 3’-Ende um weitere Nukleotide
verldngert sein, um den RNA-Primer das Anhybridisieren zu gestatten. Bevorzugterweise
umfasst diese Verlédngerung einen Bereich von 10-25 Nukleotiden. Nach erfolgter reverser
Transkription mittels einer reversen Transkriptase wird der Matrizenstrang und der am
synthetisierten Nukleinsdurestrang vorhandene RNA-Primer beispielsweise durch alkalische

Hydrolyse oder einen RNAase-Verdau entfernt.

Fig. 3 zeigt eine weitere Ausfithrungsform des erfindungsgemiBlen Verfahrens zur Synthese
einer Nukleinsdure, wie dies in Fig. 1 dargestellt ist. Dabei wird #hnlich dem in Fig. 2
beschriebenen Verfahren ein Primer eingesetzt, der verschieden ist von einem FNA-Primer.
Speziell wird ein DNA-Primer mit mindestens einem Ribonukleotid eingesetzt. Der DNA-Primer
kann dartiberhinaus weitere Ribonukleotide enthalten, wobei jedoch essentiell ist, dass am 3’-

Ende des DNA-Primers ein Ribonukleotid vorhanden ist. Auch in diesem Falle umfasst der
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Matrizenstrang aus RNA eine weitere Sequenz an seinem 3’-Ende, die das Anhybridisieren des
Primers erlaubt. Der RNA-Matrizenstrang wird durch die im Zusammenhang mit Figs. 1 und 2
beschriebenen Verfahren und MaBnahmen entfernt. Der Primer wird infolge alkalischer
Hydrolyse an dem 3’-Ende angeordneten Ribonukleotid von dem neu synthetisierten FNA-
Strang abgetrennt und kann nachfolgend entfernt werden, beispielsweise durch Gelreinigung,

Molekularsieb oder Gelfiltration.

Fig. 4 zeigt ein Schema zur Durchfilhrung eines in vitro Selektionsprozesses, bei dem das
erfindungsgemife Verfahren zur Synthese einer Nukleinsdure integriert ist. Nach der Selektion
geeigneter FNA-Spezies werden diese durch eine Reverse Transkription mit dNTPs in
komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Zur Amplifikation der Sequenzen erfolgt dann
eine PCR und eine in vitro Transkription. Vor der sich daran anschlieBenden FNA-Synthese
werden die aus der PCR und in vitro Transkription kommenden, die FNA-Synthese storenden
dNTPs, NTPs Primer entfernt. Nach der FNA-Synthese wird die FNA aufgereinigt
beispielsweise durch denaturierende PAGE oder alkalische Hydrolyse des Templat-Stranges. Bei
der alkalischen Hydrolyse des Templat-Stranges kann zugleich der Forward-Synthese-Primer
von der FNA-abgespalten werden, falls dieser nicht auch aus FNA besteht.

Fig. 5 bis 8 zeigen den Verlauf eines Amplifikationsverfahrens mit einem Transkriptionsschritt,
wie es beispielsweise in einem in vitro Selektionsprozess, wie er in Fig. 4 dargestrellt ist,

verwendet werden kann.

Insbesondere zeigt Fig. 5 die Herstellung von cDNA mittels einer Reversen Transkriptase wie
beispielsweise Superscript II (Invitrogen) ausgehend von selektierten 2’-F-Oligonukleotiden.
Diese 2’-F-Oligonukleotide kénnen die heterogene Population von Nukleinsiduren darstellen, wie
sie in einem in vitro-Selektionsprozess verwendet werden. Die hierin auch als
Ausgangnukleinsiure bezeichneten Oligonukleotide weisen eine erste konstante Sequenz am 5°-
Ende auf und eine zweite konstante Sequenz am 3’-Ende, die den randomisierten Bereich oder
die randomisierte Sequenz flankieren. Die erste konstante Sequenz der Nukleinsdure umfasst
eine Forward-Primer-Sequenz und die zweite konstante Sequenz umfasst eine Reverse-Primer-
Bindungsstelle. Dabei ist bevorzugt, dass die erste konstante Sequenz die Forward-Primer-
Sequenz ist und die zweite konstante Sequenz die Reverse-Primer-Bindungsstelle. Der aus DNA
aufgebaute Reverse-Primer besteht aus zwei Teilbereichen. Der erste Teilbereich enthdlt oder

umfasst die Sequenz, die mit der Reverse-Primer-Bindungsstelle bindet, der zweite Teilbereich
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enthilt oder umfasst einen Promotor fiir eine RNA-Polymerase. In einem Reaktionsansatz
umfassend den Reverse-Primer, Puffer sowie dNTPs und eine reverse Transkriptase wird so ein

cDNA-Strang gebildet und der Ausgangsstrang, d. h. der Fluoro-Strang, mit dNTPs verldngert.

Fig. 6 zeigt den Ablauf eines Zweitstrangsyntheseschrittes, der hier als Polymerasekettenreaktion
ausgefiihrt ist. Dabei kommt es zu einer Amplifikation der cDNA und insbesondere auch einer
Amplifikation des reversen Transkriptionsproduktes, das in Fig. 5 auch als ,,R*-Strang
bezeichnet wird. Dabei wird neben dem Reverse-Primer noch ein Forward-Primer und eine
DNA-Polymerase, insbesondere eine thermostabile DNA-Polymerase, eingesetzt. Der F-Primer
bindet dabei an die F-Primer-Bindesequenz des reversen Transkriptionsproduktes und erlaubt

davon ausgehend die Synthese des Zweitstranges.

Fig. 7 zeigt die in vitro-Transkription des Reverse-Stranges des PCR-Produktes, dessen
Herstellung in Fig. 6 beschrieben ist, in RNA. Als Vorlage fiir diese Transkription dient der mit
,F*“ bezeichnete Forward-Strang des PCR-Produktes. Dabei wird der RNA-Polymerasen-
Promotorbereich, im vorliegenden Bereich ein T7-Promotor, nicht transkribiert. Als Ergebnis
wird eine Ribonukleinséure erhalten, die komplementér ist zu der eingesetzten Nukleinsaure, wie

sie in Teilschritt (1) von Fig. 5 dargestellt ist, d.h. der Ausgangsnukleinsiure.

Fig. 8 schlieBlich zeigt die FNA-Synthese mit einem FNA-Primer, der hierin als FS-Primer
bezeichnet wird. Der Reaktionsansatz enthilt neben dem FS-Primer noch 2’-F-NTPs sowie eine
reverse Transkriptase, wie beispielsweise Superskript II von Invitrogen. Der Forward-Synthese-
Primer hybridisiert an die Forward-Primer-Bindungsstelle des aus RNA aufgebauten und als
Matrizenstrang dienenden Transkriptionsproduktes (Fig. 7) und erlaubt die Synthese eines FNA-
Nukleinsdurestranges, der im Wesentlichen komplementér ist zur Sequenz des zwischenzeitlich
amplifizierten reverse Transkriptase-Produktes. Der Matrizenstrang wird im vorliegenden Falle
mittels einer alkalischen Hydrolyse oder eines RNAse-Verdaus entfernt. Optional schlieBen sich

FNA-Reinigung und Markierung sowie gegebenenfalls eine weitere Selektionsrunde an.

Die Figs. 9 bis 12 zeigen ein Verfahren fiir eine mdgliche Amplifikation mit einem
Transkriptionsschritt, wobei hier anstelle eines aus FNA bestechenden Primers mit einem RNA
oder RNA-DNA-Primer gearbeitet wird. Dabei ist der Reaktionsablauf im Wesentlichen gleich
zu dem in den Figs. 5 bis 8 dargestellten Reaktionsablauf, wobei sich jedoch einige im folgenden

dargestellte Unterschiede ergeben.
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Fig. 9 =zeigt die reverse Transkription der selektierten FNA-Molekiile, d.h. der
Ausgangsnukleinsdure, die unter den gleichen Bedingungen wie die in Fig. 5 dargestellte

Reaktion abliuft.

Fig. 10 zeigt die PCR-Amplifikation der cDNA mit dem Reverse-Primer und einem Forward-
Primer, der zum einen, am 3’-Ende, eine Sequenz um fasst, die im Wesentlichen komplementir
ist zur Forward-Primer-Bindungsstelle des reversen Transkriptes, und dariiber hinaus am 5’-
Ende einen weiteren Teilbereich umfasst, wobei dieser weitere Teilbereich der Sequenz des
Forward-Synthese-Primers, wie er im Rahmen der fiir die FNA-Synthese verwendeten reversen

Transkription verwendet wird, entspricht.

Fig. 11 zeigt die in vitro-Transkription des PCR-Produkt-Gegenstranges. Als Matrize dient der
(F)-Strang. Eine geeignete RNA-Polymerase, wie beispielsweise T7-RNA-Polymerase und
NTPs werden dem Reaktionsansatz zugesetzt und ein Transkriptionsprodukt erhalten, welches in
3’ = 5-Richtung eine Forward-Primer-Bindungsstelle, den zum randomisierten Bereich
komplementéren Bereich sowie eine Reverse-Primer-Sequenz umfasst. Daraus ergibt sich, dass
dieser Strang gegeniiber dem komplementiren Strang der in Fig. 9 eingesetzten Nukleinsiure
(Schritt (1), (F)) an seinem 3’-Ende um jenen Bereich verlingert ist, der zu dem weiteren
Bereiche des Forward-Primers komplementdr ist, und dagegen jener Bereich des Reverse-
Primers, der am 5’-Ende iiber den zur Reverse-Primer-Bindungsstelle komplementiren Bereich

hinausgeht, in dem Molekiil nicht enthalten ist.

Fig. 12 zeigt die FNA-Synthese mit einer reversen Transkriptase wie beispielsweise Superskript
II (Invitrogen) und 2’-F-NTPs. Als Primer dient entweder ein Ribonukleotid oder ein
Desoxyribonukleotide mit mindestens einem 3’-terrminalen Ribonukleotid, dessen Sequenz
identisch ist mit der Sequenz des 5’-iiberhéngenden Bereich des Forward-Primers, d. h. des
weiteren Teilbereiches des Forward-Primers. Durch alkalische Hydrolyse wird der
Matrizenstrang und der Primer von der FNA abgetrennt. Diese einzelstringige FNA-

Nukleinsidure kann sodann in weiteren Selektionsrunden verwendet werden.

Figs. 13-18 zeigen die Vorgehensweise zur Amplifikati on von FNAs in einem Selektionsschema,
bei dem Ausgangnukleinsdure neben dem randomisierten Bereich nur vergleichsweise kurze,

diesen flankierende Bereich aufweist, was bei der Selektion von Vorteil ist und insbesondere die
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Verkiirzung der in einer Selektion primér erhaltenen an das Zielmolemiil bindenden
Nukleinsduren ermdglicht. Diese spezielle Ausfiihrungsform des Selektionsverfahrens wird
hierin auch als Primer-Ligation bezeichnet (STAR-FNA-Selektion 1).

Fig. 13 zeigt einen Uberblick iiber den Kreisprozess bestehend aus Selektion, Primerligation,

Amplifikation, FNA-Synthese und -Reinigung.

Fig. 14 zeigt in (1) die Nukleinsdure, wie sie in einem Selektionsprozess typischer Weise als
Ausgangnukleinsdure verwendet wird. Die Nukleinsiure besteht im vorliegenden Falle aus FNA
und weist neben dem randomisierten Bereich am 5°-Ende einen Teilbereich auf, der eine erste
konstante Sequenz umfasst und am 3’-Ende einen weiteren Teilbereich, der eine zweite
konstante Sequenz aufweist. Die Léingen dieser Sequenzen sind in den hierin beschriebenen
Verfahren grundsétzlich nicht beschrinkt, jedoch ist eine Linge von 4, 5 oder 6 Nukleotiden
bevorzugt, wobei bevorzugtererweise die Langen der beiden konstanten Sequenzen gleich sind;
grundsitzlich kénnen diese jedoch auch unterschiedlich sein. Die die heterogene Population
ausbildenden Nukleinsduren unterscheiden sich in dem randomisierten Bereich. Die
Nukleinsdure kann dabei an ihrem 5’-Ende eine OH-Gruppe aufweisen oder ein Phosphat. Das
Phosphat ist fiir die nachfolgenden Schritte von zentraler Bedeutung und wird typischerweise
nach dem Selektionsschritt. durch Phosphorylierung am 5’-Ende der Nukleinséure eingefiihrt.
Die 5’-Phosporylierung erfolgt in einem geeigneten Ligationspuffer unter Zusatz von ATP und
beispielsweise einer T4-Polynukleotid-Kinase, wobei auch andere Enzyme fiir eine derartige
Kinasierung geeignet sind. Um mdoglichste hohe Ausbeuten in den nachfolgenden Schritten zu

erhalten wird eine méglichst vollstindige Kinasierung angestrebit.

Die am 5’-Ende mit einer Phosphatgruppe versehene Nukleinsiure wird sodann einer
Modifizierung unterzogen. Die Modifizierung verwendet dabei zwei Adaptermolekiile. Das erste
Adaptermolekiil besteht aus einer doppelstrangigen Nukleinsdure aus einem ersten und einem
zweiten Nukleinsdurestrang, wobei. die ersten Stringe des ersten und des zweiten
Adaptermolekiils aus DNA, RNA oder FNA sind., bevorzugterweise aus DNA der zweite
Nukleinséurestrang eine Desoxyribonukleinsdure ist und das 5°-Ende des zweiten
Nukleinsdurestranges einen Uberhang liefert, wobei der Uberhang zumindest teilweise zu der
ersten konstanten Teilsequenz der Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d), d.h. der
Ausgangsnukleinsdure, komplementir ist. Das zweite Adaptermolekiil besteht ebenfalls aus einer

doppelstringigen Nukleinsdure und umfasst ebenfalls einen ersten und einen zweiten
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Nukleinséurestrang, wobei der erste Nukleinsdurestrang ein 5’-Phosphat trigt und der zweite
Nukleinséurestrang eine Desoxyribonukleinsdure ist und das 3’-Ende des zweiten
Nukleinsdurestranges einen Uberhang liefert, der zumindest teilwweise komplementsr ist zu der
zweiten konstanten Teilsequenz der in Fig. 14(1) bzw. Fig. 14(2) dargestellten
Ausgangnukleinsdure ist. Bevorzugterweise sind sowohl der erste als auch der zweite
Nukleinsdurestrang sowohl des ersten wie auch des zweiten Adaptermolekiils aus

Desoxyribonukleinséure hergestellt.

