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Click-Chemie-Markierung von alkinmodifizierten Oligonukleotiden mit Aziden

Puffer fir Click-Chemie dient der postsynthetischen Konjugation von alkinmodifizierten Oligonukleotiden. Oligonukleotide mit
terminalen Alkinen kdnnen mithilfe von Alkinamidit synthetisiert werden.

Bei der Konjugationsreaktion eines Azids mit der terminalen Alkingruppe eines Oligonukleotids wird ein 5-gliedriger
Heterozyklus gebildet. Da Azid- und Alkingruppen in natirlichen Biomolekiilen praktisch nie vorkommen, ist die Reaktion sehr
spezifisch und kann fiir eine effektive Losung eines breiten Aufgabenspektrums eingesetzt werden.
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Die Reaktion verlduft in Anwesenheit von Kupfer (1) und bei neutralem pH-Wert. Der Puffer enthalt Kupfer (l1),
Triethylammoniumacetat pH 7 und DMSO. Es wird empfohen, Kupfer (I1) mit einer frisch angesetzten Ascorbinsdure-Losung
zu reduzieren.

Fiir die Reaktion bendtigen Sie folgende Komponenten: alkin-modifiziertes Oligonukleotid, Aild Puffer fiir Click-Chemie und
Ascorbinsaure. Sie kdnnen die Reagenzien auf unserer Homepage bestellen.
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Protokoll

Wir empfehlen folgendes Protokoll fiir die Click-Chemie-Markierung von alkinmadifizierten Oligonukleotiden mit Aziden:

1. Berechnen Sie das Gesamtreaktionsvolumen abhéngig von der Menge des Oligos:

von 4 bis 20 nmol 100
von 20 bis 40 nmol 200
von 40 bis 80 nmol 400
von 80 bis 600 nmol 600
2. Berechnen Sie die Volumina der fiir die Click-Chemie-Markierung bendtigten Reagenzien anhand der untenstehenden
Tabelle:
Azid (Menge des Oligonukleotids [nmol]) x 0,15 10 mM in DMSO
Puffer fiir Click-Chemie (Gesamtreaktionsvolumen [ull) x 0,67 1,5x
Ascorbinséure (Gesamtreaktionsvolumen [ul]) x 0,02 90 mM in Wasser

(Gesamtreaktionsvolumen [ull — Volumen der
Azidlgsung [ul] — Puffervolumen [ull — Volumen der —
Ascorbinséureldsung [ul])

Wasser (zum Auflosen des
Oligonukleatids)

3. Stellen Sie die Stammldsungen des Azids (10 mM in DMS0) und der Ascorbinséure (50 mM in Wasser) her.

Beachten Sie hitte, dass Ascorbinsdure anfallig fiir Oxidation durch Luftsauerstoff ist. Verwenden Sie daher immer nur
frisch angesetzte Losungen (die Losung ist 24 Stunden lang stabil). Bereiten Sie die Stammldsung zu, indem Sie 10 mg
Ascorbinséure in 1,1 ml Wasser aufldsen.

Losen Sie das alkinmodifizierte Oligonukleotid im zuvor berechneten Wasservolumen in einem 2 ml Plastikréhrchen auf.
Fiigen Sie den Puffer fiir Click-Chemie hinzu und vortexen Sie.

Fiigen Sie die Azid-Stammidsung hinzu und vortexen Sie noch einmal gut.
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(Empfohlen). Entgasen Sie die Losung. Schliefen Sie dafiir eine Einmalpipettenspitze an den Plastik- bzw. Silikonschlauch
des Druckreglers der Flasche mit Inertgas (Argon, Stickstoff, Helium) an. Stellen Sie einen sehr schwachen Gasstrom ein
und halten Sie die Pipettenspitze 3—10 mm oberhalb des Fliissigkeitsspiegels. Beriihren Sie dabei weder Fliissigkeit noch
Réhrchenwénde. Der Gasstrom muss so eingestellt sein, dass er einen Strudel in der Fliissigkeit erzeugt, das Verspritzen
der Fliissigkeit ist jedoch zu vermeiden. Halten Sie die Pipettenspitze so 10—20 s lang.

Werden mehrere Markierungsreaktionen parallel vorbereitet, kann mit Gerdten wie SpeedVac entgast werden. Platzieren
Sie die Réhrchen im Gerdt, starten Sie den Durchlauf, bauen Sie fiir 30—40 s Vakuum auf und beliiften Sie das Geréat
anschliefend mit Inertgas.

8. Fiigen Sie die Ascorbinséure-Ldsung hinzu, leiten Sie einige Sekunden lang ein Inertgas durch das Réhrchen hindurch und
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verschlieBen Sie es.

Vortexen Sie die Losung. Flockt die Losung bei der Reaktion aus, erwarmen Sie das Rdhrchen in heiBem Wasser
(70-95 °C) bis sich der Niederschlag lést und vortexen Sie.

Inkubieren Sie das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 8—16 Stunden.

Fiigen Sie 2 M Lithiumperchlorat-Losung (ein Teil Lithiumperchlorat-Ldsung auf fiinf Teile des Reaktionsgemisches),
vortexen Sie und fiillen Sie ad 2 ml mit hochreinem Aceton auf.

Schiitteln Sie das Rohrchen und inkubieren Sie bei -20 °C fiir 20 Minuten.
Zentrifugieren Sie 10 Minuten lang bei 10 000 min™. Verwerfen Sie den Uberstand.

Waschen Sie das Pellet mit 1 ml Aceton. Schiitteln Sie das Réhrchen und zentrifugieren Sie 10 Minuten lang bei
10 000 min™. Verwerfen Sie den Uberstand.

Trocknen Sie das Pellet im gedffneten Rohrchen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder stellen Sie das Rohrchen
in einen Heizblock bei 65 °C fiir 10 Minuten.

Losen Sie das Pellet in Waser auf und reinigen Sie das Konjugat mittels RP-HPLC.
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