Fig. 15 zeigt die Ligation des ersten und zweiten Adaptermolekiils an die Nukleinsdure, die in
dem Selektionsprozess als Ausgangsnukleinsdure verwendet wird. Dabei wird der erste
Nukleinsdurestrang des ersten und des zweiten Adaptermolekiils an die Ausgangsnukleinsiure
ligiert unter Anwendung einer Ligase. Eine geeignete Ligase ist beispielsweise die T4-DANN-
Ligase (MBI Fermentas). Das solchermaflen erhaltene Ligationsprodukt besteht aus der
Ausgangsnukleinsdure, an dessen 5°-Ende der erste Nukleinsiure des ersten Adaptermolekiils
hierin auch als Forward-Primer bezeichnet, kovalent gebunden ist und an dessen 3’-Ende der
erste Nukleinsiurestrang des zweiten Adaptermolekiils, hierin auch als Reverse Ligat bezeichnet,
gebunden ist. Die jeweiligen zweiten Nukleinsiurestringe des ersten und zweiten
Adaptermolekiils sind entsprechend ihrer Komplementaritit an den jeweilige ersten
Nukleinsdurestrang des ersten und zweiten Adaptermolekiils und mit ihren entsprechenden
Uberhingen an den korrespondierenden ersten und =weiten Teilsequenzen der
Ausgangsnukleinsdure hybridisiert. Der Reverse-Primer enthilt einen Promotor fiir eine RNA-
Polymerase der 5’ von der {iberhdngenden Sequenz, die im vorliegenden Falle vier Nukleotide

umfasst, liegt.

Fig. 16 zeigt die reverse Transkription des (F)-Stranges, d.h. des durch die jeweils ersten
Nukleinsdurestrange der ersten und zweiten Adapters verlingerten Ausgangsnukleinsdure. Als
geeignete reverse Transkriptasen sind alle hierin beschriebenen reversen Transkriptasen
geeignet, so z.B. Superscript II (Invitrogen). Die Synthese zu dem durch die beiden jeweils
ersten Nukleinsdurestréingen verlingerten Ausgangsnukleinsiure exfolgt ausgehend vom 3’-Ende
des Reverse-Primers. Der zweite Nukleinséurestrang des ersten Adaptermolekiils fillt wihrend
der reversen Transkription ab. AnschlieBend wird eine Amplifikationsreaktion wie
beispielsweise eine Polymerase-Kettenreaktion mit geeigneten DN A-Polymerasen unter Zugabe
geeigneter Puffer sowie dNTPs durchgefiihrt. Besonders geeignet sind hierbei thermostabile
DNA-Polymerasen, wie z.B. die Tag-DNA-Polymerase (Roche). Diese Amplifikationsreaktion
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fiihrt zur Amplifikation sowohl der verldngerten Ausgangsnukleinsdure als auch des infolge der
reversen Transkription hierzu komplementiren Nukleinsdurestranges. Beide Stringe liegen

typischerweise in hybridisierter Form vor.

Der reverse Strang des doppelstringigen Amplifikationsproduktes wird, wie in Fig. 17
dargestellt, einer in vitro-Transkription unterzogen. Die verl Zingerte Ausgangsnukleinsdure dient
dabei als Matrize fiir die Transkription, die unter Zugabe geeigneter Puffer, NTPs sowie einer
RNA-Polymerase durchgefiihrt wird. Am Ende wird ein Traraskriptionsprodukt erhalten, welches
in 3> — 5°-Richtung eine Sequenz aufweist, die komplementér ist zum ersten Strang des ersten
Adaptermolekiils, eine Sequenz, die komplementér ist zu der ersten konstanten Teilsequenz der
Ausgangsnukleinsdure, eine Sequenz, die komplementir ist zum randomisierten Bereich der
Ausgangsnukleinsdure, und einen Bereich der komplementir ist zu der zweiten konstanten
Teilsequenz ~ der  Ausgangs-Nukleinsdure. Dieses  Produkt wird sodann einer
Nukleinsduresynthese unterzogen (Fig. 18) unter Zugabe eines aus RNA bestehenden Forward-
Synthese-Primers, hierin auch als FS-Primer bezeichnet, der die Sequenz des ersten
Nukleinsdurestranges des  ersten  Adaptermolekiils  aufweist, von  modifizierten
Nukleosidphosphaten, im vorliegenden Falle 2°-F-NTPs, sowie reverser Transkriptase, wobei als
reverse Transkriptase alle hierin offenbarten reversen Transkriptasen grundsétzlich geeignet
sind. Am Ende der Reaktion liegt eine doppelstringige Nukleinsiure vor, wobei ein Strang dem
Transkriptionsprodukt entspricht und der andere Jierzu komplementdr ist. Das
Transkriptionsprodukt besteht aus Ribonukleinsdure, wohingegen das durch die reverse
Transkriptase synthetisierte Syntheseprodukt im Bereich des FS-Primers aus RNA besteht und
der nachfolgende Bereich aus modifizierten Nukleosidphosphaten, insbesondere 2’-F-
Nukleosidphosphaten. Alternativ zum FS-Primer aus RNA. kann auch ein in seiner Sequenz
identischer Primer aus DNA benutzt werden, dessen 3’-termainales Nukleotid ein Ribonukleotid
ist. Durch Verdau der RNA, beispielsweise durch alkalische Spaltung oder RNase-Aktivitit
werden die RNA-Bestandteile dieser doppelstréingigen Nukl einséure verdaut und am Ende eine
einzelstringige Nukleinsdure erhalten, die der Ausgangsmukleinsdure entspricht bzw. durch
mogliche Einbaufehler der verwendeten Enzyme im wesentlichen entspricht. Die solchermaf3en
erhaltene Nukleinsdure kann in den Selektionsprozess wieder eingegliedert bzw. dort als

Ausgangsnukleinsiure verwendet werden.

Fig. 19-25 zeigt eine alternative Vorgehensweise zur Amplifikation von FNAs unter Anwendung

des erfindungsgemafBen Verfahrens zur Synthese von Nukleimsduren, insbesondere auch, wie ein
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derartiges Verfahren in einem in vitro Selektionsprozess eingebaut wird. Gegentiber der in den
Figuren 5 bis 12 dargestellten Ausfiihrungsform wird in dieser Ausfiihrungsform auf die in vitro-

Transkription verzichtet.

Fig. 19 zeigt einen Uberblick iiber den Kreisprozess, der die folgenden Schritte umfasst:
Selektion, reverse Transkription, PCR-Amplifikation, FNA-Synthese und FNA-Isolierung. Dabei
zeigen die Figs. 20 bis 22 das Verfahren unter Verwendung eines Forward-Synthese-Primers aus
FNA und die Figs. 23 bis 25 das Verfahren unter Verwendung eines Forward-Synthese-Primers
aus DNA oder RNA.

Grundsitzlich ist anzumerken, dass das Verfahren in dhnlicher Weise durchgefiihrt wird, wie das
in den Figs. 5 bis 12 beschriecbene Verfahren, wobei sich aus dem Verzicht auf den

Transkriptionsschritt einige im folgenden genauer dargestellte Anderungen ergeben.

Fig. 20 zeigt die Herstellung von cDNA mittels einer Reversen Transkriptase ausgehend von
selektierten 2’-F-Oligonukleotiden, d.h. der Ausgangsnukleinsiure, wobei hier ein Revers-
Primer verwendet ist, der mit der Revers-Primer-Bindungsstelle der zu amplifizierenden
Nukleinsgure hybridisiert. Im Unterschied zu dem in den Figs. 5 bis 8 dargestellten Verfahren
fehlt hier dem Primer jener Bereich, der als RNA-Polymerase-Promotor fungiert. Als
Reaktionsprodukt der Reversen Transkriptase wird ein cDNA-Strang erhalten, der komplementar

zu dem eingesetztem FNA-Strang ist.

In der in Fig. 21 dargestellten Polymerasekettenreaktion die neben der Zweitstrangsynthese auch
der Amplifikation dient, wird der Reverse-Primer sowie ein Forward-Primer eingesetzt, der
grundsétzlich dhnlich jenem ausgebildet ist, wie er im Rahmen der Polymerasekettenreaktion des
Verfahrens gemif Fig. 6 verwendet wird. Die cDNA, d. h. das Reaktionsprodukt der reversten
Transkriptase wird dadurch amplifiziert. Die in der PCR-Reaktion eingesetzten tiberschiissigen
Primer sowie Nukleotide werden anschliefend entfernt, beispielsweise durch einen
Molekularsieb. Die FNA-Nukleinsdure wird, wie in Fig. 22 dargestellt, anschlieBend durch
reverse Transkription des aus DNA bestehenden (R)-Stranges des PCR-Produktes
vorgenommen, wobei dieser R-Strang im wesentlichen komplementér ist zu der in Schritt 1 von
Fig. 20 dargestellten zu amplifizierenden Nukleinséure, d.h. der Ausgangnukleinsdure. Als
Matrize dient der R-Strang der PCR. Die Synthese der FNA erfolgt mittels einer reversen
Transkriptase, eines FNA-Primers und 2’-F-NTPs. Der Matrizen-Strang wird durch DNase
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verdaut und die Bruckstiicke bzw. Nukleotide entfernt. Das solchermaBen erhaltene
Reaktionsprodukt entspricht der zu amplifizierenden Nukleinsiure und kann entsprechend in

eine nichste Selektionsrunde eingefiihrt werden.

Fig. 23 zeig die Herstellung von cDNA mittels einer reversen Transkriptase ausgehend von
selektierten 2’-F-Oligonukleotiden, d.h. den Ausgangnukleinsiuren. Als Reaktionsprodukt wird
ein cDNA-Strang erhalten. Im Unterschied zu der in Fig. 9 dargestellten Vorgehensweise, bei
der ein Transkriptionsschritt noch vorgesehen ist, ist bei dieser Aus filhrungsform der Erfindung
vorgesehen, dass der Reverse-Primer lediglich aus dem Teilbereich besteht, welcher mit dem der
Reverse-Primer-Bindungsstelle hybridisiert (Fig. 14). Ein Bereich der einen Promotor fiir eine

RNA-Polymerase fehlt typischerweise.

Bei der sich anschlieBenden Polymerasekettenreaktion (Fig. 24), die der Amplifikation der
c¢DNA dient, werden zwei Primer eingesetzt, nimlich ein Forward-Primer und der Reverse-
Primer. Der Forward-Primer weist an seinem 5’-Ende einen weiteren Teilbereich auf, der dem
spéter, in dem Syntheseschritt mittels Reverser Transkriptase verwendeten Forward-Synthese-
Primer entspricht. Die im Uberschuss zugegebenen dNTPs sowie Primer werden im Anschluss

an die PCR beispielsweise durch Molekularsieb entfernt.

Fig. 25 zeigt schlieflich die Synthese der FNA durch Reverse Txanskription. Dabei wird in
dieser Ausfiihrungsform der Forward-Synthese-Primer aus RNA oder einer Mischung von
DNA/RNA bestehen, wobei das 3’-Ende des Forward-Synthese—Primers ein Ribonukleotid
aufweisen muss. Der Primer muss zumindest am 3’-Ende identisch sein mit dem weiteren
Teilbereich des Forward-Primers. Nach der Reversen Transkriptionsreaktion erfolgt eine
alkalische Hydrolyse oder ein RNase-Verdau, um die RNA-Anteile des Doppelstranges zu
entfernen und somit die einzelstringige FNA zu erhalten. Sofern der Forward-Synthese-Primer
aus DNA besteht, ist dieser durch eine separate Behandlung, beispielsweise durch DNase-
Behandlung zu entfernen, um zu einem Amplifikationsprodukt zu gelangen, welches dem in

Schritt 1 von Fig. 23 gezeigten, zu amplifizierendem Nukleinsiure-Molekiil entspricht.

Figs. 26 bis 29 zeigen ein weiteres Amplifikationsverfahren fiir modifizierte Oligonukleotide,
insbesondere 2’-Fluoro-Oligonukleotide unter Anwendung des erfindungsgemiBen Verfahrens
zur Synthese von Nukleinséure, dabei wird im wesentlichen eine Rev erse Transkriptase-Aktivitit

sowie ein Thermocyclisieren realisiert.
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Fig. 26 zeigt die Reaktionsfolge zur Amplifikation von 2’-Fluoro-Oligonukleotiden innerhalb
eines in vitro Selektionsprozesses. Sie besteht lediglich aus dem wiederholten Kopieren der FNA
mittels reverser Transkriptase, bevorzugterweise einer thermostabilen reversen Transkriptase,
wie beispielsweise der DNA-Polymerase von Thermus thermophilus Alternativ kann auch eine
Vorrichtung bereitgestellt werden, bei der Reverse Transkreptase immobilisiert vorliegt, wobei
ein Denaturierung der FNA-Stringe erfolgt und die Primer-abhingige Synthese neuer Stringe
bei niedriger Temperatur von dieser rdumlich trennt. Dies kann beispielsweise dadurch
bewerkstelligt werden durch ein System aus zwei unabhfingigen InkubationsgefiBen, die
miteinander verbunden sind. Im diesem System werden die synthetisierten FNA, das heiBt
sowohl das Produkt wie Edukt, in Puffer in Anwesenheit von FNTPs und Primern, dem
Forward-Synthese-Primer und dem biotinylierten Reverse Primer, zirkuliert, bzw. zwischen den
Gefidflen hin- und herbewegt. Im auf Reaktionstemperatur (z.B. 42-51°C) temperierten ersten
Gefill befindet sich die immobilisierte reverse Transkriptase, die die vorhandenen FNA-
Molekiile kopiert. Die resultierenden Doppelstringe werden dann im zweiten Gefi bei hoher
Temperatur von 95-99°C voneinander getrennt und auf dem Weg zum ersten Reaktionsgefdl3
abgekiihlt. Alternativ zur Immobilisierung kann auch ein Molekularsieb am Ausgang des
Reaktionsgefifies, in dem sich das Enzym befindet, angebracht werden, dass die Reverse

Transkriptase zuriickhilt.

Fig. 27 zeigt die Amplifikation von FNA mittels Thermocyclieren mit FNTPs, einer Reversen
Transkriptase und einem geeigneten Forward Primer aus FNA und einem Reverse Primer aus
DNA. Der Reaktionsansatz enthdlt neben dem Primern noch 2’-F-NTPs sowie eine reverse
Transkriptase, wie beispielsweise Superskript II von Invitrogen. Der Reverse-Primer besteht aus
DNA und kann infolge seiner Komplementaritdt zur Reverse-Primer-Bindungsstelle der zu
amplifizierenden Nukleinsdure, d.h. der Ausgangsnukleinsiure, an diese hybridisieren. Der
Reverse-Primer weist im vorliegenden Falle am 5°-Ende ein Markierung auf, die eine
Immobilisierung an einer Oberfliche erlaubt. Im vorliegenden Falle handelt es sich bei der
Markierung um Biotin, das mit an einer Oberfliche immobilisiertem Streptavidin wechselwirken
kann und somit den Primer bzw. damit verbundene Molekiile oder Molekiilteile an der
Oberfliche immobilisieren kann. Das Ergebnis der reversen Transkription ist ein
doppelstrangiges Nukleinséuremolekiil, wobei ein Strang, hierinn auch als (F)-Strang bezeichnet,
dem zu amplifizierenden Nukleinsiuremolekiil entspricht und der zweite Strang hierzu

komplementir ist und als (R)-Strang bezeichnet wird. Der FNA -Primer hybridisiert dabei an die
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Forward-Primer-Bindungsstelle des aus FNA aufgebauten und als Matrizenstrang dienenden (R)-

Stranges der ersten bzw. folgend kopierten (F)-Stranges.

Das solchermaflen erhaltene doppelstrangige Produkt wird mittels des Markers an dem
komplementéren Strang an eine Streptavidin aufweisende Matrix immobilisiert, wie in Fig. 28
dargestellt. Alternativ zu Streptavidin kann beispielsweise Neutravidin verwendet werden.
Geeignete Oberflichen sind beispielsweise Agarosen, die Oberfliche von GefiBen oder die
Oberflichen von Partikeln, insbesondere magnetischen Partikeln. Nicht eingebaute Forward-
Primer und NTPs kénnen auf diese Weise aus dem Reaktionsansatz weggewaschen werden. Zur
Freisetzung des erwiinschten amplifizierten Nukleinsiure-Molekiils, welches dem in Fig. 27
Teilschritt (1) dargestellt ist, entspricht, erfolgt eine Elution beispielsweise mittels NaOH des
erwiinschten Amplifikationsproduktes, d. h. der Stridnge, die der in Fig. 27 in Teilschritt (1)

dargestellte Nukleinsdure entsprechen.

Figs. 29 bis 34 zeigen die Amplifikation von FNA-Sequenzen mit nur wenigen, d.h.
typischerweise vier bis sechs bekannten Nukleotiden an jedem Ende des randomisierten
Bereiches unter Anwendung der in den Figs. 13 bis 18 beschriebenen STAR-Technologie und
stelle eine weitere Ausfiihrungsform hiervon dar, wobei in dieser Ausfiihrungsform der in vitro-
Transkriptionsschritt nicht durchgefiihrt wird. Die konkreten Schritte bestehen aus einer
Kinasierung und Ligation, reverser Transkription, Polymerase-Kettenreaktion, alkalische
Spaltung des Gegenstranges, Synthese der FNA sowie DNase-Verdau des Gegenstranges, um
eine Nukleinsiure zu erhalten, die hinsichtlich ihres grundsétzlichen Aufbaues der

Ausgangsnukleinsiure, wie sie in der Selektion verwendet wird, entspricht.

Fig. 30 (1) zeigt nochmals den Aufbau der im Rahmen der in vitro-Selektion als
Ausgangpopulation verwendeten Nukleinsduren, wie er auch in Fig. 14(1) beschrieben ist. Der
weitere gezeigte Schritt der 5’-Phosphorylierung dieser Ausgangsnukleinsdure entspricht dem im

Zusammenhang mit Fig. 14 beschriebenen Verfahren.

Das in Fig. 31 dargestellte Ligationsverfahren zeigt die Ligation der ersten und zweiten
Adaptermolekiile, die jeweils aus einem ersten und zweiten Nukleinsiurestrang aufgebaut sind.
Im vorliegenden Falle bestehen beide Adaptermolekiile aus DNA, wobei der zweite Strang des
zweiten Adaptermolekiils eine Spaltungsstelle in Form eines Ribonukleotides aufweist, das eine

Spaltung des Nukleinséurestranges unter dem Einfluss von Alkali und gegebenenfalls Wirme
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erlaubt. Die Ausgestaltung des ersten und zweiten Adaptermolekiiles bzw. der jeweiligen
Nukleinsdurestrange entspricht ansonsten der im Zusammenhang mit Fig. 15 beschriebenen
Ausgestaltung. Ebenso wie im Zusammenhang mit dem in Fig. 15 beschriebenen Verfahren kann
als Ligase eine DNA-Ligase, bevorzugterweise eine T4-DNA-Ligase verwendet werden. Die
Nukleinsdurestringe sind ebenso wie in Fig. 15 verwendet, bevorzugterweise am 3’-Ende
geblockt, beispielsweise dadurch dass die terminalen Nukleotide 2°-3’-Didesoxynukleotide sind.
Die Spaltstelle ist dabei so angeordnet, dass sie zu einer Aufspaltung des zweiten
Nukleinséurestranges des zweiten Adaptermolekiils am 5’-Ende desjenigen Teilbereiches des
Nukleinséurestranges des zweiten Adaptermolekiils fiihrt, der mit der zweiten konstanten
Sequenz der Ausgangsnukleinsdure hybridisiert. Das aus dieser Reaktion erhaltene Produkt
besteht dabei zum einen aus der Ausgangsnukleinsdure, an deren 5’-Ende der erste
Nukleinsdurestrang des ersten Adaptermolekiils und an dessen 3’-Ende der erste
Nukleinsdurestrang des zweiten Adaptermolekiils anligiert wurde, wobei der zweite
Nukleinsdurestrang des ersten Adaptermolekiils an dem ersten Nukleinséurestrang an dem nun
an die Ausgangsnukleinsdure ligierten ersten Nukleinsdurestrang des ersten Adaptermolekiils
sowie die erste konstante Teilsequenz davon hybridisiert und der zweite Nukleinsdurestrang des
zweiten Adaptermolekiils an den ersten Nukleinsdurestrang des zweiten Adaptermolekiils und
die zweite konstante Teilsequenz der Ausgangsnukleinsdure hybridisiert vorliegt, wobei in dieser
doppelstringigen Nukleinsdure der randomisierte Bereich des Ausgangs-Nukleinséure nicht

enthalten ist.

Wie in Fig. 32 dargestellt wird nun ausgehend von dem Ligationsprodukt, d.h. dem mit den
ersten  Nukleinsdurestringen des ersten und zweiten Adaptermolekiils ligierten
Ausgangsnukleinsdure unter Verwendung des Reverse-Primers eine cDNA mittels reverser
Transkriptase hergestellt. Der cDNA-Strang weist dabei infolge der Verwendung des zweiten
Nukleinsiurestranges des Adaptermolekiiles die Spaltstelle auf. Der reversen Transkription
schlieBt sich eine Amplifikationsreaktion, insbesondere eine Polymerase-Kettenreaktion, an,
wobei als Primer der erste Nukleinsiurestrang des ersten Adaptermolekiils sowie der zweite
Nukleinsiurestrang des zweiten Adaptermolekiils verwendet wird, wobei eine geeignete
Polymerase, insbesondere DNA-Polymerase und bevorzugtererweise eine thermostabile DNA-
Polymerase dem Reaktionsansatz hinzugesetzt wird, die die entsprechenden Nukleotide einbaut.
Der zweite Strang des ersten Adaptermolekiils wird wihrend der reversen Transkription von dem
Ligationsprodukt entfernt. Am Ende der Amplifikationsreaktion wird eine doppelstringige

Nukleinsiure erhalten, wobei dieses hinsichtlich ihres Aufbaues dem Ligationsprodukt entspricht
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und dem dazu komplementiren Strang. Von dem komplementéren Strang wird sodann durch
Alkali-Behandlung und Hitze-Behandlung derjenige Teil abgespalten, der zur zweiten
konstanten Sequenz am 3’-Ende der Ausgangsnukleinsiure nicht komplementir ist. Der Primer

sowie die dNTPs werden sodann entfernt (Fig. 33).

Fig. 34 zeigt die FNA-Synthese mit einem Forward-Synthese-Primer aus RNA, 2’-F-NTPs und
einer reversen Transkriptase. Als Matrizenstrang dient die im vorhergehenden Schritt erhaltene
einstringige Nukleinsdure, von der der nicht mit der zweiten konstanten Teilsequenz
hybridisierende Teil des zweiten Nukleinsdurestranges des zweiten Adaptermolekiils entfernt
worden ist. Der solchermaBen synthetisierte Strang umfasst die aus RNA bestehende Sequenz
des Forward-Synthese-Primers, die erste konstante Teilsequenz, den randomisierten Bereich
sowie die zweite Teilsequenz der Ausgangsnukleinsiure. Dieser Strang liegt im Komplex mit
dem Matrizenstrang vor, der aus DNA besteht und durch die anschlieBende DNase-Behandlung
entfernt werden kann. Die Sequenz des Forward-Synthese-Primers wird anschlieBend durch
Behandlung mit RNase oder alkalische Behandlung bei erhdhter Temperatur oder Kombination
beider entfernt, um eine Nukleinsdure zu ergeben, die der Ausgangs-Nukleinsiure zumindest im

Wesentlichen entspricht.

Figs. 35-38 zeigen das erfindungsgemifle Verfahren zur Amplifikation von einzelstringiger
DNA (ssDNA), eingebettet in den Kontext einer in vitro Selektion. Das Verfahren beginnt mit
einer Amplifikation der ssDNA als Ausgangsnukleinséure durch PCR, wobei diese bei geniigend
Material durch eine Zweitstrangsynthese ersetzt werden kann, der sich eine Amplifikation des
Gegenstranges  anschlieit, die durch eine in vitro Transkription erfolgt. Das
Transkriptionsprodukt dient dann als Matrize fiir die Synthese der ssDNA mittels einer reversen
Transkriptase, einem DNA-Primer und dNTPs. Die Matrize der reversen Transkription kann
durch alkalische Hydrolyse in seine Mononukleoside (2°-3’-zyklisches Phosphat, 5’-OH) zerlegt
werden. Diese konnen beispielsweise durch Filterung mit einem Molekularsieb, alkoholische
Fillung mit Linearem Polyacrylamid und Ammoniumacetat leicht von dem DNA-Strang

abgetrennt werden.

Fig. 36 zeigt die PCR-Amplifikation der zu amplifizierenden ssDNA (Forward Strang). Der
Reverse Primer enthilt einen 5’-liberhéingenden Teil, der einen T7 RNA-Polymerase-Promotor

enthdlt. Das PCR-Produkt besteht aus einem Forward- und einem Reverse-Strang.
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Fig. 37 zeigt die in vitro Transkription des Reverse Stranges, wobei der Forward-Strang als
Matrize fiir die RNA-Synthese dient. Der Promotorbereich wird dabei nicht transkribiert. Es

schlieft sich ein DNase-Verdau des PCR-Produktes und der iiberschiissigen Primer an.

Fig. 38 zeigt die Synthese der einzelstringigen DNA an der RNA-Matrize mittels einer reversen
Transkriptase, einem geeigneten DNA-Primer und dNTPs. Die Matrize wird anschlieBend durch
Lauge und Hitze hydrolysiert, so dass die einzelstringige DNA lediglich von Nukleotiden, nicht

aber von einem Gegenstrang dhnlicher oder gleicher Linge befreit werden muss.

Fig. 39 zeigt experimentell die Durchfiihrung eines Amplifikationszyklus’, mit den Schritten der
FNA-Selektion 1. Ausgangsmaterial war in eine RNA-Bibliothek. Diese wurde dann durch eine
reverse Transkriptase mit einem DNA-Primer und FNTPs in eine FNA-Bibliothek
umgeschrieben wurde (mit DNA-Primer am 5’-Ende). Nach Reverser Transkription mit dNTPs
und einem iiberhédngenden Reverse Primer (T7 RNA-Polymerase-Promotor-Bereich hingt iiber)
wurde eine PCR durchgefiihrt. Das PCR-Produkt diente schlieBlich wieder als Ausgangsprodukt
fiir eine in vitro Transkription. Damit wurde der Zyklus geschlossen. Die Reaktionen sind in
Beispiel 1 unter ,FNA-Bibliothek zum Durchlaufen des Amplifikationszyklus’® niher
beschrieben.

Fig. 40 zeigt die DNase-Stabilitit einer FNA-Bibliothek, die zuvor mit Hilfe der Reversen
Transkriptase aus RNA hergestellt worden war. Der DNA/RNA Primer wurde vor der DNase-
Inkubation durch alkalische Hydrolyse von der FNA entfernt. Bei gleicher Inkubationsdauer ist
die FNA deutlich mehr als 100x DNase-stabiler als eine gleich lange DNA, die auf gleiche
Weise hergestellt wurde. Die Durchfithrung ist in Beispiel I unter ,Herstellung der FNA-
Bibliothek fiir Stabilitits-Studien und Beispiel 2_,,DNasel-Stabilitdt“ beschrieben.

Fig. 41 zeigt die Stabilitdt der mittels der reversen Transkriptase hergestellten FNA-Bibliothek
und einer durch in vitro Transkription hergestellten 2’-F-Pyrimidin-RNA gegeniiber RNase T1
und RNase I. Die Durchfithrung ist in Beispiel 3 ,,RNase-Stabilitét“ beschrieben

Fig. 42 zeigt die Stabilitdt der mittels der reversen Transkriptase hergestellten FNA-Bibliothek
und einer durch in vitro Transkription hergestellten RNA im menschlichem Serum Die
Durchfiihrung ist in Beispiel 4 unter ,,RNase-Stabilitit” beschrieben.
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Fig. 43 zeigt den Selektionsverlauf der in Beispiel 1 beschriebenen in vitro Selektion.

Beispiel 1:  Verwendung von FNA fiir die Selektion von Protein-bindenden

Nukleinsiuren zur Validierung des Verfahrens

Fiir die hierin beschriebenen Untersuchungen wurden die folgenden Materialien verwendet,
wobei die Angaben zu den Herstellern der im Folgenden aufgefiihrten Substanzen, Lésungen
und Enzyme bei den entsprechenden Textpassagen angefiihrt werden. Sofern nicht anders
erwéhnt, kamen die Reagenzien von Merck (Darmstadt, Deutschland). In allen Fillen wurde

LiChromosolv Wasser von Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet.

Das zur Selektion verwendete Protein (basisch, pl von 9, 9 kDa, nicht Nukleinsdure-bindend)
wurde an mindestens einer der zugidnglichen Amino-Funktionen der Aminosduren unter
Verwendung der Biotinylierungs-Kits ,,EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin*“ (Pierce, Rockford,
USA) mit einem Biotin-Linker entsprechend den Herstellerangaben versehen, um die Trennung
von ungebundenen Nukleinsduren mittels der Biotin-Streptavidin- oder Biotin-Neutravidin-
Anbindung zu ermdglichen. Hierflir wurde als Selektiosmatrix Neutravidin-Agarose und
UltraLink Plus Immobilized Streptavidin Gel (beide von Pierce, Rockford, USA) verwendet.
Uberschiissige Linker wurden durch ein Molekularsieb, der Filtereinheit ,,YM-3¢
(Ausschlussgrenze MW 3000, Amicon/Milliore, Bedford, USA), entsprechend den

Herstellerangaben abgetrennt.

Die verwendeten Oligonukleotide, wie Primer und die initiale DNA-Bibliothek wurden alle bei
der NOXXON Pharma AG mit Standard-Phosphoramiditchemie synthetisiert. Die Sequenzen
finden sich in Beispiel 6.

Herstellung der FNA-Bibliothek

Herstellung des Templates fiir die FNA-Synthese: Fill-in-Reaktion + [n Vitro Transkription

Zunichst wurden 3 nmol einer synthetische DNA-Bibliothek BSA-1C initiale Bibliothek mittels
einer Fill-in-Reaktion unter Verwendung des BSA IC-Reverse Primer T7 und der Vent-(exo’)-

DNA-Polymerase (NEB, Frankfurt a.M., Deutschland) doppelstréngig gemacht. Durch diese
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Reaktion mit dem BSA IC-Reverse Primer T7 wurde auch der T7 RNA-Polymerase-Promotor
eingefiihrt.

Fill-in-Reaktion

Komponente finale Konzentration
10x Puffer (NEB) Ix

Betain 0,5M

dNTPs (Larova, Teltow, Deutschland) 0,5 mM
BSA-1C Reverse Primer T7 6 uM
BSA-1C initiale Bibliothek 2 uM
Vent-(exo0’)-DNA-Polymerase (NEB) 10 U/100 plreationsansatz

Zunéchst wurde der Ansatz ohne Enzym bei 95°C fiir 10 min. denaturiert, dann fiir 5 min. auf
Eis gestellt, das Enzym hinzugegeben und 2 Stunden bei 63°C inkubiert.

Danach wurde die dsDNA durch EtOH-Fillung (20 pg GlycoBlue (Ambion) und 2,5 Vol.
absolutem Ethanol, 30 min bei -80°C, 30 min zentrifugiert bei 13.200 rpm (16.100 g), 4°C;
Pellet 1x mit 70 %igem EtOH gewaschen) entsalzt.

Die dsDNA-Bibliothek diente dann als Templat fiir eine in vitro Transkription.

In vitro Transkription

Komponente finale Konzentration
Transkriptionspuffer (80 mM HEPES/KOH, 1x

pH 7,5, 22 mM MgCly; 1 mM Spermidin)

DTT 10 mM

NTPs (Larova, Teltow, Deutschland) 4,0 mM
RNaseOUT (Invitrogen, Carlsbad, USA) 1 pl/100 plreaktionsansatz
Fill-in-Reaktionsprodukt 1 yM

T7 RNA-Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) 50 U/100 plreaktionsansatz

Die Reaktion lief fiir 2 bis 12 Stunden bei 37°C.
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Das verbliebene DNA-Templat wurde im Anschluss an die in vitro-Transkription mit
20 Einheiten DNAse I (Sigma) innerhalb von 20min verdaut. Nach Zugabe von
Beladungspuffer (engl. ,,loading buffer) (7M Harnstoff, Xylencyanol, Bromphenolblau) wurde
der Ansatz denaturiert und iiber ein 10 %iges denaturierendes Polyacrylamidgel aufgereinigt.
Die Bande des Transkriptes wurde per UV-Shadowing aus dem Gel ausgeschnitten und mittels
Crush and Soak eluiert. Das resultierende Eluat wurde Ethanol-prézipitiert und das Pellet nach

einmaligem Waschen mit eiskaltem 70 %igen Ethanol in Wasser resuspendiert.

Die RNA-Bibliothek stellte das Templat flir die FNA-Synthese mittels einer Reversen
Transkriptase dar.

FNA-Synthese und Markierung der FNA

FNA-Synthese

Komponente finale Konzentration
RNA-Bibliothek 1 uM
BSA-1C FS Primer 3rG 5 uM
Q-solution (Qiagen, Hilden, Deutschland) 1x
5 min bei 95°C, 5 min auf Eis

1st strand buffer (Invitrogen, Carlsbad, USA) 1x
DTT (Invitrogen, Carlsbad, USA) 10 mM
FNTPs (TriLink Biotech, San Diego, USA) 0,5 mM
Superscript II (Invitrogen, Carlsbad, USA) 10 U/ul

Temperaturbedingungen:
1.51°C 20 min
2.54°C 10 min

Nach der FNA-Synthese wurde der Templat-Strang (RNA) alkalisch hydrolysiert.



WO 2005/026374 PCT/EP2004/010268

52
Alkalische Hydrolyse des Templat-Stranges
Komponente finale Konzentration
FNA-Synthese-Reaktionsprodukt alles
NaOH 0,3 M
10 min bei 95°C, 5 min auf Eis
NaOAc 0,1 M
HC1 zum Neutralisieren entspr. NaOH

Danach wurde die FNA-Bibliothek durch EtOH-Fillung (20 pg GlycoBlue (Ambion) und
2,5 Vol. absolutem Ethanol, 30 min bei -80°C, 30 min zentrifugiert bei 13.200 rpm (16.100 g),
4°C; Pellet 1x mit 70 %igem EtOH gewaschen) entsalzt. Nach Zugabe von Loading Buffer (7TM
Harnstoff, Xylencyanol, Bromphenolblau) wurde der Ansatz denaturiert und iiber ein 10 %iges
denaturierendes Polyacrylamidgel aufgereinigt. Die Bande der FNA wurde per UV-Shadowing
aus dem Gel ausgeschnitten und mittels Crush and Soak eluiert. Das resultierende Eluat wurde
Ethanol-prézipitiert und das Pellet nach einmaligem Waschen mit eiskaltem 70 %igen Ethanol in

Wasser resuspendiert.

Um die Bindung der FNA-Bibliothek wéhrend der in vitro Selektion zu verfolgen, wurde diese
an der 5’-OH-Gruppe durch Kinasierung radioaktiv mit **P markiert.

Kinasierung der FNA

Komponente finale Konzentration
FNA 10 uM
,rorward“-Puffer (Invitrogen) 1x
y-"PATP 1 W/10 plReakionsansat
T4 Polynukleotid-Kinase (Invitrogen) 1 U/plReaxtionsansatz

Die Reaktion verlief fiir eine Stunde bei 37°C und wurde bei 65°C (10°min.) gestoppt.

Nach Zugabe von Loading Buffer (7M Harnstoff, Xylencyanol, Bromphenolblau) wurde der
Ansatz denaturiert und iiber ein 10 %iges denaturierendes Polyacrylamidgel aufgereinigt. Die
FNA wurde per UV-Shadowing aus dem Gel ausgeschnitten und mittels Crush and Soak eluiert.
Das resultierende Eluat wurde Ethanol-prézipitiert und das Pellet nach einmaligem Waschen mit

eiskaltem 70 %igen Ethanol in Wasser resuspendiert.
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Selektionsschritte

Denaturierung und Faltung der FNA

Alle nicht-enzymatischen Schritte der Selektion - mit Ausnahme der Denaturierung - wurden in
Selektionspuffer (20 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl; 4 mM KCl; 1 mM MgCl, (alle Ambion,
Austin, USA); 1 mM CaCl, (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0,1 % Tween-20 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Die Denaturierung erfolgte fiir 5 Minuten
bei 95°C in Selektionspuffer. Nach der Denaturierung wurde die FNA zungchst fiir 15 Minuten
bei 37°C auf 37°C abgekiihlt.

Anbindung

Im Anschluss an die Faltung wurde die FNA zunéchst bei 37°C fiir 30 Minuten ohne Protein mit
der Selektionsmatrix (entweder Neutravidin-Agarose oder mit UltralLink Plus Immobilized
Streptavidin, Pierce, USA) inkubiert. Diese sogenannte Vorselektion diente der Abtrennung von
potentiellen Matrixbindern. Nach diesem Inkubationsschritt wurde die Selektionsmatrix durch
Zentrifugation sedimentiert und die ungebundene FNA im Uberstand abgenommen. Ein Teil der
FNA wurde in einem Ansatz mit biotinyliertem Protein versetzt und fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Der andere Teil der FNA wurde ohne biotinyliertes Protein (erst ab Runde 3) fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurde dem Bindungsansatz die biotinbindende
Selektionsmatrix zugesetzt. Die Selektionsmatrix mit den daran gebundenen Protein-FNA-
Komplexen wurde nach 30 min Inkubation bei 37°C von der Losung durch Zentrifugation

getrennt und mit Selektionspuffer gewaschen .

Flution der bindenden FNA-Molekiile

Hierzu wurde die nach dem Waschen auf der Selektionsmatrix verbliebene FNA zweimal mit
jeweils 200ul 8 M Harnstoff mit 10 mM EDTA (beide von Ambion, Austin, USA) fiir
15 Minuten im ersten Schritt bei 65°C und im zweiten Schritt bei 95°C vom Matrixmaterial
eluiert. Die eluierte FNA wurde mit 400 pl Phenol/(Chloroform/Isoamylalkohol)-Gemisch
(1:(1:1/24)) (Applichem, Darmstadt, Deuschland) versetzt, 5 min bei 13.000 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert, die wissrige Phase' (Uberstand) abgenommen, die phenolische
Phase einmal mit 100 pl Wasser re-extrahiert, die wissrigen Phasen vereinigt und mit 500pl

Chloroform-Isoamylyalkohol-Gemisch (24:1) (Applichem, Darmstadt, Deuschland) geschiittelt,
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5 min bei 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert und die obere wissrige Phase

abgenommen.

Die wiissrige Phase wurde darauthin mit 2,5 fachen Volumen 100% Ethanol (Merck, Darmstadt,
Deutschland), 0,3 M Natriumacetat, pH 5,5 (Ambion, Austin, USA) und 1 pl Glycogen (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deuschland) fiir 30 min bei -80°C gefdllt und fiir 30 min bei 14.000
rpm (4°C) zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit eiskaltem 70 %igen Ethanol (Merck,

Darmstadt, Deutschland) gewaschen.
Amplifikation
Synthese der cDNA

Um die FNA-Bibliothek mit Hilfe einer PCR-Reaktion amplifizieren zu kénnen, wurde die FNA
in DNA umgeschrieben.

cDNA-Synthese

Komponente finale Konzentration
FNA aus Selektion max. 0,5 uM
BSA-1C Reverse Primer 17 2,5 uM
Q-solution (Qiagen, Hilden, Deutschland) 1x

5 min bei 95°C, 5 min auf Eis

1st strand buffer (Invitrogen, Carlsbad, USA) 1x

DTT 10 mM
dNTPs (Larova, Teltow, Deutschland) 0,5 mM
Superscript IT (Invitrogen, Carlsbad, USA) 20U/ul

Temperaturbedingungen:
1.51°C 20 min
2.54°C 10 min
3. 4°C unendlich
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PCR
Komponente finale Konzentration
PCR-Puffer (NEB) 1x
BSA-1C Forward-Primer 5 uM
BSA-1C Reverse Primer 17 5 uM
dNTPs (Larova, Teltow, Deuschland) 0,2 mM
vent-(exo)-DNA-Polymerase (NEB) 0,05 U/ul
cDNA 0,1-0,5 uM

Temperaturbedingungen:

1.95°C 4 min
2.95°C 1 min
3.68°C 1 min
4.72°C 1 min
5.Gehezu2 1l1x
6.72°C 6 min
7.4°C bis Stopp

Es schloss sich eine Ethanol-Féllung an, um die dsDNA fiir die sich anschlie3ende in vitro

Transkription vorzubereiten.

Im Folgenden wurde die in der in vitro Transkription hergestellte RNA in FNA umgeschrieben,
die als Templat dienende RNA und der BSA-1C FS- Primer 3rG durch alkalische Hydrolyse
fragmentiert, iiber ein Molekularsieb (YM-Filtereinheiten, Amicon/Millipore, Bedford, USA)
abgetrennt und die FNA radioaktiv markiert (wie bereits beschrieben). Die so angereicherte

FNA-Bibliothek wurde in die néchste Selektionsrunde eingesetzt.

In Figur 39 sind die einzelnen Produkte der wihrend einer Selektionsrunde durchzufithrenden
Amplifikationsschritte dargestellt. Dazu wurden mittels denaturierender Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (10 % Polyacrylamid, 39:1 Bisacrylamid 7 M Harnstoff, 1x TBE) Aliquots
der Produkte der einzelnen Reaktionen aufgetrennt und nach Ethidiumbromid-Farbung auf
einem UV-Transilluminator visualisiert. Auf das Gel wurden 5 pmol RNA-Templat, und ein
Aliquot der FNA-Synthese nach alkalischer Hydrolyse des Templatstranges, das bei 100 %
Umsatz ebenfalls 5 pmol entspriche, aufgetragen. Weiterhin wurden ca. 5 pmol der PCR-

Reaktion und 0,5 pl der abschlieBenden Transkription aufgetragen (Fig. 39).



WO 2005/026374 PCT/EP2004/010268

56

Selektionsverlauf

Wihrend der Selektion wurde mit radioaktiv markierter FNA gearbeitet und die Anbindung als
prozentualer Wert bezogen auf die eingesetzte Menge an FNA ermittelt. Die Radioaktivitit
wurde mit einem Scintillationszdhler (Beckman, Fullerton,USA) bestimmt. Der
Selektionsverlauf ist in Figur 43 dargestellt. Nach vier Selektionsrunden konnte erstmalig eine
Zielmolekiil-spezifische Anreicherung (0,89% in Anwesenheit des Proteins) mit einem Faktor

von 1,85 gegentiber der Kontrolle (0,48% ohne Protein) gemessen werden.

Beispiel 2:  Herstellung einer FNA-, DNA-, 2°-F-Pyrimidin-RNA und RNA-Bibliothek
fiir die Stabilitits-Studien

FNA-Bibliothek/DNA-Bibliothek

Zunichst wurde die synthetische DNA-Bibliothek BSA-14 initiale Bibliothek mittels einer Fill-
in-Reaktion unter Verwendung des BSA-I4 Reverse Primer T7 doppelstringig gemacht. Die
dsDNA wurde dann in die in vitro Transkription eingesetzt. Als Primer fiir die FNA-Synthese
der FNA-Bibliothek wurde der BS4-14 FS-Primer 3rG + 15 eingesetzt. Nach der FNA-Synthese
wurde der RNA-Templat-Strang und der Primer durch alkalische Hydrolyse entfernt, so dass
eine 63 Nukleotide lange FNA—Bibliothek mit 40 randomisierten Nukleotiden am 5’-Ende
entstand ((N)40-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC-3"). Abschliefend erfolgte eine Ethanol-
Fillung zur Entsalzung der Probe. Die Komponenten und Bedingungen entsprechen der oben

beschriebenen FNA-Synthese, der alkalischen Hydrolyse und der Ethanolféllung.

Parallel wurde zum Vergleich DNA hergestellt. An Stelle der FNA-Synthese wurde eine DNA-
Synthese mit dem FNA-Synthese-Protokoll durchgefiihrt, wobei die FNTPs durch dNTPs ersetzt
wurden (Protokolle aller Reaktionen unter Verwendung der hier aufgefiihrten Oligonukloetide,
siehe Beispiel 1)

RNA/2’-F-Pyrimidin-RNA-Bibliothek
Als weitere Kontrollen dienten Bibliotheken aus RNA und 2’-F-Pyrimidin-RNA, die durch in

vitro Transkriptionen erzeugt wurden. Dazu wurde ausgehend vom BSA-14 initiale Bibliothek
eine PCR unter Verwendung des BSA-I FS-Primer 3°'G und des BSAI Reverse Primer I7
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durchgefiihrt (Protokoll siehe Beispiel 1), das PCR-Produkt alkalisch hydrolysiert (analog wie in
Beispiel 1 fiir die alkalische Hydrolyse nach der FNA-Synthese) und eine in vitro Transkription
zur Herstellung der RNA-Bibliothek (Protokoll siehe Beispiel 1) und eine zur Herstellung der 2°-
F-Pyrimidin-Bibliothek (siehe unten) durchgefiihrt (Lénge der Bibliotheken: 63 Nukleotide).
Nach der Transkription wurde der RNase-Inhibitor ,,RNaseOut® (Invitrogen) durch Phenol-
Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Ethanolfillung entfernt, um eine unerwiinschte

Inhibition der RNasen zu verhindern.

Die 2’-F-Pyrimidin-Synthese wurde folgendermafBen durchgefiihrt:

Komponente finale Konzentration
Txn-Puffer mit 6mM MgCl12 (Epicentre, Madison,

USA) Ix
DTT (Merck, Darmstadt, Deuschland) 10 mM
MgCl2 (Ambion, Austin, USA 5 mM
ATP (Larova, Teltow, Deutschland) 1,5 mM
GTP (Larova, Teltow,Deutschland) 1,5 mM
2'-F-CTP (TriLink Biotech, San Diego, USA) L5 mM
2'-F-UTP (Noxxon Pharma AG, Berlin, DE) 1,5 mM
PCR-Produkt BSA-1A Pool 1 M
T7 R&DNA-Polymerase (Epicentre, Madison, USA) 1,5 U/ul

Die Reaktion lief fiir 4 bis 12 Stunden bei 37°C.

Beispiel 3:  DNase I-Stabilitit

Je ca. 4 pmol FNA-Bibliothek und gleichermalen hergestellte DNA-Bibliothek (siehe Beispiel
2) wurden in 10 pl in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer (100 mM NaOAc, 5 mM MgCl,)
mit unterschiedlichen Mengen DNase I (Sigma) fiir 5 min bei 37°C inkubiert. DNase I-

Verdiinnungen wurden unmittelbar vor Verwendung in demselben Puffer hergestellt.

Der DNase-Verdau wurde durch Zugabe von 6 M Harnstoff/15 mM EDTA und Denaturieren (10
min bei 95°C) beendet.
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Die Ansitze wurden auf einem 10 %igen denaturierenden Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und
nach Firbung mit Ethidiumbromid auf einem UV-Transilluminator visualisiert (Fig. 40). Es

zeigte sich, dass FNA mindestens 100x DNase I-stabiler ist als DNA.

Beispiel 4:  RNase-Stabilitit

Zur weiteren Charakterisierung der FNA wurde auch die RNase-Stabilitit der enzymatisch
hergestellten FNA-Bibliothek im Vergleich zu RNA und 2’-F-Pyrimidin-RNA untersucht
(Herstellung siehe Beispiel 2). Je ca. 4 pmol FNA, RNA oder 2’-Pyrimidin-RNA-Bibliothek
wurden in 10 pl des vom Hersteller empfohlenen Puffers mit unterschiedlichen Mengen RNase
T1 (1 - 1000 units) und RNase I (0,1 - 100 units) bei 37°C fiir 30 min inkubiert. RNase T1
stammt aus Aspergillus oryzae und schneidet nach Gs. RNase I stammt aus E. coli und schneidet
RNA unspezifisch. Beide RNasen wurden von Ambion, Austin, Texas, USA rekombinant in E.
coli hergestellt. RNase T1-Puffer: 10 mM Tris, pH 8, 100 mM NaCl; RNase I-Puffer: 50 mM
Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA.).

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pul Stopp-Losung (2 % SDS, 50 mM EDTA, 6 M
Harnstoff) und Schockgefrieren in Trockeneis-Ethanol-Gemisch gestoppt. Die Proben blieben
anschlielend bis zum Denaturieren (5 min bei 95°C) auf Eis, wurden nach dem Denaturieren auf
Eis schnell abgekiihlt und auf ein analytisches, denaturierendes 10%iges Polyacrylamid-Gel
aufgetragen.

Nach elektrophoretischer Trennung wurden die Banden mit Ethidiumbromid gefirbt und mit
UV-Licht auf einem Transilluminator visualisiert (Fig. 41). Es zeigte sich, dass FNA im
Gegensatz zu 2’-F-Pyrimidin-RNA und RNA (nicht dargestellt) unter den beschriebenen
Bedingungen nicht von den genannte RNase angegriffen wird.

Beispiel 5:  Serumstabilitiit von FNA

Die Stabilitdt von FNA und RNA (Herstellung siehe Beispiel 2). gegeniiber Serumnukleasen

wurde in humanem Serum evaluiert Um pH-Verschiebungen im Laufe der viertitigen

Versuchsdauer zu minimieren wurden dem Serum 50 mM Natrium-Phosphatpuffer zugesetzt. Je
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4 pmol Nukleinsdure wurden bei 37°C fiir die in Abbildung 42 angegebene Dauer in 20 pl-
Ansitzen mit 14 pl humanem Serum (70 %iges Serum) inkubiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit
wurden die Proben nach Zugabe von 20 pl Stopp-Lésung ((2 % SDS, 50 mM EDTA, 6 M
Harnstoff) in einem Ethanol-Trockeneis-Bad schockgefroren und bei -80°C bis zum Ende des
Versuches gelagert. Im Laufe der 96-stiindigen Versuchsdauer verschob sich der pH-Wert des
gepufferten Serums von pH 7,4 auf pH 8,5. Die Proben wurden am letzten Versuchstag Phenol-
Chloroform extrahiert. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis oder in einer Kiihlzentrifuge (4°C)
durchgefiihrt. Die Proben wurde flir 5 min. bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und auf
10 %ige denaturierende Polyacrylamid-Gele aufgetragen. Nach gel-elektrophoretischer
Trennung wurden die Banden mit Ethidiumbromid angefirbt und mittels UV-Licht visualisiert.
Wie in Fig. 42 zu sehen ist, wird die FNA im Gegensatz zu RNA unter den gewéhlten

Bedingungen nicht von Serumnukleasen angegriffen.

Beispiel 6:  Verwendete Oligonukleotide

Fiir die verschiedenen Reaktionen, wie sie in den Beispielen hierin verwendet wurden, wurden

die folgenden Oligonukleotide verwendet.

FNA-Selektion 1

FNA-Selektion 1 mit FS Primer aus FNA (A)

unterstrichen: 77 RNA-Polymerase-Promotor oder SP6-RNA-Polymerase-Promotor
Nou: Ribo-Nukleotid

BSA-1A FNA-Pool (FNA, 83 nf)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-1A initiale Bibliothek (DNA, 83 nt)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-1A Forward Primer (DNA, 20 nt)
GTG GAA CCG ACA GTGGTACG

BSA-1A FS-Primer (FNA, zur FNA-Synthese, 20 nt)
GTG GAA CCG ACA GTG GTACG

BSA1 Reverse Primer T7 (DNA, 38 nt)
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TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC TCA GAC TTC ACT CG

zu Testzwecken:

BSA1 FS-Primer 3°’rG (DNA, 15 nt)
5’-ACC GAC AGT GGT ACGog-3’

BSA1 FS Primer 3rG +15 (DNA, 35 nt)
GTC CTA CCGou TCA GAT GouTG GAA CCGoy ACA GTGon GTA CGoy

FNA-Selektion 1 (B und C) mit FS Primer aus RNA oder DNA
(unter Verwendung von zwei tiberhdngenden Primern und einem Forward-Synthese-Primer aus

RNA oder aus DNA mit 3’-terminalem Ribonukleotid)

unterstrichen: 77 RNA-Polymerase-Promotor oder SP6-RNA-Polymerase-Promotor
Nogu: Ribo-Nukleotid

BSA- 1B FNA-Pool (FNA, 74 nt)
ACAGTGGTACGTG-Ngp-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA- 1B initiale Bibliothek (DNA, 87 nt)
TGATGTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-1B Forward Primer (DNA, 24 nt)
TGA TGT GGA ACC GAC AGT GGT ACG TG

BSA-1B Reverse Primer T7 (DNA, 38 nt)
TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC TCA GACTTC ACT CG

BSA-1B FS-Primer (RNA, 13 nt)
UGA UGU GGA ACC G

BSA-1B FS-Primer (DNA mit Ribonukleotiden, 13 nt)
TGA TG Uon GGA ACC Gou

BSA-1C FNA-Pool (FNA, 83nt)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTGN40CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-1C initiale Bibliothek (DNA, 83nt)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTGN40CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-1C Forward Primer (DNA, 40 nt)
AAT TGT CCT ACT CGT CAG ATG TGG AAC CGA CAGTGGTACG

BSA-1C Reverse Primer T7 (DNA, 38 nt)
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TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC TCA GAC TTC ACT CG

BSA-1C FS Primer 3’-rG (DNA mit Ribonukleotiden, 21 nt)
AAT TGT CCT ACT CGT CAG ATGon

BSA-1C FS-Primer 3-rG (DNA mit Ribonukleotiden, 21 nt)
AAT TGouT CCT ACT CGouT CAG ATGon

FNA-Selektion 1 unter Verwendung der STAR-Technologie

(unter Verwendung von zwei iliberhdngenden Primern aus RNA oder aus DNA mit 3’-

terminalem Ribonukleotid)

kursiv: Nukleotide der Bibliotheken und der Ligationsmatrizen, die miteinander hybridisieren
unterstrichen: 77 RNA-Polymerase-Promotor oder SP6-RNA-Polymerase-Promotor

Nou: Ribo-Nukleotid

pN: 5°-Phosphat eines Nukleotids

3°dN: 2°-3-didesoxy-Nukleotid

BSA-1 STAR Strang wihrend der Ligation
GCGAGTTCCTCTCAGCGT GGGA—(dN)4—GTCC TATAGTGAGTCGTATTAGTAG

TCGC
GGAGAGTCGCA.CCCT  CAGG.ATATCACTCAGCATAATCATC AGCG

BSA-1 STAR Bibliothek (FNA, 48 nt)
GGGA-(dN)4—GTCC

BSA-1 STAR Forward-Primer (DNA, 18 nt)
GCG AGT TCC TCT CAG CGT

BSA-1 STAR Reverse-Primer (DNA, mit T7 RNA-Polymerase-Promotor, 29 nt)
GCG ACT ACT AAT ACGACT CACTAT AGG AC

BSA-1 STAR Forward Matrix (DNA, 15 nt)
TCC CAC GCT GAG AG 3°dG

BSA-1 STAR Reverse-Ligat (DNA, 25 nt)
pTAT AGT GAG TCG TAT TAG TAG TCG 3°dC

BSA-1 STAR DNA FS-Primer (DNA mit Ribonukleotiden, 18 nt)
GCG AGT Ugy CC TCT CAG CG Upy

BSA-1 STAR RNA FS-Primer (RNA, 18 nt)
GCG AGU UCC UCU CAG CGU
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FNA-Selektion 2

FNA-Selektion 2 mit FS-Primer als FNA (A)

(unter Verwendung von Forward Synthese Primer aus FNA)

BSA-2A FNA-Pool (FNA, 83 nt)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-2A initiale Bibliothek (DNA, 83 nt)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-2A Forward Primer (DNA, 20 nt)
GTG GAA CCG ACA GTG GTA CG

BSA-2A FS-Primer (FNA zur FNA-Synthese, 20 nt)
GTG GAA CCG ACA GTGGTA CG

BSA-2A Reverse Primer (DNA, 19 nt)
GG AGC TCA GACTTC ACT CG

EFNA-Selektion 2 mit FS-Primer aus DNA oder RNA (B)

(unter Verwendung von einem iiberhéingenden Primern aus RNA oder aus DNA mit 3°-

terminalem Ribonukleotid)

Non: Ribo-Nukleotid

BSA- 2B FNA-Pool (FNA, 74 nt)
ACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA- 2B initiale Bibliothek (DNA, 87 nt)
TGATGTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4o-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

BSA-2B Forward Primer (DNA, 24 nt)
TGA TGT GGA ACC GAC AGT GGT ACG TG

BSA-2B Reverse Primer (DNA, 19 nt)
GG AGCTCA GACTTC ACT CG

BSA-2B RNA FS-Primer (RNA, 13 nt)
UGA UGU GGA ACC G

BSA-2B DNA FS-Primer (DNA mit Ribonukleotiden, 13 nt)
TGA TG Uog GGA ACC Gon
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FNA-Selektion 2 unter Verwendung der STAR-Technologie

(unter Verwendung von einem {iiberhéngenden Primern aus RNA oder aus DNA mit 3°-

terminalem Ribonukleotid)

kursiv: Nukleotide der Bibliotheken und der Ligationsmatrizen, die miteinander hybridisieren
Nou: Ribo-Nukleotid

pN: 5’-Phosphat eines Nukleotids

3’dN: 2°-3’-didesoxy-Nukleotid

BSA-2 STAR Strang wiihrend der Ligation
GCGAGTTCCTCTCAGCGT’GGGA—(dN) 49—

GTCCTATAGTGAGTCGTATTAGTAGTCGC
GGAGAGTCGCA.CCCT  CAGG.ATATCACTCAGCATAATCATCAGCG

BSA-2 STAR Bibliothek (FNA, 48 nt)
GGGA-(dN)4—GTCC

BSA-2 STAR Forward-Primer (DNA, 18 nt)
GCG AGT TCC TCT CAG CGT

BSA-2 STAR Reverse-Primer (DNA mit Ribonukleotiden, 29 nt)
GCG ACT ACT AAUou ACGACT CAC TAT Iog GG AC

BSA-2 STAR Forward Matrix (DNA, 15 nt)
TCC CAC GCT GAG AG 3°dG

BSA-2 STAR Reverse-Ligat (DNA, 25 nt)
pTAT AGT GAG TCG TAT TAG TAG TCG 3°dC

BSA-2 STAR RNA FS Primer (RNA, 18 nt)
GCG AGU UCCUCU CAG CGU

BSA-2 STAR DNA FS-Primer (DNA mit Ribonukleotiden, 18 nt)
GCG AGT UpgCC TCT CAG CGUpgn
FNA-Selektion 3

BSA-3 FNA-Pool (FNA, 83 nt)
5. GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N;-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC-3'

BSA-3 initiale Bibliothek (DNA, 83 nt)
5'-GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC-3'

BSA-3 Forward Primer (FNA, 20 nt)
5'-GTG GAA CCG ACA GTG GTA CG-3
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BSA-3 Reverse Primer (DNA, 19 nt)
5’Biotin-GG AGC TCA GAC TTC ACT CG-3'

BSA-3 Forward Sequenzierungs-Primer (DNA, 20 nt)
5'-GTG GAA CCG ACA GTG GTA CG-3'

BSA-3 Reverse Sequenzierungs-Primer (DNA, 19 nt)
5’-GG AGC TCA GAC TTC ACT CG-3'

DNA-Selektion mit FS Primer aus DNA

unterstrichen: 77 RNA-Polymerase-Promotor oder SP6-RNA-Polymerase-Promotor

DNA-Pool (DNA, 83 nt)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

DNA initiale Bibliothek (DNA, 83 nt)
GTGGAACCGACAGTGGTACGTG-N4-CACGAGTGAAGTCTGAGCTCC

DNA Forward Primer (DNA, 20 nt)
GTG GAA CCG ACA GTG GTA CG

DNA Reverse Primer T7 (DNA, 38 nt)
TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC TCA GAC TTC ACT CG
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Die in der vorangehenden Beschreibung, den Anspriichen und den Zeichnungen offenbarten
Merkmale der Erfindung kénnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombination zur

Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfithrungsformen wesentlich sein.
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Anspriiche

Verfahren zur Synthese einer Nukleinsdure, wobei die Nukleinsdure modifizierte

Nukleotide umfasst, umfassend die Schritte:

- Bereitstellen eines Matrizenstranges;

- Bereitstellen eines zumindest teilweise an dem Matrizenstrang hybridisierenden

Primers;

- Bereitstellen  von  Nukleosidtriphosphaten,  wobei  ein  Teil  der

Nukleosidtriphosphate modifizierte Nukleosidtriphosphate sind;

- Bereitstellen einer Polymerase-Aktivitét; und

- Inkubation des Matrizenstranges, des Primers, der Nukleosidiriphosphate zur
Synthese einer zum Matrizenstrang im wesentlichen komplementiren

Nukleinsdure,

dadurch  gekennzeichnet, dass die  Polymerase-Aktivitit eine  reverse

Transkriptaseaktivitét ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die reverse Transkriptase
ausgewihlt ist aus der Gruppe, die Reverse Transkriptasen von Murine Moloney
Leukemia Virus (MMLYV), Avian Myeloblastosis Virus (AMV), thermostabile Reverse
Transkriptasen, DNA-Polymerase von Carboxydothermus hydrogenoformans jeweilige

Mautanten davon und Gemische davon umfasst.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die modifizierten
Nukleosidtriphosphate ausgew#hlt sind aus der Gruppe, die 2’-Fluoro-modifizierte
Nukleosidtriphosphate,  2’-Amino-modifizierte =~ Nukleosidtriphosphate,  2’-Azido-
modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2°-O-Methyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-
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Alkyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-Allyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate,
Arabino-Nukleosidtriphosphate und Nukleotidphosphorothioate umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die

modifizierten Nukleosidtriphosphate 2’-Fluoro-Nukleosidtriphosphate sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
bereitgestellten Nukleosidtriphosphate ausschlieSlich modifizierte Nukleosidtriphosphate
sind und die synthetisierte Nukleinsiure bevorzugterweise im wesentlichen

ausschlieBlich aus modifizierten Nukleotiden besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang aus RNA besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang aus DNA besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang aus einer modifizierten Nukleinsiure, bevorzugterweise einer 2’-Fluoro-

Nukleinsiure besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Sequenz

des Primers Teil der zu synthetisierenden Nukleinséure ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Sequenz

des Primers von der zu synthetisierenden Nukleinsdure verschieden ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass der Primer
aus modifizierten Nukleosidphosphaten besteht, wobei die Modifikation der
Nukleosidphosphate des Primers die gleiche Modifikation wie die der bereitgestellten
Nukleosidtriphosphate ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 und 10, dadurch gekennzeichnet, dass der
Primer aus RNA besteht.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 und 10, dadurch gekennzeichnet, dass der
Primer aus DNA besteht, wobei mindestens das 3’-terminale Nukleotid des Primers ein

Desoxyribonukleotid ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
Polymerase-Aktivitit einen zum Matrizenstrang im wesentlichen komplementéren Strang
synthetisiert, wobei dieser bevorzugterweise mit dem Matrizenstrang basengepaart

vorliegt.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die synthetisierte

WNukleinsiure von dem Matrizenstrang getrennt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass der Primer
oder ein Teil davon von der durch die Polymerase-Aktivitit synthetisierten Nukleinsidure

entfernt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang und/oder der Primer verdaut oder gespalten wird, bevorzugterweise nach

der Synthese der zum Matrizenstrang im wesentlichen komplementéren Nukleinséure.

Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass das
Trennen und/oder das Spalten durch alkalische Spaltung oder enzymatische Aktivitét
erfolgt. “

Verwendung einer reversen Transkriptase zur Synthese einer Nukleinsdure, wobei die

Nukleinsiure mindestens ein modifiziertes Nukleosidphosphat enthilt.

Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die reverse Transkriptase
ausgewidhlt ist aus der Gruppe, die Reverse Transkriptasen von Murine Moloney
Leukemia Virus (MMLYV), Avian Myeloblastosis Virus (AMYV), thermostabile Reverse
Transkriptasen, DNA-Polymerase von Carboxydothermus hydrogenoformans, Mutanten

davon und Gemische davon umfasst.



21.

22.

23.

WO 2005/026374 PCT/EP2004/010268

71
Verwendung nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass das modifizierte
Nukleosidtriphosphat ausgewdhlt ist aus der Gruppe, die 2’-fluoro-modifizierte
Nukleosidtriphosphate,  2’-Amino-modifizierte =~ Nukleosidtriphosphate,  2’-Azido-
modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-O-Methyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2°-
Alkyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate, 2’-Allyl-modifizierte Nukleosidtriphosphate,
Arabino-Nukleosidtriphosphate und Nukleosidphosphorothioate umfasst.

Verwendung nach einem der Anspriiche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass die
Nukleinsdure im wesentlichen vollstindig aus modifizierten Nukleosidphosphaten

besteht.

Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere

Aptamere, umfassend die Schritte:

() Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsduren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

(b) Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,

(©) Abtrennen der Nukleinséuren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

(d) Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

(e) Optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

® reverse Transkription der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,



24.

WO 2005/026374 PCT/EP2004/010268

(®

(0

@

@

(k)

72

Durchfithren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementir ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese ~ bevorzugterweise eine  Amplifikationsreaktion —und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription, des Produktes aus (g), wobei der synthetisierte Zweitstrang als

Matrizenstrang dient, um Transkriptionsprodukte zu erhalten,

Synthese von Nukleinsduren, die im wesentlichen komplementir zu den

Transkriptionsprodukten sind,

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (i) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind, und

optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (g) ethaltenen Nukleinsure(n),

dadurch gekennzeichnet, dass die Synthese gemdB Schritt (i) geméB einem Verfahren
nach einem der Anspriiche 1 bis 22 durchgefiihrt wird.

Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere

Aptamere, umfassend die Schritte:

(2)

(b)

(©)

Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsduren, insbesondere D-
Nukleinséuren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
ciner zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsiure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwitkung

getreten sind,
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Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

Optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinséure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

reverse Transkription der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,

Durchfiihren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementdr ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese ~ bevorzugterweise eine  Amplifikationsreaktion und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription, des Produktes aus Schritt (g), wobei der synthetisierte Zweitstrang

als Matrizenstrang dient, um Transkriptionsprodukte zu erhalten

Synthese von Nukleinsiuren, die im wesentlichen komplementir zu den

Transkriptionsprodukten sind,

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (i) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind, und

optional Sequenzieren der aus Schritt () oder (g) erhaltenen Nukleinséure(n)

dadurch gekennzeichnet, dass zurmindest der randomisierte Bereich der Nukleinsdure

und/oder in Schritt (i) synthetisierte Nukleinséure im wesentlichen vollstéindig aus

modifizierten ~Nukleosidphosphaten besteht, bevorzugterweise aus 2’-Fluoro-

Nukleosidphosphaten.

Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere

von Aptameren, insbesondere ein Verfahren nach einem der Anspriiche 23 oder 24,

umfassend die Schritte:
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Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsiuren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsiure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dema Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleins#ure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

reverse Transkription der Nukleinséure(n), die mit dem Zielmolekiil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,

Durchfiihren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementir ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobel die
Zweitstrangsynthese  bevorzugterweise eine  Amplifikationsreaktion und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription des Produktes aus Schritt (g), wobei der synthetisierte Zweitstrang

als Matrizenstrang dient, um Transkriptionsprodukte zu erhalten

Synthese von Nukleinsduren, die im wesentlichen komplementéir sind zu den

Transkriptionsprodukten,
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Q) optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (i) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind, und

(k)  optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (g) ethaltenen Nukleinsdure(n),

dadurch gekennzeichnet, dass

- die erste konstante Sequenz der Nukleinsdure in Schritt (2) eine Forward-Primer-
Sequenz und die zweite konstante Sequenz eine Reverse-Primer-Bindungsstelle

umfasst, und

- ein Reverse-Primer in der reversen Transkription gemifl Schritt (f) verwendet
wird, der im wesentlichen komplementéir zur Reverse-Primer-Bindungsstelle ist
und an seinem 5°-Ende einen weiteren Teilbereich umfasst und das reverse
Transkriptionsprodukt in 5> - 3’-Richtung eine Reverse-Primer-Sequenz, eine
zur randomisierten Sequenz im Wesentlichen komplementire Sequenz und eine

Forward-Primer-Bindungsstelle umfasst.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass in der Zweitstrangsynthese
der Reverse-Primer und ein Forward-Primer verwendet wird, wobei der Forward-Primer
zumindest mit einem Teil der Forward-Primer-Bindungsstelle des reversen
Transkriptionsproduktes im wesentlichen komplementir ist, wobei die Sequenz des
synthetisierten Zweitstrangs mit der Sequenz der zu Nukleinsgure von Schritt (d) im
wesentlichen identisch ist und am 3’-Ende zusitzlich eine weiteren Teilbereich des

Reverse-Primers im Wesentlichen komplementare Sequenz wrnfasst.

Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass der weitere
Teilbereich des Reverse-Primers eine Promotor-Sequenz ist, wobei bevorzugterweise die
Promotor-Sequenz ausgewéhlt ist aus der Gruppe, die Promotor-Sequenzen von T7-

RNA-Polymerase, T3-RNA-Polymerase und SP6-Polymerase umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass der in der
Zweitstrangsynthese synthetisierte Strang als Matrizenstrang einer Transkription
unterzogen wird, wobei das Transkriptionsprodukt in 3° = 5’-Richtung die Forward-
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Primer-Bindungsstelle den komplementiren randomisierten Bereich und die Reverse-

Primer-Sequenz umfasst.

Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass das Transkriptions-Produkt
mit einer reversen Transkriptase zusammen mit einem Forward-Synthese-Primer und
modifizierten Nukleosidtriphosphaten, bevorzugterweise 2’-Fluoronukleosidphosphaten,
umgesetzt wird, wobei der Forward-Synthese-Primer an der Forward-Primer-
Bindungsstelle hybridisiert, uwm ein Syntheseprodukt zu erbalten, wobei das
Syntheseprodukt modifizierte Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-Fluoro-
Nukleosidphosphate umfasst.

Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekenmzeichnet, dass der Forward-Synthese-
Primer aus modifizierten Nukleosidtriphosphaten besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang einer alkalischen Behandlung unterzogen wird, um eine einzelstringige
Nukleinsdure zu erhalten, wobei die Nukleinsdure in 5° = 3’-Richtung die Forward-
Primer-Sequenz, den randomisierten Bereich und die Reverse-Primer-Bindungsstelle

umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass der
Forward-Primer an seinem 5’-Ende einen weiteren Teilbereich umfasst und der
synthetisierte Zweitstrang an seinem 5°-Ende eine dem weiteren Teilbereich

entsprechende Sequenz umfasst.

Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekemnzeichnet, dass der in der
Zweitstrangsynthese synthetisierte Strang als Matrizenstrang einer Transkription
unterzogen wird, wobei das Transkriptionsprodukt in 3° —> 5’-Richtung die Forward-
Primer-Bindungsstelle einschlieBlich der zu dem weiteren Teilbereich des Forward-
Primers komplementiren Sequenz, den komplementiren randomisierten Bereich und die
Reverse-Primer-Sequenz an seinem 5°-Ende umfasst, wobei der Reverse-Primer-Sequenz
bevorzugterweise eine zu dem weiteren Teilbereich des Reverse-Primers

korrespondierende Sequenz fehlt.
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Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass das Transkriptions-Produkt
mit einer reversen Transkriptase zusammen mit einem Forward-Synthese-Primer und
modifizierten Nukleosidtriphosphaten, bevorzugterweise 2’-Fluoronukleosidphosphaten,
umgesetzt wird, wobei der Forward-Synthese-Primer an der Forward-Primer-
Bindungsstelle hybridisiert, um ein Syntheseprodukt zu erhalten, wobei das
Syntheseprodukt modifizierte ~Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-Fluoro-
Nukleosidphosphate umfasst.

* Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass der Forward-Synthese-

Primer aus Ribonukleotiden oder aus Desoxyribonukleotiden mit mindestens einem

Ribonukleotid an seinem 3’-Ende besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 35, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang einer alkalischen Spaltung unterzogen wird und der Forward-Synthese-
Primer abgespalten wird, um eine einzelstrangige Nukleinsdure zu erhalten, wobei die
Nukleinsdure in 5° - 3’-Richtung die Forward-Primer-Sequenz, den randomisierten

Bereich und die Reverse-Primer-Bindungsstelle umfasst.

Verfahren nach einem der Amspriiche 25 bis 36, dadurch gekennzeichnet, dass der

Forward-Primer und der Reverse-Primer aus DNA besteht.

Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere

von Aptameren, umfassend die Schritte

(a)  Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsduren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
ciner zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,

(b)  Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,
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Abtrennen der Nukleinsiure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinséiure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsiure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

reverse Transkription der Nukleinsiure(nn), die mit dem Zielmolekil in

Wechselwirkung getreten ist/sind, um reverse Transkriptionsprodukte zu bilden,

Durchfiihren einer Amplifikationsreaktion mit dem reversen
Transkriptionsprodukt wobei die Amplifikationsreaktion bevorzugterweise eine
Polymerasekettenreaktion ist, um ein amplifiziertes Teverses

Transkriptionsprodukt zu erhalten,
Synthese von Nukleinsduren, die im Wesentlichen komplementér sind zu den in
(g) amplifizierten reversen Transkriptionsprodukten, um ein Syntheseprodukt zu

erhalten,

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (h), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (h) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (g) erhaltenen Nukleinsiure,

dadurch gekennzeichnet, dass

- die erste konstante Sequenz der Nukleinséure in Schritt (a) eine Forward-
Primer-Sequenz und die zweite konstante Sequenz eine Reverse-Primer-

Bindungsstelle umfasst, und

- ein Reverse-Primer in der reversenn Transkription gem#B Schritt (f)

verwendet wird, der im Wesentlichen komplementér zu Reverse-Primer-
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Bindungsstelle ist und das reverse Transkriptionsprodukt in 5° - 3’-
Richtung eine Reverse-Primer-Sequenz, eine zur randomisierten Sequenz
im Wesentlichen komplementére Sequenz und eine zur Forward-Primer-
Sequenz im Wesentlichen komplementire Forward-Primer-Bindungsstelle

umfasst.

Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass in der Zweitstrangsynthese
der Reverse-Primer und ein Forward-Primer verwendet werden, wobei der Forward-
Primer mit der Forward-Primer-Bindungsstelle im Wesentlichen komplementir ist, wobei
die Sequenz des synthetisierten Zweitstranges mit der zu amplifizierenden Nukleinsdure

im Wesentlichen identisch ist.

Verfahren nach Anspruch 38 oder 39, dadurch gekennzeichnet, dass in der Synthese nach
Schritt (g) das amplifizierte reverse Transkriptionsprodukt mit einem Forward-Synthese-
Primer, modifzierten  Nukleosidtriphosphaten,  bevorzugterweise  2’-Fluoro-
Nukleosidtriphosphaten, und einer reversen Transkriptase umgesetzt wird, wobei der
Forward-Synthese-Primer an der Forward-Primer-Bindungsstelle hybridisiert, um ein
Syntheseprodukt zu erhalten, wobei das Syntheseprodukt modifizierte
Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-Fluoro-Nukleosidphosphate umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 38 bis 40, dadurch gekennzeichnet, dass der
Forward-Synthese-Primer aus modifizierten Nukleosidtriphosphaten besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 38 bis 41, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang einem Verdau, bevorzugterweise einem enzymatischen Verdau,
unterzogen wird, um eine einzelstringige Nukleinsdure zu erhalten, wobei die
Nukleinssure in 5° = 3’-Richtung die Forward-Primer-Sequenz, den randomisierten

Bereich und die R everse-Primer-Bindungsstelle umfasst.

Verfahren nach Amnspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass in der Zweitstrangsynthese
der Reverse-Primer und ein Forward-Primer verwendet werden, wobei der Forward-
Primer mit der Forward-Primer-Bindungsstelle im Wesentlichen komplementr ist ind an
seinem 5°-Ende einen weiteren Teilbereich umfasst, wobei der Teilbereich

bevorzugterweise eine Linge etwa von 10 bis 25 und bevorzugtererweise etwa von 10 bis
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15 Nukleotide aufweist, wobei der Teilbereich bevorzugterweise eine Bindungsstelle
oder einen Teil davon fiir einen Forward-Synthese-Primer ist und ein verléngertes
reverses Transkriptionsprodukt erhalten wird, wobei das verldngerte reverse
Transkriptionsprodukt dem reversen Transkriptionsprodukt entspricht, wobei das reverse
Transkriptionsprodukt an seinem 3’-Ende um eine Sequenz ergénzt wird, wobei die

Sequenz komplementér zur Sequenz des weiteren Teilbereichs des Forward-Primers ist.

Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass in der Synthese nach Schritt
(g) das amplifizierte reverse Transkriptionsprodukt umgesetzt wird mit einem Forward-
Synthese-Primer, modifizierten Nukleosidtriphosphaten, bevorzugterweise 2’-Fluoro-
Nukleosidtriphosphate, und einer reversen Transkriptase, wobei der Forward-Synthese-
Primer an der Bindungsstelle fiir den Forward-Synthese-Primer hybridisiert, um ein
Syntheseprodukt zu  erhalten, wobei das  Syntheseprodukt modifizierte
Nukleosidphosphate, bevorzugterweise 2’-Fluoro-Nukleosidphosphate umfasst.

Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass der Forward-Synthese-
Primer aus Ribonukleotiden oder aus Desoxyribonukleotiden mit mindestens einem

Ribonukleotid an seinem 3’-Ende besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 43 bis 45, dadurch gekennzeichnet, dass der
Matrizenstrang einem Verdau unterzogen wird, bevorzugterweise einem enzymatischen
Verdau, um eine einzelstringige Nukleinsiure zu erhalten, wobei die Nukleinsdure in 5°
—> 3°-Richtung die Forward-Primer-Sequenz, den randomisierten Bereich und die

Reverse-Primer-Bindungsstelle umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 38 bis 46, dadurch gekennzeichnet, dass der

Forward-Primer und der Reverse-Primer aus DNA besteht.

Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsidure, insbesondere

von Aptameren, umfassend die Schritte:

(a) Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsduren, insbesondere D-
Nukleinsiuren, wobei eine jede Nukleinsiure einen Bereich mit einer

randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5°-Ende und
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einer zweiten konstanten Sequenz am 3°-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz

unterscheiden,
Inkontaktbringen der Population von Nukleinsiuren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsdure, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinséure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,
Amplifikation der Nukleinsdure von Schritt (a) umfassend den Schritt:

Umsetzen der Nukleinsdure von Schritt (a) mit einer reversen Transkriptase,
einem Reverse-Primer, einem Forward-Primer und Nukleosidphosphaten,
bevorzugterweise modifizierten Nukleosidphosphaten und bevorzugtererweise 2°-

F-Nukleosidphosphaten,

wobei der Reverse-Primer im Wesentlichen komplementir zu der Reverse-
Primer-Bindungsstelle ist und mit dieser hybridisiext und eine Markierung trégt,
wobei die Markierung eine Wechselwirkung zwischen dem Primer und dem

Wechselwirkungspartner vermittelt und

wobei der Forward-Primer im Wesentlichen identisch ist mit der Forward-Primer-

Sequenz der Nukleinsdure von Schritt (a),

um ein doppelstrangiges Amplifikationsprodukt zu erhalten, wobei ein Strang im
Wesentlichen der Nukleinsdure von Schritt (a) entspricht und ein Strang dazu

komplementir ist, wobei der komplementire Strang die Markierung trigt,
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(g2)  Entfernen des komplementiren Stranges vom Amplifikationsprodukt, uim eine
Nukleinsdure zu erhalten, die im Wesentlichen der Nukleinséure von Schritt (a)

entspricht,

(h)  optional Wiederholen der Schritte (a) bis (g), wobei die Nukleinsdure aus Schritt

(g) die hetero gene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

® optional Sequienzieren der aus Schritt (d), (f) oder (g) erhaltenen Nukleinsdure(n),
wobei im Falle der Sequenzierung bevorzugterweise noch die folgenden Schritte
durchgefiihrt werden:

(ia) reverse Transkription unter Verwendung des Reverse-Primer, wobei der
Reverse-Primer aus DNA besteht und-keine Markierung tragt,

(ib) Amplifizieren des reversen Transkriptionsproduktes aus Schritt (ia) unter
Durchfiihrung einer Zweitstrangsynthese zur Amplifikation, wobei der
Reverse-Primer und der Forward-Primer verwendet werden, wobei der
Reverse-Primer keineMarkierung aufweist und der Forward-Primer aus
DNA besteht.

Verfahren nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, dass der komplementére Strang in
Schritt (g) durch  Wechselwirkung zwischen der Markierung und dem

Wechselwirkungspartner entfernt wird.

Verfahren nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dass der Wechselwirkungspartner

an einer Oberfliche iimmobilisiert ist.

Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass das Amplifikationsprodukt
durch die Wechselwirkung zwischen Markierung und Wechselwirkungspartnern an der

Oberfliache immobilisiert ist.

Verfahren nach einem der Anspriich 49 bis 51, dadurch gekennzeichnet, dass die beiden
Stringe des Amplifikationsproduktes voneinander getrennt werden, -wobei

bevorzugterweise der komplementire Strang immobilisiert bleibt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 48 bis 52, dadurch gekennzeichnet, dass die
Markierung ausgewihlt ist aus der Gruppe, die Biotin, Digoxigenin und Linker mit
reaktiven funktionellen Gruppen umfasst, und die reaktiven funktionellen Gruppen
bevorzugterweise ausgewihlt sind aus der Gruppe, die Amino-, Carboxy, Epoxy und
Thiol umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 48 bis 53, dadurch gekennzeichnet, dass der
Wechselwirkungspartner ausgew#hlt ist aus der Gruppe, die Streptavidin, Avidin,
Neutravidin und Anti-Digoxigenin-Antikérper und komplementére funktionelle Gruppen
umfasst, und die reaktiven funktionellen Gruppen bevorzugterweise ausgewhlt sind aus

der Gruppe, die Amino-, Carboxy, Epoxy und Thiol umfasst. .

Verfahren nach einem der Anspriiche 48 bis 53, dadurch gekennzeichnet, dass die

Markierung am 5°-Ende des reversen Primers angeordnet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 48 bis 55, dadurch gekennzeichnet, dass der
Forward-Primer modifizierte Nukleosidphosphate umfasst, insbesondere 3’-Fluoro-

NuXkleosidphosphate.

Verfahren nach einem der Anspriiche 48 bis 56, dadurch gekennzeichnet, dass der

Rewverse Primer Desoxynukleosidphosphate umfasst.

Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleins#ure, insbesondere

von Aptameren, umfassend

@) Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsiuren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsiure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5°-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz
unterscheiden, wobei die Nukleinsiure modifizierte Nukleosidphosphate umfasst,
bevorzugterweise 2’-Fluoro-modifizierte Nukleosidphosphate und die konstanten

Sequenzen jeweils 4-6 Nukleotide umfassen,
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Inkontaktbringen der Population von Nukleinsiuren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsduren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

Modifizieren der Nukleinsiure aus Schritt (a) oder (d) durch folgende Schritte:

(f0)

(f2)

(fb)

5°-Phosphorylieren des 5’-terminalen Nukleotids der Nukleinsdure von
Schritt (a), bevorzugterweise durch eine Kinasierung, unter der
Voraussetzung, dass das 5’-terminale Nukleotid nicht schon eine
Phosphatgruppe am 5’-Ende aufweist,

Bereitstellen eines ersten  Adaptermolekiils, wobei das erste
Adaptermolekiil aus einer doppelstringigen Nukleinsdure aus einem ersten
wnd einem zweiten Nukleinsiurestrang besteht und wobei der erste
Nukleinsdurestrang und der zweite Nukleinsiurestrang unabhingig
voneinander eine Desoxyribonukleinsdure, eine Ribonukleinsdure oder
cine FNA ist und das 5°-Ende des zweiten Nukleinsdurestranges einen
Uberhang liefert, wobei der Uberhang zumindest teilweise zu der erstent
konstanten Teilsequenz der Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d) oder

einem Teil davon komplementér ist,

Bereitstellen eines zweiten Adaptermolekiils, wobei das zweite
Adaptermolekiil aus einer doppelstringigen Nukleinséure aus einem erster
und einem zweiten Nukleinsdurestrang besteht, wobei der erste
Nukleinsiurestrang ein 5’-Phosphat trigt und der erste und der zweite
Nukleinsdurestrang unabhingig voneinander eine Desoxyribonukleinsiure,
eine Ribonukleinsire oder eine FNA ist und das 3’-Ende des zweitenn

Nukleinsiurestranges einen Uberhang liefert, der zumindest teilweise
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komplementdr ist zu der zweiten konstanten Teilsequenz der Nukleinsdure

aus Schritt (a) und/oder (d) oder einem Teil davon,

(fc)  Ligieren der ersten Nukleinsiuresiringe des ersten und des zweiten
Adaptermolekiils an die Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d), um ein
Ligationsprodukt als Reaktionsprodukt zu erhalten,

Reverse Transkription des Ligationsproduktes unter Verwendung des im
Ligationsansatz vorliegenden zweiten Stranges des zweiten Adaptermolekiils als

Primer, um ein Teverses Transkriptionsprodukt zZu erhalten,

Durchfiihren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementér ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese bevorzugtererweise eine Amplifikationsreaktion und

bevorzugterweise eine Polymerasekettenreaktion ist,

Transkription, des Produktes aus (h), wobei der synthetisierte Zweitstrang als
Matrizenstrang dient um Transkriptionsprodukte zu erhalten, wobei ein

Transkriptionsprodukt erhalten wird, das komplementér ist zu

der Sequenz des ersten Nukleinsdurestranges des ersten Adaptermolekiils,

der ersten konstanten Teilsequenz,

dem randomisierten Bereich, und

der zweiten konstanten Teilsequenz; und
Durchfiithren einer Nukleinsiduresynthese, wobei das Transkriptionsprodukt aus
Schritt (6] mit einem Forward-Synthese-Primer, modifizierten
Nukleosidtriphosphaten, bevorzugterweise 2’-Fluoronukleosidtriphosphaten, und
einer reversen Transkriptase umgesetzt wird, wobei der Primer mit der

Komplementir-Sequenz  des  ersten Nukleinsiurestranges des  ersten

Adaptermolekiils hybridisiert und der Primer aus RNA besteht oder einer
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Kombination von RNA und DNA besteht, unter der Voraussetzung, dass bei der
Kombination von RNA und DNA zumindest das 3’-Ende durch ein Ribonukleotid
gebildet wird,

Abspalten des Transkriptionsproduktes nach Schritt (j) und der Forward-Primer-
Sequenz des in Schritt (j) synthetisierten Nukleinsduremolekiil, um eine
Nukleinsdure zu erhalten, die im Wesentlichen identisch ist mit der Nukleinsdure
von Schritt (a) oder (d),

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (k), wobei die Nukleinsidure aus Schritt

(k) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten ist, und

optional Sequenzieren der aus Schritt (h) erhaltenen Nukleinsiure.

Verfahiren nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, dass die Spaltung in Schritt (k)
durch alkalische Spaltung und/oder RNase-Verdau erfolgt.

Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindenden Nukleinsiure, insbesondere

von Aptameren, umfassend

(2)

(b)

(©

Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsduren, insbesondere D-
Nukleinsduren, wobei eine jede Nukleinsiure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinsduren in der randomisierten Sequenz
unterscheiden, wobei die Nukleinsiure modifizierte Nukleosidphosphate umfasst,
bevorzugterweise 2’-Fluoro-modifizierte Nukleosidphosphate, die konstanten
Sequenzen jeweils 4-6 Nukleotide umfassen und die Nukleinsdure am 3’-Ende

eine OH-Gruppe trigt.

Inkontaktbringen der Population von Nukleinsduren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsiuren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,
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Abtrennenn der Nukleinséure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (a) bis (d), wobei die Nukleinsidure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

Modifizieren der Nukleinsédure(n) aus Schritt (a) oder (d) durch folgende Schritte:

(fa)

(fb)

(fc)

Phosphorylieren des 5’-Endes der Nukleinsdure, sofern die Nukleinsdure

kein Phosphat am 5’-Ende aufweist,

Bereitstellen eines ersten Adaptermolekiils, wobei das erste
Adaptermolekiil aus einer doppelstringigen Nukleinséure aus einem ersten
und einem zweiten Nukleinsdurestrang besteht und wobei der erste
Nukleinsdurestrang und der zweite Nukleinsgurestrang unabhingig
vonieinander eine Desoxyribonukleinséure, eine Ribonukleinsdure oder
eine FNA ist und das 5’-Ende des zweiten Nukleinsdurestranges einen
Uberhang liefert, wobei der Uberhang zumindest teilweise zu der ersten
konistanten Teilsequenz der Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d) oder

einem Teil davon komplementdr ist,

Bereitstellen eines zweiten Adaptermolekiils, wobei das zweite
Adaptermolekiil aus einer doppelstrangigen Nukleinsdure aus einem ersten
und einem zweiten Nukleinsiurestrang besteht, wobei der erste
Nukleinsdurestrang ein 5’-Phosphat trigt, der erste und der zweite
Nukleinsdurestrang eine unabhéngig voneinander Desoxyribonukleinsiure,
eine Ribonukleinsiure oder eine FNA ist und das 3’-Ende des zweiten
Nukleinsiurestranges einen Uberhang liefert, der zumindest teilweise
komplementar ist zu der zweiten konstanten Teilsequenz der NukleinsZure
aus Schritt (2) und/oder (d) oder einem Teil davon und wobei der zw eite
Nukleinsdurestrang eine Spaltstelle aufweist, die bei Spaltung des
Nukleinsdurestranges ein erstes Spaltprodukt und ein zweites Spaltprodukt

liefert, wobei das erste Spaltprodukt das 3’-Ende des zweiten
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Nukleinséurestranges des zweiten Adaptermolekiils ist, das zumindestens

teilweise komplementdr ist zu der zweiten konstanten Teilsequenz der
Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d),

(fd) Ligieren der ersten Nukleinsdurestringe des ersten und des zweiten
Adaptermolekiils an die Nukleinsdure aus Schritt (a) und/oder (d), um ein
Ligationsprodukt als Reaktionsprodukt zu erhalten,

(g) Reverse Transkription des Ligationsproduktes unter Verwendung des im
Ligationsansatz vorliegenden zweiten Stranges des zweiten Adaptermolekiils als

Primer, um ein reverses Transkriptionsprodukt zu erhalten,

(h) Durchfiihren einer Zweitstrangsynthese, wobei der zweite Strang im Wesentlichen
komplementidr ist zu den reversen Transkriptionsprodukten, wobei die
Zweitstrangsynthese ~ bevorzugterweise  eine  Amplifikationsreaktion  und
bevorzugtererweise eine Polymerasekettenreaktion ist, und ein amplifiziertes reverses

Transkriptionsprodukt liefert,

(i) Abbau des reversen Transkriptionsproduktes, insbesondere des amplifizierten
reversen Transkriptionsproduktes, wobei eine Nukleinsiure bereitgestellt ist, die in

3°— 5’-Richtung umfasst:

- die dem Forward Primer komplementire Sequenz oder die Forward Primer
Bindungstelle,

- den zum randomisierten Bereich komplementiren Bereich. sowie

- den Bereich des zweiten Stranges des zweiten Adapterxmolekiils, der teilweise
komplementdr ist zu der zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende der

Nukleinsdure von Schritt (a) und/oder (d),

(j) Duxchfiihren einer Nukleinsduresynthese, wobei die in (j) bereitgestellte Nukleinséure
mit  einem  Forward-Synthese-Primer, modifizierten = Nukleosidtriphosphaten,
bevorzugterweise 2’-Fluoro-Nukleosidtriphosphaten, und einer reversen Transkriptase
umgesetzt wird, wobei der Primer mit der KomplementZirsequenz des ersten

Nukleinsdurestranges des ersten Adaptermolekiils hybridisiert und der Primer aus RNA
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besteht oder aus einer Kombination aus DNA und RNA, wobel der Primer aus einer
Kombination aus DNA und RNA zumindest ein Ribonukleotid an seinem 3’-Ende
aufweist, um ein Syntheseprodukt zu erhalten,

(k) Abspalten des reversen Transkriptionsproduktes von dem Syntheseprodukt nach
Schritt (j) und der Forward-Synthese-Primer-Sequenz des Syntheseproduktes nach Schritt
(), um eine Nukleinsdure zu erhalten, die im wesentlichen identisch ist mit der

Nukleinséure von Schritt (2) oder (d),

(1) optional Wiederholen der Schritte (a) bis (k), wobei die Nukleinsidure aus Schritt (a)

die heterogene Population ausbildet oder in dieser enthalten ist, und

(m) optional Sequenzieren der in Schritt (h) erhaltenen Nukleinsdure.

61. Verfahren nach Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass das Phosphorylieren in Schritt

(fa) durch eine Kinasierung erfolgt.

62. Verfahren nach Anspruch 60 oder 61, dadurch gekennzeichnet, dass die Spaltstelle durch
eine Restriktionsenzymschnittstelle bereitgestellt wird und das Spalten durch ein

Restriktionsenzym erfolgt.

63. Verfahren nach Anspruch 60 oder 61, dadurch gekennzeichnet, dass die Spaltstelle durch ein
Ribonukleotid bereit gestellt wird und das Spalten durch alkalische Spaltung oder durch RNasen
erfolgt.

64. Verfahren nach einem der Anspriiche 60 bis 63, dadurch gekennzeichnet, dass das Abspalten
gemdl Schritt (1) enzymatisch, insbesondere durch DNase erfolgt, und/oder die Forward-

Synthese-Primer-Sequenz durch eine RNase entfernt wird.

65. Verfahren nach einem der Anspriiche 60 bis 64, dadurch gekennzeichnet, dass die
Nukleinsdure von Schritt (a) eine einzelstringige Nukleinsdure ist, die aus modifizierten

Nuleosidphosphaten, insbesondere 2’-Fluoro-modifizierten Nukleosidphosphaten besteht.
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66. Verfahren zur Selektion einer an ein Zielmolekiil bindende Nukleinsiure, insbesondere von

Aptameren, umfassend die Schritte,

(2)

(b)

(d)

(e)

®

Bereitstellen einer heterogenen Population von Nukleinsduren, insbesondere D-
Nukleinséuren, wobei eine jede Nukleinsdure einen Bereich mit einer
randomisierten Sequenz und einer ersten konstanten Sequenz am 5’-Ende und
einer zweiten konstanten Sequenz am 3’-Ende aufweist und sich die die
Population ausbildenden Nukleinséuren in der randomisierten Sequenz
unterscheiden, wobei die erste konstante Sequenz eine Forward-Primer-Sequenz

und die zweite konstante Sequenz eine Reverse-Primer-Bindungsstelle umfasst,

Inkontaktbringen der Population von Nukleinsiuren mit dem Zielmolekiil,

Abtrennen der Nukleinsduren, die nicht mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten sind,

Abtrennen der Nukleinsdure(n), die mit dem Zielmolekiil in Wechselwirkung

getreten ist/sind, von dem Zielmolekiil,

optional Wiederholen der Schritte von (2) bis (d), wobei die Nukleinséure(n) aus

Schritt (d) die heterogene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind,

Zweitstrangsynthese eines zur Nukleinsdure von Schritt (2) und/oder (d)
komplementéren zweiten Stranges und Amplifizieren des zweiten Stranges sowie
des zu der Nukleinsdure von Schritt (a) und/oder (d) korrespondierenden
Nukleinsduren durch Zugabe eines Reverse-Primers und eines Forward-Primers,
wobei der Reverse-Primer einen ersten und einen zweiten Teilbereich umfasst,
waobei der erste Teilbereich an die Reverse-Primer-Bindungsstelle bindet und der
zweite Teilbereich am 5’-Ende des Reverse-Primers angeordnet ist und eine
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase umfasst, wobei die durch die
Zweitstrangsynthese erhaltene Syntheseprodukt der Nukleinsdure von Schritt (a)
und/oder (d) entspricht und an ihrem 3’-Ende zusétzlich eine Sequenz aufweist,

die komplementér ist zum zweiten Teilbereich des Reverse-Primers,
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(i)

)

(k)

91
Transkription des Syntheseproduktes von Schritt (f), wobei die Transkription
unter Zugabe vonn Nukeosidphosphaten und RNA-Polymerase erfolgt und das
Transkriptionsprodukt einem DNase-Verdau unterzogen wird, um ein
Transkriptionsprodukt zu erhalten, welches in 3’—> 5’-Richtung die Forward-
Primer-Bindungsstelle, einen zum randomisierten Bereich der Nukleinsdure von
Schritt (a) komplementiren Bereich sowie den ersten Teilbereich des Reverse-

Primers umfasst

Synthese  einer Nukleinssure  ausgehend von  dem  verkiirzten
Transkriptionsprodukt von Schritt (g), wobei das verkiirzte Transkriptionsprodukt
mit einem Forward-Synthese-Primer, dNTPs und reverser Transkriptase
umgesetzt wird, wobei der Forward-Synthese-Primer aus Desoxyribonukleotiden

besteht,
alkalischer Verdau des Reaktionsansatzes von Schritt (h) zum Verdau des
Transkriptionsproduktes, um eine Nukleinsaure zu erhalten, die im wesentlichen

identisch ist zur Nukleinsdure von Schritt (a) und (d).

optional Wiederholen der Schritte (a) bis (i), wobei die Nukleinsdure(n) aus

Schritt (i) die hetero gene Population ausbilden oder in dieser enthalten sind und

optional Sequenzieren der aus Schritt (f) oder (d) erhaltenen Nukleinsdure(n).

67. Verfahren nach Anspruch 66, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsdure von Schritt (a)

eine Desoxyribonukleinsdure ist.

68. Verfahren nach Anspruch 66 oder 67, dadurch gekennzeichnet, dass die Promotor-Sequenz

ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Promotor-Sequenzen von T7-RNA-Polymerase, T3-RNA-

Polymerase und SP6-Polymerase urnfasst.

69. Verfahren nach einem der Anspriiche 23 bis 68, dadurch gekennzeichnet, dass die selektierte

Nukleinsure(n) ausgewshlt ist aus der Gruppe, die Aptamer, Ribozyme, Aptazyme, Antisense-
Molekiile und siRNA umfasst.
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